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RESUME

Le récepteur 5-HT4 humain cardiaque cloné en 1997 présente une activité

fonctionnelle uniquement au niveau des oreillettes. Il est couplé positivement à l’adénylate

cyclase par une protéine GS. Sa stimulation induit l’activation d’une protéine kinase

dépendante de l’AMPc (PKA), laquelle phosphoryle différentes protéines clés impliquées

dans le couplage excitation-contraction incluant le canal calcique de type L. Plusieurs études

suggèrent que le récepteur 5-HT4 aurait un rôle dans le maintien des fibrillations auriculaires.

L’implication d’une composante auto-immune dans certaines cardiomyopathies a été

largement répertoriée dans la littérature. Les anticorps sont dirigés contre la seconde boucle

extracellulaire des récepteurs cardiaques couplés aux protéines G (RCPG) tels que les

récepteurs -adrénergiques et M2 muscariniques. L’identification récente du récepteur h5-

HT4 cardiaque suggère la possibilité d’une nouvelle cible pour des auto-anticorps.

La première partie de cette étude porte sur les effets fonctionnels de l’anticorps anti-

G21V sur le récepteur 5-HT4 exprimé dans des systèmes recombinants, les cellules COS-7 et

CHO. L’anticorps semblerait avoir une activité différente suivant la lignée cellulaire et la

densité d’expression de ce récepteur à la membrane. En effet, l’anti-G21V a une activité de

type agoniste sur le récepteur présent à forte densité dans les cellules COS-7 et n’a aucun effet

sur les cellules CHO clone 1. De plus, dans ce même système cellulaire (cellules CHO), cet

anticorps agit comme un agoniste inverse, sur un autre clone 2 exprimant plus faiblement ce

récepteur. Nos travaux ont permis d’autre part de mettre en évidence pour la première fois la

présence d’anticorps auto-immuns dirigés contre le récepteur 5-HT4 dans le sérum de patients

atteints de fibrillation auriculaire paroxystique idiopathique. Appliqués sur des myocytes

atriaux humains, ces auto-anticorps ne modulent pas la production d’AMPc intracellulaire.

Ces effets sont similaires à ceux  observés avec un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre

un peptide mimant la seconde boucle extracellulaire du récepteur h5-HT4. Néanmoins, il a été

montré au laboratoire que l’anticorps anti-G21V pouvait inhiber le courant calcique ICa2+,L.

Ces différents effets suggèrent que l’anti-G21V, soit déclenche une autre cascade de

transduction que la voie AMPc, soit agit localement en microdomaines de régulation

fonctionnelle autour de ICa2+,L. Il pourrait être en particulier proposé que les cardiomyocytes

expriment une plus faible quantité de récepteurs 5-HT4 au niveau de microdomaines de

régulation contenant les canaux calciques de type L et un taux plus élevé pour le reste de la

membrane plasmique dont les effets seraient similaires à ceux trouvés à partir des études sur

les cellules CHO clone 1 et clone 2.

Mots clés : anticorps, récepteur, sérotonine, myocytes atriaux humains, fibrillation auriculaire
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SUMMARY

The human cardiac 5-HT4 receptor was cloned in 1997. It is functional only in atrial myocytes

where it is positively coupled via Gs to the adenylate cyclase, activates the cAMP-dependent

protein kinase (PKA) and in consequence phosphorylates a variety of intracellular proteins

implicated in excitation-contraction coupling. A number of studies suggest a role for the 5-

HT4 receptor in the maintenance or elongation of atrial fibrillation.

It is now accepted that certain cardiac pathologies involve auto-immune processes. Antibodies

directed against the second extracellular loop of a number of cardiac G-protein linked

receptors have been found. The human cardiac 5-HT4 receptor could therefore also be a target

for auto-immune antibodies.

The first part of this study investigated the functional effects of the rabbit polyclonal antibody

(anti-G21V) against the h5-HT4 receptor expressed in the mammalian cell lines COS-7 and

CHO. We found that the effects of the antibody seemed to depend upon the cell type and the

density of expression of the receptor. Thus, when the receptor was expressed at high density

in COS-7 and CHO cells, the antibody had an agonist-like effect in the former and no effect in

the latter. When the receptor was expressed in CHO cells at low density, the antibody had an

inverse-agonist-like effect.

Otherwhise, our studies show for the first time the presence of auto-immune antibodies

targeted against the 5-HT4 receptor in the sera of patients suffering from idiopathic paroxystic

atrial fibrillation. Neither these human antibodies nor the polyclonal antibody (anti-G21V)

raised in rabbit against the second extracellular loop of the 5-HT receptor, had any detectible

effect upon the production of intracellular cAMP in enzymatically isolated human atrial

myocytes. While previous studies from this laboratory have shown that antiG21V could

inhibit activation by 5-HT of the L-type Ca2+ current in human myocytes. The difference

between these results might suggest that the polyclonal antibody either activates a signalling

pathway that does not involve cAMP, or operates in functional microdomains localised with

the Ca2+ channels. In particular, atrial myocytes could express receptors at low density in

domains around the Ca2+ channels and at high density in the rest of the sarcolemmal

membrane conducing similar effects to clone 1 and 2.

Key Words : antibody, receptor, serotonin, human atrial myocytes, atrial fibrillation.
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INTRODUCTION

L’effet de la sérotonine (5-hydroxytryptamine ou 5-HT) sur le système nerveux central

ainsi que sur les organes périphériques implique les récepteurs RCPG sérotoninergiques de type 4

(Bockaert & Pin, 1998). 15 sous-types de récepteurs à la sérotonine ont été décrits (Saxena &

Villalon, 1990). En 1997, le récepteur 5-HT4 humain cardiaque a été cloné par Blondel et al. Il est

constitué par 4 isoformes : a, b, c et e (Blondel et al., 1998a).  Dans le cœur, le récepteur 5-HT4

est fonctionnel uniquement au niveau de l’oreillette et est couplé positivement à l’adénylate

cyclase par une protéine GS (Kaumann, 1991; Ouadid et al., 1991; Sanders & Kaumann, 1992;

Jahnel et al., 1992). La stimulation des récepteurs 5-HT4 induit l’activation de la protéine kinase

PKA qui phosphoryle différentes protéines clés impliquées dans le couplage excitation-

contraction incluant le canal calcique de type L (ICa2+,L ) (Jahnel et al .,1992). En 1994, le

récepteur a été proposé comme étant partenaire des fibrillations auriculaires (Kaumann, 1994).

Sur des lambeaux d’oreillette humaine, la 5-HT induit des contractions arythmiques amplifiées

chez des patients traîtés avec des beta-bloqueurs (Kaumann & Sanders, 1994). La fibrillation

auriculaire est totalement bloquée par l’utilisation du SB203186, un antagoniste du récepteur 5-

HT4. Il est suggéré qu’une stimulation sérotoninergique induise à partir de canaux calciques une

surcharge calcique, condition génératrice de fibrillations auriculaires (Kaumann, 1994; Langlois

& Fischmeister, 2003).

L’implication, dans des cardiomyopathies, d’une composante auto-immune dirigée contre

des RCPG cardiaques a été abondamment répertoriée dans la littérature. Les auto-anticorps

détectés dans le sérum de patients atteints de cardiomyopathies dilatées idiopathiques présentent

des effets fonctionnels différents sur les RCPG cardiaques (Borda et al., 1984; Fu, 1995; Goin et

al., 1994; Mijares et al., 1996a; Lebesgue et al., 1998; Michikado et al., 2001). Ces anticorps

auto-immuns sont dirigés contre la seconde boucle extracellulaire des récepteurs -adrenergiques

et M2 muscariniques. Ils ont une activité de type agoniste sur ces récepteurs. Ils induisent sur des

cardiomyocytes de rats en culture (Mijares et al., 1996a, Lebesgue et al., 1998) des effets

inotrope positif et chronotrope negatif par l’intermédiaire des récepteurs 2-adrénergiques (Elies

et al., 1998). D’autre part, pour 30 % de biopsies de patients atteints de fibrillations auriculaires

idiopathiques, l’analyse histologique indique la présence de cellules nécrosées et de cellules ayant

un aspect morphologique susceptible d’être à l’origine d’une réponse auto-immune de
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l’organisme (Frustaci et al., 1997). Une infiltration de cellules lymphocytaires est d’ailleurs

observée dans ces tissus (Frustaci et al., 1997). L’identification récente du récepteur 5-HT4

cardiaque auriculaire suggère la possibilité d’une nouvelle cible potentielle pour des auto-

anticorps présents dans le sérum de patients ayant des troubles du rythme auriculaire.

Avant d’étudier cette hypothèse, nous allons présenter dans une revue bibliographique le

récepteur 5-HT4 cardiaque au sein de la superfamille à laquelle il appartient : les récepteurs

couplés aux protéines G. Nous élargirons également notre présentation sur les récepteurs couplés

aux protéines G cardiaques en spécifiant leur voie de transduction utilisée telle que la voie de

l’AMPc ainsi que les effecteurs ciblés tel que le canal calcique de type L. Ces données nous

permettront ensuite de mieux comprendre l’implication possible de ce récepteur dans la génèse

ou le maintien de fibrillations auriculaires. Il sera également présenté son intervention dans

certaines maladies auto-immunes menant à des conséquences physiopathologiques cardiaques.

Nos résultats seront ensuite présentés dans une partie Résultats-Discussion. Pour cette

étude, un anticorps (anticorps anti-G21V) a été produit après immunisation d’un lapin avec le

peptide G21V mimant la seconde boucle extracellulaire du récepteur 5-HT4 humain cardiaque.

L’objectif de ce travail a été de comparer l’activité fonctionnelle de cet anticorps polyclonal sur

le récepteur 5-HT4 humain cardiaque recombinant exprimé dans des systèmes d’expression tels

que les cellules COS-7 et les cellules CHO et exprimé dans les myocytes atriaux humains. Ceci,

afin de mieux comprendre les conséquences fonctionnelles d’une composante auto-immune

dirigée contre le récepteur 5-HT4. Pour cela, le dosage du second messager, l’AMPc, a été

effectué pour les cellules COS-7, CHO et les cardiomyocytes, afin d’être comparé aux études

réalisées par Sallé et al., 2001. Celui-ci avait mesuré l’activité du courant ICa2+,L sur des

cardiomyocytes atriaux humains, après fixation de l’anticorps anti-G21V suivi d’une stimulation

sérotoninergique. Dans un second temps, une étude fonctionnelle du récepteur 5-HT4 exprimé

dans les cardiomyocytes humains a été réalisée en mesurant la production d’AMPc et l’activité

du courant ICa2+,L après des stimulations sérotoninergiques et -adrénergiques. Cette étude avait

pour but de s’interroger sur le rôle fonctionnel du récepteur 5-HT4. Enfin, ce travail a consisté en

une détectection de la présence d’auto-anticorps dans le sérum de patients atteints de fibrillations

auriculaires idiopathiques. Il a ensuite été suivi par la recherche d’effets fonctionnels de ceux-ci

sur le récepteur 5-HT4 humain exprimé dans les myocytes atriaux humains. Cette étude a

également été réalisée par l’intermédiaire de la mesure d’AMPc et de l’activité du ICa,L.
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Nous concluerons en résumant les informations qu’apportent ces données sur le récepteur

5-HT4 et son implication dans la génèse et/ou le maintien de fibrillations auriculaires. Ces

résultats nous permettront de formuler des hypothèses sur le mécanisme d’action fonctionnel

d’un anticorps anti-5-HT4 ainsi que sur l’intervention fonctionnelle du récepteur dans les

fibrillations auriculaires.
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I-L’activité cardiaque

A-Rappels anatomiques et histologiques

Le cœur est un muscle composé de deux parties séparées par le septum, le cœur droit

et le cœur gauche (figure 1). Ces derniers sont constitués chacun d’une oreillette et d’un

ventricule. L’épaisseur de la paroi de ces cavités est proportionnelle à l’activité mécanique

développée. Ainsi, la paroi des oreillettes est plus mince que celle des ventricules. De même,

pour le ventricule droit par rapport au ventricule gauche, étant donné qu’il travaille contre des

résistances plus faibles. Lors de certaines cardiopathies congénitales, ce ventricule doit éjecter

du sang vers des régions dont les résistances pulmonaires sont élevées. La paroi de cette

cavité peut alors s’épaissir.

Le sang circule du cœur gauche vers le cœur droit. L’existence de valves entre les

oreillettes et les ventricules abolit le reflux sanguin. Elles s’ouvrent vers la cavité ventriculaire

empêchant le reflux vers les oreillettes (figure 1C). Ces valves sont fibreuses et sont attachées

à des piliers musculaires qui leur assurent une ouverture synchrone. Les orifices pulmonaires

et aortiques possèdent également un système de valves. Le sang artériel ne peut donc plus

revenir dans les ventricules.

Le cœur est formé d’artères et de veines dites coronaires. Les artères coronaires sont

les premières de l’arbre vasculaire, et les veines, les dernières du système veineux. Les artères

coronaires sont au nombre de deux, les artères coronaires droite et gauche. Elles prennent

naissance dans le creux des valves sigmoïdes aortiques antérieures. Puis, elles circulent à la

surface du myocarde et plongent dans l’épaisseur du muscle irriguant ainsi le coeur de

l’extérieur vers l’intérieur (figure 1). L’artère coronaire droite est présente essentiellement

dans le ventricule droit et à la face inférieure du cœur. Alors que, l’artère coronaire gauche

assure la vascularisation de la majorité du myocarde. Les veines coronaires se réunissent en

un tronc unique qui se déverse dans le sinus coronaire de l’oreillette droite.

Une coupe transversale du cœur montre qu’il est formé de 3 types de tissus: le

péricarde, le myocarde et l’endocarde (figure 1B). Le péricarde enveloppe le cœur et le début

des gros vaisseaux (artère pulmonaire et aorte). Il est formé de cellules épithéliales et de tissu

conjonctif. L’endocarde est situé sur la face interne du cœur en contact direct avec le sang. Il

tapisse les cavités cardiaques, les valves et les cordages. Il est constitué par un endothélium

qui se poursuit avec celui des vaisseaux.
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Figure 1 : Anatomie du cœur humain adulte.
OD, OG : oreillettes droite et gauche. VD, VG : ventricules droit et gauche. A) face antérieure
du cœur tel qu’il est dans la cage thoracique B) face antérieure vue en coupe C) vue de dessus.
Les oreillettes ont été enlevées faisant apparaître les deux ventricules, valves intactes. Reproduit
et modifié d’après Swynghedauw, 1995.
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Le myocarde forme la paroi du cœur. Il est composé d’environ 50 % de cellules musculaires

striées ou myocytes (figure 2), et 50 % de cellules fibroblastiques, endothéliales et vasculaires

(Guénard, 1996). Les myocytes étant des cellules de grande taille, ils occupent 80 % du

volume tissulaire.

Figure 2 : Myocyte ventriculaire cardiaque isolé.
source : http://www.physiology.wisc.edu/walker/photo_gallery.htm

B-Innervation cardiaque et tissu de conduction

Le cœur est doué d’une activité contractile autonome. En effet, il peut continuer à

battre lorsqu’il est isolé de l’organisme. Cette activité est assurée grâce au tissu de conduction

(figure 3). Il est composé du nœud sinusal, centre arythmogène ou « pacemaker ». Ce dernier

envoie spontanément une impulsion électrique, qui se propage dans tout le cœur par des voies

privilégiées tels que le nœud auriculo-ventriculaire, le faisceau de His et le réseau de Purkinje

(figure 3).

http://www.physiology.wisc.edu/walker/photo_gallery.htm
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Figure 3 : Tissu de conduction et propagation à partir du pacemaker situé dans le nœud sinusal.
Reproduit et modifié d’après Matthews
Source : http://www.blackwellpublishing.com/matthews/

Le nœud sinusal est présent sur le pourtour intracavitaire de la veine cave supérieure. Alors

que le nœud auriculo-ventriculaire (d’Aschoff-Tawara) est à la jonction de l’oreillette droite

et du septum proche des valves auriculo-ventriculaires. Il se prolonge par le faisceau de His

dans le septum et se divise en deux branches, longeant chacune un ventricule. Ce système de

conduction se termine par le réseau de Purkinje.

Les innervations sympathique et parasympathique (ou vagale) (figure 4) constituent le

système nerveux autonome. Elles permettent l’adaptation du myocarde aux signaux

extérieurs. Ces connections nerveuses se propagent sur quatre niveaux différents : un niveau

central, préganglionnaire, postganglionnaire et périphérique.

- L’étage central est formé par le cortex (CNS = système nerveux central) et les arcs

réflexes médullaires

- L’étage préganglionnaire est constitué par des cellules nerveuses du système sympathique

et parasympathique qui sécrètent de l’acétylcholine. Ce neurotransmetteur agit sur les

récepteurs nicotiniques présents à la surface des cellules postganglionnaires. A ce niveau,

http://www.blackwellpublishing.com/matthews/
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les fibres nerveuses sont blanches et myélinisées. L’étage préganglionnaire du système

sympathique cardiaque est situé dans la moelle thoracique. Alors que pour le système

parasympathique, il est présent dans le bulbe rachidien.

- Au niveau postganglionnaire, les systèmes sympathique et parasympathique débutent

respectivement dans un ganglion cervical inférieur, le ganglion stellaire et terminent dans

l’organe cible, le myocarde

- Au niveau périphérique, le neurotransmetteur libéré varie suivant le système stimulé. Pour

le système sympathique, la noradrénaline ou norépinéphrine est sécrétée et agit sur les

récepteurs β-adrénergiques présents à la surface des myocytes.

- Pour le système parasympathique, l’acétylcholine sera libérée et transmettra l’information

aux cellules cardiaques via les récepteurs muscariniques.

Figure 4 : Système nerveux autonome.
(target : cœur), NE : norépinéphrine, ACh : acétylcholine, RN : récepteurs nicotiniques, AChE :
acétylcholinestérase, SNS : systène nerveux sympathique, PNS : système nerveux
parasympathique, ANS : système nerveux autonome, CNS : système nerveux central.
Reproduit et modifié, Source : http://www.muhealth.org/~pharm204/autonomic_drugs.html

La stimulation de la branche droite du nerf vague ralentit le cœur en agissant sur le nœud

sinusal. Alors que celle du nerf vague gauche agit sur la conduction auriculo-ventriculaire. De

même pour le ganglion stellaire, où la stimulation du ganglion droit accélère le cœur et celle

du gauche améliore la conduction auriculo-ventriculaire.

http://www.muhealth.org/~pharm204/autonomic_drugs.html
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C-Activation de la contraction

La contraction cardiaque est déclenchée par les potentiels d’action qui reflètent l’activité

électrique du cœur. La transformation du signal électrique en activité mécanique est assurée

grâce au mécanisme de couplage excitation-contraction, dont l’élément majeur est le calcium.

1-Potentiel d’action

Le potentiel d’action (PA) est la résultante d’une variation brutale de la différence de

potentiels entre les deux faces de la membrane plasmique. Cette inversion de polarité

membranaire est la conséquence d’une modification transitoire de la perméabilité de la

membrane aux principales espèces ioniques : le sodium, le calcium et le potassium.

Le PA dans le myocarde comprend cinq phases, numérotées de 0 à 4 (figure 5). La

phase (0) correspond à une dépolarisation brutale de la membrane due à l’ouverture des

canaux sodiques et donc à l’entrée d’ions Na+ dans les cellules. Puis, survient une phase de

repolarisation (1) liée à l’inactivation des ces canaux ainsi qu’à l’ouverture des canaux

potassiques transitoires sortants (Ito) et retardés (Ik). Cette repolarisation est contre-balancée

par une nouvelle dépolarisation provenant de la stimulation des canaux calciques de type L

(ICa2+,L). Ils créent un courant entrant de calcium responsable de la formation d’un plateau,

caractéristique du myocarde (2). L’échangeur Na+/Ca2+ participe au maintien de cette phase.

Son sens de fonctionnement dépend des concentrations intra- et extra-cellulaires en calcium et

en sodium. Il permet donc la sortie d’un ion calcium des cellules et l’entrée de trois ions

sodium. Un courant net entrant est donc crée entretenant la dépolarisation membranaire. La

repolarisation cellulaire finale (3) est liée à l’activation tardive des canaux potassiques

retardés (IK) conduisant la membrane vers une courte phase d’hyperpolarisation. Les canaux

potassiques rectifiés entrants IK1 sont ensuite activés permettant un retour du potentiel

membranaire vers son potentiel initial de repos (4).
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Figure 5 : Représentation d’un ECG.
Des phases d’un potentiel d’action (PA) et des courants intervenant dans la génèse d’un PA.
Reproduit, d’après Swynghedauw, 1995.

La cellule s’est enrichie en sodium au moment de la phase 0 du PA et s’est appauvrie

en K+ lors de l’hyperpolarisation. La pompe ATPase Na+/K+, ou pompe à sodium, permet le

rétablissement de l’équilibre ionique. 3 ions Na+ sortiront de la cellule contre 2 ions K+ qui

entreront. Cette enzyme joue également un rôle majeur dans l’homéostasie calcique. En effet,

l’échangeur Na+/Ca2+ est lui-même sous le contrôle de la concentration intracellulaire en

sodium. L’échangeur Na+/ Ca2+ et la pompe Na+/K+ ATPase sont donc fonctionnellement

couplés.
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2-Couplage excitation-contraction

Le calcium joue un rôle de messager intracellulaire universel. En 1883, Ringer a

remarqué qu’un cœur de grenouille dépourvu de calcium extracellulaire cessait de battre. Le

calcium provient soit du milieu extracellulaire, soit d’un réservoir intracellulaire, le réticulum

sarcoplasmique (RS) (figure 6).

Figure 6 : Transport du calcium et mécanisme de couplage excitation-contraction dans une
cellule cardiaque humaine.
PLB : phospholambane ; SR : réticulum sarcoplasmique ; RyR : récepteur de la ryanodine ;
DHP : récepteur dihydropyridines ; NCX : échangeur Na+/Ca2+. Reproduit et modifié, d’après
Bers, 2002.

La stimulation éléctrique d’une cellule cardiaque provoque l’activation des canaux

calciques de type L, nommés récepteurs aux dihydropyridines (R-DHP), situés dans des

invaginations membranaires , les tubules-T (Bers, 2002). Par un mécanisme de

CICR (Calcium induced-Calcium release), l’entrée de calcium induit la libération du Ca2+

contenu dans le réticulum sarcoplasmique (Fabiato, 1983 et 1985). En effet, les ions calciques
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entrant se fixent sur le récepteur de la ryanodine (RyR) présent dans la membrane du RS,

provoquent l’ouverture de ce canal et induisent une sortie de calcium du RS. Dans le cœur, il

ne semble pas exister de lien structural entre les récepteurs DHP et les récepteurs RyR,

contrairement aux muscles striés squelettiques. Le calcium ainsi libéré dans le cytoplasme

pourra se lier aux protéines contractiles situées au niveau des myofilaments et engendrer une

contraction musculaire.

3-Appareil contractile

La contraction d’un muscle est due au glissement des myofilaments les uns par rapport

aux autres. Ces filaments sont de deux types : les filaments fins composés d’actine, de

tropomyosine et de troponines et les filaments épais formés de myosine (figure 7). Un

filament épais se trouve dans un berceau de six filaments minces.

Un filament fin ressemble à un collier de perles dont les perles sont les molécules

d’actine et le cordon la tropomyosine (figure 7). Dans les muscles striés, ces filaments portent

également le complexe troponine disposé sur les molécules d’actine suivant un intervalle

régulier de 40 nm. IL est composé de trois protéines, les troponines I, C et T (figure 7). La

troponine T lie le complexe à la tropomyosine. La troponine I, en l’absence de calcium, inhibe

l’interaction entre les molécules d’actine et les têtes de myosine. Et enfin, la troponine C fixe

le calcium, lève l’inhibition apportée par la troponine I et favorise la contraction musculaire

(figure 7).

Les filaments épais sont composés de 300 à 400 molécules de myosine. Ces molécules

sont en forme de canne de hockey. La crosse, ou tête de myosine, possède une activité

ATPasique et interagit avec l’actine formant ainsi les ponts acto-myosines. Le manche

constitue le corps du filament épais (figure 7).

Lors d’une excitation électrique, le calcium libéré du RS augmente l’affinité

d’interaction entre les protéines contractiles et stimule l’activité ATPasique de la myosine

(Bers, 2001 ; Fukuda et al., 2001). Les ponts acto-myosines s’établissent et les myofilaments

peuvent glisser les uns par rapport aux autres (figure 7).



Revue bibliographique

23

Figure 7 : Mécanisme de glissement des myofilaments suite à une élévation de la [Ca2+]i.
Reproduit et modifié d’après De Tombe, 2003.

La plus petite portion d’un muscle appelé à se raccourcir est le sarcomère (figure 8). Il

est délimité par deux stries Z. Lors du glissement des myofilaments, ces stries se rapprochent

(figure 8) ainsi que les filaments minces. Dans des situations extrêmes, ces derniers peuvent

également se chevaucher (Alberts et al., 1994 ; Guénard, 1996).
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Figure 8 : Raccourcissement d’un sarcomère lors de la contraction.
Source : http://homepage.mac.com/danielbalus/teaching.html

4- Mécanisme de relaxation

Après une contraction, le calcium ressort de la cellule grâce à l’échangeur Na+/Ca2+ et

la pompe ATPase calcique situés dans la membrane plasmique. Il est également recapté dans

le RS par une Ca2+ ATPase nommée SERCA et dans la mitochondrie à l’aide d’un uniport

calcique (figure 6). L’importance de ces voies est différente suivant les espèces animales

(Bassani et al., 1994 ; Bers, 2001). L’équilibre intracellulaire calcique étant rétabli, les fibres

musculaires se relaxent et reviennent à un état de repos. Ces effets relaxants sont appelés

effets lusitropes.

La Ca2+ATPase de la membrane plasmique est activée par le complexe

Ca2+/calmoduline. Suite à une augmentation de la concentration de calcium cytosolique, le

Ca2+ se fixe sur la calciprotéine, la calmoduline. Puis, ce complexe se lie à la Ca2+ATPase et

l’active.

L’ATPase SERCA présente dans la membrane du RS est inhibée dans une cellule au

repos par le cofacteur, le phospholambane. Suite à une stimulation, ce facteur est phosphorylé

par la protéine kinase PKA. La protéine SERCA n’est donc plus bloquée et peut permettre le

repompage du calcium dans le RS. Ce processus nécessite beaucoup d’énergie étant donné
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que l’entrée de calcium dans le RS va à l’encontre du gradient de concentration calcique

(Bers, 2002).

II- Les Récepteurs couplés aux protéines G

A-Généralités

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) forment la plus grande famille de

récepteurs membranaires. Il existe environ 200 types de RCPG, sans compter les récepteurs

olfactifs, dont le nombre est à lui seul estimé entre 400 et 1000 récepteurs différents. Ces

récepteurs sont constitués d’une chaîne polypeptidique unique qui traverse sept fois la

bicouche lipidique et sont constitués de trois boucles extracellulaires (E1, E2 et E3) ainsi que

trois boucles intracellulaires (I1, I2 et I3)(figure 9).

Figure 9 : Diversité des molécules activant les récepteurs couplés aux protéines G.
Nt : extrémité amino-terminale ; Ct : extrémité carboxy-terminale ; E1-3 : boucles
extracellulaires ; I1-3 : boucles intracellulaires.
Reproduit et modifié d’après Bockaert et Pin, 1999.

Ces récepteurs participent aux réponses cellulaires via des molécules informatives

d’une grande diversité (Strader et al., 1994 ; Ji et al., 1998 ; Bockaert et Pin, 1999 ; Gether,

2000). Ces ligands peuvent être des protéines, des peptides, des acides aminés, des acides
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gras…..(figure 9). La fonction de ces molécules varie autant que leur structure (Gether, 2000).

Malgré la diversité des ligands, les récepteurs couplés aux protéines G ont une structure

tertiaire similaire (Palczewski et al., 2000). Ces récepteurs sont probablement issus d’un

ancêtre commun et ont été conservés au cours de l’évolution (Gilman, 1987 ; Birnbaumer et

al., 1990 ; Gudermann et al., 1997 ; Bockaert & Pin, 1999).

La stimulation des RCPG par des signaux extracellulaires déclenchent une cascade

d’évènements modifiant la concentration d’une ou de plusieurs petites molécules qualifiées de

médiateurs intracellulaires, appelées aussi messagers intracellulaires ou second messagers.

Les seconds messagers les plus importants sont l’AMP cyclic (AMPc) et les ions calcium

(Ca2+).

Figure 10 : Classification des récepteurs couplés aux protéines G
fMLP : formyl Met-Leu-Phe ; LH : luteinizing hormone ; FSH : follicule stimulating hormone ;
TSH : thyroïd stimulating hormone ; PTH : parathyroïd hormone ; VIP : vasoactive intestinal
peptide ; PACAP : pituitary adenylyl cyclase activating peptide ; GNRH : growth hormone
releasing hormone ; CRF : corticotropin releasing hormone ; GABA : gaba-amino-butyric acid ;
VN : vomeronasal pheromone.
Reproduit d’après Bockaert et Pin, 1999.
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La superfamille des RCPG est classée en 4 groupes en fonction de leur structure et du

site d’interaction du ligand (figure 10) (Bockaert et Pin, 1999).

Le groupe 1 comprend les récepteurs qui ont la séquence DRY (acide aspartique, arginine,

tyrosine) au niveau de la boucle intracellulaire 2, le pont disulfure entre les boucles

extracellulaires E1 et E2 et des acides aminés conservés au sein des différentes hélices. Ce

groupe est subdivisé en 3 sous-groupes en fonction du site de fixation du ligand : sous-

groupes 1a, 1b et 1c.

Les groupes 2, 3 et 4 rassemblent les RCPG ne possédant ni la séquence DRY, ni le pont

disulfure. Une classification a été ensuite faite en fonction des données établies sur le site de

fixation du ligand.

L’interaction ligand-récepteur induit l’activation des protéines G hétérotrimériques.

Une distorsion conformationnelle de ces protéines serait observée et provoquée par l’énergie

de liaison développée lors de l’interaction récepteur/protéine G (Yeagle & Albert, 2003). Une

protéine G est composée de trois sous-unités différentes, appelées α, β et γ (figure 9). Chaque

sous-unité comporte des sous-types différents : 15 pour la sous-unité α, 6 pour la sous-unité β

et 12 pour la sous-unité γ (Rockman et al., 2002). L’intervention fondamentale de ces

protéines a été confirmée par l’attribution du prix Nobel de Physiologie et de Médecine en

1994, aux Professeurs A. Gilman et M. Rodbell pour leur découverte des protéines G et de

leur rôle dans la transduction du signal cellulaire.

La sous-unité α confère à la protéine G sa spécificité. Ainsi αs et αi caractérisent

respectivement les protéines Gs et Gi impliquées dans le contrôle de l’activité des adénylates

cyclases. La sous-unité α lie et hydrolyse le GTP (Bockaert & Pin, 1998 ; Morris & Malbon,

1999). Les chaînes β et γ forment un complexe (βγ), qui ancre la protéine G à la face

cytoplasmique de la membrane plasmique. Cette fixation a lieu, au moins en partie, grâce à

une chaîne lipidique liée covalemment à la sous-unité γ (figure 9). Dans sa forme inactive, la

protéine G existe sous une forme trimérique et la sous-unité α porte une molécule de GDP

(figure 9). Lorsqu’elle est activée, suite à la liaison avec un récepteur, la sous-unité α échange

son GDP contre un GTP et se sépare du complexe βγ. αs se lie alors directement avec les

adénylates cyclases, les active et induit une production d’AMPc. Pour les protéines Gi, la

sous-unité αi inhiberait les adénylates cyclases. Le complexe βγ participerait également à

l’inhibition de la production d’AMPc. Deux processus sont envisagés. Ce complexe inhibe

soit directement les adénylates cyclases, soit indirectement en s’associant avec les sous-unités
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αs libres dans la même cellule. Les sous-unités αs et αi ont donc des actions opposées sur le

même effecteur.

La sensibilité des protéines Gs et Gi vis à vis de certaines toxines sont différentes. La

protéine Gs est sensible à la toxine cholérique (CTX). Elle est produite par l’agent responsable

du choléra vibrio cholerae et active Gs conduisant ainsi à une stimulation continue de

l’adénylate cyclase entraînant une accumulation d’AMPc dans les cellules. La protéine Gi est

insensible à la toxine cholérique. Toutefois, elle est sensible à la toxine pertussique (PTX).

Cette toxine est produite par Bordetella pertussis, agent responsable de la coqueluche. La

PTX stabilise la protéine Gi dans sa conformation trimérique αβγ et bloque donc son action.

Ces drogues sont utilisées expérimentalement pour caractériser les protéines G. Elles ont

permis une classification suivant leur sensibilité à ces substances. Les protéines G sont

sensibles soit à la toxine cholérique, soit à la toxine pertussique, ou aux deux toxines. Quatre

groupes ont été proposés: les groupes Gαs, Gαi, Gαq et Gα12 (figure 11). L’action de ces

différentes protéines G sur les RCPG a été répertoriée dans la revue de Seifert & Wenzel-

Seifert, 2002.

Figure 11 : Diversité des protéines G. Classification en fonction de leur sensibilité aux toxines
CTX ou PTX.
Source : http://www.123bio.net/cours/liaison/partie46.html

La classe Gαs comporte des protéines G sensibles à la CTX et stimulatrices de l'adénylate

cyclase. Ce groupe est composé de quatre types de sous-unités αs issues d'un épissage

alternatif, et d’une sous-unité αolf propre à une protéine G spécifique de l'épithélium olfactif.

http://www.123bio.net/cours/liaison/partie46.html
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La classe Gαi/o est composée de protéines G inhibitrices de l’adénylate cyclase. Elle comprend

les sous-unités α de deux transducine t1 et t2 présentes dans les bâtonnets et les cônes de la

rétine, de trois protéines Gi (αi), de trois protéines Go (o, "o" pour : other) et d’une protéine

Gz (Z). Les protéines t sont sensibles à la CTX et la PTX. Alors que, les protéines αi et o

sont sensibles à la PTX uniquement. Aucune sensibilité n’a été définie pour la protéine Z.

La classe Gαq/11 est composée de protéines G activant la phospholipase C. Elle est constituée

de quatre protéines : Gαq, Gα11, Gα14, Gα15, Gα16.

Enfin, la classe Gα12 est constituée par des protéines G activant l’échangeur Na+/H+ et la

phospholipase A2. Elle comporte les sous unités Gα12 et Gα13.

Pour les classes Gαq/11 et Gα12, aucune sensibilité aux toxines n’a été déterminée.

Les protéines G dominantes dans le cœur sont les protéines Gs, Gi/o, et Gq (Brodde et

al., 1995 ; Jalili et al., 1999).

B-Modèle thermodynamique de l’activation des RCPG

1-De la théorie de l’occupation des récepteurs au modèle cubique ternaire allostérique
Le modèle cubique ternaire allostérique provient de l’accumulation de modèles

simplifiés basés sur l’interaction entre un ligand et son récepteur. La présentation de ce
modèle est basée sur l’étude de Fong en 1996.

Suivant la théorie de l’occupation des récepteurs élaborée par Hill en 1910, un ligand
se lie à un récepteur et forme un complexe. Si ces ligands sont des antagonistes ou des
agonistes, les complexes formés sont respectivement inactifs et actifs. Ce modèle a
rapidement évolué vers un modèle à deux états grâce aux travaux de Del Castillo et Katz en
1957, réalisés sur les récepteurs canaux. Ces auteurs ont suggéré qu’un complexe inactif
pouvait devenir actif grâce à un changement de conformation. Cette proposition a été
complétée par Monod en 1965. Il stipulait que les récepteurs en absence de ligand pouvaient
être présents dans la membrane sous deux formes : une forme inactive R et une forme active
R*. Il fut également proposé que les formes R* sans ligand possédaient une activité
constitutive à l’origine d’un niveau basal (Costa & Herz, 1989; Samama et al., 1993; Chidiac
et al., 1994). Ce modèle à deux états a été adapté aux récepteurs couplés aux protéines G, en
incluant un acteur supplémentaire; la protéine G. Le premier modèle thermodynamique de
l’activation des RCPG est le modèle du complexe ternaire (figure 12).
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Figure 12 : Modèle du complexe ternaire.
Reproduit et modifié d’après Fong, 1996.

Celui-ci a été complèté par les études de Colquhoun en 1987 et ont permis de proposer un
modèle étendu aux deux formes R et R* (figure 13). Dans une cellule au repos, les récepteurs
sont présents majoritairement sous la forme R dans la membrane. Les agonistes ont une forte
affinité pour les formes R*. Leur fixation induit un déplacement de l’équilibre des récepteurs
vers la forme R*. Les agonistes inverses ont une forte affinité pour les formes R. Leur liaison
induit donc un déplacement des récepteurs vers les formes R. Enfin, un antagoniste ne
modifie pas l’équilibre membranaire des récepteurs, car il a la même affinité pour les deux
formes R et R*.

Figure 13: Modèle étendu aux deux formes R et R*.
Reproduit et modifié d’après Fong, 1996.
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Dans ce modèle, les protéines G se lient uniquement aux formes R* (figure 13). Cependant,
Franke en 1990 a montré, qu’un mutant de la rhodopsine pouvait se lier à une protéine G sans
l’activer. Ces travaux ont été confortés par ceux de Costa en 1989, Law en 1993 et
Georgoussi en 1995. Il est donc apparu que les protéines G pouvaient se lier aux formes R à
l’état basal. Afin d’inclure ces dernières données, un modèle général d’activation des RCPG a
été développé (Ballesteros & Weinstein, 1995; Scheer et al, 1996; Fong, 1996; Baldwin et al.,
1997; Daeffler & Landry, 2000). Il est représenté par la figure 14 : Modèle cubique
allostérique général.

Figure 14 : Modèle cubique allostérique général.
Reproduit et modifié, d’après Fong, 1996. J : constante d’isomérisation des récepteurs; M :
constante d’association à la protéine G; K : constante d’équilibre de fixation du ligand; a, b, c, d
: multiples en fonction des états du récepteurs.

G représente la protéine G hétérotrimérique liée au GDP. Ce modèle général associe trois
mécanismes : 1) l’interaction entre le ligand et le récepteur, 2) l’isomérisation des récepteurs
et 3) le couplage des récepteurs aux protéines G. Toutes modifications apportées à un
processus induira une modification des deux autres. Ces changements peuvent provenir de
mutations ou de modifications chimiques. Les équilibres membranaires représentés en
pointillés sont théoriquement possibles mais cellulairement improbables. Le mécanisme
d’échange du GDP par le GTP est représenté dans la figure 15.
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Figure 15 : Modèle d’activation des protéines G.
Reproduit et modifié, d’après Fong, 1996.

Cette représentation décrit également l’efficacité d’un agoniste. Elle est caractérisée
par le produit de la constante e et de la concentration de récepteurs complexés [GR*L].
L’efficacité est dépendante du type de ligand (agoniste inverse, antagoniste ou agoniste).

Figure 16 : Courbe dose-effet de l’action des ligands sur la proportion de récepteurs couplés à la
protéine G.
Reproduit et modifié, d’après Fong, 1996.
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En effet, les proportions de récepteurs couplés aux protéines G est fonction de la
nature du ligand fixé (Kenakin et al., 1995). Elles sont illustrées sur la figure 16 en relation
avec les concentrations croissantes de ligand L, tendant vers l’infini.

L’application de concentrations croissantes d’agonistes induit une augmentation
sigmoïdale du nombre de récepteurs couplés aux protéines G. Alors que, les agonistes
inverses provoquent une diminution de ce nombre. Enfin, les antagonistes conservent les
mêmes proportions que celles observées à l’état basal sans stimulation. Ces proportions sont
corrélées avec les effets fonctionnels observés en présence de ces différentes substances. En
effet, les agonistes amplifient le nombre de récepteurs couplés et provoquent une
augmentation de l’activité basale intracellullaire. Les antagonistes (ou agonistes neutres) ne
modifient pas le nombre de récepteurs couplés et ne changent pas la réponse cellulaire basale.
De même pour les agonistes inverses qui diminuent le couplage des récepteurs et diminuent
l’activité basale.

Même si toutes ces données servent de bases stucturales dans la compréhension du
mécanisme d’activation des RCPG, le modèle ternaire allostérique général est considéré
maintenant comme un modèle trop simplifié (Kenakin, 1997 et 2001). Actuellement, nous
savons que les agonistes stabilisent les récepteurs R* sous plusieurs états, permettant ainsi la
stimulation de différentes voies de transduction (Kenakin, 2001). En effet, Ghanouni et al.,
2001 ont montré que les formes des récepteurs β2-adrénergiques stabilisés par des agonistes
entiers ou partiels étaient différentes. De même Clayesen et al., 2001 ont proposé grâce à
l’analyse de mutations présentes au niveau de la partie C-terminale et de la boucle
intracellulaire 3 de ce récepteur , que le récepteur 5-HT4 pourrait avoir différentes
conformations actives. Cette même équipe a également montré que face à des agonistes
inverses, le récepteur 5-HT4 présentait plusieurs conformations. Trois populations de
récepteurs 5-HT4 ont donc été proposées : Rg, R et R* stabilisés respectivement par un
agoniste inverse, un antagoniste et un agoniste (Joubert et al., 2002). La population de
récepteurs Rg a été définie en mutant une série d’acides aminés Asp-100/Phe-275/Trp-272
inclus dans la poche hydrophobe. Les substances agonistes inverses ne pouvaient plus se lier.
Toutefois, la fixation des agonistes et le processus d’activation du récepteur ont été conservés.
L’ensemble de ces données indiquent que les formes R* peuvent exister sous différentes
conformations suivant l’agoniste lié. Il est vraisemblable qu’il en soit de même pour la
population des récepteurs dits inactifs R (Joubert et al., 2002).

D’un point de vue clinique, les agonistes inverses sont susceptibles de fournir une
nouvelle approche thérapeutique pour le traitement des maladies impliquant une activité
constitutive de certains récepteurs (Leurs et al., 1998; De Ligt et al., 2000). Une des
conséquences de cette thérapie est une régulation positive (upregulation) de la densité des
récepteurs au sein de la membrane (Milligan & Bond, 1997; Daeffler & Landry, 2000).
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L’arrêt du traitement pourrait alors engendrer un phénomène d’hyper-sensibilisation
transitoire pouvant avoir un effet contraire à la médication (Milligan & Bond, 1997).

2-Processus d’activation microscopique des RCPG

Figure 17 : Probabilité de générer une force rotationnelle sur le segment TM7 du récepteur
5-HT2R
Reproduit et modifié, d’après Fong, 1996.

Afin de bien comprendre le mécanisme d’action des RCPG, un modèle structural à
l’échelle microscopique a été réalisé (figure 17). Il est basé sur une simulation de la
dynamique moléculaire du récepteur 5-HT2A en fonction de la liaison de différents ligands.
Une rotation hélicoïdale des segments transmembranaires de ce récepteur serait le premier
événement conduisant au changement conformationnel observé suite à la liaison d’un ligand
(Luo et al., 1994). Les auteurs de ces travaux ont proposé que l’agoniste produit une force
positive de rotation hélicoïdale (valeurs positives en abscisse sur le graphique 17), en
particulier sur l’hélice transmembranaire 7 (TM7). Alors que, l’antagoniste induirait une force
négative donc opposée à celle-ci. L’agoniste partiel développerait une force de rotation
positive moins importante que celle de l’agoniste entier sur ce segment. Les agonistes seraient
donc des substances capables de générer une force rotationnelle qui permettraient la liaison
entre le récepteur et les protéines G. Cette interaction correspondrait à un changement de
conformation dit productif du récepteur. A l’inverse, les antagonistes induiraient une force de
rotation conduisant à un changement de conformation non productif : les récepteurs
n’interagiront pas avec les protéines G. Cette étude a donc permis de proposer que le
changement conformationnel des récepteurs ayant fixé leur ligand correspondrait à une
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torsion de l’hélice TM7. D’autres segments transmembranaires sembleraient être également
impliquées dans ces processus, telles que TM3, TM6 (Lin et Sakmar, 1996) et la portion
cytoplasmique de TM7 appelée hélice 8 ou extension horizontale de TM7 (Altenbach et al.,
2001a,b; Gether et al., 2002). Les mécanismes moléculaires contrôlant le mouvement des
segments transmembranaires ne sont pas complètement résolus, du fait de la complexité des
RCPG. Néanmoins, les phénomènes de protonation de certains acides aminés conservés dans
le motif cytoplasmique de TM3 (acides aspartiques ou glutamiques) pourraient être impliqués
dans les mécanismes d’activation des RCPG (Arnis et al., 1994; Gether et al., 2002 ; Hunyady
et al., 2003).

Les changements conformationnels ne sont pas les seuls évènements à considérer dans
le processus d’activation des RCPG. La cinétique de mise en place de ce phénomène est
également un facteur important (Karnik et al., 2003). En effet, elle est différente suivant les
types de RCPG étudiés. Elle peut nécessiter des millisecondes pour la rhodopsine et des
minutes pour le récepteur β2-adrénergique. Leur temps de demi-activation t1/2 est
respectivement de quelques millisecondes (Farahbakhsh et al., 1993) et de 2 minutes (Gether
et al., 1995 et 1997; Ghanouni et al., 2001; Jensen et al., 2001). Ces études ont été réalisées en
dehors de toute régulation par des protéines G. Elles auraient pu toutefois modifier les valeurs
de ces cinétiques.

L’ensemble de ces données permet de relier la probabilité à générer une force
rotationnelle productive aux constantes d’équilibre bJ, abJ/d et J (figures 14 et 15) entre les
formes RL et R*L, GRL et GR*L ou bien encore entre R et R*. Ces travaux établissent un
lien entre les propriétés macroscopiques et microscopiques du mécanisme de couplage entre
les récepteurs et les protéines G.

3-Limites du modèle thermodynamique cubique ternaire allostérique

Le modèle thermodynamique cubique allostérique considère l’interaction entre un ligand,

un récepteur et une protéine G avec une stoéchiométrie de 1:1:1 (Furchgott, 1966; De Lean et

al., 1980; Lefkowitz et al., 1993). Cependant, ce modèle ne prend pas en compte la liaison

d’un récepteur avec plusieurs protéines G (Wurch & Pauwels, 2001). En effet dans une

cellule, environ 17 000 complexes protéine G-adénylate cyclase peuvent potentiellement se

former. Alors que le nombre total d’isoformes de protéines G retrouvées dans une cellule est

seulement de 1300 (Kim et al., 1994). Dans les systèmes d’expression, la réponse à un ligand

peut être fortement amplifiée à cause de la surexpression des récepteurs et de la proximité des

protéines G et des effecteurs au sein de la membrane favorisant ainsi les couplages (Kenakin,

1997; Hermans, 2003). Il semble de plus, que cette multiplicité d’interaction soit dépendante

de l’agoniste considéré. La formation de ces complexes dans les systèmes d’expression est
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peut être une propriété intrinsèque des récepteurs couplés aux protéines G (Hermans, 2003).

En effet, il semble que les RCPG soient organisés en unités fonctionnelles afin de favoriser la

spécificité d’action. Plus de 50 récepteurs RCPG différents peuvent s’associer et constituer

ces unités qui participeraient ainsi à une transduction ciblée du signal (Bockaert et al., 2003).

Cette répartition membranaire semble être privilégiée actuellement par rapport aux notions de

« cross-talk » entre les voies de transduction du signal établies initialement (Bockaert et al.,

2003).

L’existence d’une homo- ou hétéro-oligomérisation des RCPG est un autre facteur qui

n’a pas été considéré dans ce modèle. L’idée d’une dimérisation et même d’une

oligomérisation des RCPG est largement acceptée actuellement (Salahpour et al., 2000). De

nombreuses études immunochimiques ont permis de mettre en évidence la présence de

monomères, de dimères (George et al., 2000; Lee et al., 2000), de tétramères (Nimchinsky et

al., 1997; George et al., 1998; Lee et al., 2000) voire dans de plus rares cas de trimères et de

pentamères de RCPG dans la membrane. Les travaux de Milligan et al., et de Lee et al., en

2003 proposent en plus l’existence d’homo-oligomères (Marshall, 2001; George et al., 2002)

et d’hétéro-oligomères formés entre différents RCPG (Bouvier, 2001; George et al., 2002)

dans la membrane plasmique. Les interactions entre ces récepteurs ont été détectées et

quantifiées au niveau de la cellule entière grâce à des techniques de transfert d’énergie à

résonance fluorescente, le FRET (fluorescence resonance energy transfer) et bioluminescente,

le BRET (bioluminescence resonance energy transfer). Les hétéro-oligomères semblent

possèder des caractéristiques fonctionnelles distinctes de celles des homo-oligomères (Abd

Alla et al., 2001; Pfeiffer et al., 2001 ; George et al., 2002 ). Les études de Lee et al., 2003 sur

le récepteur D2 dopaminergique, indiquent que les monomères, les dimères et les tétramères

des RCPG présentent des caractéristiques de liaison du ligand différentes. Les substances

antagonistes auraient une meilleure affinité pour les récepteurs monomériques plutôt que pour

les formes dimériques et tétramériques. L’étude d’Herbert et al., 1996, a montré qu’un peptide

mimant la région transmembranaire VI du récepteur β2-adrénergique était capable d’interférer

avec la dimérisation des récepteurs et les capacités de stimulation de l’adénylate cyclase par

ce récepteur. Ces résultats ont mis en évidence le rôle clef de l’hélice VI transmembranaire et

l’activité fonctionnelle des RCPG sous forme de dimères. Ces données ont été supportées par

Mijares et al., 2000, montrant qu’un anticorps bivalent stimulait le récepteur β2-adrénergique,

alors qu’un fragment Fab se comportait comme un antagoniste. Mais ce schéma n’est pas

exclusif. En effet, les hélices transmembranaires I et II semblent jouer également un rôle

majeur dans l’oligomérisation des récepteurs « yeast α factor » (Overton & Blumer, 2002),



Revue bibliographique

37

ainsi que la région transmembranaire IV dans l’homo-dimérisation des récepteurs D2

dopaminergiques (Guo et al., 2003). Les régions transmembranaires III et V semblent aussi

impliquées dans ces processus (Bai, 2004). Par ailleurs, la liaison du ligand semblerait induire

soit l’oligomérisation des récepteurs (Cornea et al., 2001; Kroeger et al., 2001; Zhu et al.,

2002), soit la dissociation des oligomères (Cheng & Miller, 2001; Latif et al., 2002). Pour un

même récepteur, différentes propositions ont été faites. En effet, des études suggèrent que

l’interaction du ligand avec les récepteurs CXCR4 aux chemokines induit une dimérisation

des RCPG initiatrice de la transduction du signal (Vila-Coro et al., 1999; Mellado et al.,

2001). Alors que, d’autres travaux montrent que ce ligand n’a pas d’effet sur ces récepteurs

(Babcock et al., 2003). Il semble donc qu’une proportion d’oligomères soit présente dans la

membrane de façon constitutive et qu’une autre se forme suite à la fixation du ligand. Bien

que les processus de dimérisation et les mécanismes d’activation des récepteurs RCPG soient

différents, ils semblent impliqués tous les deux des éléments similaires tels que les segments

transmembranaires (Lee et al., 2003; Bai et al., 2004).

D’autres éléments ont été omis dans ce modèle :

1) La régulation des protéines G par les protéines RGS (Regulators of G-protein

signalling) (Weng et al., 1998 ; Hepler, 1999 ; Wieland & Chen, 1999). Suite à une

stimulation des RCPG, le GTP lié sur la sous-unité libre α est hydrolysé en GDP. Ce

processus dure quelques minutes. Afin d’accélérer la vitesse d’hydrolyse du GTP et

permettre un nouveau cycle d’activation des protéines G, des protéines régulatrices RGS

sont impliquées (Ishii & Kurachi, 2003 ; Bernstein et al., 2004 ; Hollinger & Hepler,

2004). Leur rôle est de stimuler l’activité GTPase de la sous-unité α (GAP ou GTPase-

activating proteins) (Ishii & Kurachi, 2003).

2) La régulation des RCPG par les phénomènes de désensibilisation. Ces systèmes arrêtent

la stimulation des récepteurs et la transduction intracellulaire des signaux (Bockaert &

Pin, 1998 ; Bunemann et al., 1999). Deux types de désensibilisation ont été répertoriés : la

désensibilisation homologue et la désensibilisation hétérologue (figure 18).
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Figure 18: Désensibilisation des récepteurs à sept segments transmembranaires.
Désensibilisation « hétérologue » non spécifique de la fixation du ligand (fait intervenir PKA et
PKC). Désensibilisation « homologue » en présence du ligand produit des phosphorylations
supplémentaires dues au GRK permettant la fixation de l’arrestine, à l’origine du découplage
durable des protéines G du récepteur. Reproduit et modifié d’après Hausdorff, 1990.

Ces deux processus impliquent la phosphorylation des récepteurs. La désensibilisation

homologue correpond à la phosphoryltion des RCPG au niveau de la partie C-terminale

cytoplasmique par une protéine kinase appartenant à la famille des GRKs (G protein-coupled

receptor kinases), suite à l’application d’un agoniste spécifique (Lefkowitz, 1998 ; Pitcher et

al., 1998). Les complexes βγ des protéines G participent également dans ce processus. Ils

activent les protéines -arrestines qui interagissent avec la région phosphorylée des récepteurs

(figure 18). Les RCPG seront alors découplés des protéines G et seront internalisés dans les

cellules. La désensibilisation hétérologue est obtenue grâce à la phosphorylation de la partie

C-terminale sous membranaire des RCPG activés, par des protéines kinases, de type PKA et

PKC (figure 18). Ce mécanisme de désensibilisation est mis en place lorsqu’une cellule est

stimulée par plusieurs ligands agissant sur différents récepteurs, ou familles de récepteurs. Par

exemple, lorqu’un individu mange dans des conditions stressantes, l’organisme mettra des
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priorités d’action. S’il favorise les processus de digestion, les récepteurs de l’insuline auront

une activité priviligiée. Au niveau cellulaire, ces phénomènes se traduiront par une

désensibilisation des récepteurs β-adrénergiques, stimulés par le stress, via les récepteurs de

l’insuline. Ces récepteurs activeront une PKA qui phosphorylera les récepteurs

β-adrénergiques et éteindra les voies de transduction liées au stress (Giros, 1998 ; Zastrow,

2003).

C-Les récepteurs cardiaques couplés aux protéines G

1-Récepteurs adrénergiques

Les récepteurs adrénergiques sont de deux types et sont nommés les récepteurs α- et

β-adrénergiques. Il existe au moins neuf sous-types de récepteurs (Hoffman & Lefkowitz,

1996). L'identification de leur structure et leur mode de fonctionnement a bénéficié du

développement récent de la biologie moléculaire. Mais leur histoire remonte au début du

XXième siècle. En 1906, Dale a observé « l'inversion » des effets de l'adrénaline par certaines

substances. L'adrénaline contracte le muscle utérin de lapine, mais le relaxe en présence

d'alcaloïdes de l'ergot de seigle. Il émet alors l'hypothèse de l’existence de deux types de

récepteurs adrénergiques. Alquist en 1948 observe que le classement de plusieurs molécules

par ordre de puissance (adrénaline, noradrénaline, isoprénaline) n'est pas le même que celui

observé au niveau de différents organes tels que le coeur, les vaisseaux, l'intestin, l'utérus. Il

suggère donc l'existence de récepteurs différents, qu'il appellera α et β. Les récepteurs α

induisent des effets de type « constriction » et « contraction » sur les organes sauf au niveau

de l'intestin. La puissance des récepteurs α classés suivant un ordre décroissant est :

adrénaline > noradrénaline > isoprénaline. Les récepteurs β quant à eux induisent en général

des effets inhibiteurs. A l’exception du muscle cardiaque, où la fixation de la noradrénaline et

de l’adrénaline stimule l’activité du cœur. L’ordre de puissance des substances est :

isoprénaline > adrénaline > noradrénaline. Les récepteurs α-adrénergiques sont présents en

plus faible quantité que les récepteurs β-adrénergiques dans le myocarde humain. Le ratio est

de 1 pour 10 (Rockman et al., 2002).

L’adrénaline est issue de la méthylation de la noradrénaline. Ces substances sont

synthétisées à partir de la tyrosine. L’isoprénaline est une molécule de synthèse. Ces trois

substances appartiennent à la famille des catécholamines. La noradrénaline est un

neurotransmetteur physiologique des terminaisons sympathiques, alors que l’adrénaline est

une hormone sécrétée par la médullo-surrénale. Ces catécholamines stimulent les récepteurs α
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et β-adrénergiques. Ces récepteurs appartiennent à la superfamille des récepteurs couplés aux

protéines G.

a)-Récepteurs α –adrénergiques

Ces récepteurs ont été subdivisés en récepteurs α1 et α2 selon leur affinité pour

diverses substances pharmacologiques. Les récepteurs α1 possèdent une haute affinité pour la

méthoxamine (agoniste) et la prazosine (antagoniste), alors que les récepteurs α2 ont une haute

affinité pour la clonidine (agoniste), la yohimbine et le piperoxane (antagonistes). Les

récepteurs α1 sont couplés à la phospholipase C, via les protéines Gq, et induisent la

production d’inositol triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG). Alors que, les récepteurs

α2 régulent l’activité des canaux calciques voltage-dépendant (Wurch & Pauwels, 2001 ;

Seifert & Wenzel-Seifert, 2002), via une protéine Gi. Les récepteurs α1-adrénergiques sont

localisés dans le cœur de certaines espèces (mouton, chien et rat, excepté l’Homme), les

vaisseaux et les muscles lisses, alors que les récepteurs α2-adrénergiques sont situés au niveau

des vaisseaux coronariens, du système nerveux central, du pancréas et des plaquettes.

Le nombre exact de sous types de récepteurs alpha exprimés réellement chez l’homme

est incertain. Une meilleure connaissance de ces récepteurs ainsi qu’une distribution tissulaire

plus précise pourraient aboutir au développement de médicaments sélectifs pour certains lits

vasculaires comme par exemple la circulation coronarienne. Leurs effets cardiaques sont les

suivants:

 Récepteurs α1-adrénergiques : Une stimulation des récepteurs α1-adrénergiques provoque

une vasoconstriction suivie d’une augmentation de la pression artérielle. Une activation

des barorécepteurs et une baisse de la fréquence cardiaque sont alors induites par une

diminution du tonus sympathique et une augmentation du tonus vagal.

 Récepteurs α2-adrénergiques : Une stimulation des récepteurs α2-adrénergiques engendre

une diminution du tonus sympathique central réduisant la pression artérielle et induit une

augmentation du tonus parasympathique provoquant une baisse de la fréquence cardiaque.

Cette stimulation n'induit cependant pas d'hypotension orthostatique. Car, elle n'empêche

pas le fonctionnement du baro-réflexe régulant la pression artérielle lors du passage en

position debout. Lors de l’administration intraveineuse rapide de substances agonistes des

récepteurs α2-adrénergiques telle que la clonidine ou suite à une section de la moelle

épinière, une vasoconstriction ainsi qu’une augmentation de la pression artérielle seront

observables. Ces effets apparaissent en activant les récepteurs α2-vasculaires. Les
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récepteurs centraux ne peuvent pas exercer leur action inhibitrice sur le tonus

sympathique.

b)-Récepteurs β-adrénergiques

Les récepteurs β-adrénergiques ont été classés en récepteurs β1 et β2 selon leur affinité

pour les substances tels que l’isoprotérénol, l’adrénaline et la noradrénaline. Le classement

par ordre décroissant d’affinité proposé pour les récepteurs β1 est: isoprénaline > adrénaline =

noradrénaline. Pour les récepteurs β2, l'ordre est : isoprénaline > adrénaline > noradrénaline.

Dans le cœur, la proportion respective des récepteurs β1 et β2 varie en fonction des espèces, de

la région du cœur considérée et de l’état physiologique (sain ou pathologique). Ainsi, les

récepteurs β1 sont prédominants au niveau cardiaque et représentent 75 à 80 % des récepteurs

β-adrénergiques totaux (Rockman et al., 2002). Les récepteurs β2 sont plus exprimés au

niveau des vaisseaux et des bronches (Brodde et al., 1993). Grâce aux techniques de biologie

moléculaire, deux autres types de récepteurs ont pu être identifiés, les récepteurs β3 et

β4-adrénergiques (Gauthier et al., 2000 ; Kitamura et al., 2000 ; Konkar et al., 2000; Cheng et

al., 2001 ; Kaumann et al., 2001). Ils seraient également présents dans le cœur dans des

proportions beaucoup plus faibles que celle des récepteurs β1 et β2 adrénergiques. Leur

pharmacologie est moins bien définie.

Les récepteurs β-adrénergiques sont des récepteurs à 7 segments transmembranaires

couplés à l'adénylate cyclase par une protéine Gs (figure 19). Leur stimulation induit la

formation d'AMP cyclique. Ce second messager active la protéine kinase A, qui à son tour

phosphoryle diverses protéines intracellulaires (Bockaert & Pin, 1998) (figure 19). Les

récepteurs β2 et β3-adrénergiques peuvent également se coupler à la protéine Gi.

Les principales propriétés fonctionnelles des différents récepteurs β-adrénergiques

dans le cœur vont maintenant être présentées :

 Récepteurs β1-adrénergiques

La stimulation des récepteurs β1-adrénergiques cardiaques peut induire principalement 4 types

de réaction :

(1) Effet inotrope positif : augmentation de la force contractile cardiaque

Suite à un potentiel d’action, l’amplitude de la force de contraction cardiaque dépendra de

l’influx calcique intracellulaire provoqué par l’ouverture des canaux calciques (figure 19), et

du degré de phosphorylation de ces canaux et du phospholambane (figure 19) (Lohse et al.,

2003). Une stimulation β1-adrénergique augmentera l’intensité de cette force contractile.
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(2) Effet chronotrope positif : augmentation de la fréquence cardiaque

La vitesse de dépolarisation spontanée des cellules sinusales est fonction du courant

pacemaker If. Il est activé par l’AMPc produit après la stimulation des récepteurs β1-

adrénergiques et est inhibé par la stimulation des récepteurs muscariniques de type M2 (Biel

et al., 2002).

(3) Effet dromotrope positif : Augmentation de la vitesse de conduction auriculoventriculaire

Une stimulation β1-adrénergique induit une augmentation de l’influx calcique dans les

cellules sinusales. Celle-ci augmente la vitesse de dépolarisation initiale des fibres du nœud

auriculoventriculaire et augmente ainsi la vitesse de propagation. La vitesse de conduction à

travers le nœud auriculoventriculaire est ainsi accélérée (Zhao et al., 1994).

(4): Effet bathmotrope positif : augmentation de l’excitabilité ventriculaire.

L’activation des récepteurs β1-adrénergiques entraîne la phosphorylation des canaux

calciques. L’amplitude de ce courant est alors augmentée. Ces phénomènes peuvent être à

l’origine de certains troubles du rythme ventriculaire en donnant naissance à des

automatismes anormaux et en provoquant une hyper-excitabilité des myocytes.

Figure 19 : Transduction du signal à partir des récepteurs β-adrénergiques et M2 muscariniques
cardiaques.
Activité fonctionnelle de la PKA sur les effecteurs ICa, myofilaments, récepteur RyR, et
phospholambanes PLB. Reproduit d’après Bers, 2002.
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 Récepteurs β2-adrénergiques

Les récepteurs β2-adrénergiques agissent principalement au niveau des tissus vasculaires et

bronchiques (Brodde et al., 1993). Ils stimulent également le cœur. Les effets cardiaques

induits ont cependant une intensité plus faible que ceux observés avec les récepteurs

β1-adrénergiques (voir paragraphe précédent), bien que ces récepteurs soient couplés plus

efficacement avec l’adénylate cyclase (Brodde & Michel, 1999). Les études développées avec

le bloqueur spécifique ICI 118551 des récepteurs β2-adrénergiques sur les myocytes humains

ont permis de montrer que ce récepteur pouvait être couplé avec deux types de protéines G :

les protéines Gi et Gs (Daaka et al., 1997 ; Kuschel et al., 1999; Xiao et al., 1999 ; Devic et

al., 2001; Gong et al., 2002 ). Récemment, sur des myocytes humains, une nouvelle voie de

transduction a été mise en évidence. Elle implique le couplage du récepteur β2-adrénergique

avec une protéine Gi et le recrutement de la phospholipase A2. Lors de pathologie, cette voie

de transduction semble remplacer la cascade défectueuse : récepteurs β1 /β2-

adrénergiques /protéine Gs/adénylate cyclase (Pavoine et al., 2003).

 Récepteurs β3-adrénergiques

Les récepteurs β3-adrénergiques ont été récemment identifiés. Ils sont présents au niveau de

cardiomyocytes humains et des tissus adipeux (Chamberlain et al, 1999 ; Lohse et al., 2003).

Leur rôle physiologique reste cependant à déterminer. Leur abondance au niveau du tissu

adipeux pourraient suggérer un rôle dans certaines formes d’obésité. De nombreuses

substances agonistes ou antagonistes de ces récepteurs ont été synthétisées et sont

actuellement en essai. Leur stimulation induit expérimentalement une vasodilatation, un

inotropisme cardiaque négatif (Kohout et al., 2001) et une activation de la voie NO/GMPc

(Gauthier, 1998).

 Récepteurs β4-adrénergiques

Les effets cardiostimulants induits par l’antagoniste CGP12177 et perdurant malgré le

bloquage des récepteurs par le propanolol ont permis de postuler l’existence d’un nouveau

récepteur β4-adrénergique (Kaumann et al., 2001). Cependant, des études de knock-out des

récepteurs β1 et β2-adrénergiques indiquent que les effets des récepteurs β4-adrénergiques

seraient médiés par les récepteurs β1-adrénergiques (Konkar et al., 2000 ; Kaumann et al.,

2001).
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De nombreux travaux proposent une compartimentalisation des récepteurs

β-adrénergiques au niveau cardiaque (Steinberg & Brunton, 2001). Les récepteurs β1 et

β2-adrénergiques principalement seraient localisés dans des régions différentes au sein de la

membrane plasmique. De plus, ces récepteurs seraient placés à proximité des effecteurs

(Rybin et al., 2000 ; Ostrom et al., 2001). En effet, Davare et al., en 2001 ont montré une

co-localisation du récepteur β2-adrénergique avec le canal calcique de type L. De plus, suite à

la stimulation des récepteurs adrénergiques, le signal de transduction se propagerait

uniquement au sein des microdomaines (Bers & Ziolo, 2001 ; Davare et al., 2001 ; Zaccolo et

al., 2002). L’AMPc produit serait dégradé par les phosphodiestérases localisées

exclusivement dans ces compartiments spécialisés (Rich et al., 2001 ; Zaccolo & Pozzan,

2002).

2-Récepteurs mucariniques :

L'acétylcholine est synthétisée à partir de l’acide acétique et de la choline au niveau du

corps cellulaire des neurones cholinergiques. Elle est ensuite stockée dans des vésicules

présentes dans le bouton synaptique des terminaisons nerveuses. Lorsqu'une fibre

cholinergique est stimulée, les canaux calciques voltage dépendant sont activés et permettent

l'entrée d’ions calciques. L’élévation de calcium intracellulaire induit l’exocytose des

vésicules provoquant ainsi la libération d'acétylcholine dans la fente synaptique

(106 molécules d’acétylcholine). Ce neurotransmetteur se fixe ensuite sur les récepteurs post-

synaptiques comprenant les récepteurs nicotiniques à l’acétylcholine et les récepteurs

muscariniques. L’activation des récepteurs canaux nicotiniques provoque l’entrée d’ions Na+

dans les cellules musculaires striées (cœur, squelettique) suivie du développement d’un

potentiel d’action post-synaptique. La dépolarisation membranaire induit alors une activation

des récepteurs DHP initiateurs du couplage excitation-contraction (voir chapitre C2). Il existe

plusieurs types de récepteurs muscariniques, notés de M1 à M5 (Caulfield, 1993 ; Eglen et al,

1996 ; Balligand et al., 1999). Ces récepteurs appartiennent à la famille des récepteurs couplés

aux protéines G (Van Koppen & Kaiser, 2003). Les récepteurs M2, M3 et M4 sont présents au

niveau du cœur. Toutefois, la forme M2 prédomine au niveau cardiaque chez les mammifères

(figure 19). Les récepteurs M2 et M4 sont couplés à une protéine Gi inhibitrice de l’adénylate

cyclase (Sterin-Borda et al., 1995 ; Balligand et al., 1999). Les autres formes sont couplées

positivement à une phospholipase C. Les effets muscariniques cardiaques (Hartzell, 1988)

sont de trois natures : (1) inotrope négatif, provenant de l’inhibition des adénylates cyclases

par la protéine Gi ; (2) chronotrope négatif, issue de l’ouverture du canal potassique Ik-Ach
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induite par la protéine Gi et produisant une hyperpolarisation ; (3) dromotrope négatif, liée à

une diminution de la vitesse de conduction auriculoventriculaire. L’activité des récepteurs

muscariniques inhibe l’action stimulatrice des récepteurs β-adrénergiques.

L’acétylcholine se fixe également sur des récepteurs pré-synaptiques dont le rôle est

de freiner la libération de cette substance. L’action de ce neurotransmetteur est interrompue

par l'acétylcholinestérase située dans les membranes post-synaptiques, qui entraîne son

hydrolyse. L’acétylcholine diffuse également hors de la fente synaptique et est transformée

par les choline-estérases présentes dans le plasma et le foie.

3-Récepteurs sérotoninergiques de type 4

La sérotonine, (5-hydroxytryptamine ou 5-HT) est un peptide appartenant au groupe

des indolamines et présente un poids moléculaire apparent de 213 daltons. Elle exerce ses

actions sur les cellules du système nerveux central et sur les cellules d’organes périphériques

(Hegde & Eglen., 1996), dont les intestins et le cœur par l’intermédiaire de récepteurs

membranaires spécifiques. La sérotonine est synthétisée et sécrétée principalement par les

neurones sérotoninergiques. Cependant, une fraction circulante existe. En effet, elle est

également synthétisée par les cellules chromaffines retrouvées dans les intestins et le cœur. La

5-HT circule dans le sang et est stockée dans les mastocytes et les plaquettes. Elle peut être

libérée de ces dernières dans des conditions pathologiques telle qu’une agrégation plaquettaire

liée à une circulation sanguine stagnante, de lésions auriculaires dues au vieillissement ou à

des facteurs hémodynamiques altérés (Kaumann, 1994). Les effets de la sérotonine sur le

système nerveux central et sur les cellules des organes périphériques impliquent des

récepteurs membranaires appartenant à la famille des récepteurs couplés aux protéines G

(Bockaert & Pin., 1998). Son interaction au niveau du récepteur se fait dans la poche

hydrophobe membranaire (groupe 1a, figure 10) avec des acides aminés impliqués dans la

formation d’intéractions ioniques avec le ligand : Ser 197, Asp 100 et Tyr 302 (Mialet et al.,

2000a). Il a été mis en évidence au moins 15 sous-types de récepteurs à la sérotonine, notés de

5-HT1 à 5-HT7, et classés en fonction de leurs propriétés pharmacologiques (Saxena &

Villalon., 1990). Seuls les récepteurs 5-HT3 ne sont pas des RCPG. Ils sont plutôt des

récepteurs canaux.

Les effets de la sérotonine sur le système cardiovasculaire sont complexes. Ils

induisent des bradycardies ou des tachycardies (Le Meussurirer et al., 1959), une hypo- ou

une hypertension et une vasodilatation ou une vasoconstriction. Ces effets sont médiés par

quatre récepteurs sérotoninergiques principaux 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3 et 5-HT4 (Saxena &
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Villalon., 1990). Kaumann et al. en 1990 ont montré que l’effet sérotoninergique au niveau du

cœur passait par un récepteur ayant des analogies fonctionnelles avec le récepteur à la

sérotonine décrit dans les cellules nerveuses embryonnaires de souris, le récepteur 5-HT4

(Dumuis et al., 1988).

Le récepteur 5-HT4 (figure 21) est le seul récepteur sérotoninergique retrouvé dans le

cœur. Il est localisé dans les oreillettes droite (Kaumann et al., 1990) et gauche (Sanders &

Kaumann, 1992). Ce récepteur est exprimé sous sa forme active uniquement chez l’homme et

le porc (Jahnel and al., 1992; Eglen et al., 1995). Certaines études contradictoires suggèrent la

présence (Bach et al., 2001) ou l’absence (Blondel et al., 1997 et 1998a) d’ARNm codant

pour le récepteur 5-HT4 au niveau des ventricules. Actuellement, il est admis que ce récepteur

est absent au niveau ventriculaire. La distribution tissulaire humaine des ARNm codant pour

le récepteur 5-HT4 semble varier en fonction de l’isoforme étudiée (figure 20). En effet,

l’isoforme (e) est présente particulièrement dans l’oreillette cardiaque et le cerveau (Mialet et

al., 2000b) alors que les isoformes (a) et (b) semblent être plus largement représentées dans

l’oreillette cardiaque, le cerveau, le colon et le petit intestin (Bach et al., 2001).

Figure 20: Distribution tissulaire humaine des ARN m du récepteur 5-HT4 détectés par RT-
PCR.
Reproduit et modifié, d’après Mialet et al., 2000b et Bach et al., 2001.
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N-terminal

C-terminal

Figure 21 : Modélisation du récepteur 5-HT4.
Modèle présentant dans la poche hydrophobe les chaînes carbonées des acides aminés Asp 100,
Trp 272 et Phe 275 intervenant dans la fixation des ligands agoniste inverse (basée sur la
structure de la rodhopsine). TM 1-7 : hélices transmembranaires 1 à 7. Reproduit et modifié,
d’après Joubert et al., 2002.

Le récepteur 5-HT4 a été cloné pour la première fois en 1995 par Gérald et al., chez le

rat. Deux isoformes provenant d’un épissage alternatif des ARNm ont été identifiés : une

forme courte dans sa partie C-terminale (5-HT4s) et une forme longue (5-HT4L). Au niveau

des cellules atriales de rat, seul l’ARNm de l’isoforme 5-HT4s a été detectée. Le récepteur

5-HT4 cardiaque humain a été cloné en 1997 (Blondel et al., 1997). Quatre isoformes ont été

identifiées : 5-HT4(a), 5-HT4(b), 5-HT4(c) and 5-HT4(e). Le clonage du cDNA codant pour ce

récepteur a permis de déduire sa structure primaire. Il est constitué de 387 acides aminés en

moyenne et présente un poids moléculaire apparent de 42 kDa. Ces isoformes résultent d’un

épissage alternatif du même gène et diffèrent au niveau de la leucine 358 située dans

l’extrémité C-terminale (figure 22)(Blondel et al., 1998a ; Mialet et al., 2000a). Actuellement,

ce récepteur existent dans l’organisme sous huit isoformes différentes notées : a, b, c, d, e, f, g

et n (Langlois & Fischmeister, 2003; Bockaert et al., 2004).
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Figure 22 : Isoformes cardiaques du récepteur 5-HT4 et sites potentiels de
phosphorylation, glycolysation et palmitoylation.
Reproduit et modifié d’après Mialet et al., 2000a.

Le récepteur 5-HT4 humain cardiaque est couplé positivement à l’adénylate cyclase

par une protéine Gs, amenant la production d’AMPc (figure 23) (Ouadid et al ., 1991). Ce

second messager active la PKA (figure 23), qui phosphoryle plusieurs protéines clefs

intervenant dans le mécanisme d’excitation-contraction tels que les canaux calciques de

type L (figure 23) (Jahnel et al .,1992). L’AMPc peut également agir directement sur les

canaux « funny » impliqués dans l’automatisme cardiaque (figure 23) (Di Francesco &

Tortora, 1991). Ces évènements induisent une augmentation de l’intensité des courants ICa2+,L

et pacemaker If (Pino & al., 1998) dans les myocytes atriaux humains.

Il semblerait que ces récepteurs auriculaires soient également impliqués dans la génèse

d’arythmies telles que les fibrillations auriculaires (Kaumann, 1994 ; Workman & Rankin,

1998). Les perspectives thérapeutiques de ces récepteurs sont d’autant plus intéressantes car

leur localisation unique auriculaire éviterait les effets pro-arythmiques ventriculaires observés

lors de traitements inhibant les canaux Na+ et/ou K+.
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Figure 23 : Transduction du signal du récepteur 5-HT4 dans les myocytes atriaux humains et
rôle possible dans la génération d’arythmies.
Reproduit et modifié, d’après Yusuf et al., 2003.

Le profil pharmacologique du récepteur 5-HT4 est le suivant :

1) substances agonistes :

Les dérivés de la tryptamine ont un effet agoniste sur ce récepteur. Ces substances présentent

toutefois des affinités différentes et ont été classées par ordre décroissant d’affinité:

cizapride > 5-HT > renzapride > 5-MeOT > zacopride > α-methyl-5-HT > 5-CT > tryptamine

> 2-méthyltryptamine (Branchek, 1995; Gerhart et al., 1997, Langlois & Fischmeister, 2003,

Bockaert et al., 2004).

2) substances antagonistes :

Suivant les isoformes du récepteur, ces substances peuvent être des antagonistes ou des

agonistes inverses. Le premier répertorié est le tropisétron ICS 205-930. Ont été

principalement étudiés, le SB 207710 (Kaumann et al., 1994), le GR 113808 (Claeysen et al.,
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2000 ; Mialet et al., 2000b ; Bach et al., 2001; Pindon et al., 2001 ; Ponimaskin et al., 2002) ,

le ML10375 (Blondel et al, 1998 ; Mialet et al., 2000b ; Ponimaskin et al., 2002), le SB

207266 (Wardle et al., 1996; Joubert et al., 2002), le GR 125487, SB 204070, RO116-0086 et

le RO116-1148 (Joubert et al., 2002). Pour plus de détails, l’ensemble des molécules

agonistes et antagonistes des récepteurs 5-HT4 ont été répertoriées dans la revue de

Fischmeister & Langlois, 2003.

Les molécules antagonistes utilisées dans la suite de cette étude sont le GR113808 et

le ML10375 (figure 24). Ces molécules ont pour particularité de posséder des propriétés de

liaison et d’efficacité de transduction similaires (Mialet et al., 2000b) bien que leur propriétés

fonctionnelles différent entre un effet antagoniste ou agoniste inverse selon la substance

utilisée et l’isoforme de récepteur 5-HT4 étudiée.

Figure 24 : Stucture chimique des molécules antagonistes GR113808 et ML10375 spécifiques du
récepteur 5-HT4.
Reproduit, d’après Mialet et al., 2000a.

En effet, ces substances sont antagonistes sur l’isoforme (a) (Claeysen et al., 2000 ;

Ponimaskin et al., 2002) et (b) (Bach et al., 2001) du récepteur 5-HT4 et sont agonistes

inverses sur l’isoforme (e) du récepteur (Mialet et al., 2000b). Le ML10375 est de plus

agoniste inverse de l’isoforme (c) du récepteur 5-HT4 (Blondel et al., 1998b).

Au contraire, une stimulation par un agoniste induit une augmentation du taux

d’AMPc intracellulaire, qui est fonction de l’isoforme étudiée (Blondel et al, 1998b; Mialet et

al., 2000b). L’extrémité C-terminale des différentes isoformes module l’efficacité de couplage

entre le récepteur et les adénylates cyclases. Cette région cytoplasmique participe à l’activité

constitutive de ce récepteur (Claeysen et al., 1999; Ponimaskin et al., 2002). En effet, des

délétions de l’extrémité C-terminale du récepteur 5-HT4(a), ont montré une augmentation de

cette activité. Ces résultats suggèrent que plus les formes 5-HT4(a) sont courtes et plus les

formes R* du récepteur sont favorisées. De nombreuses protéines intracellulaires interagissent

avec cette extrémité C-terminale et participent à la régulation allostérique de ces récepteurs
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ainsi qu’à la transduction du signal. Ces différents facteurs ont été récemment reportés dans la

revue de Bockaert et al., 2003, indiquant l’importance thérapeutique de cette région.

III-Les voies de transduction du signal des récepteurs couplés aux protéines G

A-Les seconds messagers intracellulaires des récepteurs couplés aux protéines G

L’AMP cyclique (figure 25) et l’ion calcium sont les deux principaux seconds messagers qui

assurent la transmission des signaux intracellulaires.

1-L’AMP cyclique

L’AMP cyclique a été identifié pour la première fois en 1959 comme étant un

médiateur intracellulaire en réponse à une stimulation hormonale. Il s’agit d’une molécule

informative présente dans la majorité des cellules eucaryotes.

Figure 25 : Représentation plane d’une molécule d’AMP cyclique (ou Adénosine
monophosphate).
Source : http://www.chups.jussieu.fr/polys/biochimie/Mibioch/POLY.chP.1.23.html

Dans une cellule au repos, sa concentration est inférieure à 10-7 M. Au cours d’une

stimulation hormonale, elle peut varier d’un facteur 5 en quelques secondes. Une telle

sensibilité de réponse impose un équilibre entre une synthèse et une dégradation rapide.

L’AMPc est synthétisé à partir de l’ATP par une enzyme liée à la membrane plasmique,

l’adénylate cyclase.

a)-Les adénylates cyclases

Les adénylates cyclases (AC) sont des enzymes qui répondent à l’action des hormones

et des neurotransmetteurs extracellulaires via une interaction avec les sous-unités αs et αi des

http://www.chups.jussieu.fr/polys/biochimie/mibioch/poly.chp.1.23.html
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protéines G. Les sous-unités αs activent les AC, alors que les αi les inhibent. La famille des

AC catalyse la formation d’AMPc à partir d’ATP. Elles ont besoin d’un cofacteur ; le

magnésium (Hurley, 1998). Le clonage moléculaire de ces enzymes a permis de mettre en

évidence neuf isoformes notées de AC1 à AC9 (Dessauer et al., 1999 ; Defer et al., 2000).

Elles ont des profils d’activation et des localisations tissulaires différentes dans l’organisme.

Les AC sont formées d’une région N-terminale cytoplasmique, de deux domaines

transmembranaires constitués de six segments appelés M1 et M2 et d’une queue C-terminale

cytoplasmique composée de deux parties C1(a et b) et C2 (a et b) (figure 26). C1 fait le lien

entre M1 et M2 et C2, homologue à C1, est situé au niveau C-terminal (Tesmer & Sprang,

1998 ; Dessauer et al., 1999 ; Simonds, 1999).

Figure 26 : Représentation schématique des adénylates cyclases de mammifères.
M1 et M2 possèdent 6 domaines transmembranaires. C1b et C2b sont des domaines variables
selon les adénylates cyclases. C1a et C2a, forment un hétérodimère représentant le core
enzymatique où se fixe la forskoline. Reproduit, d’après Tesmer & Sprang, 1998.

C1a et C2a forment un hétérodimère constituant le core catalytique (figure 26). Le domaine

C1a lie les protéines G inhibitrices αi et C2a fixe les protéines Gs. Le domaine C2a peut être

phosphorylé par la protéine kinase C et la calmoduline kinase II. La région C1b est le site de

régulation de la Ca2+-calmoduline, de la protéine kinase A et de la calmoduline kinase IV.

Les adénylates cyclases ressemblent à la famille des transporteurs ABC (ATP-binding

cassette membrane transporters). Toutefois, actuellement aucune donnée n’a permis de

montrer que ces protéines fonctionnaient comme un canal ou une pompe (Simonds, 1999).

Les neuf AC identifiées sont modulées par la protéine Gs et la forskoline, à l’exception de
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l’AC9. La forskoline est un diterpène qui se fixe dans une poche hydrophobe et forme un pont

stabilisateur entre les domaines cytoplasmiques C1 et C2 (Simonds, 1999).

Les adénylates cyclases présentent des sensibilités différentes aux divers régulateurs

tels que les protéines kinases, la calmoduline et le calcium. Les formes AC5 et AC6,

prédominantes dans le cœur, sont inhibées par des concentrations de calcium de l’ordre du

micromolaire d’une façon calmoduline-indépendante. Une régulation directe des adénylates

cyclases par le calcium présent à des doses physiologiques dans les cellules natives n’a pas été

montrée à ce jour (Defer et al., 2000). Dans tous les cas, une concentration d’un millimolaire

de calcium inhibe l’ensemble des adénylates cyclases. Les AC5 et AC6 peuvent aussi être

bloquées par la protéine kinase A. La protéine kinase C et les sous-unités βγ des protéines G

constituent également des facteurs inhibiteurs de l’AC6 (Simonds, 1999). D’autres adénylates

cyclases telles que AC1, 2, 3, 4, 7 et 9 sont sensibles au complexe βγ. Cette régulation est

cependant insuffisante pour affecter l’activité de ces protéines. La co-transfection de

différentes isoformes des protéines Gβγ avec des adénylates cyclases a montré la complexité

du processus de régulation des AC par les protéines G (Simonds, 1999). Ces études suggèrent

que les mécanismes modulant l’activité des adénylates cyclases impliqueraient différents

acides aminés du complexe βγ. La sous-unité β contient un site de liaison à la calmoduline qui

pourrait être un site compétitif entre les adénylates cyclases et la calmoduline.

b)-La protéine kinase A : cible de l’AMPc

L’AMPc exerce ses effets dans les cellules animales principalement en activant une

enzyme, la PKA (Scott, 1991). Elle catalyse le transfert du groupement phosphate terminal de

l’ATP sur des résidus sérines ou thréonines de protéines cibles. Cette phosphorylation module

l’activité de ces protéines. Dans son état inactif, la PKA est un complexe constitué de deux

sous-unités catalytiques C et de deux sous-unités régulatrices R (figure 28). Trois isoformes

de la sous-unité catalytique existent α, β, γ et deux types de sous-unité régulatrice RI (α et β)

et RII (α et β) (Scott, 1991 ; Beebe, 1994). RIα , RIIα, Cα et Cβ sont les sous-unités

prédominantes dans le cœur (Krall et al., 1999). La liaison de l’AMPc aux sous-unités

régulatrices induit un changement conformationnel responsable de la dissociation de ces

sous-unités du complexe. Chaque sous-unité R possède deux sites de fixation de l’AMPc.

Leur libération s’effectue grâce à un mécanisme de coopération nécessitant la liaison de plus

de deux molécules d’AMPc sur le tétramère (Scott, 1991). Les sous-unités catalytiques libres

deviennent alors actives. Il existe au moins deux types de PKA dans la majorité des cellules
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de mammifère: PKAI et PKAII. Le type I est principalement localisé dans le cytosol, tandis

que le type II est fixé (Krall et al., 1999), via sa sous-unité régulatrice, à la membrane

plasmique. Cette liaison se fait par l’intermédiaire des protéines AKAP (A-kinase Anchoring

Proteins), protéines d’ancrage aux membranes plasmiques, endoplasmiques et nucléaires et

aux microtubules (figure 27) (Colledge & Scott, 1999 ; Skalhegg & Tasken, 2000 ; Feliciello

et al., 2001 ; Kapiloff, 2002).

Figure 27 : Modèle de fonctionnement d’un complexe AKAP18/15-PKA associé au canal
calcique de type L au niveau de la membrane plasmique d’une cellule cardiaque.
Sont présentés le RS, le canal calcique RyR et un complexe AKAP -PKA associé ; une vésicule
cytosolique et un complexe AKAP-PKA-phosphatase (PP1) associé ; les phospholambanes (PLB)
liés à la pompe SERCA2A qui sont la cible d’une PKA ; les myofilaments qui sont également la
cible d’une PKA.
Reproduit et modifié, d’après Kapiloff, 2002.

Lorsque les sous-unités catalytiques sont libérées et activées, elles peuvent

phosphoryler leurs substrats (Lodish et al., 1997). Les PKA phosphorylant les canaux

ioniques tel que le canal calcique Ica2+,L, ont une activité enzymatique dépendante des

protéines AKAP (Fink et al., 2001 ; Hulme et al., 2001). Le site d’interaction entre la PKA et

l’AKAP 18/15 cardiaque liant le canal calcique est de type leucine-zipper (figure 27). Ces

PKA agiraient donc de façon compartimentalisée au sein d’un complexe (Kapiloff, 2002).
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La phosphorylation protéique dépendante de l’AMP cyclique fut d’abord révélée par

des études du métabolisme du glycogène dans les cellules du muscle squelettique. Dans les

cellules animales, une augmentation de la concentration en AMPc active la transcription de

gènes spécifiques (figure 28). Ces gènes contiennent une région régulatrice appelée CRE

(cyclic AMP response element) (figure 28). Cette séquence d’ADN est reconnue par une

protéine de liaison CREB (CRE-binding protein) (figure 28). Lorsque la protéine CREB est

phosphorylée par la PKA sur un résidu sérine (figure28), son activité fonctionnelle est

stimulée sans pour autant modifier ses propriétés de liaison à l’ADN. La transcription du gène

concerné est alors induite.

Figure 28 : Chemin de transduction des RCPG dans une cellule de mammifère menant à
l’activation du facteur de transcription CREB activant l’élément de réponse CRE sur l’ADN.
La PKA est présentée avec ses sous-unités régulatrices (R) et catalytiques (C) ; CBP/P300 est un
facteur de transcription associé à CREB. Reproduit et modifié, d’après Lodish et al., 1997.

c)-Les protéines phosphatases : facteurs régulateurs des PKA

Les effets de l’AMPc doivent être transitoires. Les cellules sont capables d’éliminer

les groupements phosphates des résidus sérines et thréonines des protéines phosphorylées par

la PKA. Ce processus est catalysé par quatre groupes de phosphatases à sérine/thréonine : les

phosphatases I, IIA, IIB et IIC. A l’exception de la protéine phosphatase IIC, ces enzymes

sont composées d’une sous-unité catalytique complexée à une ou plusieurs sous-unités

régulatrices. La protéine phosphatase I joue un rôle important dans la réponse à l’AMPc. La

protéine phosphatase IIA a une large spécificité et semble être la principale phosphatase
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responsable de la suppression de nombreux groupements phosphates sur des résidus sérines

ou thréonines. Elle a un rôle important dans la régulation du cycle cellulaire. La protéine

phosphatase IIB, aussi appelée calcineurine, est activée par le calcium et est particulièrement

abondante dans le cerveau. L’activité des protéines modulées par des phosphorylations

dépend de l’équilibre à un instant donné entre les activités des kinases et des phosphatases en

permanence actives.

d)-Les phosphodiestérases : régulateur de la concentration en AMPc intracellulaire

Les phosphodiestérases (PDE) forment une famille d’enzymes dont les substrats sont

deux messagers intracellulaires, l’AMPc et le GMPc. Le rôle des PDE est de les dégrader. La

concentration de ces messagers intracellulaires est donc la résultante de leur synthèse moins

leur dégradation. Les PDE possèdent un site catalytique et un site de régulation. Une

cinquantaine d’enzymes existent et proviennent de 19 gènes (Conti & Jin, 2000). Dans le

cœur, seuls 4 types de PDE ont été identifiés : PDE1, PDE2, PDE3 et PDE4. Ces protéines

sont retrouvées soit dans le cytosol et la membrane plasmique (PDE2, PDE3 et PDE4) soit

uniquement dans le cytoplasme (PDE1) (Stoclet et al., 1995). Les formes présentent au niveau

de la membrane seraient fixées par des protéines similaires aux AKAP (Dodge et al., 2001 ;

Verde et al., 2001). Les PDE 1, 3 et 4 possèdent des sites de phosphorylation pour la PKA.

L’IBMX, la théophylline et la caféine appartenant à la famille des xanthines, sont

couramment utilisés comme des inhibiteurs non spécifiques de ces enzymes. Les propriétés de

ces quatre PDE sont les suivantes (Beavo, 1995 ; Verde et al., 1999 ; Conti & Jin, 2000):

- La PDE1 : Elle est activée par la Ca2+/calmoduline et a pour cible l’AMPc et le GMPc.

Ses inhibiteurs spécifiques sont le MIMX et la nimodipine.

- La PDE2 : Elle est activée par le GMPc et a pour cible les deux acides nucléiques. Son

inhibiteur spécifique est l’EHNA.

- La PDE3 : Elle est inhibée par le GMPc et a pour cible l’AMPc et le GMPc. Ses

inhibiteurs spécifiques sont le milrinone et la cilostamide.

- La PDE4 : Elle n’est pas modulée par le GMPc et a pour cible uniquement l’AMPc. Son

inhibiteur est le rolipram.

L’action des PDE semble être localisée au sein de microdomaines. Les effets

fonctionnels induits par l’AMPc intracellulaire seraient liés à une compartimentalisation

physique et/ou fonctionnelle de l’AMPc (Bers & Ziolo, 2001 ; Steinberg & Brunton, 2001)

avec les PDE régulatrices (Georget et al., 2003). La concentration d’AMPc ne serait pas la

même dans tous les domaines (Lipskaia et al., 2000). Elle serait fonction des PDE présentes
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dans ces microsites. L’ensemble AMPc, PKA et PDE fonctionnerait alors en microdomaines

et serait co-localisé avec les effecteurs tel que le canal calcique de type L. Cette répartition

permettrait d’avoir une action plus ciblée et plus rapide sur les effecteurs membranaires. Ces

caractéristiques auraient un rôle protecteur pour la cellule en empêchant le signal de perdurer

(Georget et al., 2003). Les cellules au repos présentent un niveau basal d’AMPc. Il semble

être régulé par les PDE (Levi et al., 1989 ; Méry et al., 1991 et 1995; Rivet-Bastide et al.,

1997). La PDE 2 serait impliquée dans la régulation de cette activité constitutive dans les

cellules atriales humaines (Verde et al., 1999).

e)-Efflux d’AMPc hors de la cellule : autre élément régulateur de la concentration

en AMPc intracellulaire

L’AMPc extracellulaire est métabolisé par les phosphodiestérases (Orlov &

Maksimova, 1999) et la 5’-nucléotidase extracellulaires. Il est alors transformé en adénosine.

Cette substance peut ensuite activer les récepteurs à adénosine A2, couplés positivement à

l’adénylate cyclase. Dans l’étude de Orlov & Maksimova en 1999, l’accumulation d’AMPc

extracellulaire est analysée sur des fibroblastes de rat. Le modèle mathématique proposé est le

suivant :    0a t k c t , c(t) varie dans un intervalle de temps [0 ; T]. a et c sont les quantités

d’AMPc accumulées respectivement dans les milieux extra- et intracellulaire de la cellule. Ce

modèle suggère que l’efflux d’AMPc est proportionnel à la production intracellulaire sans

saturation du pore faisant transiter le messager, pendant un certain laps de temps. La constante

k0 varie en fonction des tissus étudiés. La cinétique d’efflux de l’AMPc suggère donc

l’implication d’un transport passif au travers d’un canal spécifique. Toutefois, la protéine

membranaire impliquée n’a pas été identifiée. Chez les procaryotes, il semblerait que cette

protéine appartienne à la famille des transporteurs ABC. Le même modèle mathématique a été

décrit pour l’efflux de GMPc. Ces travaux ont permis d’indiquer que le taux d’AMPc est

régulé à 85 % par les phosphodiestérases et 15 % par le système d’efflux extracellulaire

durant la première heure d’activation des adénylates cyclases. Ensuite, la contribution

respective de ces systèmes passe à 40 % pour les phosphodiestérases et 60 % pour le système

d’efflux. Cette étude montre donc l’importance d’une autre voie de régulation du taux

d’AMPc intracellulaire encore mal connue.

L’efficacité de transmission d’un signal à l’intérieur d’une cellule dépend de

l’amplification et de l’extinction de ce signal. L’extinction détermine la période réfractaire du

système, pendant laquelle la cellule retrouve ses capacités de réponse à de nouvelles
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stimulations. Cette période est dépendante du temps nécessaire au découplage des récepteurs

avec les protéines Gs et des phosphodiestérases. Ces critères sont valables uniquement pour

des temps courts d’activation de l’adénylate cyclase.

2-Le second messager : l’ ion Ca2+

La concentration en calcium libre cytosolique est extrêmement faible ( 10-7 M), alors

qu’elle est élevée dans l’espace extracellulaire (environ 10-3 M) et le réticulum

sarcoplasmique. Il existe donc un fort gradient de concentration qui tend à faire pénétrer le

Ca2+ dans le cytosol à travers la membrane plasmique. Lorsqu’un signal active les récepteurs

aux dihydropyridines (DHPR) présents dans la membrane plasmique; les ions Ca2+ entrent

dans le cytosol, et provoquent une libération du calcium présent dans le réticulum

sarcoplasmique via le mécanisme de CICR (calcium induced calcium released) décrit au

chapitre I. Ce messager active les protéines intracellulaires sensibles au Ca2+ dans la cellule.

La modulation du courant calcique peut donc influencer la quantité de calcium libéré par le

RS et donc agir sur l’amplitude de la force de contraction.

a)-Rôle du récepteur à l’IP3

Lorsqu’un RCPG couplé à la protéine Gq est stimulé par son ligand, la protéine Gq

active à son tour une phospholipase C-β. En moins d’une seconde, cette enzyme clive le PIP2

pour donner deux produits : l’inositol triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). L’IP3

active les récepteurs canaux à l’IP3 situés dans la membrane du RS induisant ainsi une sortie

de calcium dans le cytosol. Le DAG, le calcium ainsi que le phosphatidylsérine activent une

protéine kinase C, qui phosphoryle des protéines régulatrices de l’expression de gènes

spécifiques. Cette voie de transduction n’est pas la voie principale de transmission du signal à

l’intérieur des cellules cardiaques, car sa cinétique d’action est lente et la sortie de calcium est

faible (Woodcock et al., 1998).

b)-Rôle du récepteur à la ryanodine

Le récepteur à la ryanodine (RyR) est composé de quatre sous-unités de 560 kDa

incluses dans la membrane du réticulum sarcoplasmique (Meissner et al., 1994) (figure 29).

L’extrémité C-terminale est une région hydrophobe constituant le pore du canal calcique

(Takeshima et al., 1989). Alors que, la séquence N-terminale est très hydrophile et forme une

structure de grande taille qui se projette dans le cytosol vers les tubules T (Franzini-

Armstrong & Protasi, 1997). Ces récepteurs sont des canaux calciques sélectifs aux cations.
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Figure 29 : Structure d’un récepteur Ryanodine RyR.
RyR est à proximité d’un canal calcique de type L au niveau d’un tubule T. FKBP12 est une
protéine de maintien des extrémités N-terminale du récepteur.
Reproduit et modifié, d’après Marks, 1997.

Il existe trois types de récepteurs RyR chez les mammifères (Dulhunty & Pouliquin,

2003) : RyR1, RyR2 et RyR3. RyR1 est présent essentiellement dans le muscle squelettique.

Alors que, RyR2 est exprimé principalement dans le muscle cardiaque (Sutko & Airey, 1996).

Enfin, RyR3 est localisé plus particulièrement dans le cerveau. Il est également présent dans

le cœur en plus faible quantité (Takeshima et al., 1996 et 1998). Ces isoformes présentent 65 à

70 % d’homologies entre elles.

Divers sites de régulation sont localisés sur la partie N-terminale. L’activité des

récepteurs RyR est modulée par le calcium, le magnésium, l’ATP, le pH intracellulaire ainsi

que la protéine FKBP12 (Marx et al., 2000). A l’état de repos, les canaux calciques fixent une

molécule immunosuppressive FK-506, diminuant la probabilité d’ouverture des canaux

calciques. Lors d’une stimulation, la protéine de liaison FKBP12 (FK binding protein) se fixe

sur FK-506 et favorise l’ouverture des récepteurs RyR (figure 29). De plus, ces canaux

peuvent également être phosphorylés par les protéines PKA , PKC , PKG, et la protéine

kinase dépendante du complexe calcium-calmoduline de type II (CaM kinase II) (Korzick,

2003). Deux phosphatases I et IIA, ainsi que la calmoduline (Fruen et al., 2000) semblent

aussi moduler l’activité des récepteurs RyR.
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De nombreuses études biochimiques et de biologie moléculaire ont permis d’identifier

plusieurs protéines associées à ces récepteurs. Nous pouvons citer : 1) la calséquestrine, qui

est présente dans la partie luminale des citernes terminales du réticulum sarcoplasmique

jonctionnel (figure 29). Son rôle est de fixer le calcium libre du RS (Bers, 2002) ; 2) la

jonctine et la triadine qui interagissent physiquement avec les récepteurs RyR dans la

membrane du réticulum sarcoplasmique (figure 29) ; 3) La sorcine et plusieurs types

d’annexines ont également été identifiées. Les protéines des points 2) et 3) régulent le

mécanisme d’ouverture du canal calcique (Zhang et al., 1997).

Les récepteurs RyR s’ouvrent sous l’effet d’une augmentation locale et rapide de la

concentration en calcium cytosolique, située entre 1 et 100 µM. Deux à quatre ions calciques

se fixent par récepteurs RyR et induisent le mécanisme de CICR provoquant ainsi une

libération du calcium contenu dans le RS. Puis, ces canaux se ferment lentement sans pour

autant que ce phénomène soit un processus de désensibilisation puisqu’il conserve la capacité

de répondre à une nouvelle variation calcique de plus grande amplitude (Hatem et al., 1999).

Les récepteurs à la ryanodine sont sensibles essentiellement à la ryanodine et à la caféine. La

ryanodine produit deux effets opposés sur RyR2. En effet à faible concentration (nM à µM),

elle stimule l’ouverture du canal calcique. Alors qu’à forte concentration (> 0.3 mM), elle

bloque ce canal (Bers & Perez-Reyes, 1999). L’effet de la caféine est également dépendant

des doses utilisées. A forte concentration (> 1 mM), elle entraîne une libération massive de

calcium pouvant induire une contracture, alors qu’à faible dose, de l’ordre de 0.5-1 mM, elle

potentialise le courant calcique (Eisner et al., 1998). D’un point de vue clinique, une mutation

de ce canal induit des morts subites dues à des troubles du rythme cardiaque (Marks, 2002).

c)-Oscillations calciques

Les récepteurs DHP et RyR forment une unité fonctionnelle. A l’état de repos, une libération

constitutive de calcium est observée (figure 30). Ces évènements élémentaires correspondent

aux « calcium sparks » ou étincelles calciques (Bers, 2002). Ils sont rares et de faible

amplitude. Cette libération basale correspond à l’activation d’un groupe (cluster) de 6 à 20

récepteurs RyR (Cheng et al., 1993 ; Wier & Balke, 1999 ; Bridge et al., 1999 ; Lukyanenko,

2000). Suite à un potentiel d’action, plusieurs milliers d’étincelles calciques sont déclenchées

de façon synchronisée. Ce processus est amplifié grâce à un deuxième

mécanisme de CICR situé entre les récepteurs RyR. En effet, les récepteurs RyR

activés par le calcium extracellulaire libèrent le calcium du RS. Ce calcium activera à son tour

les récepteurs RyR les plus éloignés des récepteurs DHP. Ces derniers pourront également
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participer à la libération du calcium sarcoplasmique. L’ensemble de ces phénomènes

permettent la formation d’une vague calcique immédiate ou d’oscillations calciques.

L’ouverture des canaux calciques de type L augmente la probabilité de la survenue de ces

étincelles sans pour autant modifier leur durée et leur amplitude.

Figure 30 : Etincelle calcique ou spark au sein d’un complexe récepteur DHP/récepteur RyR.
Activation du ICa2+, L suivie d’une sortie de calcium des récepteurs RyR provoquant le spark.
La vague calcique est la résultat de la sommation de ces évènements élémentaires.
Reproduit et modifié d’après Cannell & Soeller, 1998.

d)-Pompes et échangeurs : maintien de l’homéostasie calcique cellulaire

Une fois le couplage excitation-contraction effectué, la relaxation provient de la

dissociation du calcium de la troponine C et de l’intervention de la troponine I. Le calcium

ainsi libéré doit être recapté, afin que la relaxation soit complète. Pour cela, trois processus

sont responsables : ATPase calcique sarcoplasmique ou SERCA qui est proposée être le

principal acteur de la relaxation ; l’échangeur Na+/Ca2+ et l’ATPase calcique de la membrane

plasmique ou PMCA.
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Les ATPases calciques : SERCA et PMCA:

Tois isoformes de pompes SERCA ont été identifiées : SERCA1, SERCA2 et

SERCA3. Elles sont codées par trois gènes différents. Ces protéines sont indispensables pour

le maintien de l’homéostasie calcique. Elles permettent l’entrée du calcium cytosolique dans

la lumière du RS, malgré le gradient de concentration calcique élévé. Ces pompes transportent

deux moles de Ca2+ par mole d’ATP hydrolysée. La protéine SERCA2 est présente dans le

muscle cardiaque. Dans le cœur, le RS contient une protéine de bas poids moléculaire appelée

phospholambane. Actuellement, la stoéchiométrie exacte de fonctionnement n’est pas connue.

Celle proposée est de une à deux molécules de phospholambane pour une ATPase calcique

(Bers, 2002). A l’état de repos, ce facteur inhibe l’activité de cette pompe (Ravens & Dobrev,

2000). Suite à une stimulation, le phospholambane est phosphorylé par la PKA

principalement et la calmoduline kinase. L’inhibition de la protéine SERCA est alors levée.

Le calcium est donc recapté dans le RS. Les effets lusitropes sont également liés à la

troponine I qui favorise la dissociation du calcium des myofilaments (Li et al., 2000).

Les pompes ATPases calciques du sarcolemme PMCA ont une activité similaire à

celle des protéines SERCA. Cependant, elles extrudent le calcium cytosolique dans l’espace

extracellulaire. Les caractériques de ces protéines ne seront pas détaillées dans ce mémoire

(pour revue, voir Carafoli& Brini, 2000).

Les ATPase SERCA recaptent environ 70 % du calcium cytosolique. L’homéostasie

calcique est également maintenue grâce à la participation des PMCA (1%) et de l’uniport

calcique présent dans la membrane des mitochondries (1 %). Peu de données sont connues sur

ce transporteur (Carafoli & Brini, 2000 ; Bers, 2002).

L’échangeur Na+/Ca2+ :

L’échangeur Na+/Ca2+ transporte 3 ions Na+ contre 1 ion Ca2+ (Bers, 2002), ce qui produit un

courant ionique électrogène (INa/Ca). L’échangeur est réversible et peut soit faire sortir les ions

Ca2+ de la cellule, soit les faire entrer (Fujioka et al., 2000 ; Egger & Niggli, 2000). Dans le

cas d’une sortie d’ions Ca2+, le courant INa/Ca net sera entrant. A l’inverse, le courant de

l’échangeur sera sortant. De fortes concentrations de calcium intracellulaire favorisent l’efflux

calcique, alors que de fortes concentrations de sodium intracellulaire favorise l’influx de

calcium. A l’état de repos, l’efflux calcique est favorisé. Lors du potentiel d’action,

l’activation du canal calcique voltage dépendant induit un courant entrant de Ca2+, qui est

suivi de la stimulation de l’échangeur Na+/Ca2+. Ce dernier favorise une sortie de Ca2+ de la

cellule et donc une entrée de Na+. Les ions Na+ participent alors au maintien du plateau du
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potentiel d’action cardiaque (Leblanc & Hume, 1990 ; Trafford et al., 1995). Lors de la

repolarisation, l’échangeur conserve ce sens de fonctionnement. Celui-ci agit

physiologiquement dans le sens de la sortie de calcium de la cellule. Certaines conditions

expérimentales forcent le système à changer de sens et entraînent une augmentation de la

concentration intracellulaire de Na+. Ces observations ont lieu lors de l’utilisation de

digitaliques (bloqueurs des ATPases Na+/K+), de l’inhibition du courant Ca2+ et du

prolongement de la durée du potentiel d’action (Dipla et al., 1999). La participation de ce

dernier au maintien de l’homéostasie calcique est d’environ 28 % dans le muscle cardiaque

humain. Aucun inhibiteur spécifique n’est disponible pour cet échangeur .

3-Interactions entre seconds messagers :

L’ion Ca2+ et l’AMPc ne sont pas des messagers indépendants l’un de l’autre (Zaccolo &

Pozzan, 2003). Ils agissent en synergie pour générer des réponses cellulaires. Les arguments

en faveur de cette interaction sont les suivants (Guénard, 1996) :

- l’AMPc module les propriétés cellulaires du Ca2+, et inversement

- l’AMPc contrôle la sensibilité au calcium de certaines protéines

- les protéines-kinases dépendantes du Ca2+ ou de l’AMPc phosphorylent les mêmes

protéines

- le Ca2+ et l’AMPc contrôlent des activités cellulaires similaires, comme la sécrétion et la

contraction musculaire

Des travaux récents sont en faveur d’interactions entre ces deux voies de signalisation

(Gorbunova & Spitzer, 2002 ; Zaccolo & Pozzan, 2003). En effet, dans les cellules neurales

d’embryon de Xénope, les étincelles calciques spontanées sont accompagnées d’un

changement transitoire de la concentration intracellulaire d’AMPc. Ces observations

indiquent que les oscillations calciques et le taux d’AMPc sont strictement dépendants les uns

des autres. De plus, les auteurs ont montré qu’une faible fréquence d’étincelles calciques

génère des oscillations dans la concentration d’AMPc. Alors qu’avec une plus grande

fréquence de sparks, aucun changement est induit. Les oscillations calciques influenceraient

donc la concentration intracellulaire en AMPc. (Alberts et al., 1994; Guénard, 1996).

Ce fonctionnement synarchique explique la grande plasticité de la réponse cellulaire

malgré une action stéréotypée de ces deux messagers pris isolément. Nous ne rentrerons pas

plus dans les détails des modalités permettant la réalisation de cette synergie cellulaire (voir

les références : Rapp & Berridge, 1977 ; Cooper et al., 1995 ; Houslay & Milligan, 1997).
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B-la signalisation par l’intermédiaire de récepteurs - enzymes

Les récepteurs à activité enzymatique sont des protéines transmembranaires, dont le

site de liaison du ligand est située dans la partie extracellulaire de ces récepteurs. N’étant pas

associé à une protéine G trimérique, ils possèdent soit une activité enzymatique intrinsèque au

niveau du domaine cytosolique, soit des interactions avec des protéines kinases

intracellulaires. A la différence d’un récepteur couplé aux protéines G, ces récepteurs

« catalytiques » sont formés généralement d’un seul domaine transmembranaire.

Cinq classes de récepteurs sont connues : (1) à activité guanylate cyclase. Ils

catalysent la production de GMP cyclique; (2) à activité tyrosine kinase. Ils phosphorylent des

protéines au niveau des résidus tyrosines; (3) à activité sérine/thréonine kinase. Ils

phosphorylent des protéines sur des résidus sérines ou thréonines; (4) à activité tyrosine

phosphatase. Ces récepteurs enlèvent les groupements phosphates des résidus tyrosines, et (5)

les récepteurs associés aux tyrosines kinases. Ils interagissent avec des kinases spécifiques

des résidus tyrosines.

La guanylate cyclase est une enzyme ubiquitaire qui catalyse le formation de GMPc à

partir du GTP (Hobbs, 1997). Ce second messager agit ensuite sur une protéine kinase

spécifique, la PKG. Cependant, contrairement à l’adénylate cyclase, la guanylate cyclase n’est

pas contrôlée par une protéine G. Cette enzyme existe sous deux formes : une forme

membranaire constituant les récepteurs à activité guanylate cyclase citée précédemment

(exemple : récepteur des peptides atriaux natriurétiques) et une forme soluble cytoplasmique.

L’enzyme soluble est un hétérodimère formé de deux sous-unités, α et β, associées à un hème.

Elle est activée par l’acide arachidonique ainsi que par les substances contenant du monoxyde

d’azote (NO).

Le fonctionnement des récepteurs à activité tyrosine kinase est encore mal connu. La

tyrosine kinase phosphoryle des résidus tyrosines appartenant au récepteur lui-même

(auto-phosphorylation) et/ou présents sur différentes protéines intracellulaires. C’est la cas du

récepteur à l’insuline ou des récepteurs aux facteurs de croissance. Il existe également des

récepteurs à activité tyrosine phosphatase, dont l’activation conduit à la suppression des

groupements phosphates sur des résidus tyrosines. Enfin, comme pour la guanylate cyclase,

des tyrosines phosphatases cytosoliques ont également été décrites.
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IV- Le canal calcique de type L

A-Généralités

L’intervention du calcium dans le potentiel d’action cardiaque fut tout d’abord

évoquée par Coraboeuf et Weidmann dès 1949. Puis, Fatt et Katz en 1953, décrivent la

participation des ions calcium dans le potentiel d’action des fibres musculaires de crabe. Il a

fallu attendre la fin des années 60 pour que Reuter et Rougier et al. (1968 et 1969) mettent en

évidence la présence d’un courant lent au niveau cardiaque activé par la dépolarisation et

porté par les ions calcium. La mesure du courant transitant au niveau d’une cellule isolée n’a

été permise qu’à partir du développement de la technique de « patch clamp » (Hamill et al.,

1981).

Les canaux calciques sont des protéines membranaires qui régulent la concentration

intracellulaire d’ions calcium. Ils sont activés par le voltage et sont essentiels dans la

fonctionnalité de la cellule cardiaque. Dans beaucoup de pathologies du myocarde, les

dysfonctionnements des canaux calciques sont largement impliqués. Ils génèrent une activité

électrique anormale ainsi que des arythmies. Deux classes de canaux ont été identifiés : (1)

Des protéines avec un bas seuil d’activation LVA (Low-voltage activated) et (2) des protéines

à haut seuil d’activation, HVA (high-voltage activated). Des études de biologie moléculaire

ont permis de distinguer trois types de canaux LVA et deux types de canaux HVA. Les trois

protéines LVA correspondent aux canaux calciques de type T (transient) différenciés par leurs

sous-unités α1G, α1H, α1I. Les deux protéines HVA sont constituées par : (1) les canaux

calciques de type L (long-lasting) distingués par leurs sous-unités α1C, α1D, α1F  et α1S  (2) les

canaux calciques de type P (Purkinje), de type N (neither L neither T) et de type R

(remaining) différenciés par leurs sous-unités α1A, α1B et α1E respectivement (Hofmann et al.,

1999). Les canaux calciques les plus abondants au niveau cardiaque sont les canaux HVA de

type L contenant la sous-unité α1C.

B-Le canal calcique de type L cardiaque

Le calcium provenant de ces canaux intervient dans le phénomène de contraction et le

courant entrant constitué contribue au maintien du plateau du potentiel d’action. Dans les

conditions physiologiques, le potentiel membranaire d’activation du courant calcique

macroscopique ICa2+,L est autour de – 40 mV. L’amplitude du courant maximal est atteinte

vers 0/+10 mV. La conductance unitaire de ce canal est dépendante de l’espèce ionique

perméante et elle est de 25 pS en présence de 100 mM de baryum (Ba2+) (McDonald et al.,

1994). La conductance élevée de cette protéine ainsi que la durée d’activation longue du
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courant (300 ms) contribuent conjointement à une augmentation sous-membranaire de la

concentration en calcium (atteinte de 10-6 à 10-3 M de Ca2+ intracellulaire). Elle est suffisante

pour activer et déclencher une libération du calcium par le RS. D’un point de vue

pharmacologique, le canal ICa2+,L est bloqué par trois classes de bloqueurs organiques : les

dihydropyridines (DHP), les phénylalkylamines (PAA) et les benzothiazepines (BTZ). Il est le

produit de quatre gènes codant pour les sous-unités α1c, α2δ, β et γ. La sous-unité α1C

(figure 31) forme le pore du canal ionique et comporte le filtre de sélectivité ionique, la

sensibilité au voltage ou « voltage sensor », des sites d’interactions pour les sous-unités

auxilliaires α2δ et β, pour les calmodulines, ainsi que pour les substances pharmacologiques

modulant ce canal. Le canal calcique de type R (α1E) est également présent dans le cœur et

plus particulièrement dans les cellules endocrines cardiaques.

1-La sous-unité α1C

La forte homologie entre les différentes sous-unités α1 des canaux calciques, Na+ et K+

suggère qu’elles proviennent d’un même gène ancestral ayant donné naissance à une famille

de gènes codant pour les canaux dépendants du potentiel (Hofmann et al., 1999 ; Striessnig,

1999). Le poids moléculaire de α1C se situe entre 170 kDa et 190kDa. Cette sous-unité est

formée de quatre domaines de six segments transmembranaires (figure 31).

Le segment S4 de chaque répétition contient cinq à six acides aminés chargés

positivement sensibles au potentiel membranaire. Lors des variations du potentiel

membranaire vers des valeurs positives ces segments S4 modifient leur conformation et

interviennent dans l’ouverture du canal. La région du pore ionique (région P) est formée par

un connecteur liant les segments S5 et S6 dans chaque répétition. La sélectivité ionique du

canal calcique est déterminée par quatre acides glutamiques (E413, E731, E1140 et E1441)

situés dans la région P de chaque répétition. Les canaux LVA possèdent au contraire des

acides aspartiques dans cette région, à l’origine d’une séléctivité différente (Perez-Reyes,

1998). Ces quatre acides glutamiques forment un unique site de liaison à haute affinité pour le

calcium dans le pore. Les glutamates de chaque domaine interviennent différemment dans

l’affinité du calcium (Perez-Reyes & Schneider, 1994), la sélectivité et la vitesse de

perméation. Le profil de sélectivité proposé pour le canal calcique à partir de son potentiel

d’inversion est le suivant : Ca2+ > Sr2+ > Ba2+ >> Li+ > Na+ > K+ > Cs+ > Mg2+ (Hille, 1992).

La région P joue également un rôle dans la réaction de la cellule face à l’acidification

extracellulaire avec un site de liaison aux ions H+ au niveau du pore. Plusieurs propriétés de la

sous-unité α1C telles que la dépendance au voltage, la cinétique et l’amplitude du courant des
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canaux calciques sont modulés par la co-expression de la sous-unité β. Le site d’interaction de

la sous-unité β avec α1c est localisé au niveau de la boucle intracellulaire reliant les domaines I

et II de la sous-unité α1C (Walker & De Waard, 1998) (figure 31). L’absence de la région

s’associant à la sous-unité β ainsi que celle du motif E-F qui fixe le calcium, sont encore des

différences avec les canaux calciques LVA. Il est à noter qu’une nouvelle nomenclature des

canaux calciques a été proposée distinguant trois groupes : les canaux calciques HVA

sensibles aux DHP, insensibles aux DHP et les LVA appelés respectivement Cav1, Cav2 et

Cav3 (Ertel et al., 2000).

Figure 31 : Sous-unité α1c du canal calcique de type L, ses sites de régulation, ses domaines (I à
IV) et ses segments (S1 à S6), Reproduit d’après Richard et al., 1998.

2-La sous-unité β

La sous-unité β (figure 31) est une protéine localisée au niveau intracellulaire

possédant cinq domaines et d’un poids moléculaire situé entre 50 et 72 kDa selon l’isoforme

concernée. Celles-ci proviennent de quatre gènes (β1 à β4) donnant plusieurs variants

d’épissage. β1 est située plus spécifiquement dans le cerveau, le foie et les muscles

squelettiques. β2 est exprimée abondamment dans le cœur et en moindre quantité au niveau de

l’aorte, de la trachée, des poumons et du cerveau. β3 est détectée dans le cerveau et les
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muscles lisses. β4 est retrouvée dans le cerveau. Ces protéines ont une structure primaire

possédant une séquence centrale commune (de D2 à D4) alors que les extrémités N-terminale

(D1) et C-terminale (D5) ainsi qu’une partie de la région centrale sont très largement

différentes (Hofmann et al., 1999). Toutes les sous-unités β ont un rôle de modulation du

canal. Elles accélèrent les processus d’activation et d’inactivation et déplacent la courbe

d’inactivation vers des potentiels membranaires plus hyperpolarisés (Cens et al., 1998 ;

Hurley et al., 2000). Le canal calcique de type L cardiaque est exclusivement associé avec la

sous-unité cardiaque β2a. La modulation de la cinétique et de la dépendance au voltage de la

sous-unité α1 par les sous-unités β, dépend d’un motif conservé qui relie les deux types de

sous-unités entre elles. Ce motif est un domaine de quarante acides aminés qui est localisé au

niveau de l’extrémité N-terminale (figure 31). Toute modification dans cette région change ou

abolit la stimulation du courant calcique ainsi que la liaison à la sous-unité α1c (Pragnell et al.,

1994).

3- La sous-unité α2δ :

Cette sous-unité est hautement glycosylée (125 kDa). Les isoformes sont codées par

trois gènes qui possèdent 30 % à 50 % de similitude. α2 et δ sont reliées par un pont disulfure

et proviennent d’un clivage protéolytique post-traductionnel (De Jongh et al., 1991). δ est

reliée à la sous-unité α1c par l’intermédiaire d’un unique segment transmembranaire et α2 est

localisée au niveau extracellulaire se servant de δ comme point d’ancrage. α 2 δ-1 est

ubiquitaire, α 2 δ-2 est retrouvée dans différents tissus dont le cœur et α 2 δ-3 est exprimée

exclusivement dans le cerveau. La co-expression des sous-unités α 2 δ, α1c et β déplace la

dépendance au voltage vers des potentiels hyperpolarisés et accélère les cinétiques

d’activation et d’inactivation du courant. Cette co-expression conduit également à une

modulation du « gating » du canal. Au niveau cardiaque il n’est pas encore défini quelle sous-

unité (α 2 δ-1 ou α 2 δ-2) est complexée à la sous-unité α 1c (Hofmann et al., 1999).

4- La sous-unité γ :

Les isoformes de cette sous-unité sont codées par cinq gènes (γ1 à γ5). Elles sont

formées par quatre hélices transmembranaires possédant leurs extrémités N et C-terminales au

niveau intracellulaire. Ces protéines sont formées de 222 acides aminés et ont un poids

moléculaire de 25 kDa. Elles sont fortement glycosylées et possèdent deux sites

extracellulaires de N-glycosylation. γ1 est retrouvée uniquement au niveau du muscle

squelettique. γ2 possède 25 % de similitude avec γ1 et est trouvée dans le cerveau (Letts et al.,
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1998). γ3 et γ4 sont très similaires à γ2 et sont trouvées dans différentes régions du cerveau. γ5

possède 25 % de similitude avec γ1 / γ2, est présente dans les muscles et dans d’autres tissus

d’origine non neurale (Hofmann et al., 1999). La co-expression de la sous-unité γ avec α1c,

α2δ et β déplace la courbe d’inactivation vers des potentiels membranaires plus

hyperpolarisés. Au niveau cardiaque, il semble que la sous-unité γ5 puisse être associée à α1

afin de former le canal calcique de type L ou de type T. Cependant, son expression en système

cellulaire n’induit aucun effet électrophysiologique (Klugbauer et al., 2000). Il n’est toujours

pas prouvé que la sous-unité γ soit réellement présente dans le cœur (Klugbauer et al., 2000).

C- Régulation du canal calcique de type L par le voltage, le calcium et les bloqueurs

L’activation du canal calcique se fait suivant une variation de potentiel

(dépolarisation) conduisant à une augmentation de la probabilité d’ouverture du pore (Po)

formé par α1c et laissant ainsi transiter les ions calcium. Le processus d’activation est

également dépendant des autres sous-unités composant le canal. La variation de Po en

fonction du potentiel de membrane est décrite par une équation de Boltzmann représentée par

une sigmoïde (McDonald et al., 1994). Si la dépolarisation persiste, le canal peut également

empêcher les ions calcium de transiter : c’est le phénomène d’inactivation. Il est également

décrit par une équation de Boltzmann représentant la disponibilité des canaux (Argibay et al.,

1988). Les phénomènes d’activation et d’inactivation du canal sont régulés par plusieurs

facteurs, dont le potentiel de membrane, le calcium intracellulaire et la phosphorylation.

1-Régulation par le voltage

Les canaux calciques activés par le voltage, sont régulés par le potentiel membranaire.

Les segments S4 du pore contenant des acides aminés chargés positivement, interviennent

dans son ouverture par mouvement intramembranaire. Ce déplacement de charges génère un

courant microscopique appelé courant de « gating » de type capacitif reflètant l’ouverture du

canal. A l’état fermé, les constituants du pore sont positionnés dans la membrane proche de la

surface intracellulaire. Ils traversent la membrane de l’intérieur vers l’extérieur afin d’ouvrir

le canal (Jiang et al, 2003a et b). Ce mécanisme a été mis en évidence pour le canal potassique

par R. Mackinnon lui conférant ainsi le prix Nobel en Octobre 2003 et est appliqué au canal

calcique par analogie.
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2-Inactivation et facilitation dépendantes du calcium

Les canaux calciques de type L présentent deux types d’inactivation : une lente et une

rapide. L’inactivation lente serait dépendante du voltage et l’inactivation rapide serait

provoquée par les ions calciques perméants (Argibay et al., 1988 ; Mc Donald et al., 1994). La

proportion de ces deux phénomènes est dépendante de l’état stimulé ou non du récepteur

couplé aux protéines G comme l’a montré Findlay, 2002 pour le récepteur β2-adrénergique

dans les myocytes ventriculaires de cobaye. L’inactivation dépendante du calcium est un

mécanisme de rétrocontrôle négatif par lequel l’augmentation de la concentration calcique

intracellulaire accélère l’inactivation du canal et prévient d’une surcharge calcique

intracellulaire délétère. Ce type d’inactivation est important non seulement dans le cœur mais

également dans les muscles lisses. Elle requiert un motif EF, (DeLeon et al., 1995) site putatif

de fixation du calcium sur la partie proximale de la séquence C-terminale. Un motif IQ en

aval fixe une calmoduline induisant ainsi une inactivation calcium-dépendante plus rapide

(Peterson et al., 1999 ; Zühlke et al., 1999 ; Anderson, 2001 ; Maier & Bers, 2002). La

contribution du phénomène d’inactivation dépendant du calcium ainsi que sa régulation sont

résumées dans la revue de Findlay, 2003.

D’autre part, les canaux calciques de type L, possèdent un phénomène de facilitation.

Il correspond à une potentialisation de l’amplitude du courant et est déclenché par une

augmentation modérée et locale de la concentration calcique (Noble & Shimoni, 1981 ;

Gurney et al., 1989 ; Dolphin, 1996). Il semble que le motif IQ trouvé sur l’extrémité C-

terminale intervienne dans ce phénomène (Zuhlke et al., 1999 ; Qin et al., 1999). Cependant,

la facilitation peut requérir l’intervention d’une PKA (Dolphin, 1996). Elle est décrite comme

un rétrocontrôle positif associé à un ralentissement de l’inactivation dépendante du calcium

(Fedida et al., 1988). Celui-ci serait en partie dõ à une diminution de la libération de calcium

du RS (Delgado et al., 1999).

3-Régulation par les bloqueurs

Le canal calcique est une cible d’un grand nombre de substances à intérêt

thérapeutique. Les trois grandes classes de médicaments sont les DHP, PAA et BTZ

(figure 31). Ils se lient uniquement sur la région transmembranaire du domaine IV (figure 31)

de la sous-unité α1C alors que les DHP se lient également sur des sites additionnels des

domaines I et III (Striessnig et al., 1998 ; Zahradnikova et al., 1998). Cette classe est

constituée d’inhibiteurs et d’activateurs du canal. Leur affinité est de l’ordre du nanomolaire.

Elle augmente pour des potentiels membranaires plus dépolarisés indiquant que les canaux
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inactivés par le voltage contiennent des sites de liaison à haute affinité pour les DHP

(Sanguinetti & Kass, 1984). En raison de sa grande affinité pour les DHP, le canal calcique

est également appelé récepteur aux DHP. Les PAA et BTZ sont des antagonistes calciques

(Mc Donald et al., 1994) agissant du côté intracellulaire pour les PAA alors que les BTZ

agissent sur le canal à partir du côté extracellulaire.

La régulation du canal se fait également par des bloqueurs inorganiques. Ils sont

constitués d’ions qui entrent en compétition avec le calcium (La3+, Co2+, Mn2+, Ni2+ et Mg2+)

(Hille, 1992). Le calcium lui-même à des concentrations inférieures à 1 µM peut agir comme

bloqueur. Il se fixera sur un ou plusieurs sites intrapores et empêchera le passage des autres

ions trop faiblement concentrés pour le déplacer (Hess & Tsien, 1984 ; Tsien et al., 1987).

D- Régulation du canal calcique de type L par les hormones

1-Modulation par une phosphorylation AMPc-dépendante

L’inotropisme cardiaque positif observé suite à des stimulations adrénergiques et

sérotoninergiques est principalement due à une augmentation de l’influx de calcium via les

canaux calciques de type L. L’amplitude du courant calcique cardiaque est augmentée grâce à

la phosphorylation du canal par la PKA. Un site majeur de phosphorylation est situé au niveau

de la sous-unité α1C sur le résidu sérine 1928 (Ser 1928) à l’extrémité C-terminale (De Jongh

et al., 1996). Deux autres sites sont situés au niveau de la sous-unité β2 régulatrice (Puri et al.,

1997). Ces phosphorylations augmentent la probabilité d’ouverture du canal (Hille, 1992 ; Mc

Donald et al., 1994 ; Herzig & Neumann, 2000). Cependant, le mécanisme précis impliqué

dans ces changements n’est pas complètement compris.

Différents protocoles expérimentaux ont été utilisés afin de comprendre les

mécanismes de régulation du canal calcique. Ces études consistent soit à activer directement

les protéines Gs et l’AC (Hartzell & Fischmeister, 1987), soit inhiber spécifiquement les PDE

et les phosphatases (Mc Donald et al., 1994) ou à introduire de l’AMPc dans la cellule

(Fischmeister & Hartzell, 1986). Tous ces essais provoquent une activation du canal.

2-Modulation par une phosphorylation PKC-dépendante

Suite à la stimulation d’un RCPG couplé à une protéine Gq, la PKC est activée et

entraîne une augmentation de la probabilité d’ouverture des canaux Ca2+ de type L

cardiaques, neuronaux et du muscle lisse. L’intensité du courant ICa2+, L est alors amplifiée. La

PKC est activée par le calcium extrudé du RS après une stimulation par l’IP3. Elle migre
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ensuite vers la membrane plasmique et s’ancre au niveau du DAG produit après le clivage du

PIP2 en IP3.

L’activation du canal par la PKC est généralement biphasique constituée par une

augmentation de l’activation suivie d’une diminution tardive de celle-ci. Son action a lieu au

niveau de l’extrémité C-terminale de la sous-unité α1C (Gao et al., 1997 ; Shistik et al., 1998 ;

Dai et al., 1999). Cependant, il a été récemment montré que le canal calcique cardiaque

pouvait être inhibé par la PKC (McHugh et al., 2000) après fixation de celle-ci au niveau de

l’extrémité N-terminale de la sous-unité α1C.

3-Modulation par le GMPc

Le GMPc est produit par les récepteurs-enzymes à activité guanylate cyclase. Il régule

le canal calcique de type L suivant deux voies : (1) une voie directe via la PKG et (2) une

voie indirecte par les PDE et l’AMPc puisque le GMPc active certaines PDE et accélère ainsi

la dégradation de l’AMPc. La PKG diminue l’intensité du courant calcique en phosphorylant

le canal (Mc Donald et al., 1994 ; Sperelakis et al., 1996). Les sites de phosphorylation de la

PKG sont les mêmes que ceux pour la PKA. Le résidu sérine 1371 de l’extrémité C-terminale

de la sous-unité α1C de lapin constituerait un site plus spécifique de la PKG (Jiang et al.,

2000). Le GMPc ne modifie pas le courant calcique basal dans la plupart des espèces

(Hartzell & Fischmeister, 1986). Deux exceptions sont à noter, les cellules auriculaires

humaines (Rivet-Bastide et al., 1997) et ventriculaires de lapin (Han et al., 1998). Chez

certaines espèces la dégradation du GMPc diminue le courant calcique stimulé par la voie

AMPc (Hartzell & Fischmeister, 1986 ; Fischmeister & Hartzell, 1987 ; Levi et al., 1989 ;

Méry et al., 1991). Cependant, une stimulation de ICa2+,L par le GMPc a également été

observée pour des concentrations non saturantes d’isoprotérénol (Ono & Trautwein, 1991).

Ces résultats hétérogènes selon l’espèce et la préparation sont expliqués par l’intervention

relative des PDE 2 (activée par le GMPc) et 3 (inhibée par le GMPc) et de la voie PKG (Ono

& Trautwein, 1991).

V- Les RCPG cardiaques impliqués dans des maladies d’origine auto-immune

L'organisme est en contact permanent avec des agents étrangers (bactéries, virus,

parasites, pollen, …) susceptibles de l’envahir et d’altérer son bon fonctionnement. Ces

éléments sont appelés antigènes. Le corps d’un individu combat ces agresseurs grâce à son
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système immunitaire. Chaque personne possède son propre système immunitaire, qui

s'enrichit au fur et à mesure des rencontres avec de nouveaux antigènes.

La surface de toutes nos cellules est parsemée d’une immense variété de molécules

protéiques, les protéines du CMH (Complexe Majeur d'Histocompatibilité). Quand notre

système immunitaire est bien « programmé », ces auto-antigènes ou marqueurs du soi ne sont

pas étrangers ou antigéniques pour notre organisme. Toutefois, ils le sont fortement pour

l’organisme d’une autre personne. Chaque molécule du CMH possède un sillon profond qui

présente habituellement un peptide. Dans les cellules saines, tous les peptides sont issus de la

dégradation protéinique cellulaire qui se produit lors du recyclage normal des protéines. Dans

les cellules infectées, les protéines du CMH se lient aussi avec des fragments antigènes

étrangers. Cette liaison joue un rôle crucial dans la mobilisation du système immunitaire.

Le corps réagit à l’aide de deux systèmes de défense intrinsèques qui fonctionnement à

la fois individuellement et de façon coopérative :

- Le système de défense non spécifique (héréditaire ou inné). Il est toujours prêt et réagit

rapidement pour protéger l’organisme contre toute substance étrangère. Deux barrières sont

érigées : la première est assurée par une peau et des muqueuses saines. La deuxième est liée à

la mobilisation de signaux chimiques, de cellules immunitaires (phagocytes) lorsque les

défenses externes ont été enfreintes. Cette barrière est développée afin d’empêcher les

envahisseurs de se répandre dans tout l’organisme.

- Le système de défense spécifique (acquise). Il est communément appelé système

immunitaire. Cette protection est activée lorsque les premiers moyens de défense n’ont pas été

suffisants et ont laissé entrer des particules étrangères dans l’organisme. Ce système attaque

des substances étrangères spécifiques. Nous pouvons alors distinguer deux types d’immunité :

1) l'immunité à médiation humorale. Ce phénomène est assuré par les anticorps élaborés par

les lymphocytes (B) et les plasmocytes. Ils circulent dans les liquides de l’organisme (le sang

et la lymphe) et se fixent aux agents étrangers afin de favoriser leur destruction ; 2) l'immunité

à médiation cellulaire. Elle est assurée par les lymphocytes T (TH, lymphocytes T « helper » ;

les Tc, lymphocytes T cytotoxiques) et les macrophages.

Cinq classes différentes d’anticorps existent et sont identifiés selon leur rôle

biologique : les IgG, IgA, IgM, IgD et IgE. Ils ont pour fonction de se lier spécifiquement à

un antigène, afin de le détruire.

Les réactions auto-immunes correspondent à un dysfonctionnement du système

immunitaire, qui dans ce cas réagit contre son propre organisme. Il ne fait plus la différence

entre ses protéines, les protéines du soi, et les protéines étrangères, protéines du non soi. Il
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existe deux types de réactions auto-immune : (1) les auto-réactions dites «physiologiques»,

présentes chez tous les individus sains ; et (2) les auto-réactions source de pathologies.

L'autoréactivité «physiologique» de l'organisme est un phénomène normal qui correspond à la

mise en place d’un processus de tolérance vis à vis des constituants du soi. Elle est acquise au

cours du développement selon des mécanismes différents pour les lignées lymphocytaires T et

B. Ce mécanisme n’est pas la source de pathologies. Une défaillance des mécanismes

d’induction et de maintien de la tolérance naturelle vis à vis des constituants du soi peut

favoriser l’émergence d’une maladie auto-immune à caractère pathologique. Toutefois, il

semblerait que ce dysfonctionnement du système immunitaire ne soit pas suffisant à lui seul

pour déclencher une maladie auto-immune. L’implication d’autres facteurs seraient donc

nécessaire, telles que les réactions immunologiques croisées.

L'auto-immunité peut être responsable de nombreuses maladies aussi diverses que la

polyarthrite rhumatoïde, le lupus érythémateux disséminé, la sclérose en plaques, le diabète

juvénile ou diabète insulinodépendant de type I. Dans les pays industrialisés, les maladies

auto-immunes occupent le troisième rang après les maladies cardio-vasculaires et le cancer. Il

s'agit le plus fréquemment de maladies à évolution chronique, entrecoupées de poussées

aiguës, où la vie du patient est souvent menacée. De nombreux efforts sont actuellement

déployés afin d'aboutir à une meilleure compréhension des mécanismes favorisant le

déclenchement des maladies auto-immunes.

Les causes de ces réactivités sont diverses. Celle qui nous intéresse correspond à

l’infection d’un individu par un antigène étranger qui possède un épitope proche de celui d’un

constituant du soi. Les anticorps destinés à combattre cet agent reconnaissent donc également

les protéines du patient par une réaction croisée (Alberts et al., 1994). Cette réponse

immunitaire a été observée contre certains RCPG cardiaques tels que les récepteurs

β-adrénergiques.

A-Pathologies cardiaques décrites dans le contexte d’une maladie auto-immune

1-Maladie de Chagas

La maladie de Chagas est une pathologie endémique provoquée par le parasite

Trypanosoma cruzi. Ce dernier a été identifié pour la première fois par Carlos Chagas en

Amérique Latine (Mijares, 1996a). Cette maladie atteint plus de vingt millions de personnes

dans ce pays. Les patients infectés développent quelques années plus tard (10 à 20 ans après)

une cardiomyopathie. Elle se caractérise par une insuffisance cardiaque due à une nécrose
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myocardique et/ou par des troubles du rythme essentiellement ventriculaire (extrasystoles,

tachycardie) et un bloc auriculo-ventriculaire (BAV) parfois mortel (Mijares, 1996a, 1997).

L’hypothèse proposée actuellement est que cette cardiomyopathie observée chez les

malades proviendraient d’une réaction auto-immune de l’organisme par mimétisme

moléculaire. Certaines protéines parasitaires auraient des épitopes suffisamment proches de

certains constituants du soi pour engendrer la perte de la tolérance du soi et induire une

réaction croisée. Des anticorps dirigés contre le parasite pourraient alors reconnaître certains

composants du soi des patients.

L’analyse immunologique du sérum de patients Chagasiques montrent en effet, que les

anticorps produits contre la protéine P0 du parasite reconnaissent également certaines

protéines membranaires des patients, tels que les récepteurs cardiaques couplés aux protéines

G de type β1-, β2-adrénergiques (Borda et al., 1984 ; Ferrari et al., 1995 ; Elies et al., 1996) et

M2-muscariniques (Goin et al., 1994). Ces auto-anticorps sont dirigés plus spécifiquement

contre la seconde boucle extracellulaire de ces récepteurs (Mijares et al., 1996b ; Lebesgue et

al., 1998 ; Sterin-Borda et al., 1999). Ils ont une activité de type agoniste. La fraction IgG

purifiées des sérums Chagasiques entraîne un effet chronotrope positif sur les cellules

cardiaques de rats nouveau-nés en culture. Le phénomène est potentialisé en présence

d’atropine et est partiellement inhibé par un bloqueur spécifique des récepteurs

β2-adrénergiques. Ces résultats suggèrent que ces fractions IgG contiennent donc des

auto-anticorps dirigés contre les récepteurs β2-adrénergiques. De plus, ils présentent une

activité de type agoniste sur ces récepteurs (Elies et al., 1996).

2-La cardiomyopathie dilatée idiopathique

La cardiomyopathie dilatée idiopathique (CMD) est une maladie primitive du

myocarde se caractérisant par une dilatation du ventricule gauche ou des deux ventricules,

ainsi que par une altération de la fonction contractile du myocarde. Son évolution est

défavorable en raison de la survenue inéluctable d’une insuffisance cardiaque et d’un risque

de mort subite lié fréquemment à des troubles du rythme ventriculaire (Michikado et al.,

2001). Cette pathologie représente la principale cause de transplantation cardiaque et

constitue donc un problème majeur de santé publique.

Son origine reste imprécise. Cependant, il semblerait que plusieurs facteurs soient

impliqués dans l’apparition de cette pathologie. Dans un premier temps, une composante

génétique a été proposée et décrite (Tesson et al., 1999). Actuellement, une réponse

auto-immune de l’organisme suite à une myocardite virale primaire est proposée. Des
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auto-anticorps dirigés contre les récepteurs cardiaques couplés aux protéines G,

β1-adrénergiques (Wallukat & Wollenberger, 1987 ; Limas et al., 1989 ; Michikado et al.,

2001) et M2-muscariniques (Fu et al., 1993) ont été identifiés dans le sérum de ces patients.

Ces immunoglobulines induisent des effets de type agoniste sur ces récepteurs. Comme pour

la maladie de Chagas, le sérum de ces patients contient également des auto-anticorps dirigés

contre des antigènes intracellulaires telle que la myosine (Caforio et al., 1996). Une lyse des

cellules a donc eu lieu au préalable. Le rôle physiopathologique de ces anticorps n’étant pas

déterminé, leur présence constitue plutôt un marqueur de la maladie.

Bien que la CMD idiopathique a une origine indéterminée, des analogies avec la

maladie de Chagas ont permis de suggérer que des protéines virales, bactériennes ou

parasitaires mimant la structure d’une protéine humaine seraient susceptibles d’induire la

production d’auto-anticorps dirigés contre les composant du soi par le système immunitaire.

3-Lupus érythémateux disséminé et syndrome lupique néonatal

Le lupus érythémateux disséminé (LED) est une maladie auto-immune systémique

assez commune qui survient surtout chez les jeunes femmes (environ 1 personne sur 1000).

La mortalité liée à cette pathologie décroît dans le monde, car le diagnostic et le traitement

sont faits plus précocement. Les signes cliniques du LED sont variés, avec des manifestations

cutanées et musculo-squellettiques. Les signes pulmonaires, neuropsychiatriques et des blocs

auriculo-ventriculaires (BAV) sont moins fréquents, mais potentiellement plus graves. La

pathologie comprend une réaction inflammatoire, des anomalies vasculaires et des troubles

immunologiques. Parmi ces derniers figurent des anticorps dirigés contre une variété de tissus

du patient. Le LED est le plus souvent associé à la présence d’anticorps dirigés contre des

protéines nucléaires appartenant au complexe ribonucléoprotéique, et plus particulièrement la

protéine SSA/Ro52.

Dans de rares cas, les mères souffrant de LED symptomatiques ou asymptomatiques

peuvent donner naissance à un enfant atteint de lupus érythémateux néonatal (LEN). Le

syndrome lupique néonatal est caractérisé très souvent chez ces enfants par l’existence d’un

BAV. La présence du LEN est généralement associée à l’existence d’anticorps dirigés contre

la protéine SSA/Ro52 (Buyon et al., 1989) dans le sérum de la mère. L’hypothèse proposée

est que ces anticorps traverseraient la barrière placentaire et induiraient une réaction précose

dans le myocarde du fœtus. Si cette réaction est sévère, la mort fœtale ainsi que l’avortement

spontané seront observés. Si elle est régressive, les enfants présenteront une fibrose des voies

de conduction myocardique responsable d’un BAV plus ou moins complet.
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Pendant très lontemps, la présence des anticorps anti-Ro52 dans le sérum des mères

lupiques ont servi uniquement de marqueur du LEN. Actuellement, des liens sont établis entre

ces anticorps et la survenue de BAV. Des épitopes communs ont été trouvés entre la protéine

SSA/Ro52 et la seconde boucle extracellulaire du récepteur humain cardiaque h5-HT4

(Eftekhari et al., 2000). De plus, un anticorps dirigé contre un peptide mimant cette seconde

boucle (anticorps anti-G21V) bloque l’activité du courant calcique de type L induit par la

sérotonine dans des myocytes atriaux humains (Eftekhari et al., 2000 ; Sallé et al., 2001). Il a

été également montré que des bloqueurs du canal calcique de type L pouvaient induire des

blocs de conduction (Eftekhari et al., 2000). Ces données suggèrent donc que le récepteur

h5-HT4 cardiaque pourrait être la cible des auto-anticorps anti-SSA/Ro52 et participer aux

BAV.

B-Production d’anticorps et effets sur les récepteurs cardiaques couplés aux protéines G

Pour reproduire et analyser les effets des auto-anticorps sur l’activité des RCPG

cardiaques, des études ont été réalisées à l’aide d’IgG antipeptidiques. Des anticorps poly- et

monoclonaux ont donc été produits en immunisant des lapins et des souris avec un peptide

mimant la séquence de la seconde boucle extracellulaire de ces récepteurs.

Cette région a été choisie, car elle possède les caractéristiques d’un site

immunogénique (Hoebeke, 1995). En effet, une région antigénique doit être : (1) facilement

accessible, (2) suffisamment longue pour constituer un épitope de type B, et (3) être

hydrophile. Selon l’ensemble de ces critères, la seconde boucle extracellulaire apparaissait

être le meilleur candidat. L’existence de ponts disulfures situés, au sommet de la seconde

boucle extracellulaire et entre les boucles 1 et 2 rend encore plus favorable la constitution

d’un épitope B particulièrement accessible dans cette zone (Hoebeke, 1995). La première et la

troisième boucle extracellulaire peuvent également constituer un site antigénique, bien

qu’étant relativement courtes. Des IgG anti-première boucle des récepteurs β1-adrénergiques

(Wallukat et al., 1995), ainsi que des IgG anti-troisième boucle des récepteurs muscariniques

M2 (Retondaro, 1999) ont été identifiées respectivement dans le sérum de patients atteints de

CMD et de la maladie de Chagas.

Les résultats obtenus à partir de différentes études montrent que les anticorps

antipeptidiques produits contre les récepteurs β1-adrénergiques et M2 muscariniques miment

les effets des auto-anticorps identifiés dans le sérum de patients atteints de CMD (Fu, 1995,

Matsui et al., 1997). De plus, les IgG anti-récepteurs β2-adrénergiques provoquent une

augmentation de l’amplitude des courants calciques ICa2+,L et ICa2+,T (Mijares et al., 1996b ;
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Lebesgue et al., 1998 ; Mijares et al., 2000) sur les cellules ventriculaires de cobaye. Ils

induisent également un effet inotrope positif sur les cardiomyocytes de rats nouveau-nés en

culture (Lebesgue et al., 1998). Par ailleurs, ces anticorps reconnaissent spécifiquement la

conformation R* des récepteurs β2-adrénergiques (Mijares et al., 1996b). Les anticorps

anti-récepteur M2 muscariniques induisent quant à eux un effet chronotrope négatif sur les

cardiomyocytes de rats nouveau-nés en culture (Elies et al., 1998). Ces immunoglobulines

miment donc les effets des auto-anticorps présents dans le sérum de patients atteints de la

maladie de Chagas ou de CMD. Ils constituent alors de bons outils pour étudier les

cardiomyopathies ayant une origine auto-immune.

Contrairement aux molécules agonistes des RCPG, les anticorps antipeptidiques

dirigés contre ces récepteurs n’induisent pas leur désensibilisation (Magnusson et al., 1994 ;

Elies et al., 1998 ; Wallukat et al., 1995). Cette caractéristique pourrait être à l’origine des

effets néfastes observés avec ces anticorps dans la maladie de Chagas ou de certaines CMD.

Bien que les IgG se fixent sur un site différent de celui du ligand, les voies de transduction du

signal sont les mêmes. En effet, les anticorps dirigés contre les récepteurs β-adrénergiques,

ainsi que l’isoprotérénol activent la voie AMPc, et conduisent à une augmentation de

l’intensité du courant calcique de type L, via la PKA.

C-Les fibrillations auriculaires et le récepteur 5-HT4

La fibrillation auriculaire est de loin le trouble du rythme cardiaque le plus fréquent.

Elle correspond à des contractions rapides et irrégulières de plusieurs régions du myocarde.

La fibrillation auriculaire est due à la désynchronisation des cellules atriales probablement

liée à une surcharge calcique (Allessie et al., 2002). Lors de ce trouble, de multiples foyers de

dépolarisation s'activent à tout instant et induisent une activité atriale anarchique, irrégulière

et extrêmement rapide (figure 32). Ces foyers désynchronisés induisent le processus de

réentrée (figure 32, A). Elle serait due au ralentissement de la conduction et parallèlement à

un raccourcissement et une inhomogénéité des périodes réfractaires atriales. La transmission

de l’activité électrique des oreillettes aux ventricules est plus ou moins filtrée au travers du

noeud auriculo-ventriculaire (figure 32, AV). Cependant, lors de fibrillation auriculaire, cette

activité reste anarchique, aléatoire, et entraîne de ce fait l’apparition d’arythmie ventriculaire

(figure 32,V).

La désynchronisation des cellules atriales entraîne une absence de contraction des

oreillettes et donc la perte de la systole atriale. Deux conséquences essentielles sont alors

observées:



Revue bibliographique

79

- Une stagnation de la masse sanguine dans les oreillettes, source de thrombi, et

éventuellement d'embolies systémiques.

- Un risque d'insuffisance cardiaque lié au mauvais remplissage des ventricules, et des

effets délétères provenant du rythme ventriculaire rapide (Bounhoure, 2000).

Deux formes de fibrillations auriculaires existent : les fibrillations permanentes et

paroxystiques. Elles se distinguent par leur durée pendant la crise arythmique. Les

fibrillations permanentes sont présentes depuis plus de 24 heures et ne se réduisent pas

spontanément. Elles représentent en général, une étape évolutive importante dans le

déroulement d’une cardiopathie hypertensive, valvulaire ou ischémique. Elles représentent un

facteur important de risque d’embolie et d’insuffisance cardiaque gauche. Les fibrillations

paroxystiques sont brèves, de quelques minutes à quelques heures. Elles surviennent dans 30

% des cas sur un cœur sain et sont dangereuses par leur risque embolique (Bounhoure, 2000).

Une fibrillation sur trois, permanente ou paroxystique, n’a pas d’origine déterminée

(Zipes, 1997). Elles sont appélées des fibrillations auriculaires isolées idiopathiques.

Cependant, cette situation est plus fréquemment rencontrée lors de fibrillations paroxystiques

(Bounhoure, 2000).

Les fibrillations auriculaires sont également associées à des altérations des propriétés

électrophysiologiques du myocarde (Olsson et al., 1971 ; Cotoi et al., 1972 ; Attuel et al.,

1982 ; Wijffels et al., 1995 ; Franz et al., 1997 ; Allessie, 1998). Ces modifications

correspondent à un remodelage des protéines membranaires afin de contre-balancer le

dysfonctionnement cellulaire responsable des troubles du rythme auriculaire. Chez des

patients atteints de fibrillations auriculaires permanentes, un raccourssissement de la durée du

PA et des périodes réfractaires a été observé. Cette modification est due à une diminution de

l’amplitude du courant calcique de type L (Bosch et al., 1999 ; Van Wagoner et al., 1999 ;

Skasa et al., 2001) provoquée par une réduction du nombre de ces canaux à la surface des

cellules (Brundel et al., 1999 ; Gaspo et al., 1999; Lai et al., 1999 ; Grammer et al., 2001). La

sous-expression membranaire de ces canaux serait cohérente avec la proposition d’une

surcharge calcique à l’origine du déclenchement des fibrillations auriculaires (Allessie et al.,

2002). Peu d’études électrophysiologiques ont été réalisées sur des patients atteints de

fibrillation auriculaire paroxystique. Cependant, il semblerait que cette pathologie ne soit pas

due à une réduction du nombre des canaux calciques (Grammer et al., 2001).
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Figure 32 : Physiopathologie de la fibrillation auriculaire : une anarchie dans l’oreillette
cardiaque humaine.
A : désynchronisation des myocytes atriaux et circuit de micro-réentrée ; AV : trouble conductif
intra-auriculaire au niveau du nœud atrio-ventriculaire ; V : irrégularité des influx électriques
menant à une arythmie ventriculaire ; nœud de Keith et Flack : nœud sinusal.
Reproduit et modifié, d’après Bounhoure, 2000.

Récemment, il a été montré chez des patients atteints de fibrillations auriculaires

chroniques, que les ARNm codant pour le récepteur 5-HT4 et le canal calcique de type L

étaient faiblement exprimés (Grammer et al., 2001). Or, l’application de sérotonine sur des

lambeaux d’oreillette humaine induit des arythmies auriculaires. Ces effets sont abolis en

présence d’antagonistes spécifiques des récepteurs 5-HT4 (Kaumann & Sanders, 1994). Dans

des conditions physiopathologiques, une stimulation intense des récepteurs 5-HT4 pourrait en

effet être associée à l’observation de fibrillations auriculaires. Ce serait le cas lors d’une

circulation sanguine stagnante, de lésions auriculaires liées au vieillissement cellulaire et de

l’altération de facteurs hémodynamiques. Ces phénomènes provoquent une agrégation

plaquettaire qui induirait une libération excessive de 5-HT contenue dans les plaquettes et

donc une activation importante des récepteurs sérotoninergiques (Kaumann, 1994). De plus,

le récepteur est fonctionnel uniquement au niveau de l’oreillette. Il est également impliqué
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dans la régulation du rythme cardiaque (Ouadid et al., 1991 ; Sanders & Kaumann, 1992) et

module l’activité du courant ICa2+,L  (Ouadid et al., 1991 ; Blondel et al., 1997) et du courant

pacemaker If (Pino et al., 1998 ; Workman et al., 1998). Ces données confortent l’idée d’une

implication du récepteur 5-HT4 dans les fibrillations auriculaires (Workman et al., 1998 ;

Kaumann, 1994).

Chez des patients présentant des fibrillations auriculaires traités avec des antagonistes

des récepteurs β-adrénergiques (beta-bloqueurs), l’effet inotrope positif de la 5-HT est

amplifié (Kaumann, 1991 ; Kaumann & Sanders, 1994 ; Sanders et al., 1995 ; Pau et al.,

2003) et les arythmies auriculaires sont plus sévères.

Ces différentes observations suggèrent donc que le récepteur 5-HT4 serait impliqué

dans l’apparition et le développement de fibrillation auriculaire.

Des progrès ont été réalisés dans la prévention et le traitement des arythmies

auriculaires. Cependant, certaines médications, telles que les traitements anti-arythmiques

bloqueurs des canaux sodiques et potassiques, provoquent une augmentation de la mortalité

des patients sujets à des fibrillations auriculaires (Flaker et al., 1992). Par conséquent de

nouvelles approches thérapeutiques doivent être développées (Rosen, 1999). Le récepteur 5-

HT4 semble donc être une cible potentielle pour l’élaboration de nouvelles molécules

pharmacologiques et thérapeutiques qui n’induiraient pas d’effet pro-arythmique au niveau

ventriculaire. Récemment, la société GlaxoSmithKline a développé et mis sur le marché un

antagoniste spécifique du récepteur 5-HT4, le piboserod (SB 204070) (Roden, 2003), dans le

but de traiter les fibrillations auriculaires. Cet intérêt montre l’importance des recherches sur

l’implication du récepteur 5-HT4 cardiaque dans les fibrillations auriculaires.

De nombreux travaux sont en faveur d’une origine auto-immune pour certaines

pathologies cardiaques de type arythmies. Une étude a été réalisée sur des biopsies atriales de

patients atteints de fibrillations auriculaires paroxystiques. 30 % des cas ont une origine

indéterminée (Frustaci et al., 1997). Cette analyse montre que de plus 66 % de ces patients

présentent des cellules atriales nécrosées et une infiltration lymphocytaire (Frustaci et al.,

1997). Par analogie avec les CMD, ces données sont corrélées à l’existence d’une myocardite

virale primaire.

Sachant que le récepteur 5-HT4 appartient à la superfamille des RCPG tels que les

récepteurs β-adrénergiques et M2 muscariniques, il pourrait être la cible d’auto-anticorps

présents dans le sérum de patients atteints de fibrillations auriculaires paroxystiques

idiopathiques.
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MATERIELS ET METHODES

A-Cultures cellulaires

La lignée de cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) exprimant le récepteur h5-HT4(e)

de façon stable (Mialet et al., 2000b), a été fournie par l’équipe du Dr. R. Fischmeister

(Châtenay-Malabry, France). Les cellules ont été cultivées à 37°C et 5% CO2 dans du milieu

Ham F12 (Life Technologies, Cergy Pontoise, France) supplémenté avec 10% de sérum de

veau fœtal (SVF), 10 mM d’HEPES, 1mg/ml de néomycine, 2 mM de L-glutamine,

100 IU/ml de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine. Afin de réaliser les différents tests de

transduction, les cellules CHO ont été réparties dans des boîtes de culture de 24 puits, à raison

de 1 x 105 cellules par puits. Elles ont ensuite été cultivées pendant 24 heures en présence de

5% de SVF dialysé. Pour certaines expériences réalisées sur les cellules CHO clone 2,

2 µg/ml de PTX ont été ajoutés à la solution de culture.

La lignée de cellules COS-7 a été fournie par l’INRA de Nouzilly (Tours, France). Les

cellules ont été cultivées à 37°C et 5% CO2 dans du milieu DMEM (Life Technologies, Cergy

Pontoise, France) supplémenté avec 10% de SVF, 2 mM de L-glutamine, 100 IU/ml de

pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine. Afin d’être transfectées, les cellules ont été

déposées dans des plaques de culture 6 puits, à raison de 4 x 105 cellules par puits.

B-Transfection des cellules COS-7

Après 24 heures de culture, les cellules COS-7 ont été transfectées avec 2 µg de

plasmides purifiés pCR/CMV contenant l’ADNc codant pour le récepteur h5-HT4(e) humain

cardiaque (Blondel et al. 1998b). Cette transfection a été réalisée par la méthode du DEAE-

dextran en présence de 0,1 mM de phosphate de chloroquine et 10 % de Nu-sérum inactivé

(Coger, France). Après 40 à 48 heures, les tests de stimulation et de liaison ont été réalisés.

C-Isolement de myocytes atriaux humains

En accord avec le comité d’éthique, les myocytes atriaux humains ont été isolés par

des digestions enzymatiques à partir de biopsies d’auricule droit provenant de patients âgés de

28 à 85 ans. Ces personnes ont été opérées pour une insuffisance coronarienne ou un

dysfonctionnement de la valve aortique. Nous avons exclu volontairement de notre étude les

patients présentant des dysfonctionnements des valves mitrales, car dans cette pathologie, les

myocytes atriaux sont directement altérés. La plupart des patients possèdent des traîtements

pharmacologiques comportant des bloqueurs des canaux calciques, des antagonistes des

récepteurs β-adrénergiques, des diurétiques, des inhibiteurs de l’enzyme de conversion, ou de
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l’angiotensine. La procédure d’isolement cellulaire utilisée provient de Rücker-Martin et al.,

1993. Les biopsies d’auricule sont coupées en fragments et déposées dans une solution de

Krebs-Ringer composée de 135 mM NaCl, 4,75 mM KCl, 16 mM Na2HPO4,

1,2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3, 10 mM HEPES, 134 mM Glucose, 10 mM Saccharose et

30 mM 2,3-butane-dione oxime, pH = 7,4. Les morceaux de tissus sont ensuite incubés

pendant 30 min dans une solution de pré-digestion enzymatique composée de 10 ml de Krebs-

Ringer sans 2,3-butane-dioneoxime, 5 mg/ml de sérum albumine bovine (BSA), 200 UI/ml

de collagénase (type V ; Sigma) et 6 UI/ml de protéase (type XXIV ; Sigma). Puis, trois

étapes successives de digestion enzymatique sont réalisées pendant 15 à 20 min chacune selon

l’aspect de la dissociation cellulaire. Les cellules sont alors incubées en présence de 10 ml de

solution Krebs-Ringer sans 2,3-butane-dione oxime supplémenté avec 5 mg/ml de BSA, 400

UI/ml de collagénase (type V ; Sigma) et 0,1 mg/ml d’inhibiteur de trypsine (type I-S,

Sigma). Les cellules obtenues à partir de ces trois digestions sont filtrées (250 µm, Polylabo,

France) et diluées dans une solution HEPES-BSA (130 mM NaCl, 4,8 mM KCl,

1,2 mM KH2PO4, 25 mM HEPES, 5 mM Saccharose et 20 mg/ml BSA, pH = 7,4). Elles sont

ensuite centrifugées à 1500 tours/min durant 1 min sans frein et le culot est repris dans une

solution HEPES. Pour toutes les étapes de dissociation cellulaire, les solutions sont oxygénées

avec 95% O2 et 5% CO2 sous agitation à 140 tours/min à 37°C.

D-Production et purification de l’anticorps anti-G21V

L’anticorps anti-G21V est un anticorps polyclonal antipeptidique de lapin dirigé

contre la seconde boucle extracellulaire du récepteur 5-HT4 humain. Le peptide reconnu est

composé de 21 acides aminés dont la séquence est (G-I-I-D-L-I-E-K-R-K-F-N-Q-N-S-N-S-

T-Y-C-V). Cet anticorps a été produit et purifié par le groupe du Dr. J. Hoebeke (Sallé et al.,

2001 ; Bozon et al., 2002).

E-Activité de l’adénylate cyclase

Toutes les expériences réalisées sur les cellules COS-7, CHO et les myocytes atriaux

humains ont été effectuées à 37°C en présence de 5% de CO2.

1- Stimulation des cellules COS-7

Pour l’ensemble des expériences, les cellules COS-7 exprimant transitoirement le

récepteur h5-HT4(e) ont été préincubées pendant 15 min dans une solution A contenant du

milieu DMEM, 5 mM de théophylline et 10 µM de pargyline. Puis, suivant les protocoles

expérimentaux réalisés, diverses substances ont été ajoutées pendant 15 min supplémentaires.
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Les essais ont donc été effectués avec soit des concentrations croissantes de 5-HT (10-10 à

10-5 M), soit 10 g/ml d’anticorps anti-G21V avec ou sans 5-HT (1 µM) ou 10 g/ml

d’anticorps anti-G21V co-incubé avec le peptide G21V (67 nM) avec ou sans la 5-HT. Dans

d’autres expériences, les cellules prétraîtées ont été incubées avec 10 g/ml d’anticorps

anti-G21V pendant 15 min, puis stimulées avec 1 M de 5-HT pendant 15 min

supplémentaires. Les mêmes expériences ont été réalisées avec les cellules COS-7

transfectées avec le plasmide pCR/CMV dépourvu d’insert. Ces cellules n’expriment pas le

récepteur 5-HT4 et constituent les cellules « contrôles ».

2- Stimulation des cellules CHO clone 1 et 2

Pour l’ensemble des expériences, les cellules CHO exprimant le récepteur h5-HT4(e)

ont été préincubées pendant 15 min (Mialet et al., 2003) dans une solution B contenant du

milieu Ham F12 et 1 µM d’antagoniste des récepteurs 5-HT1(b) endogènes, le GR127935.

Pour certaines expériences avec le clone 2, 5 mM de théophylline et 10 µM de pargyline ont

été ajoutées à cette solution. Après le prétraitement, les cellules ont été incubées avec

différentes substances pour une durée supplémentaire de 15 min. Les stimulations ont été

effectuées avec des concentrations croissantes de 5-HT (1 x 10-12 à 2,5 x 10-3 M), 1 µM de

ML10375 (agoniste inverse des récepteurs h5-HT4(c),(e)) en présence ou en absence de 5-HT (1

µM), 10 µM de forskoline, 10 g/ml d’anticorps anti-G21V ou 30 g/ml des fragments Fab

de l’anticorps anti-G21V (Sallé et al., 2001). Les expériences contrôles ont été réalisées avec

les cellules CHO exprimant le récepteur h5-HT4(e) preincubées et incubées avec la solution B

pour une durée correspondant aux différentes expériences.

Dans d’autres tests, les cellules prétraîtées ont été incubées avec 10 g/ml d’anticorps

anti-G21V pendant 20 min, puis stimulées avec 1 M de 5-HT pendant 20 min

supplémentaires, et vice versa. Les conditions « contrôles » correspondent aux cellules

incubées avec soit du milieu de culture, soit 1 µM de 5-HT ou 10 µg/ml d’anticorps

anti-G21V pour une durée de 20 ou 40 min. Des contrôles supplémentaires ont été réalisés en

répliquant ces expériences sur les cellules CHO non transfectées.

3- Stimulation des myocytes atriaux humains

Les expériences ont été réalisées avec 50 patients et 249 valeurs expérimentales ont

été récoltées. 3 x 104 myocytes isolés ont été distribués dans des tubes à essai et préincubés

pendant 15 min avec une solution C constituée d’une solution d’HEPES (130 mM NaCl,
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4,8 mM KCl, 1,2 mM KH2PO4, 25 mM HEPES, 5 mM Saccharose pH = 7,4) contenant 5 mM

de théophylline et 10 µM de pargyline. Différentes substances ont été ensuite ajoutées pour

15 min supplémentaires : de la forskoline (10 µM); de l’isoprotérénol (20 nM, 100 nM et

1 µM), de la 5-HT (20 nM, 100 nM et 1 µM); du GR113808 (1 µM); du ML10375 (1 µM); de

l’anticorps anti-G21V (10 g/ml) , des IgG purifiées contrôle de lapin (10 µg/ml), des

fractions d’IgG des patients P6 et P8 et du mélange des témoins (dilution : 25).

Dans d’autres expériences, les cellules prétraitées ont été incubées pendant 15 min

avec 1 µM de ML10375 plus 1 µM de 5-HT ; 1 µM de GR113808 plus 1 µM de 5-HT ;

10 µg/ml d’anticorps anti-G21V plus 1 µM de 5-HT ; 10 µg/ml d’IgG purifiées contrôle de

lapin plus 1 µM de 5-HT ; les IgG précipitées des témoins et des patients P6 et P8

(dilution : 25) plus 1µM de 5-HT. Les expériences contrôle ont été réalisées en préincubant

les cellules dans la solution C pendant 15 min suivie d’une incubation avec la solution

d’HEPES pour des temps de 15 ou 30 min.

4 - Dosage de second messager : l’AMPc

Lors des expériences réalisées sur les cellules COS-7 et CHO, les surnageants de

culture contenant l’AMPc extracellulaire ont été conservés.

Pour les essais réalisés sur les myocytes atriaux humains, l’AMPc intracellulaire sera

mesuré. Les cellules stimulées ont donc été centrifugées à 1500 tours/min pendant 1 min. Les

culots ont été resuspendus et incubés pendant 30 min avec 100 µl d’acide perchlorique 1 N.

Le pH a ensuite été neutralisé avec 100 µl de KOH 1 N. Après centrifugation, les surnageants

contenant l’AMPc intracellulaire ont été conservés.

L’AMPc a été quantifié à l’aide d’un kit radioimmunologique (Beckmann Coulter,

Marseille, France).

F-Liaison de radioligands et détermination de la constante de dissociation, Kd

La liaison spécifique des traceurs [3H]5-HT et [3H]GR113808 a été déterminée sur les

cellules CHO et/ou les cellules COS-7 exprimant le récepteur h5-HT4(e). 1 x 105 cellules CHO

et 4 x 105 cellules COS-7 ont été incubées pendant 90 min à 25°C avec 4 nM de [3H]5-HT

(activité spécifique : 23.7 Ci/mmol) en présence ou en absence d’un excès de 30 µM de

GR113808. De plus, 4 x 105 cellules COS-7 ont été également incubées 30 min à 37°C avec

0,1 nM de [3H]GR113808 (activité spécifique : 83 Ci/mmol) en présence ou en absence d’un

excès de 10 µM de ML10375. Les volumes réactionnels ont été de 0,1 ml pour les cellules

CHO et 0,5 ml pour les cellules COS-7. La solution d’incubation était composée de tampon
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phosphate salin PBS (8,1 mM Na2 HPO4, 1,9 mM NaH2PO4, 3,8 mM NaCl, 3 mM KCl,

0,9 mM CaCl2, 0,5 mM MgCl2) supplémenté avec 0,05 % de BSA. Après incubation, les

cellules ont été décollées des puits avec 1 N de NaOH et ont été placées 20 min dans 4 ml de

scintillant Optiphase Hifase 2 (EG&G Wallac, France). La radioactivité a été mesurée grâce à

un compteur bêta (LKB Wallac, Rack beta). Les cellules CHO et COS-7 non transfectées ont

été utilisées comme cellules « contrôle ». Pour réaliser le test de Scatchard, les conditions

d’incubation ont été identiques à celles réalisées pour l’étude de la liaison spécifique des

traceurs. Toutefois, dix concentrations différentes de 0,1 à 6 nM de [3H]5-HT et

huit concentrations de 0,01 à 2 nM de [3HGR113808 ont été utilisées.

G-Analyse de cytométrie en flux

Les cellules CHO ainsi que les cellules COS-7 transfectées ou non ont été décollées

par grattage et concentrées par centrifugation à 1000 tours/min pendant 10 min à température

ambiante. Les culots ont été resuspendus dans du tampon PBS. Les cellules ont ensuite été

distribuées à une densité de 4 x 105 cellules par tube.

Les cellules COS-7 ont été incubées pendant 30 min à 4°C avec 10 µg/ml d’anticorps

anti-G21V ou 10 µg/ml d’IgG purifiées de lapin.

Les cellules CHO ont été incubées pendant 60 min à 4 °C avec 100 µg/ml d’anticorps

anti-G21V, 100 µg /ml d’IgG purifiées de lapin ou 1 µM de 5-HT. Dans d’autres expériences,

les cellules ont été prétraîtées pendant 30 min à 4°C avec 100 µg/ml d’anticorps anti-G21V et

ont été incubées pendant 30 min supplémentaires avec 1 M de 5-HT, et vice versa. Pour

analyser les sérums de patients, les essais ont été réalisés sur les cellules CHO clone 1. Elles

ont été incubées pendant 30 min à 4°C avec le mélange des 8 solutions d’IgG témoins

(dilution : 5) ou avec chaque fraction d’IgG des patients (dilution : 5).

Après incubation, les cellules CHO et COS-7 ont été lavées deux fois avec du tampon

PBS. 100 µl d’IgG anti-Fc de lapin conjuguées à l’isothiocyanate de fluorescéine (FITC)

(dilution : 160) ont été ajoutés pendant 30 min à 4°C pour les incubations impliquant

l’anticorps anti-G21V. Pour les essais réalisés avec les fractions d’immunoglobulines de

patients, 100 µl d’IgG anti-Fc humain conjuguées au FITC (dilution : 1000) ont été déposés.

Après lavage, les cellules sont immédiatement analysées à l’aide d’un FACScan® utilisant le

programme CellQuest (Becton Dickinson, SantaClara CA USA). Les contrôles sont

représentés par la fixation des IgG purifiées de lapin pour l’anticorps anti-G21V et par des

incubations réalisées en présence de tampon PBS pour les sérums de patients et de témoins.
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H-Méthodes expérimentales électrophysiologiques réalisées sur des myocytes atriaux

humains

Les expériences sont conduites à température ambiante (23-25°C) en utilisant la

technique de Patch Clamp en configuration cellule entière, afin d’enregistrer le courant

calcique de type L (ICa2+,L). Les cellules sont déposées dans des boîtes de pétri et perfusées à

l’aide de solutions expérimentales diverses, en utilisant des capillaires fins d’un diamètre de

250 µm placés devant la cellule «clampée». La solution extracellulaire contient 140 mM

TEACl (chlorure de tétraéthylammonium), 2 mM CaCl2, 6 mM CsCl, 1 mM MgCl2, 11 mM

glucose, 10 mM HEPES et est ajustée à pH 7,3 avec du TEAOH. Les solutions

expérimentales perfusées pendant 1 à 2 min sur la cellule, sont composées de cette même

solution dans laquelle ont été diluées différentes substances :

- 2 nM, 20 nM, 100 nM et 1 µM de 5-HT puis 10 µM de forskoline

- 2 nM, 20 nM, 100 nM et 1µM d’isoprotérénol puis 10 µM de forskoline

- 20 nM de 5-HT plus 20 nM d’isoprotérénol; 100 nM de 5-HT plus 100 nM

d’isoprotérénol; 1 µM de 5-HT plus 1 µM d’isoprotérénol

- 20 nM d’isoprotérénol plus 100 nM de 5-HT; 100 nM d’isoprotérénol plus 1 µM de 5-HT

- 100 nM de 5-HT plus 100 nM d’isoprotérénol plus 10 µM de forskoline; 1 µM de 5-HT

plus 1 µM d’isoprotérénol plus 10 µM de forskoline

- Fractions d’IgG précipitées des patients P6, P8 et du pool des témoins (dilution : 25)

- Fractions d’IgG des patients P6, P8 et du pool des témoins (dilution : 25) plus 1 µM 5-HT

- Fractions d’IgG du patient P8 (dilution : 25) plus 1 µM d’isoprotérénol ; fractions d’IgG

de P8 plus 10 µM de forskoline

Les électrodes (3-4 Mó) contiennent une solution interne composée de 100 mM CsCl,

40 mM TEACl, 2 mM ATP-MgCl2, 1 mM MgCl2, 0,1 mM GTP, 10-6 mM CaCl2, 10 mM

HEPES, 5 mM EGTA et est ajustée à pH 7,2 avec du CSOH. Les protocoles de voltage clamp

et l’acquisition des données ont été réalisés en utilisant un amplificateur Axon Instruments

202 A (Axon Instruments, CA, USA) et le programme d’acquisition Acquis1 (Dipsi Industrie,

Chatillon, France). Les données ont été filtrées à 1 ou 2 kHz et ont été enregistrées à 5 ou

10 kHz. Les études ont été réalisées sur n = 100 cellules et 35 patients. La capacitance

cellulaire (C = 102 ± 6 pF) ainsi que les résistances séries (R = 4,6 ± 0.2 Mó) ont été

compensées (80 %) avec l’amplificateur Axon Instruments. Le protocole de potentiel imposé a

été maintenu à trois valeurs successives correspondant à - 80 mV, - 50 mV et 0 mV pendant

300 ms et a été appliqué toutes les 5 s afin d’enregistrer le courant calcique de type L. La

valeur de l’amplitude du ICa2+,L a été estimée comme étant la différence entre la valeur du
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courant au pic mesuré pour un potentiel imposé de 0 mV et la valeur du courant mesuré après

inactivation du courant correspondant à la fin du potentiel imposé à 0 mV.

I-Précipitation au sulfate d’ammonium des sérums de patients atteints de fibrillations

auriculaires idiopathiques

En accord avec le comité d’éthique, nous avons collecté au sein du service de

Cardiologie du CHU de Trousseau, des sérums de sujets normaux et de patients présentant

des fibrillations auriculaires idiopathiques. Une précipitation des immunoglobulines de type G

a été réalisée à l’aide d’une solution de sulfate d’ammonium à 33 %. Cette prépurification a

été effectuée sur le mélange de 8 sérums témoins (nommé T), dont l’âge est situé entre 19 et

24 ans, et sur 10 sérums individuels de patients (nommé P1 à P10) présentant des fibrillations

auriculaires, dont l’âge est situé entre 50 et 72 ans. L’étape de précipitation a été réalisée deux

fois successivement sous agitation à 4 °C. Les tubes ont été centrifugés à 3000 tours/min à

chaque étape pendant 20 min à 4°C. Les fractions d’IgG précipitées ont été ensuite dialysées

une nuit dans du tampon PBS à 4°C sous agitation.

J-Test ELISA

Les tests ELISA ont été réalisés contre le peptide G21V mimant la seconde boucle

extracellulaire du récepteur 5-HT4 humain cardiaque. 0,5 µg de peptide par puits dilué dans

0,1 M NaHCO3 pH = 9,6 a été absorbé au fond d’une plaque 96 puits pendant 1 h à 37°C. Les

puits ont été saturés avec une solution de PBS contenant 3% de lait écrémé pendant 2 h à

37°C. Après lavage, les fractions IgG des patients et des témoins ont été incubées pendant 1 h

à 37°C (dilution : 5). La présence d’anticorps dirigés contre le peptide a été détectée grâce à

l’ajout d’un second anticorps biotinylé dirigé contre les parties Fc des immunoglobulines G

humaines (dilution : 1000) et du complexe streptavidine-péroxydase (dilution : 1000) (Sigma,

France). Après 1 h d’incubation à 37°C et 3 lavages, 100 µl du substrat TMB (3,3’-5,5’

Tétraméthylbenzidine; Pierce Interchim, France) a été additionné. La réaction enzymatique a

été arrêtée avec 50 µl d’acide orthophosphorique (1 M). La densité optique (DO) de la

réaction a été mesurée à la longueur d’onde 450 nm. Les expériences « contrôle » ont été

réalisées en substituant les IgG précipitées par du PBS. Les résultats sont exprimés par le

rapport S/N (signal / noise) qui correspond au rapport des DO des IgG précipitées de patients

sur la DO moyenne du mélange des 8 solutions d’IgG témoins. La valeur de DO obtenue avec

l’anticorps anti-G21V sert de contrôle positif.
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K-Dot blot et Western blot

Pour la technique du Dot Blot, les myocytes atriaux humains ont été directement déposés sur

une membrane de nitrocellulose Hybond-C, à raison de 30 µg de protéines totales par puits.

Pour la technique du Western blot, au préalable, les myocytes atriaux humains ont été réduits

dans du tampon de Laemmli (2 % Sodium Dodécyl Sulfate et 12 % -mercaptoéthanol) puis

bouillis pendant 10 min. La préparation cellulaire a été ensuite déposée sur un gel

polyacrylamide SDS-PAGE 10 %, à raison de 30 µg de protéines par puits. Enfin, les

protéines séparées sont électrotransférées sur une membrane de nitrocellulose Hybond-C

(Amersham Pharmacia Biotech Europe, France).

Pour les deux techniques, les membranes ont été saturées avec une solution de

polyvinylalcool (5µg/ml) pendant 1 min. Puis, elles ont été incubées avec l’anticorps anti-

G21V (10 µg/ml) ou les IgG purifiées contrôle de lapin pendant 1 h à 37°C. Elles ont été

ensuite incubées avec des immunoglobulines anti-Fc de lapin conjuguées à la phosphatase

alkaline (dilution : 1000) (Sigma, France) pendant 1 h à 37°C. La fixation de l’anticorps est

révélée en utilisant le substrat BCIP/NBT (Sigma, France). La réaction enzymatique est

arrêtée par immersion des nitrocelluloses dans de l’eau. Entre les deux étapes d’incubation

des premier et second anticorps ainsi qu’avant la révélation, les membranes ont été lavées

deux fois sous agitation pendant 30 min dans une solution de PBS contenant 8% de lait

écrémé et 0,5% de Tween 20.

L-Matériels

Le peptide G21V, les fragments Fab de l’anticorps anti-G21V ont été aimablement donnés par

le Dr J. Hoebeke, CNRS UPR 9021, Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire,

Strasbourg, France. L’anticorps anti-G21V a ensuite été produit par la société Agro-Bio. Les

lignées cellulaires CHO exprimant stablement le récepteur h5-HT4(e) ainsi que les ligands

GR127935 (N-[4 - methoxy - 3 - (4 - methyl -1-piperazininyl) phenyl]-2’- methyl - 4’ - (5 -

methyl - 1, 2, 4 – oxadiazol - 3yl)[1, 1 bibhenyl]- 4 - carboxamide) et ML10375 (2 -[cis - 3, 5-

dimethylpiperidino] ethyl 4 – amino -5 chloro - 2 methoxybenzoate) ont été gracieusement

donnés par le Dr R. Fischmeister, INSERM U-446, Laboratoire de Cardiologie Cellulaire et

Moléculaire, Faculté de Pharmacie, Châtenay-Malabry, France. Le FITC (fluorescein

isothiocyanate), la forskoline (7beta-Acetoxy-1alpha,6beta,9alpha-trihydroxy-8,13-epoxy-

labd-14-en-11-one) et la 5-HT (5-hydroxytryptamine) proviennent de Sigma, Saint Quentin

Fallavier, France. Le GR113808 {[1-2-(methyl-sulfonylamino)ethyl]-4piperidinyl]methyl1-

methyl-1H-indole-3carboxylate} provient de TOCRIS Illkirch, France. Le traceur
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[3H]GR113808 provient d’Amersham Pharmacia Biotech Europe, France et le traceur

[3H]5-HT (5-hydroxytryptamine creatinine sulfate) provient de Perkin Elmer Life Sciences,

Boston USA. Les autres composants ont été obtenus par Life Technologies.

M-Analyse statistique

Les valeurs des données extraites de l’étude sur les cellules CHO et COS-7 ainsi que sur les

myocytes atriaux humains sont exprimées en moyenne ± sem obtenues à partir de n

expériences. Ces données ont été analysées grâce à un test de Student (t-test) pour les cellules

CHO et un test anova pour l’étude sur les myocytes atriaux humains et les cellules COS-7. La

valeur statistique est significative pour une probabilité p < 0,05 représentée par : * dans les

figures.
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OBJECTIFS

Le récepteur h5-HT4 cardiaque pourrait être une nouvelle cible pour des auto-anticorps

présents dans le sérum de patients atteints de fibrillations auriculaires idiopathiques.

L’objectif de ce travail était donc d’étudier les effets fonctionnels de l’anticorps anti-

peptidique anti-G21V sur l’activité du récepteur h5-HT4 recombinant et natif, ainsi que

d’identifier la présence d’auto-anticorps dans le sérum de patients atteints de fibrillations

auriculaires.

Le récepteur h5-HT4(e) a été produit à l’aide de deux systèmes d’expression, les

cellules COS-7 et les cellules CHO. L’anticorps anti-G21V agit comme un agoniste sur le

récepteur 5-HT4(e) exprimé dans les cellules COS-7, alors qu’il n’induit soit aucun effet

visible, soit des effets de type agoniste inverse sur le récepteur présent dans les cellules CHO.

L’activité de l’anti-G21V semble dépendre de l’environnement cellulaire, membranaire et de

la densité du récepteur à la surface des cellules. Ces travaux sont présentés dans la partie 1 de

ce mémoire.

L’étude de l’activité fonctionnelle de l’anticorps anti-G21V a été poursuivie sur les

cellules natives, les myocytes atriaux humains. Suivant le paramètre analysé, taux d’AMPc

intracellulaire ou amplitude du courant calcique ICa2+,L (Sallé et al., 2001), l’action de cette

immunoglobuline diffère. Les résultats sont présentés dans la partie 2.

Enfin, l’implication potentielle du récepteur h5-HT4 dans les fibrillations auriculaires

nous a incités à identifier la présence d’auto-anticorps dirigés contre ce récepteur dans le

sérum de patients présentant des troubles du rythme auriculaire et à d’étudier leur activité

fonctionnelle. Ces données sont relatées dans la partie 3.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Partie 1 : Etude de l’activité fonctionnelle de l’anticorps anti-peptidique anti-G21V sur

le récepteur 5-HT4(e) humain cardiaque exprimé dans des systèmes d’expression

A-Présentation

Le récepteur 5-HT4 est exprimé sous forme active uniquement au niveau de l’oreillette

chez l’homme et le porc. Son absence chez les animaux de laboratoire (rat, souris, cobaye…)

rend son étude complexe. Les prélèvements d’auricules utilisés proviennent de patients ayant

des pathologies cardiaques, ainsi que des traitements. Ces tissus sont peu disponibles, et les

cellules obtenues après digestion enzymatique sont fragiles et peu nombreuses. Afin de pallier

à ces problèmes, nous avons choisi de produire le récepteur h5-HT4 et plus particulièrement

l’isoforme (e) à l’aide de systèmes cellulaires recombinants. Ces systèmes permettent une

surexpression des protéines. Contrairement aux cellules natives, la quantité de protéines

produite ne constitue plus un facteur limitant. D’autre part, les protéines recombinantes

exprimées sont isolées de l’ensemble des protéines natives, ce qui permet d’analyser leur

propre activité.

Nous avons donc choisi d’étudier l’activité fonctionnelle de l’anticorps anti-G21V sur

le récepteur h5-HT4(e) exprimé dans deux types cellulaires, les cellules COS-7 et les cellules

CHO. Des travaux antérieurs réalisés au laboratoire par Sallé et al., 2001, ont montré que cet

anticorps agissait comme un antagoniste sur le récepteur 5-HT4 présent à la surface des

myocytes atriaux humains. Il inhibait l’action de la sérotonine.

B - Effets fonctionnels de l’anticorps anti-G21V sur le récepteur 5-HT4(e) exprimé dans

les cellules COS-7

Au cours de cette étude, nous avons analysé l’activité de l’anticorps anti-G21V sur le

récepteur h5-HT4(e) exprimé transitoirement dans les cellules COS-7.

Ces travaux ont fait l’objet d’une publication soumise et acceptée : Bozon V., Di Scala E.,

Eftekhari P., Hoebeke J., Lezoualc’h F., Fischmeister R. & Argibay J., “Agonist-like activity

of antibodies directed against the second extracellular loop of the human cardiac serotonin

5-HT4(e) receptor in transfected COS-7 cells”(2002), Receptors and Channels, 8 : 113-121.

(annexe 1)
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1-Caractérisation et identification du récepteur 5-HT4(e)

Les cellules COS-7 exprimant le récepteur h5-HT4(e) présentent un niveau basal

d’AMPc équivalent à celui des cellules non transfectées. Ces résultats indiquent que ces

récepteurs n’ont pas d’activité constitutive en absence de ligand.

Le récepteur h5-HT4(e) répond à des concentrations croissantes de 5-HT avec une

valeur d’EC50 apparente de 181 ± 7 nM et induit une synthèse d’AMPc maximale pour 1 µM

de 5-HT (figure 1).

Figure 1 : Dose-réponse du récepteur 5-HT4(e) exprimé dans les cellules COS-7
Les résultats sont normalisés par rapport à la réponse maximale de la 5-HT. Les valeurs 
correspondent à la moyenne  s.e.m. de 3 expériences indépendantes réalisées en double. 
La valeur de l’EC50 est de : 181 ± 7 nM.

La figure 2 montre les résultats de cytométrie de flux avec l’anticorps anti-G21V sur

les cellules exprimant le récepteur. L’intensité de fluorescence en présence de 10µg/ml

d’anti-G21V (courbe vide) est supérieure à celle réalisée avec les IgG contrôles purifiées de

lapin (courbe pleine). L’anticorps anti-G21V reconnaît donc spécifiquement le récepteur

h5-HT4(e) exprimé à la surface des cellules COS-7. Ces observations indiquent également que

le récepteur recombinant a conservé ses propriétés antigéniques.

10-10 10-9 10-8 10-7 10-6 10-5

0

20

40

60

80

100

Pr
od

uc
tio

n 
d’

AM
Pc

(%
 d

e 
la

 ré
po

ns
e

m
ax

im
al

e)

log[5-HT] M



Résultats-Discussions

96

Figure 2 : Analyse par cytométrie de flux de la fixation de l’anticorps anti-G21V sur le 
récepteur h5-HT4(e) exprimés dans les cellules COS-7
Le protocole expérimental suivi est : 10 µg/ml d’anticorps anti-G21V (courbe vide) appliqué 
pendant 30 min comparé au contrôle (courbe pleine)

La quantité de récepteurs 5-HT4(e) exprimés dans la membrane plasmique a été

déterminée grâce à une analyse de Scatchard (figure 3). Il semble être présent à un taux élevé,

Bmax = 375  25 fmol de récepteurs par mg de protéines. De plus, ces récepteurs fixent la

5-HT avec une haute affinité, Kd = 0,28  0,05 nM.

Figure 3 : Analyse de Scatchard de [3H] GR113808 sur le récepteur h5-HT4(e) exprimé
dans les cellules COS-7
Courbe représentative de la liaison de [3H]GR113808 à la surface des cellules COS-7. 
Valeurs correspondant à la moyenne  s.e.m. de meures effectuées en double. Détermination 
de la constante de dissociation Kd et du nombre de sites de liaison Bmax.
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Ces résultats montrent que le récepteur h5-HT4(e) est exprimé abondamment à la surface des

cellules COS-7 sous une forme active. Ce système d’expression constitue donc un bon modèle

cellulaire pour étudier les effets fonctionnels de l’anticorps anti-G21V sur l’activité du

récepteur h5-HT4(e).

2-Effets fonctionnels de l’anticorps anti-G21V sur l’activité du récepteur h5-HT4(e)

La figure 4 montre que 10 µg/ml d’anticorps anti-G21V induit une augmentation

significative du taux d’AMPc produit (197  35 %) par rapport au niveau basal dans les

cellules exprimant le récepteur 5-HT4(e). Cette élévation est similaire à celle mesurée en

présence de 1 µM de 5-HT (174  34 %). Ces effets sont abolis par le peptide G21V (67 nM)

(102  3 %), ce qui traduit une action spécifique de l’anticorps anti-G21V sur le récepteur

h5-HT4(e).

Figure 4 : Pharmacologie du récepteur 5-HT4(e) exprimé dans les cellules COS-7

Stimulation des cellules pendant 15 min, avec 1 µM 5-HT, 10 µg/ml d’anticorps anti-G21V,
10 µg/ml d’anticorps anti-G21V plus 67 nM de peptide G21V, 10 µg/ml d’anticorps anti-
G21V plus 1 µM de 5-HT ou 10 µg/ml d’anticorps anti-G21V plus 67 nM de peptide G21V
plus 1 µM 5-HT. Dans d’autres expériences, les cellules sont stimulées pendant 15 min avec
10 µg/ml d’anticorps anti-G21V suivi d’une incubation supplémentaire de 15 min avec 1 µM
5-HT [(anti-G21V)+5-HT]. Les résultats sont normalisés par rapport au niveau basal (basal).
Les valeurs représentent la moyenne  s.e.m. de 3 expériences indépendantes réalisées en
double. * : p<0,05 en comparaison avec le basal.
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Deux autres protocoles expérimentaux ont été suivis : soit l’anticorps anti-G21V

(10 µg/ml) a été co-incubé avec la 5-HT (1 µM), soit les cellules ont été préincubées avec

l’anticorps puis stimulées avec la sérotonine. Les résultats indiquent une augmentation

similaire de la production d’AMPc intracellulaire lors de ces deux types de stimulation. Les

valeurs mesurées sont respectivement 290  50 % et 245  70 %. Ces augmentations sont

statistiquement équivalentes à celle induite par la 5-HT seule (174  34 %). En présence du

peptide G21V, le taux d’AMPc (196  32 %) est comparable à celui observé avec la 5-HT.

Ces résultats suggèrent que l’anticorps anti-G21V agit comme un agoniste sur le

récepteur h5-HT4(e). De plus, l’absence d’effets additionnels des taux individuels d’AMPc

produit par chaque substance (anticorps et 5-HT) indique que la capacité de couplage du

récepteur avec les protéines Gs est déjà maximale avec une seule substance.

C - Effets fonctionnels de l’anticorps anti-G21V sur le récepteur 5-HT4(e) exprimé dans

les cellules CHO

Les études réalisées avec les cellules COS-7 ont permis de valider la faisabilité de

notre projet. Les systèmes d’expression se sont avérés être de bons outils pour analyser les

effets fonctionnels de l’anticorps anti-G21V sur l’activité du récepteur h5-HT4(e). Afin

d’obtenir des résultats moins variables et plus reproductibles, nous avons choisi de poursuivre

nos travaux sur une lignée cellulaire CHO exprimant de façon stable le récepteur 5-HT4(e)

(Mialet et al., 2000b). Deux clones ont été identifiés et utilisés au cours de cette étude : clones

1 et 2.

1 – Etude sur les cellules CHO clone 1

Cette analyse a été effectuée sur le récepteur h5-HT4(e) produit dans les cellules CHO

clone 1. La densité d’expression du récepteur est similaire à celle des cellules COS-7.

Toutefois, l’environnement membranaire et cellulaire est différent.

Ces travaux ont fait l’objet d’un article soumis le 23/02/04 et accepté le 29/04/04 à Receptors

and Channels : Di Scala E., Rose S., Hérault O., Argibay J., Cosnay P. & Bozon V.,

“Polyclonal antibody effects on the human cardiac 5-HT4(e) receptors depend upon the

expression system” (annexe 2)
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a)-Caractérisation du récepteur h5-HT4(e) exprimé

Les cellules CHO clone 1 exprimant le récepteur h5-HT4(e) ont un niveau basal

d’AMPc 2,9 fois supérieur à celui des cellules CHO non transfectées. Ce résultat indique que

le récepteur 5-HT4(e) possède une activité constitutive en absence de ligand (Mialet et al.,

2000b).

Le récepteur h5-HT4(e) répond à des concentrations croissantes de 5-HT avec une

valeur d’EC50 de 13 ± 7 nM et induit une synthèse d’AMPc maximale pour 1 µM de 5-HT

(figure 5). La valeur de l’EC50 est inférieure à celle déterminée dans les cellules COS-7

(Bozon et al., 2002). Cette différence traduit une meilleure efficacité de couplage du récepteur

h5-HT4(e) avec les protéines Gs dans les cellules CHO par rapport aux cellules COS-7.

Figure 5 : Dose-réponse du récepteur 5-HT4(e) exprimé dans les cellules CHO clone 1 et 2

Résultats normalisés par rapport à la réponse maximale de la 5-HT. Les valeurs correspondent 
à la moyenne  s.e.m. de 5 expériences indépendantes réalisées en double. Les EC50 sont : 
13,4 nM (clone 1) et 32,2 nM (clone 2).

La figure 6 montre que le ML10375 (Blondel et al. 1998b) réduit la production basale

d’AMPc. De plus, il inhibe l’action de la sérotonine. Cette substance est donc un agoniste

inverse de l’isoforme (e) du récepteur 5-HT4 exprimé dans les cellules CHO, comme précisé

par Mialet et al., 2000b. Le niveau maximal d’AMPc produit est déterminé grâce à

l’application de 10 µM de forskoline. Il correspond à une production de 1148 ± 290 % du

niveau basal d’AMPc (figure 6).
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Figure 6 : Pharmacologie du récepteur 5-HT4(e) exprimé dans les cellules CHO clones 1, 2

Stimulation des cellules pendant 15 min avec 1 µM 5-HT, 1 µM ML10375,10 µM Fk, 1 µM
ML10375 plus 1 µM 5-HT (ML+5-HT), 10 µg/ml d’anticorps anti-G21V bivalent ou 30 µg/ml
d’anticorps anti-G21V monovalent (Fab). Les résultats sont normalisés par rapport au niveau
basal. Les valeurs représentent la moyenne  s.e.m. de 5 expériences indépendantes réalisées
en double. * : p<0,05 en comparaison avec le basal.

L’ensemble de ces résultats indiquent que le récepteur h5-HT4(e) exprimé dans les

cellules CHO clone 1 est correctement couplé à l’adénylate cyclase et a conservé ses

caractéristiques pharmacologiques. Cette lignée cellulaire constitue également un bon modèle

pour étudier les propriétés fonctionnelles des anticorps anti-récepteur 5-HT4.

b)-Effets de l’anticorps anti-G21V sur l’activité du récepteur h5-HT4(e)

Les figures 6 et 7 montrent que l’anticorps anti-G21V appliqué seul (10 µg/ml) sur les

cellules exprimant le récepteur 5HT4(e) ne modifie pas le taux basal d’AMPc. Les valeurs

obtenues sont 104  3 % (figure 6), 115  12,5% (figure 7Bb) et 116  3,7% (figure 7Aa)

pour des applications respectives d’anticorps pendant 15, 20 et 40 min à la surface des

cellules. Les données sont identiques à celles mesurées avec les cellules non transfectées.

La figure 7 montre les résultats obtenus en incubant les cellules pendant 20 min avec

l’anticorps anti-G21V (10 µg/ml), puis en ajoutant la 5-HT (1 µM) pendant 20 min
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supplémentaires (figure 7A). L’expérience inverse a également été effectuée (figure 7B).

L’anticorps ne modifie pas la production d’AMPc induite par une stimulation

sérotoninergique. De plus, les données sont similaires lorsque l’anti-G21V est appliqué avant

(figure 7Ac, 440  41% versus 428  67% pour la 5-HT seule figure 7Ab) ou après la 5-HT

(figure 7Bc, 544  43% versus 548  96% pour la 5-HT seule figure7Ba).

Figure 7 : Effets fonctionnels de l’anticorps anti-G21V sur le récepteur 5-HT4(e) exprimé dans les
clones 1 et 2

Deux protocoles expérimentaux utilisés : application de 10 µg/ml d’anti-G21V pendant 20 min suivie
de l’addition de 1 µM de 5-HT pour 20 min supplémentaires (A) et vice versa (B). Résultats
normalisés par rapport au niveau basal. Valeurs correspondant à la moyenne  s.e.m. de 5 expériences
indépendantes réalisées en double. * : p<0,05 en comparaison avec le basal.

L’absence de réactivité fonctionnelle de l’anticorps anti-G21V sur le récepteur

h5-HT4(e) pourrait être due :

1) A une concentration d’anticorps utilisée insuffisante.

Nous avons donc incubé les cellules CHO avec 100 µg/ml d’anticorps au lieu de

10 µg/ml. Toutefois, aucune activité a pu être observée. Les taux d’AMPc mesurés

étaient de 83  13 % avec l’anti-G21V seul, 384  40 % avec l’anticorps appliqué

avant la 5-HT et 493  35 % avec l’anti-G21V suivi de la 5-HT (n = 3).

2) A un manque de fixation de l’anticorps sur le récepteur.
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Nous avons donc analysé la liaison de l’anticorps par cytométrie de flux (figure 8). La

moyenne géométrique de l’intensité de fluorescence des cellules incubées avec

l’anticorps anti-G21V (100 µg/ml) (figure 8Aa et 8Bb, moyenne = 18,6) est plus

élevée que celle mesurée avec les IgG purifiées de lapin (figure 8A et 8B contrôle,

moyenne = 6,3). Ce déplacement de flurorescence a également été retrouvé avec les

cellules incubées en présence d’anticorps et de la 5-HT. En effet, les moyennes sont de

18,5 (figure 8Ac), et 17,3 (figure 8Bc) lorsque l’anticorps est appliqué respectivement

avant et après la 5-HT. Les cellules non transfectées (non présentées) et transfectées

incubées avec la 5-HT seule (figure 8Ab et 8Ba, moyenne = 4,8) ne montrent pas de

déplacement de la fluorescence. Il est donc clair que l’anticorps anti-G21V reconnaît

spécifiquement le récepteur recombinant en présence ou en absence de 5-HT. Ainsi, le

défaut d’activité fonctionnelle de l’anticorps anti-G21V sur le récepteur h5-HT4(e)

exprimé dans les cellules CHO clone 1 n’est pas dõ à un manque de liaison de

l’anticorps sur le récepteur.

Figure 8 : Analyse par cytométrie de flux de la fixation de l’anticorps anti-G21V sur le récepteur
h5-HT4(e) exprimé dans les cellules clone 1

Deux protocoles expérimentaux suivis : 100 µg/ml d’anticorps anti-G21V appliqués pendant 30 min
suivie de l’ajout de 1 µM de 5-HT pour 30 min supplémentaires (A) et vice versa (B). Représentation
de l’intensité de fluorescence suite à une analyse avec le programme CellQuest (Becton Dickinson).
Expérience représentative.
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Nous pouvons conclure que l’anticorps anti-G21V n’a pas d’effet fonctionnel visible

sur le récepteur h5-HT4(e) recombinant exprimé dans les cellules CHO clone 1, lorsqu’il est

incubé seul ou en présence de 5-HT. Ces résultats sont surprenants sachant que les études

réalisées au laboratoire sur les myocytes atriaux humains et les cellules COS-7 indiquaient

une action de type antagoniste (Sallé et al., 2001) ou agoniste (Bozon et al., 2002) de

l’anticorps sur le récepteur h5-HT4 cardiaque.

c)-Les fractions agonistes des récepteurs h5-HT4(e) diffèrent selon le système d’expression

utilisé

Il est admis que les RCPG sont présents dans la membrane sous deux formes R et R*

selon un état d’équilibre donné (Leff et al., 1995; Fong et al., 1996; Colquhoun, 1998). R

représente la forme inactive du récepteur et constitue la plus grande proportion des récepteurs

à l’état de repos. R* représente la forme active du récepteur et serait minoritaire à l’état basal.

Un agoniste se lie avec une plus haute affinité sur les formes R* et déplace l’équilibre vers ces

dernières.

Les divers comportements observés de l’anticorps anti-G21V sur l’activité du

récepteur 5-HT4(e) exprimé dans les cellules CHO et COS-7 pourraient être dus à des

équilibres différents entre les formes R et R* dans ces deux types cellulaires. Afin de vérifier

cette proposition, nous avons réalisé des tests de liaison avec les traceurs [3H]5-HT et

[3H]GR113808 et calculé la valeur de la fraction agoniste correspondante.

L’analyse de scatchard réalisée avec le traceur [3H]5-HT sur le récepteur h5-HT4(e)

exprimé dans les cellules CHO et COS-7 a permis d’identifier l’expression de sites de liaison

à haute et basse affinité (figure 9). Les sites à haute affinité des cellules CHO présentent une

constante de dissociation Kd de 0,31 ± 0,03 nM et sont exprimés à un taux de

Bmax = 86 ± 3,7 fmol /mg protéine (figure 9A). Pour les cellules COS-7, la constante Kd est

de 0,35 ± 0,17 nM et le Bmax est de 188 ± 44 fmol /mg protéine (figure 9B). Les sites de

liaison à basse affinité présentent un Kd de 8,5 ± 3,8 nM et une valeur de Bmax de

385 ± 21 fmol/mg protéine dans les cellules CHO (figure 9A) et un Kd de 6,6 ± 3 nM et un

Bmax de 1052 ± 434 fmol/mg protéine dans les cellules COS-7 (figure 9B). Ces sites de

liaison à haute et basse affinité ont également été identifiés dans les cellules neuronales de rat

(Adham et al., 1996) et les cellules HEK-293 exprimant transitoirement les récepteurs

h5-HT4(a),(b) (Pindon et al., 2002). Les cellules non transfectées ne présentent aucune liaison

spécifique du traceur [3H] 5-HT.
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A B

Figure 9 : Analyse de Scatchard de [3H]5-HT sur le récepteur h5-HT4(e) exprimé dans les cellules
CHO clone 1 et COS-7

Courbe représentative de la liaison de [3H]5-HT à la surface des cellules CHO (A) et COS-7 (B).
Valeurs correspondant à la moyenne  s.e.m. de meures en double. Détermination des constantes de
dissociation Kd et du nombre de sites de liaison Bmax

Les tests de liaison réalisés avec l’antagoniste [3H]GR113808 permettent de

déterminer la quantité totale de récepteurs membranaires. Rtotal est constituée par la somme

des formes de récepteurs R et R* (Rtotal = R+R*). Les valeurs de Bmax obtenues avec le

[3H]GR113808 sont de 347 fmol/mg dans les cellules CHO (Mialet et al., 2000b) et de

375 fmol/mg dans les cellules COS-7 (Bozon et al., 2002). La fraction agoniste est déterminée

par le rapport R*/Rtotal correspondant au Bmax des sites à haute affinité déterminé par la

liaison de la [3H]5-HT divisé par le Bmax obtenu avec le [3H]GR113808 (Pindon et al.,

2002). A partir de nos données, la fraction agoniste calculée est de 0,25 dans les cellules CHO

et de 0,5 dans les cellules COS-7. La constante d’équilibre J définie par J = [R] / [R*], est

dépendante de la proportion des formes R et R* membranaires. Elle peut être estimée par le

rapport (Rtotal – R*) / R*. J correspond alors à la valeur du Bmax obtenue avec le

[3H]GR113808 moins la valeur du Bmax obtenue pour les sites à haute affinité en présence de

[3H]5-HT divisé par la valeur du Bmax obtenue pour les sites à haute affinité avec la

[3H]5-HT. Dans notre étude, les constantes d’équilibre du récepteur h5-HT4(e) sont alors

évaluées à J = 3 et J = 1 pour les cellules CHO et COS-7 respectivement.
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L’équilibre des formes R, R* des récepteurs h5-HT4(e) présents dans la membrane

semble donc être dépendant du type cellulaire étudié. L’environnement membranaire

semblerait être un paramètre modulant l’activité fonctionnelle de l’anticorps anti-G21V sur le

récepteur h5-HT4(e).

2-Comparaison des effets fonctionnels de l’anticorps anti-G21V sur le récepteur h5-HT4(e)

exprimé dans deux clones de cellules CHO : clones 1 et 2

Lors de cette étude, nous avons analysé l’activité fonctionnelle de l’anticorps

anti-G21V sur le récepteur 5-HT4(e) en fonction de la densité d’expression de ce dernier.

L’environnement membranaire reste alors constant. Nous avons donc sélectionné un

deuxième clone de cellules CHO (clone 2) exprimant le récepteur à un taux plus faible. Les

résultats obtenus avec ce clone sont représentés sur les mêmes graphes que pour le clone1.

a)-Caractérisation biochimique et immunochimique du récepteur h 5-HT4(e) exprimé dans les

cellules CHO clone 2

Afin de déterminer la quantité de récepteurs h5-HT4(e) exprimés sur le clone 2, une

analyse de Scatchard a été réalisée avec le traceur [3H]5-HT dans les mêmes conditions que

pour les cellules CHO clone 1 et les cellules COS-7. Toutefois, aucune mesure de liaison

spécifique n’a pu être déterminée. Le nombre de récepteurs exprimés à la surface de ce clone

est probablement inférieur au nombre seuil pouvant être détecté avec ce radioligand. Une

autre étude de quantification est actuellement en cours avec l’antagoniste [3H]GR113808.

Néanmoins, la comparaison des données obtenues avec la [3H]5-HT sur les deux clones

permet de proposer que la quantité de récepteurs 5-HT4(e) exprimés à surface des cellules

CHO clone 2 est inférieure à celle du clone 1. Cette lignée constitue donc un support

cellulaire adéquat pour évaluer l’activité de l’anticorps anti-G21V en fonction de la densité

d’expression du récepteur h5-HT4(e).

Les cellules CHO clone 2 présentent un niveau basal d’AMPc 1,4 fois plus important

que celui mesuré dans les cellules CHO non transfectées. Ce niveau est cependant plus faible

que celui retrouvé dans les cellules CHO clone 1 (2,9 fois). Ces résultats indiquent que le

récepteur exprimé dans le clone 2 possède également une activité constitutive en absence de

ligand. Toutefois, elle est plus modérée que dans le clone 1. Cette diminution pourrait être en

étroite corrélation avec le taux plus faible de récepteurs h5-HT4(e) exprimés.
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La caractérisation fonctionnelle du récepteur h5-HT4(e) montre qu’il répond à des

doses croissantes de 5-HT. La valeur de l’EC50 est de 32,2  10 nM (figure 5), valeur

similaire à celle déterminée pour le clone 1 (13,4  7 nM; figure 5). La quantité maximale

d’AMPc produite est de 18  3 pmol/105 cellules (versus 4  0,8 pmol/105 cellules pour le

clone 1) et est induite avec une concentration de 1 µM de 5-HT.

La pharmacologie du récepteur 5-HT4(e) est représentée sur la figure 6. L’application

de 1 µM de 5-HT induit une augmentation significative du taux basal d’AMPc (136 ± 13 %).

Toutefois, cette élévation est inférieure à celle observée avec le clone 1. La substance

ML10375 (1 µM) diminue le taux basal (28 ± 11 %) de façon plus importante dans le clone 2

que dans le clone 1. Cependant, cette substance inhibe l’action de la 5-HT de façon similaire

dans les deux clones. Enfin, l’application de 10 µM de forskoline induit une production

d’AMPc équivalente dans les clones 1 et 2 avec une valeur de 945 ± 10 % pour le clone 2.

L’analyse immunochimique du récepteur h5-HT4(e) a été effectuée par cytométrie de

flux. L’anticorps anti-G21V reconnaît également spécifiquement le récepteur h5-HT4(e)

recombinant à la surface du clone 2 en présence et en absence de 5-HT (figure 10). En effet,

l’intensité de fluorescence des cellules incubées avec l’anticorps anti-G21V (100 µg/ml)

(figure 10Aa et 10Bb, moyenne = 14) est plus élevée que celle mesurée en condition

« contrôle », c’est à dire en présence d’IgG purifiées de lapin (figure 10A et 10B contrôle,

moyenne = 10), et est comparable à celle observée en présence de 5-HT (figure 10Ac,

moyenne = 14.4 ; figure 10Bc, moyenne = 14.5). Les cellules non transfectées (non

présentées) et transfectées incubées avec la 5-HT seule (figure 10Ab et 10Ba, moyenne = 4.7)

ne montrent pas de déplacement spécifique de la fluorescence. Notons que contrairement à

l’étude sur le clone 1, la 5-HT seule n’a pas été incubée en présence d’IgG purifiées ce qui

explique une plus faible intensité de fluorescence par rapport au contrôle. Cependant,

l’expérience montre que la 5-HT n’induit pas une intensité de fluorescence non spécifique

comme pour le clone 1.

Bien que les conditions expérimentales utilisées ne permettent pas une quantification

des récepteurs, nous pouvons cependant remarquer que les valeurs des moyennes

géométriques des intensités de fluorescence en présence d’anticorps sont moins élevées sur le

clone 2 (figure 10) que sur le clone 1 (figure 8). Ces données suggèrent donc que le nombre

de sites antigéniques reconnus par l’anti-G21V est plus petit sur le clone 2 que sur le clone 1.

Ces résultats sont de nouveau en faveur d’un taux d’expression plus faible des récepteurs

h5-HT4(e) dans le clone 2.
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Figure 10 : Analyse par cytométrie de flux de la fixation de l’anticorps anti-G21V sur le
récepteur h5-HT4(e) exprimé dans les cellules clone 2

Deux protocoles expérimentaux suivis : 100 µg/ml d’anticorps anti-G21V appliqués pendant 30 min
suivie de l’ajout de 1 µM de 5-HT pour 30 min supplémentaires (A) et vice versa (B). Représentation
de l’intensité de fluorescence suite à une analyse avec le programme CellQuest (Becton Dickinson).
Expérience représentative.

L’ensemble des résultats obtenus avec les cellules CHO clones 1 et 2 indiquent que le

récepteur h5-HT4(e) :

(1) active l’adénylate cyclase avec la même efficacité dans les deux clones.

(2) a une activité constitutive dans les cellules non stimulées.

(3) développe un profil pharmacologique (ML10375 et 5-HT) similaire sur les deux

clones. Toutefois, les réponses ont des amplitudes différentes.

(4) possède les mêmes propriétés antigéniques dans les clones 1 et 2.

En conclusion, le récepteur h5-HT4(e) présente les mêmes propriétés fonctionnelles et

immunologiques dans les deux clones CHO.
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b)-Effet fonctionnel de l’anticorps anti-G21V sur l’activité du récepteur h5-HT4(e) exprimé

dans les cellules CHO clone 2

L’application de 10 µg/ml d’anticorps anti-G21V sur le clone 2 provoque une

diminution significative du taux basal d’AMPc (figures 6 et 7), alors qu’aucune variation

avait été observée sur le clone 1. Les valeurs mesurées sont (38  8%, figures 6), (62 ± 8%,

figure 7Bb) et (40  15%, figure 7Aa) lorsque l’anticorps est appliqué respectivement pendant

15, 20 et 40 min à la surface des cellules. L’activité de type agoniste inverse de l’anticorps sur

le récepteur est comparable à celle du ligand ML10375 (figure 6).

Dans la littérature, il est proposé que les effets des anticorps dirigés contre la seconde

boucle extracellulaire des RCPG nécessitent l’oligomérisation des récepteurs. Afin de vérifier

cette hypothèse, nous avons comparé les activités cellulaires obtenues avec l’anticorps

anti-G21V bivalent et son fragment monovalent (Fab). Les fragments Fab diminuent la

production basale d’AMPc (29 ± 8%), alors qu’ils étaient sans effet sur le clone 1 (figure 6).

Les Fab ont donc une activité fonctionnelle similaire à celle observée avec l’anticorps bivalent

anti-G21V sur les deux clones. Ces résultats indiquent que l’action de l’anticorps anti-G21V

n’est pas dépendante de la dimérisation des récepteurs h5-HT4(e).

L’action de l’anticorps sur une stimulation sérotoninergique a également été étudiée.

Les cellules CHO ont donc été incubées avec l’anticorps puis avec la 5-HT (figure 7A), et

vice versa (figure 7B). Lorsque l’anticorps anti-G21V est ajouté avant la 5-HT, la production

d’AMPc est significativement plus faible (figure 7Ac; 86  7 %) que celle mesurée en

présence de 5-HT seule (figure 7Ab; 136  13 %). Les études inverses montrent que

l’anticorps anti-G21V appliqué après la 5-HT ne change pas le niveau d’AMPc produit suite à

la stimulation sérotoninergique (figure 7Bc , 210  16%, versus figure 7Bb; 244  22%). Le

sens d’application de l’anticorps en présence de 5-HT intervient donc dans l’activité

fonctionnelle de cet anticorps. Des résultats comparables ont été obtenus sur les myocytes

atriaux humains (Sallé et al., 2001). En effet, l’anticorps inhibe le courant ICa2+,L uniquement

après une seconde stimulation sérotoninergique.

Les résultats présentés au cours de ce travail tendent à proposer que les différentes

activités induites par l’anticorps sur les cellules CHO seraient corrélées avec la densité des

récepteurs exprimés. Ces variations ne peuvent cependant pas être expliquées par un

changement d’équilibre membranaire des formes R et R*. En effet, Claeysen et al., 2000 a

montré que cet équilibre était indépendant de la densité d’expression des récepteurs 5-HT4 au

sein d’un même système cellulaire. Afin d’identifier l’origine de l’effet agoniste inverse de
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l’anticorps anti-G21V sur le clone 2, nous avons incubé les cellules CHO en présence

d’inhibiteurs soit de phosphodiestérases (la théophylline), soit de la protéine Gi (la PTX)

(figure 11).

Figure 11 : Effets d’inhibiteurs de phosphodiestérases et de protéines Gi sur l’activité de
l’anti-G21V

Application de l’anticorps anti-G21V sur les cellules CHO clone 2 pendant 20 min suivie de l’addition
de 1 µM de 5-HT pour 20 min supplémentaires. Expériences réalisées en présence et en absence de
5 mM d’inhibiteur de phosphodiestérases (théophylline) (A) ou de 2 µg/ml d’inhibiteurs des protéines
Gi (PTX) (B). Résultats normalisés par rapport au basal. Valeurs représentent la moyenne  s.e.m. de 3
expériences indépendantes réalisées en double. * : p<0,05 en comparaison avec le basal.

En présence de théophylline (figure 11A), l’action de l’anti-G21V est comparable à celle

observée en absence de cet inhibiteur. Les valeurs d’AMPc sont (55  13 % , versus 38  8%

sans inhibiteur, figure 6) avec 10 µg/ml d’anti-G21V et (98  10 %, versus 86  7%, figure

7Ac) avec l’anticorps puis la 5-HT. L’activité de type agoniste inverse de l’anticorps n’est

donc pas liée à l’activation des phosphodiestérases. D’autres expériences ont été réalisées en

incubant les cellules CHO clone 2 en présence de 2 µg/ml de PTX pendant 24 heures. De

nouveau, les valeurs expérimentales sont identiques en présence et en absence de PTX. Les

taux d’AMPc sont (31  7 % , versus 38  8% sans inhibiteur, figure 6) avec l’anticorps seul

et (74  2 %, versus 86  7%) avec l’anti-G21V plus la 5-HT. Ces résultats indiquent que la

diminution d’AMPc induite par l’anticorps n’est pas provoquée par l’activation d’une protéine
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Gi. De plus, il semble exister une activité constitutive de la protéine Gi au sein des cellules

CHO. En effet, le niveau basal d’AMPc est environ 4 fois plus important en présence de PTX

qu’en absence : 18  5 pmol/105 cellules d’AMPc mesurés avec les cellules traitées à la PTX

contre 4  0,8 pmol/105 avec les cellules non traitées.

D-Conclusions et perspectives

L’étude réalisée sur le récepteur h5-HT4(e) exprimé par voie recombinante montre pour

la première fois, que l’activité fonctionnelle de l’anticorps anti-G21V sur ce récepteur est

fonction :

(1) du système d’expression utilisé et de l’environnement membranaire

(2) de la densité d’expression des récepteurs

La proportion des formes R et R* des RCPG dans la membrane est régie par la

constante d’équilibre allostérique J. Cette constante dépend de plusieurs facteurs tels que

l’isoforme du récepteur exprimé et la nature du tissu (Pindon et al., 2002). L’expression du

récepteur h5-HT4(e) dans les cellules COS–7 et CHO a permis de proposer que cette constante

dépendait également de l’environnement membranaire. En effet, la valeur J mesurée est

différente entre les deux types cellulaires. L’équilibre basal R/R* est donc spécifique du

système d’expression utilisé. De plus, Claeysen et al, 2000 a montré que la valeur de cette

constante était indépendante de la densité d’expression des récepteurs alors que le couplage

des récepteurs aux protéines impliquées dans la transduction (protéine G, adénylate cyclase)

est quant à lui lié à la densité des récepteurs (Claeysen et al., 1997).

Nous avons pu observer que l’anticorps anti-G21V seul induisait soit un effet de type

agoniste sur l’activité du récepteur h5-HT4(e) (cellules COS-7 ; Bozon et al, 2002), soit aucun

effet (clone 1) ou un effet de type agoniste inverse (clone 2). L’action de type agoniste inverse

reflèterait donc une augmentation de la concentration des formes R du récepteur 5-HT4(e). La

valeur du rapport [R]/[R*] en présence de l’anticorps devrait alors augmenter. A l’inverse,

l’effet agoniste observé sur les cellules COS-7 semblerait indiquer une augmentation de la

concentration des formes R* et donc une diminution de la constante J. Lorsque l’anticorps ne

modifie pas l’activité du récepteur h5-HT4(e), le ratio [R]/[R*] devrait être inchangé par

rapport à l’état basal.

Au cours de ce travail, nous avons également montré que le taux d’expression du

récepteur h5-HT4(e) était un facteur modulateur de l’activité de l’anticorps anti-G21V (clones
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1 et 2). Comment pouvons nous expliquer l’influence de ce paramètre sur l’action d’un

anticorps ? Plusieurs hypothèses peuvent être proposées:

1) La première serait qu’à faible densité d’expression du récepteur 5-HT4(e) (clone 2),

l’anticorps pourrait déclencher une cascade de transduction différente de celle induite par la

5-HT et provoquer ainsi la synthèse d’un autre second messager, tel que le GMPc. Ce dernier

pourrait diminuer la quantité d’AMPc intracellulaire en activant les PDE. Cependant, cette

hypothèse est à écarter. En effet, les expériences réalisées sur le clone 2 en présence de

théophylline montrent que l’anticorps a le même effet sur le récepteur h5-HT4(e) en présence

et en absence d’inhibiteurs des PDE. Ces données suggèrent que l’activité inhibitrice de

l’anti-G21V n’est pas corrélée à un processus de régulation de la concentration intracellulaire

d’AMPc.

2) La seconde hypothèse est qu’à faible densité d’expression, la fixation de l’anticorps

pourrait favoriser le couplage du récepteur avec une protéine de type Gi. Cette hypothèse est

également à réfuter. En effet, les résultats obtenus avec l’inhibiteur PTX sur le clone 2

indiquent que l’activité fonctionnelle de l’anticorps ne fait pas intervenir de protéine Gi.

3) Enfin la dernière hypothèse, la plus probable, porterait sur l’efficacité de couplage

du récepteur 5-HT4(e) avec la protéine Gs. La liaison de l’anticorps anti-G21V diminuerait ce

paramètre plus particulièrement lors de l’expression du récepteur 5-HT4(e) à des taux faibles.

L’activité de type « agoniste inverse » induite par l’anticorps anti-G21Vsur le clone 2 suggère

un déplacement de l’équilibre des récepteurs membranaires vers les formes R. De plus,

l’inhibition de l’activité agoniste de la 5-HT par cet anticorps traduit une diminution de la

quantité de récepteurs h5-HT4(e) couplés aux protéines G (formes R*). Ces deux observations

permettent de penser que la fixation de l’anticorps diminue les interactions entre le récepteur

et le système de transduction cellulaire. Dans des conditions de surexpression du récepteur

h5-HT4(e) comme observé avec le clone 1, ces phénomènes seraient peu visibles. En effet, les

protéines membranaires sont très proches les unes des autres et ont une mobilité réduite dans

la bicouche lipidique. Cet encombrement protéique rendrait alors inefficace et invisible les

modifications de l’équilibre basal des formes R /R* induites par l’anticorps. Les réponses

observées avec le clone 1 correspondent effectivement à une absence fonctionnelle de

l’anticorps. Alors que les données observées avec le clone 2 sont en faveur d’une diminution

de l’efficacité de couplage en présence de l’anticorps.

Sur les cellules CHO clone 2, l’anticorps anti-G21V est incapable d’inhiber la réponse

sérotoninergique lorsqu’il est appliqué après la 5-HT. Ce phénomène a également été retrouvé

par Sallé et al., 2001 en mesurant le courant calcique ICa2+,L. Les auteurs proposaient que
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l’anticorps ne pouvait plus se fixer sur le récepteur après la liaison de la sérotonine dans sa

poche hydrophobe transmembranaire. L’épitope reconnu semblait avoir disparu suite à la

fixation de la 5-HT. D’après nos études de cytométrie en flux, l’anticorps se fixe de la même

façon, lorsqu’il est incubé seul, avant ou après la sérotonine sur les cellules CHO clone 2.

L’incapacité à inhiber l’action de la 5-HT ne serait donc pas due à la disparition des épitopes

reconnus par l’anticorps. Elle serait plutôt liée à des modifications de conformation du

récepteur induites par la fixation de la 5-HT. Ces changements n’empêcheraient pas la liaison

de l’anticorps sur le récepteur, mais inhiberaient la transmission des signaux intracellulaires

liées à la fixation de l’anti-G21V.

Dans la littérature, l’anticorps RaH26Q dirigés contre la seconde boucle extracellulaire

du récepteur -adrénergique favoriserait la formation de récepteurs dimériques capables de

transmettre le signal à l’intérieur des cellules (Mijares et al., 2000). Les effets fonctionnels de

cet anticorps sont abolis lorsqu’il est sous forme monocaténaire (Mijares et al., 2000). Les

résultats que nous avons obtenu avec les anticorps anti-récepteur h5-HT4 mono et bicaténaires

sont différents de ceux présentés avec le récepteur -adrénergique. Nos observations

suggèrent que l’anticorps anti-G21V n’induirait pas la dimérisation des récepteurs h5-HT4(e)

exprimés dans les deux clones de cellules CHO.

Il serait intéressant de poursuivre notre étude à l’aide d’un autre système d’expression

reconstituant le plus précisément possible le contexte cellulaire et membranaire des

cardiomyocytes atriaux humains. Les cellules HEK 293 d’origine humaine pourraient peut

être constituer un bon candidat. De plus, nous pourrions affiner la corrélation entre l’effet

fonctionnel induit par l’anticorps et la densité des récepteurs. Pour cela, l’isoforme (e) du

récepteur pourrait être exprimée de façon transitoire dans les cellules COS-7 à des taux

variables. Par la suite, ces travaux devraient être étendus à l’ensemble des isoformes (a, b et c)

du récepteur 5-HT4 retrouvées au niveau des cellules cardiaques atriales humaines.
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ABSTRACT

The initial objective of this work was to examine the effects of an antibody

(anti-G21V) directed against the second extracellular loop of human heart 5-HT4 receptors

expressed in CHO cells. The antibody anti-G21V had no effect upon either basal cAMP or

5-HT evoked increases in cAMP in CHO cells whereas it had shown an agonist-like effect in

COS-7 cells. Analysis of agonist fractions of h5-HT4(e) receptors in CHO and COS-7 cells

revealed that equilibrium constant could underlie the different responses of the receptor

towards the anti-G21V antibody. Therefore, different expression systems could give rise to

functional differences in 5-HT4 receptor behaviour.

Keywords : agonist, antagonist, antibody, G-protein-coupled receptors, 5-HT4 receptor,

serotonin
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INTRODUCTION

The effects of serotonin (5-hydroxytryptamine or 5-HT) involves specific membrane

receptors which belong to the seven transmembrane-spanning G-protein-coupled receptor

family (GPCR) (Bockaert 1998). To date, 15 5-HT receptor subtypes have been described and

grouped in four classes: 5-HT1/5, 5-HT2, 5-HT3 and 5-HT4/6/7 (Saxena and Villalon. 1990). In

the heart 5-HT4 receptors are found in the atria where they are positively coupled to adenylate

cyclase via GS proteins (Kaumann et al. 1990, Ouadid et al. 1992, Sanders and Kaumann.

1992, Jahnel et al. 1992), activate cAMP-dependent protein kinase (PKA) and phosphorylate

key proteins involved in cardiac excitation-contraction coupling.

Autoimmune antibodies directed against the second extracellular loop of -adrenergic

and M2 muscarinic receptors have diverse effects upon GPCR receptors in the heart (Borda et

al. 1984, Fu et al. 1994, Goin et al. 1994, Mijares et al. 1996, Lebesgue et al. 1998, Michikado

et al. 2001). An antibody (anti-G21V) directed against the second extracellular loop of the

human cardiac 5-HT4 receptor induced agonist-like effects on h5-HT4(e) receptors when they

were expressed in COS-7 cells (Bozon et al. 2002). We were then surprised to find that the

same antibody (anti-G21V) show no effect upon the same h5-HT4(e) receptor when this was

expressed in CHO cells.

Our results indicate that the different behaviour of the recombinant h5-HT4(e) receptor

towards the anti-G21V antibody could be due to the cellular environment which was different

in CHO and COS-7 cells. GPCR receptors exist in the membrane in equilibrium between two

forms, R and R*, where R and R* are the inactive and the active forms of the receptor

respectively. Our study indicates the possibility of variation in the agonist fractions (R, R*) of

h5-HT4 receptors expressed in different recombinant systems. This equilibrium could be a

factor participating to the various h5-HT4 receptor responses.
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RESULTS AND DISCUSSION

Characterisation of recombinant human 5-HT4(e) receptor expressed in CHO cells

CHO cells which stably expressed the h5-HT4(e) receptor showed basal cAMP levels

under control conditions in the absence of an agonist that were 2.9 fold of those measured in

untransfected CHO cells (not shown). This indicates that the receptors have a constitutive

activity in the absence of any 5-HT4 ligand (Mialet et al. 2000).

The h5-HT4(e) receptor responded to increasing concentrations of 5-HT and induced

cAMP synthesis with an apparent EC50 value of 13 ± 7 nM (n = 4) and a maximum of cAMP

production for 1 µM of 5-HT (fig. 1A). The EC50 value is similar to that recorded in other

expression systems (Mialet et al. 2000, Bozon et al. 2002). Figure 1B (n = 5) shows that the

h5-HT4(c),(e) inverse agonist ML10375 (Blondel et al. 1998, Mialet et al. 2000) reduced basal

and 5-HT evoked cAMP. Neither 5-HT or ML10375 had any effect upon cAMP in

untransfected CHO cells. Maximal cAMP levels in CHO cells were determined with

10 µM forskolin which increased cAMP by 1148 ± 290 % (fig. 1B).

These results show that the h5-HT4(e) receptor expressed in this CHO cell line is

effectively coupled to the adenylate cyclase. CHO cells are a good cellular system to study the

properties of anti-receptor antibodies.

Effects of polyclonal anti-G21V antibodies on h5-HT4(e) receptor activity expressed in

CHO cells

Figure 1B shows that the anti-G21V antibody (104  3 %) had no significant effect

upon cAMP production in CHO cells which expressed the 5HT4(e) receptor. The anti-G21V

antibody was tested at 10 µg/ml, which are more than saturating concentrations

(Sallé et al. 2001). Untransfected CHO cells also showed no reaction to these antibodies.
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Figure 2 shows that anti-G21V antibody had no effect upon cAMP production evoked

by 5HT. Two experimental protocols were used : either cells were stimulated first with

anti-G21V antibody and subsequently with 5-HT (Fig. 2A) or vice versa (Fig. 2B).

Anti-G21V antibody alone had no significant effect upon the basal level of cAMP when it

was applied for either 20 min (115  12.5%, Fig. 2Bb) or 40 min (116  3.7%, Fig. 2Aa).

More no effect upon the increase in cAMP evoked by 5-HT when the antibody was applied

before the agonist (Fig. 2Ac, 440  41% versus 428  67% for 5-HT alone Fig. 2Ab) or when

the antibody was applied in the continuous presence of the agonist (Fig. 2Bc, 544  43%

versus 548  96% for 5-HT alone Fig. 2Ba). We conclude that the anti-G21V antibody had no

functional effect alone or in presence of 5-HT upon h5-HT4(e) receptors expressed in CHO

cells. This is a surprising result given that antibodies raised against the second extracellular

loop of a number of cardiac muscle GPCRs have been shown to have direct effects either as

agonists (Lebesgue et al. 1998, Mijares et al. 2000, Bozon et al. 2002) or antagonists

(Sallé et al. 2001). In particular, the anti-G21V antibody has been shown to functionally

antagonise the 5-HT4 receptor in human atrial myocytes in presence of 5-HT

(Sallé et al. 2001). We have tested the anti-G21V antibody at 100 µg/ml in the different

conditions, no difference was found (anti-G21V alone : 83  13 %; anti-G21V before

5-HT : 384  40 % and anti-G21V after 5-HT : 493  35 % with n = 3).

In this study, the absence of any visible functional reaction between the anti-G21V

antibody and the 5-HT4 receptor found in Figures 1 and 2 could suggest that the antibody had

not bound to the receptor. We therefore assayed CHO cells by flow cytometry. Figure 3

shows that the fluorescence intensity of CHO cells incubated with a suprasaturating

concentration of anti-G21V antibodies (Fig. 3Aa and 3Bb) was higher than that of cells

incubated with purified IgG (Fig. 3, Acontrol and Bcontrol). Similar results were observed in

cells incubated with anti-G21V then 5-HT (Fig. 3Ac), and in cells incubated in 5-HT then



Résultats -Discussion

127

anti-G21V (Fig. 3Bc). Transfected cells incubated in 5-HT alone (Fig. 3Ab and 3Ba) yielded

no significant specific immunofluorescence staining. It is clear that the polyclonal anti-G21V

antibody specifically recognized the recombinant receptor and this in the presence or in the

absence of 5-HT. More, the serotonin did not modify the binding of the anti-G21V antibody

on the h5-HT4(e) receptor. Therefore, the absence of a functional effect of the anti-G21V

antibody on the h5-HT4(e) receptor expressed in CHO cells was not due to the lack of specific

binding of the antibodies.

Fractions of high affinity h5-HT4(e) receptors differ in CHO and COS-7 expression

systems

It is generally thought that G protein associated membrane receptors exist in the

membrane in equilibrium between two forms, R and R* (Leff 1995, Fong 1996,

Colquhoun 1998). R represents the inactive form of the receptor and this is usually considered

to represent the largest fraction of the receptors in the membrane of a resting cell. R*

represents the active form of the receptor which would be a minority in a resting cell.

Agonists bind with great affinity to R* and they shift the equilibrium towards this form.

Inverse agonists (Graeme and Richard. 1997, Daeffler and Landry. 2000) have a strong

affinity for R and they shift the equilibrium towards this form of the receptor. An antagonist

binds with the same affinity to the two forms R* and R. The ratio between R and R* forms of

a GPCR is determined by the allosteric equilibrium constant J, which is defined as:

J = [R]/[R*].

Scatchard analysis of [3H]5-HT binding in CHO (Fig. 4A) and COS-7 cells (Fig. 4B)

identified high and low affinity binding sites. High affinity binding represented a Kd of

0.31 ± 0.03 nM and Bmax of 86 ± 3.7 fmol /mg protein in CHO cells (n = 3) and a Kd of

0.35 ± 0.17 nM and Bmax of 188 ± 44 fmol /mg protein in COS-7 cells (n = 3). The second
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binding component had a lower apparent affinity with a Kd of 8.5 ± 3.8 nM and Bmax of

385 ± 21 fmol/mg protein in CHO and a Kd of 6.6 ± 3 nM and Bmax of 1052 ± 434 fmol/mg

protein in COS-7 cells. High and low affinity 5-HT binding sites have also been identified in

rat brain cells expressing the native 5-HT4 receptor (Adham et al. 1996) and in HEK-293 cells

transiently expressing the h5-HT4(a),(b) receptors (Pindon et al. 2002).

The amount of antagonist [3H]GR113808 binding should represent Rtotal (R+R*). The

Bmax for [3H]GR113808 was 347 fmol/mg in CHO cells (Mialet et al. 2000) and

375 fmol/mg in COS–7 cells (Bozon et al. 2002). The agonist fraction (Pindon et al. 2002) is

determined by the fraction R*/Rtotal corresponding to the Bmax of high affinity [3H]5-HT

divided by the Bmax of [3H]GR113808. The equilibrium constant J can be estimated by

(Rtotal – R*)/R* corresponding to the Bmax of [3H]GR113808 minus the Bmax of high affinity

[3H]5-HT divided by the Bmax of high affinity [3H]5-HT. From our data the agonist fraction

is therefore 0.25 in CHO cells and 0.5 in COS-7 cells with an equilibrium constant of J = 3

and J = 1 respectively.

It is therefore clear that the R, R* equilibrium constant for the h5-HT4 receptor

depends on the expression system and not only upon the receptor isoform

(Pindon et al. 2002). It may also depend on the type of tissue and/or the membrane

environment (Claesen et al. 2000). This study also shows that the effects of the anti-G21V

antibody directed against the second extracellular loop of a h5-HT4 receptor (agonist

(Bozon et al. 2002), or no effect (this study)) could be dependent on the equilibrium

constant J.
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MATERIELS AND METHODS

Cell culture

The chinese hamster ovary (CHO) cell line which stably expressed h5-HT4(e) receptors

(Mialet et al. 2000) was the gift of Dr. R. Fischmeister (Châtenay-Malabry, France). CHO

cells were grown at 37°C and 5% CO2 in Ham F12 medium (Life Technologies, Cergy

Pontoise, France) supplemented with 10% fœtal calf serum (FCS), 10 mM HEPES, 1mg/ml

neomycin, 2 mM L-glutamine, 100 IU/ml penicillin and 0.1 mg/ml streptomycin. For

transduction assays the cells were harvested and seeded into 24-well plates with 1 x 105 cells

per well. Cells were then maintained for 24 hours in medium with or without the addition of

FCS : this had no effect upon on the results.

Adenylate cyclase activity

CHO cells which expressed h5-HT4(e) receptors were preincubated for 15 min in

solution A which consisted of Ham F12 medium and 1 µM GR127935 the antagonist of

endogenous 5-HT1(b) receptors (Mialet et al. 2000). All experiments were conducted at 37°C

in a 5% CO2 atmosphere. 5-HT, the inverse agonist ML10375 (Mialet et al. 2000), the

polyclonal anti-G21V antibody and the adenylate cyclase activator forskolin were added to

the culture medium as required. Control experiments involved either, CHO cells which

expressed the h5-HT4(e) receptor preincubated in solution A and then incubated in culture

medium alone for the duration of the respective experiment, or, replicating experiments upon

untransfected CHO cells. cAMP accumulation in the culture supernatant was measured with a

radioimmunoassay kit (Beckmann Coulter, Marseille, France)
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Radiolabelled-ligand binding and Kd determination

The specific binding of [3H]5-HT to either CHO cells which stably expressed

h5-HT4(e) receptors or COS-7 cells which transiently expressed h5-HT4(e) receptors

(Bozon et al. 2002) was determined. After aspiration of the culture medium and washing, cells

were incubated for 90 min at 25°C with 4 nM [3H]5-HT (specific activity 23.7 Ci/mmol) per

well, either alone or with an excess of unlabelled GR113808 (30 µM) in 0.1 ml PBS buffer

(8.1 mM Na2HPO4, 1.9 mM NaH2PO4, 3.8 mM NaCl, 3 mM KCl, 0.9 mM CaCl2,

0.5 mM MgCl2) with 0.05% bovine serum albumin. The cells were collected with 1 N NaOH

and placed for 20 min in 4 ml Optiphase Hifase 2 scintillation cocktail (EG&G Wallac,

France). Radioactivity was measured using a liquid scintillation counter (LKB Wallac, Rack

beta). Untransfected CHO and COS-7 cells were used as control. For Scatchard analysis,

incubation conditions were identical to those for ligand binding, except that 10 concentrations

of [3H]5-HT ranging from 0.1 to 6 nM were used.

Flow cytometric analysis

CHO cells were collected by scraping and pelleted by centrifugation at 1000 rpm for

10 min at room temperature. 4 x 105 cells were incubated with 100 µg/ml anti-G21V antibody

or 1 µM 5-HT for 30 or 60 min at 4°C without agitation. In some experiments, cells were

pretreated with 100 µg/ml anti-G21V antibody for 30 min at 4°C and were subsequently

incubated for another 30 min at 4°C with 1 M 5-HT and vice versa. Cells were then washed

in PBS and incubated in 1 ml of a 1/160 dilution of affinity-purified goat anti-rabbit IgG

conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC) for 30 min at 4°C. The cells were washed

twice with PBS, and immediately analyzed on a FACScan® flow cytometer using CellQuest

software (Becton Dickinson, Santa Clara CA USA). The membrane expression of h5-HT4(e)
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receptor was analysed in FL1(H) on the gate of live cells. Control experiments were done

with 100 µg/ml of rabbit purified IgG (control).

Materials

Peptide G21V, purified anti-G21V polyclonal antibodies and Fab fragments of

anti-G21V antibodies were gracefully given by Dr J. Hoebeke, CNRS UPR 9021, Institut de

Biologie Moléculaire et Cellulaire, Strasbourg, France. The CHO cell line stably expressing

the h5-HT4(e) receptor and the ligands GR127935 (N-[4-methoxy-3-(4-methyl-1-

piperazininyl)phenyl]-2’-methyl-4’-(5-methyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)[1,1-bibhenyl]-4-

carboxamide) and ML10375 (2-[cis-3,5-dimethylpiperidino]ethyl 4-amino-5chloro-

2methoxybenzoate) were nicely supplied by Dr R. Fischmeister, INSERM U-446, Laboratoire

de Cardiologie Cellulaire et Moléculaire, Faculté de Pharmacie, Châtenay-Malabry, France.

FITC (fluorescein isothiocyanate), Forskolin (7beta-Acetoxy-1alpha,6beta,9alpha-trihydroxy-

8,13-epoxy-labd-14-en-11-one) and 5-HT (5-hydroxytryptamine) were purchased from

Sigma (Saint Quentin Fallavier, France). GR113808 {[1-2-(methyl-sulfonylamino)ethyl]-4

piperidinyl]methyl1-methyl-1H-indole-3 carboxylate} was from TOCRIS (Illkirch, France).

[3H]5-HT (5-hydroxytryptamine creatinine sulfate) was purchased from Perkin Elmer Life

Sciences (Boston, USA). Other compounds were of reagent grade obtained from either Sigma

or Life Technologies.

Statistical analysis

Data values are expressed as mean ± s. e. m. of results obtained from n experiments. Data

were analysed with Student's t-test. Statistical significance was set at p < 0.05 (* in figures

indicates p<0.05 compared with basal values).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 : Functional behaviour of 5-HT4(e) receptors in CHO cells.

A) Dose-response relation of cAMP production by 5-HT. Data is normalised to the maximal

response (18.4  3.2 pmol cAMP/well). The symbols and bars represent the mean  s.e.m. of

data obtained in duplicate measurements in 5 different experiments. The line represents fitting

of the data with a sigmoid equation with an EC50 value of 13.4  7 nM.

B) The effects of forskolin (Fk), an agonist (5-HT), an antagonist (ML10375) and the

anti-G21V antibody. The amount of cAMP produced by each ligand is expressed relative that

recorded in their absence (basal). Cells were stimulated for 15 min with either

10 µM forskolin, 1 µM 5-HT, 1 µM ML10375, 1 µM ML10375 with 1 µM 5-HT

(ML+5-HT), 10 µg/ml anti-G21V antibody. Columns and bars represent mean  s.e.m. values

of data obtained from duplicate determinations of cAMP in 5 different experiments. * :

p<0.05 compared with basal.



Résultats -Discussion

136

Figure 2 : The effects of anti-G21V antibody upon cAMP production evoked by 1 µM 5-HT

in CHO cells expressing the 5-HT4(e) receptor. Basal cAMP production is expressed relative to

that recorded in the absence of either 5-HT or anti-G21V antibody. Schematic representations

of the experimental protocols are indicated inset above each graph. Control protocols

(a and b) consisted of applying either anti-G21V antibody or 5-HT to CHO cells for 20 (b) or

40 (a) min. Experimental protocols are represented in c. A) Anti-G21V antibody was applied

to CHO cells for 20 min prior to the addition of 5-HT for a further 20 min. B) 5-HT was

applied to CHO cells for 20 min prior to the addition of anti-G21V antibody for a further

20 min. The columns and bars represent the mean  s.e.m. values of duplicate measurements

in 5 different experiments. * p<0.05 compared with basal.



Résultats -Discussion

137

Figure 3 : Analysis of specific binding of anti-G21V antibody to h5-HT4(e) receptors by flow

cytometry. Fluorescence intensity obtained in CHO cells incubated with anti-G21V antibody

(Aa and Bb) is compared with that recorded in control experimental conditions (Control), and

in the presence of either 5-HT alone (Ab and Ba), anti-G21V antibody then 5-HT (Ac) or 5-

HT then anti-G21V antibody (Bc). Data are representative of 4 separate experiments.
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Figure 4 : Scatchard analysis of [3H]5-HT binding. Ligand binding was performed on

CHO (A) and COS-7 (B) cells expressing h5-HT4(e) receptor. The Scatchard plots were

derived from the mean of duplicate measurements of a single representative experiment. The

line represents the fitting of the data to a linear regression equation. High affinity binding

represented a Kd of 0.31 ± 0.03 nM and 0.35 ± 0.17 nM in CHO and COS-7 cells

respectively.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Partie 2 : Caractérisation fonctionnelle, pharmacologique et immunologique du

récepteur h5-HT4 dans des myocytes atriaux humains

A-Présentation

Les expériences réalisées avec l’anticorps anti-G21V et le récepteur h5-HT4(e)

recombinant présentées dans la partie 1 ont été réitérées sur les cellules cardiaques natives.

Des travaux antérieurs effectués au laboratoire ont permis de proposer que l’anticorps anti-

G21V induisait un effet de type antagoniste ou agoniste inverse sur l’activité du récepteur

5-HT4 cardiaque (Sallé et al., 2001). Ne possédant pas d’outils pharmacologiques capables de

faire la distinction entre ces effets, les auteurs n’ont pas pu préciser plus leurs observations.

Depuis, la substance ML10375, agoniste inverse des récepteurs 5-HT4(c),(e) a été développée.

Nous avons donc choisi de poursuivre l’étude des effets fonctionnels de l’anticorps anti-G21V

sur l’activité du récepteur 5-HT4 cardiaque exprimé à la surface des myocytes atriaux

humains. Deux paramètres ont été analysés en parallèle : le taux d’AMPc intracellulaire et

l’intensité du courant calcique ICa2+, L.

B-Activité fonctionnelle de l’anticorps anti-G21V dirigé contre le récepteur 5-HT4.

Mesure du taux d’AMPc intracellulaire

La figure 12 montre les effets de l’anticorps anti-G21V appliqué seul ou en présence

de différentes substances tels que la 5-HT, l’isoprotérénol et la forskoline, sur l’activité du

récepteur 5-HT4.

L’application de 10 µg/ml d’anticorps seul n’induit pas de changement significatif du

taux basal d’AMPc (112 ± 13 %). Cette réponse est identique à celle obtenue avec les IgG

purifiées « contrôle » (figure 12).

Dans les expériences suivantes, l’anticorps anti-G21V a été incubé pendant 15 min à la

surface des cellules atriales, puis 1 µM de 5-HT, d’isoprotérénol ou 10 µM de forskoline

(figure 12) ont été ajoutés pendant 15 min supplémentaires. Les niveaux d’AMPc détectés ont

été reportés dans le tableau I.
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Figure 12 : Effet fonctionnel de l’anticorps polyclonal anti-G21V sur la production d’AMPc
dans les myocytes atriaux humains
Incubation des cellules pendant 15 min avec 10 µg/ml d’anticorps anti-G21V [anti-G21V] ou d’IgG
purifiées contrôle [IgG]. Dans d’autres expériences, application sur les cellules pendant 15 min de
l’anti-G21V ou des IgG contrôle (10 µg/ml) plus 1 µM 5-HT [(anti-G21V) + 5-HT ; (IgG) + 5-HT] et
vice versa [(5-HT) +anti-G21V ; (5-HT) +IgG]. ou d’isoprotérénol [(anti-G21V + Iso)]. Le point
contrôle positif est constitué par l’incubation de l’anti-G21V suivie de la forskoline [(anti-G21V) +
Fk]. Trois autres points ont été réalisés : 5-HT appliquée pendant 15min [()+5-HT] et 30 min
[(5-HT)] ; isoprotérénol et forkoline pendant 15 min [Iso] et [Fk]. Résultats normalisés par rapport au
niveau basal. Valeurs correspondent à la moyenne  s.e.m. d’expériences indépendantes. * : p<0,05 en
comparaison avec le basal.

Expérience 1 2 3 4 5 6 7 8

Ligands
(antiG21V)

+
5-HT

()+5HT
(5-HT)

+
antiG21V

(5-HT)
(antiG21V)

+
Iso

Iso
(antiG21V)

+
Fk

Fk

Taux
d’AMPc

(%)
183± 19 185± 9 198± 19 248± 30 458± 58 361± 63 487± 87 562±

70

Tableau I : Récapitulatif des productions d’AMPc par rapport au niveau basal en % en
fonction de la dose d’anticorps anti-G21V et de 5-HT, d’isoprotérénol (Iso) ou de forskoline (Fk)
appliquées sur les myocytes humains. 2, 4, 6 et 8 sont des contrôles respectifs des expériences 1,
3, 5 et 7.
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Les résultats indiquent que l’anti-G21V ajouté avant (1) ou après (3) la 5-HT, n’inhibe

pas l’action de ce ligand (2 et 4). De plus, les réponses liées à une stimulation -adrénergique

(6) ou à une activation de l’adénylate cyclase (8) ne sont pas modifiées par cet anticorps (5 et

7). L’anticorps anti-récepteur 5-HT4 n’interagit donc pas avec ces protéines de manière non

spécifique.

Quelque soit les conditions expérimentales réalisées, l’anticorps anti-G21V ne modifie

pas le taux d’AMPc intracellulaire produit dans les myocytes atriaux humains. Ces

observations sont contradictoires avec les effets présentés sur le courant calcique de type L

(Sallé et al., 2001). Cette absence d’activité n’est pas liée à un manque de fixation de

l’anticorps sur le récepteur 5-HT4. En effet, ce récepteur a été reconnu spécifiquement par

cette immunoglobuline en dot Blot dans des conditions natives (figure 13).

A B

Figure 13 : Identification du récepteur 5-HT4 dans les myocytes atriaux humains réalisée en
condition native (dot-Blot)
Membrane de nitrocellulose incubée avec 10 µg/ml d’anticorps anti-G21V (A) et d’IgG contrôle (B)

Cette absence de réponse ne provient pas non plus de la technique de mesure utilisée. En

effet, nous avons montré grâce à un antagoniste spécifique du récepteur 5-HT4, le ML10375,

qu’une diminution du taux d’AMPc produit suite à une stimulation sérotoninergique était

détectable. Nous avons vérifié parallèlement que l’activation d’une protéine Gi était

également quantifiable. Les cellules atriales incubées avec 10 µM de carbachol (antagoniste

des récepteurs muscariniques) en présence de 5-HT (1 µM) présentaient un taux d’AMPc de

94 ± 15 % (n = 3) par rapport à 185 ± 9 % avec la 5-HT seule.

L’anticorps anti-G21V semblerait donc induire des effets fonctionnels différents

suivant les paramètres mesurés. En effet, si nous nous intéressons à une réponse cellulaire

globale de la cellule tel que le taux d’AMPc intracellulaire, aucun changement ne sera

détectable en présence de l’anticorps. Si nous mesurons par contre l’activité d’un effecteur

comme le canal calcique de type L, l’amplitude du courant développé sera diminuée par

l’anti-G21V.
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C-Etude fonctionnelle du récepteur 5-HT4

Ces travaux ont fait l’objet d’un article soumis le 20/05/04 à Journal of Cardiovascular

Electrophysiology : Di Scala E., Findlay I., Rose S., Aupart M., Argibay J., Cosnay P. &

Bozon V. “ High efficiency activation of L-type Ca2+ current by 5-HT in human atrial

myocytes ” (annexe 3).

Afin de caractériser le récepteur h5-HT4 cardiaque, les cellules atriales ont été

incubées en présence de différentes substances pharmacologiques, la 5-HT, l’isoprotérénol et

la forskoline.

1-Mesure du taux d’AMPc intracellulaire

La figure 14 indique que les doses de 5-HT utilisées, exceptée celle à 20 nM, induisent

une augmentation du taux basal d’AMPc. Nous pouvons remarquer que cette production de

second messager est similaire pour les doses de 5-HT 100 nM et 1 µM. Ces variations sont

cependant toujours inférieures à celle induite avec la forskoline (10 µM). Les valeurs

expérimentales sont récapitulées dans le Tableau II.

Figure 14 : Etude fonctionnelle des récepteurs 5-HT4 et -adrénergiques : mesure du taux
d’AMPc

Les cellules sont incubées (15 min) avec 20 nM, 100 nM et 1µM de 5-HT ou d’isoprotérénol (Iso) ou
encore avec 10 µM de forskoline (Fk). Résultats normalisés par rapport au niveau basal. La
moyenne  s.e.m. des valeurs correspond à des expériences indépendantes. * : p<0,05 en comparaison
au niveau basal.
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Ligand Dose Taux d’AMPc
(%) Effets observés

20 nM 128 ± 12 Taux basal

100 nM 182 ± 10 [AMPc] ↑↑5-HT

1 µM 185 ± 9 [AMPc] ↑↑

20 nM 142 ± 11 [AMPc] ↑

100 nM 316 ± 28 [AMPc] ↑↑
Iso

1 µM 361 ± 63 [AMPc] ↑↑

Fk 10 µM 562 ± 70 [AMPc] ↑↑↑

Tableau II : Récapitulatif des effets observés sur la production basale d’AMPc (en %) en
fonction de la dose de 5-HT, d’isoprotérénol (Iso) ou de forskoline (Fk) appliquée sur les
myocytes humains.

2-Mesure du courant calcique ICa2+, L

Les figures 15A et 15C montrent l’amplitude du courant calcique ICa2+, L en présence

d’une stimulation sérotoninergique. Seule la dose de 5-HT 1 µM induit une augmentation de

l’amplitude du courant calcique. De plus, ce courant atteint une intensité maximale identique

à celle obtenue en présence de forskoline (10 µM). Les valeurs expérimentales sont présentées

dans le Tableau III.

Ligand Dose
Amplitude

d’ICa2+, L
(%)

Effets observés

20 nM 110 ± 10 courant basal

100 nM 139 ± 30 courant basal5-HT

1 µM 164 ± 12 courant↑

20 nM 67 ± 14 Taux basal

100 nM 183 ± 4 courant↑Iso

1 µM 196 ± 13 courant↑

Fk 10 µM 170 ± 15 courant↑

Tableau III : Récapitulatif des effets observés sur l’activité du courant ICa2+, L exprimés en % en
fonction de la dose de 5-HT, d’isoprotérénol (Iso) ou de forskoline (Fk) appliquée sur les
myocytes humains.
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A B

C

Figure 15 : Etude fonctionnelle des récepteurs 5-HT4 et -adrénergiques : mesure du courant
calcique

Les valeurs d’amplitude du courant ICa2+, L mesurée en présence de 20 nM, 100 nM et 1 µM de 5-HT
ou d’isoprotérénol suivie de l’addition de 10 µM forskoline sont présentées sur l’histogramme C. Les
tracés A et B sont des courbes représentatives du protocole expérimental réalisé en présence de 5-HT
(A) ou d’isoprotérénol (B). Résultats normalisés par rapport au niveau basal. La moyenne  s.e.m. des
valeurs correspond à des expériences indépendantes. * : p<0,05 en comparaison au niveau basal.
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Pour la dose de 5-HT 100 nM, une grande variabilité des résultats a été observée.

Cependant, les données laissent penser qu’avec un plus grand nombre d’essais, la dose de

5-HT 100 nM pourrait également induire une augmentation maximale de l’amplitude du

courant calcique de façon similaire aux incubations réalisées avec 1 µM de 5-HT et 10 µM de

forskoline.

L’activité du récepteur h5-HT4 au niveau des cellules atriales semble donc dépendre

du paramètre mesuré. Ces différences pourraient correspondre soit à des caractéristiques

fonctionnelles spécifiques du récepteur h5-HT4, soit à des propriétés générales des récepteurs

RCPG cardiaques.

D-Comparaison des propriétés fonctionnelles des récepteurs cardiaques 5-HT4 et

β-adrénergiques

Pour pouvoir mieux comprendre les différences observées entre les réponses globales

(AMPc intracellulaire) et les réponses locales (courant ICa2+, L) de la cellule, nous avons étudié

l’activité fonctionnelle des récepteurs -adrénergiques cardiaques en suivant les mêmes

protocoles expérimentaux que pour le récepteur h5-HT4.

1-Mesure du taux d’AMPc intracellulaire

La figure 14 montre l’évolution du niveau d’AMPc intracellulaire en présence de

différentes concentrations d’isoprotérénol. Toutes les doses testées induisent une augmention

du taux basal d’AMPc. Ces variations de second messager sont semblables pour les doses

100 nM et 1 µM d’isoprotérénol. De plus, elles sont toujours inférieures à celle induite par la

forskoline (10 µM), comme observé avec le récepteur h5-HT4. Les valeurs expérimentales

sont récapitulées dans le Tableau II.

2-Mesure du courant calcique ICa2+, L

Les effets de l’isoprotérénol sur l’amplitude du courant calcique sont présentés sur les

figures 15B et 15C et les données numériques sont indiquées dans le Tableau III. Comme

pour les applications de 5-HT, les doses d’isoprotérénol 100 nM et 1 µM augmentent de façon

maximale l’intensité du courant calcique. De plus, ces réponses sont similaires à celles

obtenues en présence de forskoline (10 µM).

Cette étude montre que pour les mêmes doses de ligand, les cellules atriales humaines

produisent un taux d’AMPc intracellulaire plus faible avec une stimulation sérotoninergique
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qu’avec une stimulation β-adrénergique. Cependant, ces récepteurs ont une action similaire

sur le courant calcique ICa2+, L. Une activité maximale du canal est observée avec les

concentrations 100 nM et 1 µM de chaque ligand, ainsi qu’avec 10 µM de forskoline.

E- Action conjointe des récepteurs cardiaques sur l’activité du courant ICa2+, L

La figure 16 présente l’action simultanée de différentes concentrations de 5-HT et

d’isoprotérénol sur l’amplitude du courant calcique ICa2+,L. Ces substances sont ajoutées

graduellement à la surface des cellules atriales.

A B

Figure 16 : Action fonctionnelle conjointe des récepteurs 5-HT4 et -adrénergiques : mesure du
courant calcique

Les valeurs d’amplitude du courant ICa2+, L mesurée en présence de 20 nM, 100 nM et 1 µM de 5-HT
suivie de l’addition des mêmes concentrations d’isoprotérénol, puis de 10 µM forskoline sont
présentées sur l’histogramme B. Le tracé en A est une courbe représentative du protocole expérimental
réalisé en présence de 5-HT et d’isoprotérénol. Résultats normalisés par rapport au niveau basal. La
moyenne  s.e.m. des valeurs correspond à des expériences indépendantes. * : p<0,05 en comparaison
au niveau basal.
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L’incubation avec 20 nM de 5-HT plus 20 nM d’isoprotérénol induit une

augmentation maximale du courant calcique (figure 16B). Ce résultat est extrêmement

surprenant car à cette dose, la 5-HT et l’isoprotérénol seuls sont incapables d’activer le canal

à un tel niveau (figure 15C). Les réponses induites par chaque ligand sont amplifiées lorsque

ces substances sont incubées ensemble. L’effet cumulatif observé provoque systématiquement

une augmentation maximale de l’intensité du courant. Nous ne visualisons pas d’élévation

progressive.

Les expériences réalisées avec 100 nM 5-HT plus 100 nM Iso et 1 µM de 5-HT plus

1 µM d’Iso, nous ont permis de vérifier que les effets induits par une stimulation

β-adrénergique maximale ne s’additionnaient pas à ceux obtenus avec une stimulation

sérotoninergique également maximale (figure 16). Les systèmes de tranduction des signaux

via les récepteurs et les adénylates cyclases semblent être saturés.

En conclusion, les résultats obtenus dans les chapitres C, D et E montrent que les

récepteurs h5-HT4 et β-adrénergiques cardiaques ne présentent pas le même comportement.

La production d’AMPc est plus faible avec une stimulation sérotoninergique par rapport à une

stimulation β-adrénergique. Cette observation est corrélée avec une expression plus faible du

récepteur h5-HT4 à la surface des cellules atriales. Cependant, ces deux récepteurs agissent de

façon similaire sur l’amplitude du courant ICa2+,L. Ces données suggèrent donc une action

ciblée du récepteur h5-HT4 sur le canal calcique de type L. De plus, les voies

sérotoninergiques et β-adrénergiques semblent intéragir entre elles et semblent moduler

conjointement l’activité du courant ICa2+,L.

F-Caractérisation pharmacologique

Les figures 17A et 17B montrent les réponses cellulaires des myocytes atriaux suite à

l’application de différentes substances : la 5-HT, le ML10375 et le GR113808 à une

concentration de 1 µM.

1-Mesure du taux d’AMPc intracellulaire

Le ML10375 peut bloquer totalement ou partiellement l’action agoniste de la 5-HT

(figure 17A). En effet, suivant le moment d’application de cette substance sur le récepteur

5-HT4, le taux d’AMPc intracellulaire mesuré varie suivant des proportions différentes.

L’application du ML10375 avant la 5-HT provoque une inhibition totale de la réponse

sérotoninergique (93 ± 6 % versus 185 ± 9 % avec la 5-HT seule). Alors que dans les
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conditions inverses, l’application de ML10375 inhibe partiellement l’action de la 5-HT

(138 ± 13 % versus 185 ± 9 %).

Le GR113808 appliqué avant ou après la 5-HT diminue significativement la

production d’AMPc induite par une stimulation sérotoninergique. Les valeurs mesurées sont

respectivement (65 ± 6 %) et (95 ± 19 %).

2-Mesure du courant calcique ICa2+, L

La figure 17B montre l’effet du ML10375 sur l’amplitude du courant ICa2+,L en

présence ou en absence de 5-HT (1 µM) et de forskoline (10 µM).

A B

Figure 17 : Caractéristiques pharmacologiques du récepteur h5-HT4

A. Mesure du taux d’AMPc intracellulaire
Les cellules sont incubées avec 1 µM de deux substances spécifiques du récepteur 5-HT4, le ML10375
et le GR 113808 (15 min) plus 1 µM de 5-HT (15 min) et vice versa. Les contrôles respectifs sont
établis avec chaque ligand appliqué seul sur les cellules (15 ou 30 min). Résultats normalisés par
rapport au niveau basal. Valeurs correspondant à des expériences indépendantes. * : p<0,05 en
comparaison au niveau basal.
B. Mesure du courant calcique
L’amplitude du courant du ICa2+,L est mesurée en présence de 1 µM de ML10375 suivie de l’addition
de 20 nM puis 1 µM 5-HT et enfin 10 µM forskoline (Fk). Courbe représentative.

Le ML10375 seul ne modifie pas l’amplitude du courant basal ICa2+,L normalisé à

100 % (79 ± 10 %) . Toutefois, il inhibe le courant induit par l’application de 5-HT (75 ±
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11 % versus 164 ± 12 % avec la 5-HT seule). De plus, cette substance n’agit pas sur l’activité

des adénylates cyclases. En effet, la forskoline induit une augmentation similaire de l’intensité

du courant calcique après ou sans application de ML10375 (216 ± 40 % versus 170 ± 15 %

avec la forskoline seule). Pau et al., 2003 ont montré que la substance GR113808 module

également le courant calcique ICa2+,L à la surface des cellules atriales humaines, de façon

similaire au ML10375.

L’ensemble de ces données indiquent que le ML10375 et le GR113808 sont deux

antagonistes spécifiques du récepteur h5-HT4 exprimé à la surface des myocytes atriaux

humains. Leur activité fonctionnelle semble varier en fonction du tissu analysé et des

isoformes du récepteur h5-HT4 exprimé. En effet, le ML10375 et le GR113808 sont des

antagonistes des isoformes (a) (Claeysen et al., 2000 ; Ponimaskin et al., 2002) et (b) du

récepteur 5-HT4 (Bach et al., 2001), et des agonistes inverses pour l’isoformes (e) (Mialet et

al., 2000b). Le ML10375 est également un agoniste inverse de l’isoforme (c) de ce récepteur

(Blondel et al., 1998b).

Actuellement, aucune donnée indique la ou les isoformes du récepteur 5-HT4

impliquées dans la stimulation sérotoninergique des cellules cardiaques. Les effets

antagonistes du GR113808 et du ML10375 observés sur le récepteur 5-HT4 cardiaque natif et

sur les récepteurs recombinants 5-HT4 (a),(b) (Claeysen et al., 2000; Bach et al., 2001) suggèrent

que les isoformes (a) et (b) de ce récepteur pourraient être majoritairement impliquées dans

l’activité fonctionnelle du récepteur h5-HT4 au sein des cellules atriales humaines.

G-Relation entre l’intensité de la stimulation sérotoninergique et le traitement des

patients avec des beta-bloqueurs

Il a été montré dans la littérature, que suite à une stimulation sérotoninergique, la force

de contraction développée par des lambeaux d’oreillettes provenant de patients traités avec

des -bloqueurs était augmentée (Sanders et al., 1995). L’amplitude du courant calcique de

type L est également amplifiée dans ces conditions expérimentales (Pau et al., 2003). Nous

avons donc séparé nos données en fonction de l’origine des cellules atriales isolées. Les

résultats sont présentés dans la figure 18 et les valeurs numériques sont détaillées dans le

tableau IV.

Suite à une stimulation sérotoninergique, la production d’AMPc chez des patients

traités avec des beta-bloqueurs est similaire à celle mesurée chez des patients non traités. La

même observation a été faite avec le courant ICa2+,L. Suivant nos paramètres mesurés, le
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traitement des patients avec des beta-bloqueurs ne semble pas modifier la réponse

sérotoninergique des cellules atriales.

A B

Figure 18 : Relation entre le traitement des patients avec des beta-bloqueurs et la réponse
sérotoninergique des myocytes atriaux humains

Représentation graphique du taux d’AMPc intracellulaire (A) et de l’amplitude du courant ICa2+, L (B)
de cellules issues de patients traités (+) ou non (-) avec des beta-bloqueurs suite à une stimulation
sérotoninergique (1 µM). Résultats normalisés par rapport au taux basal d’AMPc et au courant ICa2+, L
basal respectivement. Les valeurs correspondent à des expériences indépendantes. * : p<0,05 en
comparaison au niveau basal.

Traitement Avec -bloqueurs sans -bloqueur

Taux d’AMPc
(%)

183 ± 12 197 ± 10

ICa2+,L
(pA/pF)

4,29 ± 0,54 4,36 ± 0,5

Tableau IV : Récapitulatif des effets des beta-bloqueurs sur la production d’AMPc et sur
l’activité du courant ICa2+, L exprimés respectivement en % et en pA/pF après stimulation
sérotoninergique sur les myocytes humains.
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H-Oligomérisation du récepteur h5-HT4 cardiaque

La figure 19 montre les résultats obtenus par Western blot sur les myocytes atriaux

humains avec l’anticorps polyclonal anti-G21V. Trois bandes de poids moléculaire apparent

40, 77 et 170 kDa, ont été identifiées (figure 19A). Elles sont abolies en présence d’IgG

purifiées du sérum préimmun de lapin (IgG contrôle).

A B

170 kDa

77 kDa

40 kDa

Figure 19 : Identification du récepteur 5-HT4 dans les myocytes atriaux humains réalisée en
condition dénaturante (Western-Blot)
Membrane de nitrocellulose incubée avec l’anticorps anti-G21V (A) et les IgG purifiées contrôle (B)

L’anticorps anti-G21V reconnaît donc spécifiquement le récepteur h5-HT4 cardiaque

dans des conditions dénaturantes.

La bande de poids moléculaire 40 kDa correspond à la masse du récepteur h5-HT4

monomérique déterminée à partir de sa séquence primaire en acides aminés. Dans la

littérature, le récepteur apparaît à un poids moléculaire situé entre 40 (Ponimaskin et al.,

2001) et 60 kDa (Mialet et al., 2000b; Eftekhari et al., 2000) suivant les préparations

cellulaires étudiées. Cette différence semble provenir d’une variabilité dans la glycosylation

(Eftekhari et al., 2000). En effet, la nature de cette modification post-traductionnelle dépend

du système d’expression utilisé. Dans les cellules atriales humaines, le récepteur h5-HT4

monomérique semblerait donc être peu ou pas glycosylé.

Les bandes de poids moléculaire 77 et 170 kDa semblent correspondre à la masse du

récepteur monomérique multiplée par un facteur deux ou quatre. Le récepteur h5-HT4 serait
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donc présent sous forme de dimères et de tétramères dans la membrane des cellules atriales.

Ces caractéristiques ont déjà été signalées dans la littérature pour d’autres récepteurs RCPG.

Ces protéines semblent exister sous forme d’oligomères dans la membrane plasmique. Le

maintien de ces complexes malgré les conditions expérimentales dénaturantes et réductrices,

semblerait provenir d’interactions fortes entre les segments transmembranaires des récepteurs.

L’hélice 7 serait probablement impliquée dans ces inter- relations (Lee et al., 2003).

I-Conclusions et perspectives

Bien que les récepteurs h5-HT4 soient 5 à 10 fois moins nombreux que les récepteurs

β-adrénergiques dans les cellules atriales (Kaumann et al., 1995) et qu’ils produisent 2 à 3 fois

moins d’AMPc intracellulaire suite à une stimulation sérotoninergique; ils sont cependant

capables d’activer de façon maximale le courant calcique aux mêmes concentrations que

l’isoprotérénol. Ces résultats pourraient être expliqués par un seuil d’activation maximale du

canal calcique en dessous du seuil de production d’AMPc global. Il est également probable

que ces résultats soient corrélés avec une organisation particulière des récepteurs h5-HT4 dans

la membrane plasmique. Les données de la littérature proposent que certains récepteurs RCPG

cardiaques tels que les β2-adrénergiques, soient localisés dans des microdomaines de

régulation (Bers & Ziolo, 2001; Rich et al., 2001; Steinberg & Brunton, 2001; Zaccolo et al.,

2002; Zaccolo & Pozzan, 2002). Nos résultats pourraient alors suggérer ce type de répartition

membranaire pour les récepteurs h5-HT4 ou une proportion d’entre eux.

Les effets fonctionnels observés avec l’anticorps anti-G21V sur l’activité du récepteur

h5-HT4 via ICa2+, L semblent correspondre à une réponse locale des cellules atriales. Ces

observations seraient également en faveur de l’existence de microdomaines de régulation pour

ce récepteur au sein de ces cellules.

Deux hypothèses concernant le mode d’action de l’anticorps peuvent être proposées.

Hypothèse 1 : L’anticorps induirait une cascade de transduction différente de celle de

la voie AMPc en se fixant sur le récepteur h5-HT4. Peu ou pas de modifications du taux

global d’AMPc intracellulaire seraient détectées.

Hypothèse 2 : L’anticorps agirait sur des récepteurs localisés dans des microdomaines

de régulation, autour du canal calcique de type L. Ces récepteurs seraient régulés

différemment des autres récepteurs h5-HT4 dispersés dans la membrane.

Les arguments confortant chaque hypothèse vont être maintenant détaillés.
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Hypothèse 1 : Trois voies de transduction peuvent être envisagées.

1) Le récepteur h5-HT4 serait couplé via une protéine Gi au canal calcique :

Les données de la littérature montrent un couplage préférentiel du récepteur h5-HT4 cardiaque

avec les protéines Gs (Kaumann, 1991; Ouadid et al., 1991; Sanders & Kaumann, 1992;

Jahnel et al., 1992). Cependant une étude récente vient d’identifier une co-précipitation du

récepteur avec une protéine Gi (Kilts et al., 2000). La fixation de l’anticorps pourrait donc

induire des changements de conformation du récepteur h5-HT4 permettant ainsi le couplage

avec une protéine Gi. La production inchangée d’AMPc suggère que cette protéine serait en

interaction directe avec le canal calcique et ne régulerait pas l’adénylate cyclase. L’inhibition

de l’action de la 5-HT en présence de l’anticorps anti-G21V ne proviendrait pas d’une gêne

stérique apportée par cet anticorps étant donné que le niveau d’AMPc reste constant. Seul

ICa2+,L varie. Il existerait un équilibre entre les voies 5-HT/récepteur h5-HT4/protéine

Gs/adénylate cyclase/courant ICa2+,L et anticorps anti-G21V/récepteur h5-HT4/protéine Gi/

courant ICa2+, L (voir schéma ci-dessous). La réponse globale mesurée serait une inhibition du

ICa2+, L par l’anticorps sans modification de la production d’AMPc.

2) Voie GMP cyclique :

Au cours de travaux antérieurs réalisés au laboratoire, il a été montré que l’anticorps B8E5

dirigé contre la seconde boucle extracellulaire du récepteur M2 muscarinique chez le cobaye,

activait la voie du GMP cyclique (Nascimento et al., 2001). L’anticorps anti-G21V en se

fixant sur le récepteur h5-HT4 pourrait également stimuler cette voie de transduction. Le

GMPc produit activerait la protéine kinase G (PKG), qui phosphorylerait le canal calcique de

type L et l’inhiberait. L’anticorps appliqué sur le récepteur avant ou après la 5-HT pourrait

alors inhiber complètement ou partiellement l’activité de la 5-HT comme décrit par Sallé et
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al., 2001. La quantité globale d’AMPc produite suite à la stimulation sérotoninergique serait

inchangée en présence d’anticorps. Par ailleurs, le GMPc peut également activer les PDE ce

qui provoquerait une dégradation de l’AMPc intracellulaire et donc une diminution du courant

ICa2+,L (voir schéma ci-dessous). Lors de nos expériences, les PDE sont inhibées par la

théophylline, afin de pouvoir mesurer les niveaux d’AMPc. Ces conditions expérimentales

pourraient empêcher la régulation par les PDE de l’AMPc produit et donc être à l’origine d’un

taux constant d’AMPc en présence ou en absence d’anticorps. Cependant, remarquons qu’une

absence d’effet de l’anticorps a également été visualisée sur les cellules CHO clone 1 alors

qu’aucun inhibiteur n’était présent. Bien que les tissus soient différents, il est possible que

cette voie n’intervienne pas ou très peu au sein des cellules atriales humaines.

3) Voie IP3/PKC :

La fixation de l’anticorps anti-G21V provoquerait le couplage du récepteur h5-HT4 avec une

protéine Gq, qui induirait la synthèse d’IP3 et l’activation de la PKC. Cette kinase

phosphorylerait l’extrémité N-terminale de la sous-unité  du canal calcique de type L et

l’inhiberait (Bourinet et al., 1992; McHugh et al., 2000). En parallèle, l’IP3 entraînerait la

libération du calcium contenu dans le RS. Ce dernier aurait un rétrocontrôle négatif sur le

PKG
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canal calcique et l’inhiberait. Si la fixation de l’anticorps sur le récepteur h5-HT4, induit cette

voie, le taux global d’AMPc ne sera pas modifié et l’intensité du courant ICa2+, L diminuera

(voir schéma ci-dessous).

Hypothèse 2 : L’anticorps anti-G21V pourrait agir préférentiellement sur les

récepteurs h5-HT4 localisés autour du canal calcique dans des microdomaines de

régulation. Seules les réponses cellulaires locales pourraient être modifiées

contrairement à l’hypothèse 1. Plusieurs situations peuvent être rencontrées suite à la

fixation de l’anticorps sur le récepteur h5-HT4.

1) L’anticorps gêne la fixation de la 5-HT :

La présence de l’anticorps amènerait une gêne stérique à la surface du récepteur h5-HT4

empêchant la fixation de la 5-HT. Par ailleurs, il pourrait également entraîner des

modifications de conformation du récepteur. Le site de liaison de la 5-HT serait alors

perturbé. Ces deux phénomènes pourraient entraîner une inhibition de l’activité

sérotoninergique en présence de l’anticorps. Le taux local d’AMPc produit devrait alors

diminuer et conduire à une inhibition du courant ICa2+, L. Toutefois, ces variations ne seront

visibles qu’au sein du microdomaine. Le taux global d’AMPc intracellulaire induit par une

stimulation sérotoninergique ne sera pas modifié. Les variations locales de la quantité

d’AMPc ne pourront pas être détectées avec nos méthodes. Néanmoins, cette hypothèse nous
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semble peu probable. En effet, les résultats obtenus sur les cellules CHO clone 1 en

cytométrie de flux et en dosage de second messager suggèrent que l’anticorps et la 5-HT

peuvent se fixer simultanément sur les récepteurs recombinants.

2) L’anticorps ne gêne pas la fixation de la 5-HT :

a) Les trois voies de transduction citées pour l’hypothèse 1 sont également envisageables

Toutefois, elles se dérouleront au sein de microdomaines de régulation. Deux paramètres

doivent donc être considérés, les PDE et les adénylates cyclases :

- Les PDE auront une influence plus importante. En effet, dans la littérature, des études

indiquent que l’activité des PDE serait plutôt localisée dans des microdomaines (Georget

et al., 2003). L’activation de la voie GMPcyclique par l’anticorps permettrait la

stimulation des PDE et favoriserait la dégradation de l’AMPc local. L’intensité du courant

calcique sera alors plus faible et l’activité de la 5-HT sera inhibée.

- L’activité des adénylates cyclases pourrait être régulée par une protéine Gi. L’anticorps

anti-G21V pourrait inhiber la réponse sérotoninergique en favorisant le couplage du

récepteur h5-HT4 avec une protéine Gi. Cette dernière pourrait à son tour interagir

directement avec ; soit le canal calcique et entraîner son inhibition (hypothèse 1) ; soit une

adénylate cyclase provoquant une diminution du taux d’AMPc produit et une baisse de

l’intensité du courant ICa2+, L (voir schéma ci-dessous).

b) L’anticorps pourrait également favoriser ou amplifier l’activité d’une GTPase

appartenant à la famille des protéines Rac (Maillet et al., 2003). L’anticorps modifierait

localement la production d’AMPc liée à la stimulation du récepteur h5-HT4 , conduisant

ainsi à une activation de la protéine Rac de façon PKA-indépendante. Il a été montré par

PKA

Gi AC

ATP AMPc
+ -

ICa2+,L

R
+
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Wilk-Blaszczak et al., 1997 que la protéine Rac intervenait dans l’inhibition des canaux

calciques dépendants du voltage après stimulation avec des neurotransmetteurs.

L’anticorps induirait alors par l’intermédiaire de cette protéine Rac, une diminution de

l’activité du courant calcique sans modifier la production d’AMPc globale (voir schéma

ci-dessous).

c) Enfin, en se basant sur les études réalisées sur les cellules CHO clone 1 et 2, l’anticorps

pourrait diminuer l’efficacité de couplage entre le récepteur 5-HT4 et la protéine Gs au

sein de microdomaines de régulation. Les récepteurs seraient peu présents dans les

microdomaines (équivalent aux cellules CHO clone 2) et seraient exprimés plus

abondamment dans le reste de la membrane (comme le clone 1). Cette répartition

provoquerait une absence de variation du taux d’AMPc global produit dans la cellule et

une diminution locale d’AMPc à l’origine d’une inhibition du courant calcique (voir

schéma ci-dessous).

Afin de valider ou de réfuter ces hypothèses, il serait nécessaire de mettre en évidence la

participation de ces différents paramètres lors de l’application de l’anticorps anti-G21V. Les

cellules devront être traitées avec divers inhibiteurs spécifiques tels que des inhibiteurs des

PKA
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Gs AC

ATP AMPc
- +

R
+
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protéines kinases C et G, des guanylates cyclases (comme l’ODQ), de la protéine Gi (la

PTX)…..

La caractérisation pharmacologique du récepteur h5-HT4 exprimé dans les cellules

atriales indique que les substances GR113808 et ML10375 agissent comme des antagonistes

spécifiques sur ce récepteur. Ces résultats pourraient suggérer une participation fonctionnelle

majeure des isoformes (a) et (b) du récepteur h5-HT4 dans les myocytes atriaux humains.

D’autre part, nous avons observé une amplification des actions de la sérotonine et de

l’isoprotérénol sur l’activité du courant ICa2+,L, lorsque ceux-ci sont utilisés conjointement à

des concentrations faibles (20 nM). Dans ce contexte, la sérotonine pourrait alors amplifier les

effets induits par une stimulation β-adrénergique. Le courant calcique de type L atteignant

alors une intensité maximale pourrait favoriser la survenue d’arythmies auriculaires.

Nous avons également montré que contrairement (Pau et al., 2003) ou en accord

(Sanders & Kaumann, 1992) avec certaines données de la littérature, les taux d’AMPc

intracellulaires ainsi que l’amplitude du courant calcique sont similaires suite à une

stimulation sérotoninergique sur des cellules atriales isolées provenant de patients traîtés ou

non avec des beta-bloqueurs. Une grande variabilité du courant calcique basal observé

pourrait être à l’origine des différences entre nos travaux et ceux de Pau et al., 2003.

De plus, le récepteur 5-HT4 cardiaque humain serait exprimé dans les myocytes

atriaux sous formes de monomères et d’oligomères. Il a été montré que l’oligomérisation

pouvait réguler les propriétés fonctionnelles des récepteurs couplés aux protéines G (Lee et

al., 2003). L’existence d’oligomères suggère que le récepteur 5-HT4 humain cardiaque serait

actif sous forme de monomères et/ou d’oligomères. Ce résultat est à approfondir afin de

mieux comprendre le rôle fonctionnel et physiologique de ces différentes formes

membranaires du récepteur 5-HT4.

Nos données expérimentales proviennent de deux techniques dont les conditions

d’étude sont différentes. Chacune possède ses propres limites. Le dosage d’AMPc est réalisé

sur un ensemble de cellules traitées avec de la théophylline. De plus, les stimulations des

récepteurs h5-HT4 et β-adrénergiques sont effectuées sur des temps d’incubation relativement

longs (au moins 15 min). La production de second messager, correspond donc à

l’accumulation de l’AMPc dans les cellules en présence de théophylline et n’est pas évaluée

en temps réel. En revanche, les mesures électrophysiologiques du courant calcique sont

réalisées sur une cellule perforée sans inhibiteur de PDE. Les expériences sont effectuées en

temps réel sur des durées courtes d’environ quelques minutes. Cependant, la perforation des

cellules nécessaire à l’obtention de la configuration « cellule entière », peut entraîner une
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dialyse des constituants intracellulaires. Les réponses cellulaires peuvent donc être altérées.

En effet, l’amplitude du courant calcique est très souvent diminuée. Ce phénomène est appelé

le « run down ».
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ABSTRACT

Introduction: In human atrial myocytes serotonin and isoproterenol activate the GS-adenylate

cyclase-PKA pathway via respectively 5-HT4 and -adrenergic receptors. But, serotonin

rather than sympathetic stimulation is more frequently associated with the initiation and

persistence of human atrial fibrillation. We questioned whether the arrhythmogenic effect of

serotonin resulted from the mechanism of action of the receptor or the context of its action

upon cardiac myocytes ?

Methods and Results: Experiments were conducted upon enzymatically isolated human atrial

myocytes which were obtained from fragments of right atrium removed during surgical

interventions. Intracellular cAMP was measured with RIA. ICaL was recorded with whole-

cell patch clamp. The efficacy of agonists to produce cAMP followed the sequence 5-

HT<Iso<Forskolin. The efficacy of agonists to increase ICaL was 5-HT=Iso=Forskolin. The

simultaneous application of threshold concentrations of 5-HT and Iso maximally increased

ICaL.

Conclusion: We show that the effect of 5-HT upon human atrial myocytes is an imbalance

between low production of cAMP and maximal activation of ICaL. This could contribute to

intracellular Ca2+ overload. In particular, when 5-HT is secreted from platelets in the presence

of background sympathetic tone.

KEY WORDS : Human atrial myocytes : serotonin : Ca current : cAMP : atrial fibrillation
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INTRODUCTION

In human atrial myocytes serotonin (5-HT) activates the GS-adenylate cyclase-PKA

pathway via 5-HT4 receptors.1-3 The effects of 5-HT are therefore similar to those which

result from sympathetic stimulation activating -adrenergic receptors which use the same

intracellular signalling pathway.4 But it is 5-HT rather than sympathetic stimulation that has

been associated with human atrial fibrillation.5 A variety of mechanisms have been proposed

for the genesis and progression of atrial fibrillation.6,7 The question therefore arises as to

whether the arrhythmogenic effect of 5-HT results from its mechanism of action and

signalling pathway or the context of its action upon cardiac myocytes which is in consequence

to platelet aggregation and secretion.8 Previous studies of the mechanisms of action of 5-HT

upon human atrial tissue have found that, by comparison with -adrenergic agonists and

receptors, there are fewer 5-HT4 receptors9, that 5-HT evokes the production of less

intracellular cAMP1 and that 5-HT induces less contraction.10 On the other hand, this

consensus that 5-HT has similar but lesser effects upon human atrial myocytes than -

adrenergic agonists is contradicted by the observation that 5-HT and isoprenaline enhance

equally and apparently maximally the L-type Ca2+ current (ICaL).2 In which case 5-HT would

be associated with an imbalance between the myocytes electrical and mechanical activity

which could give rise to arrhythmia.

The objective of this study was therefore to evaluate the efficacy of 5-HT and Iso to

produce intracellular cAMP and increase ICaL in human atrial myocytes and to compare this

with the capacity of the cells to produce cAMP and increase ICaL by maximal activation of

the adenylate cyclase with forskolin. We show that the capacity of isolated human atrial

myocytes to produce cAMP is not a limiting factor in the efficacity of stimulation by either

Iso or 5-HT. But that, on the other hand, both agonists evoked equivalent and maximal

activation of ICaL. Also that the mixture of low, individually, barely active concentrations of
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the two agonists resulted in maximal activation of ICaL, which suggests that it may be the

context of the application of 5-HT to cardiac myocytes in the presence of sympathetic

background that may result in atrial arrhythmia.

METHODS

Surgery

All protocols for obtaining human cardiac tissue were approved by the Ethics Committee of

our institution (Hôpital Trousseau, Tours, France). Right atrium tissue fragments were

obtained from discarded tissue from 48 patients subjected to coronary artery disease or valve

replacement at the Hôpital Trousseau, Tours, France. Most of the patients had received

treatments which included calcium-channel blockers, β-adrenergic antagonists, angiotensin-

converting enzyme (ACE) inhibitors, diuretics, NO-donors and/or anti-arrhythmic drugs. Cell

dissociation was performed as soon as possible after surgery. Tissue from 17 patients (66 cells

from 13 males and 4 females aged between 47 and 84 years) was used for electrophysiology

studies and tissue from 31 patients (19 males and 12 females aged between 28 and 91 years)

was used to measure cAMP production.

Human atrial cell dissociation

Individual atrial cells were obtained with the technique described by Sallé et al., 200111 with

some modifications. Briefly, the atrial tissue was cleaned of fat and connective tissue and

washed in a solution composed of (in mM) : NaCl 135, KCl 4.75, Na2HPO4 16, KH2PO4 1.2,

NaHCO3 25, HEPES 10, Glucose 134, Saccharose 10, pH 7.4 supplemented with 30 mM 2, 3-

butanedionemonoxime (BDM). Tissue was then incubated in the same solution (without

BDM) containing 200 UI/ml collagenase (type V, Sigma), 6 UI/ml protease (type XXIV,

Sigma) and 5 mg/ml bovine serum albumin (BSA) for 30 min. The solution was replaced
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three times, by fresh enzymatic solution containing 400 UI/ml collagenase and 0.1 mg/ml of

trypsin inhibitor (type I-S, Sigma) until cells were obtained (5-30 min). All steps were

performed at 37°C and all solutions were continuously gassed with 95 % O2 / 5 % CO2. Cells

were filtered through a 250 µm pore diameter nylon filter. The resulting cell suspension was

centrifuged at 1500 r.p.m. for one minute and the pellet resuspended in solution composed of

(in mM) : NaCl 130, KCl 4.8, KH2PO4 1.2, HEPES 25, Glucose 134, Saccharose 5, pH 7.4

supplemented with 20 mg/ml BSA.

Quantification of cAMP production

To measure intracellular cAMP, approximately 3.104 myocytes were incubated in 130 mM

NaCl, 4.8 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM HEPES, 5 mM Saccharose, 5 mM

theophylline, 10 µM pargyline at pH 7.4 for 15 min. Stimulation of cAMP production was

evoked by the addition of either 10 µM forskolin or different concentrations of 5-HT or Iso

for a further 15 min. Cells were then centrifuged at 1500 r.p.m. for 1 min and pellets were

diluted in 100 µl perchloridic acid 1N for 30 min. Then, 100 µl KOH 1N was added to

neutralize the pH. After centrifugation at 10 000 r.p.m. for 5 minutes, cAMP in the

supernatant was measured by conventional RIA methods (Immunotech, Marseille France).

Electrophysiology

Voltage clamp experiments were conducted at room temperature (23-25°C) using the whole-

cell patch clamp technique12 to record ICaL. Cells were allowed to settle in Petri dishes and

superfused with experimental solutions using a set of 250 µm inner-diameter capillaries

placed over the interrogated cell. The extracellular solution contained (in mM) : TEACl 140

(tetraethylammonium chloride), CaCl2 2, CsCl 6, MgCl2 1, glucose 11, HEPES 10, pH 7.3

adjusted with TEAOH. Patch electrodes ( 2MΩ) were filled with internal solution that
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contained (in mM) : CsCl 100, TEACl 40, ATP-Mg2+ 2, MgCl2 1, CaCl2 10-6, 0.1 GTP,

HEPES 10, EGTA 5, pH 7.2 adjusted with CsOH. Voltage-clamped cell currents were

recorded with an Axon Instruments 202A amplifier (Axon Instruments, CA, USA) and

voltage-clamp protocols and data acquisition were controlled by Acquis1 software (Dipsi

Industrie, Chatillon, France). Data were filtered at either 1 or 2 kHz and acquired at 5 or 10

kHz. Cell capacitance and series resistance were compensated ( 80 %) with the Axon

Instruments amplifier. Data analysis was performed with Acquis1 and Origin 6.0 (Microcal

Software, MA, USA). ICaL was evoked by voltage steps to 0 mV from a prepulse step to –50

mV from the holding potential of –80 mV every 5 s. The amplitude of the current was

measured as the difference between the peak initial inward current and that recorded at the

end of a 300 ms duration step. 5-HT and Iso were prepared as 10 mM stock solutions in

distilled water. Forskolin was prepared as a 10 mM stock solution in DMSO. An equivalent

quantity of DMSO was added to all experimental solution.

RESULTS

Figure 1 illustrates the increases in cAMP evoked by activation of 5-HT4 receptors (5-

HT), -adrenergic receptors (Iso) and the adenylate cyclase (Fk). Both 5-HT and Iso evoked

dose-dependent increases in cAMP which were maximal with 1.0 µM of each agonist.

Clearly, 5-HT stimulated less cAMP production than either Iso or Forskolin. This shows that

the capacity of the adenylate cyclase is not a limiting factor in the relative efficacy of

transduction by the two classes of agonist.

Figure 2 illustrates individual examples of the activation of ICaL by 5-HT (Fig. 2A)

and Iso (Fig. 2B). The effects of 20 nM of either 5-HT (Fig. 2A) or Iso (Fig. 2B) had no

significant effect upon the amplitude of ICaL (Fig. 3). The application of 1 µM of each of the

agonists strongly and significantly increased ICaL (Figs. 2 & 3). In both cases the addition of
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10 µM Forskolin which would maximally activate the adenylate cyclase13 had no further

effect than 1 µM of each agonist. All of the effects of 5-HT could be blocked by application

of the selective 5-HT4 receptor blocker ML10375 (Fig. 4).14

Figure 5 shows an individual example of the activation of ICaL by mixing 5-HT and

Iso. As was shown in Fig 2A, the application of 20 nM 5-HT alone to the cell had little or no

effect upon the amplitude of ICaL. The addition of 20 nM Iso, in the continued presence of 20

nM 5-HT, strongly increased ICaL. Increasing first the concentration of 5-HT and then that of

Iso to 100 nM resulted in no further increase in the amplitude of ICaL. The addition of 10 µM

forskolin, in the continued presence of both 100 nM 5-HT and 100 nM Iso, also had no further

effect.

A number of studies of human atrial myocytes have suggested a sensitisation of the 5-

HT receptor and its signalling pathway in material obtained from patients who have followed

treatment with beta-blocker compounds.10,15 In this study we have compared the results

obtained in tissue from patients treated with beta-blockers and those who had followed other

regimes of medication. In our material there was no significant difference in the ability of 5-

HT to stimulate the production of cAMP (Fig. 6A) or to increase ICaL (Fig. 6B) in the two

groups.

DISCUSSION

It is counterintuitive to consider that a ligand with lesser effect will provoke

arrhythmia rather than a ligand with greater effect. Yet this is the situation with regard to the

effects of 5-HT and Iso upon human atrial myocytes. In this study we confirm that there is an

imbalance between the ability of 5-HT to provoke the production of intracellular cAMP and

to increase one of the key targets of the cAMP signalling pathway in cardiac myocytes, the L-

type Ca2+ current. Thus although 5-HT evoked the production of less cAMP than Iso,1,16 it
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equally and maximally increased the amplitude of ICaL.2 It is also worthy of note that

although Iso evoked the production of more cAMP than 5-HT, this was less than that resulting

from the direct stimulation of the adenylate cyclase with forskolin, while Iso and forskolin

also evoked similar and maximal augmentation of ICaL.

The simplest explanation of these results is that the ceiling for the increase of ICaL

caused by cAMP activation of PKA is lower than the level of cAMP evoked by 5-HT and

therefore much lower than the levels of cAMP produced by either Iso or forskolin. On the

other hand recently a number of studies have highlighted the effects of localised rather than

general increases in cAMP resulting from stimulation of G-protein linked receptors. This may

derive from a close physical association between receptor, enzyme and effecter.17-21 It may

result from simultaneous activation of Gi as well as Gs, limiting activation of the adenylate

cyclase.22,23 It may be caused by phosphodiesterases forming a physical barrier to the

diffusion of cAMP.24 Further studies are required to determine the extent and the locality of

the increase in cAMP which results from stimulation of 5-HT receptors in human atrial

myocytes.

We thus find that the apparent efficacy of 5-HT, Iso and forskolin to produce cAMP

does not relate to their relative efficacy to increase the amplitude of ICaL. Other studies have

evaluated the efficacy of ligands to increase ICaL with reference to the current amplitude

recorded under basal condition in the absence of any agonists.25 In this way, tissue obtained

from patients treated with beta-blockers show an increase of the effects of 5-HT.10 It has also

been suggested that Iso is more efficient to increase ICaL in cells obtained from infants than

in cells obtained from adults.25 In our study we noted a very wide range of values for the

amplitude of ICaL recorded under basal conditions in adult human atrial myocytes ( 0.16 to

7.41 pA/pF : n = 141). In consequence, the expression of the efficacy of each ligand relative

to basal, led to extreme values which ranged from a 2-fold to a 50-fold increase. Since these
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results could be obtained from the same batch of cells isolated from the tissue obtained from a

single patient, this cannot be due to either medication or age or sex. We note also that in our

study we were able to record extremely small basal ICaL amplitude in cells obtained from

adult patients, this therefore cannot be considered to be a defining characteristic of ICaL in

human infants.25

This extreme variation in basal ICaL amplitude and consequent wild variety of the

apparent efficacy of the effects of the different ligands led us to evaluate the behaviour of

ICaL in each isolated myocyte by the application of 10 µM forskolin. In this way, by directly

stimulating the adenylate cyclase, we could evaluate the capacity of each myocyte to produce

cAMP and the consequent maximal increase in ICaL. Thus, although it might have seemed

that in different cells, 5-HT or Iso might result in absolute terms to increase ICaL to different

levels, the application of forskolin was able to reveal the amplitude of ICaL of which each cell

was capable. In this way we can be certain that both 5-HT and Iso were both capable of

maximal stimulation of ICaL. This method prevented us from finding the apparent

sensitisation of the effects of 5-HT in cells obtained from patients treated with beta-blockers

which was reported by Pau et al. 200315, since even in cells which were obtained from

patients which had not followed such treatments, 5-HT evoked maximal activation of ICaL.

A number of studies have suggested that treatment of patients with -adrenergic

receptor blockers leads to an increase of the effects of 5-HT4 receptor stimulation.10,15,26 In

this study, 13 of the 36 patients had been treated with β-blockers. In measurements of the

effects of 5-HT upon either cAMP production or Ca2+ current amplitude, there were no

significant differences between results obtained from these two groups (Fig. 6). Therefore, we

could find no evidence for a systematic upgrading of the 5-HT4 receptor in patients treated

with -adrenergic blockers.
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The absence of an effect of ML10375 upon either basal cAMP production or the basal

Ca2+ current contradicts results obtained in expression systems.14,27 Thus either this compound

is not an inverse agonist of the 5-HT4 receptor, or, in human atrial myocytes the receptor does

not show constitutive activity. Nevertheless, it completely inhibited the effects of 5-HT and

therefore, acts as an antagonist which could suggest that it is isoforms a and b of the

receptor28,29 which are functional in this tissue.

This study provides a step towards understanding the paradox which arises from the

fact that whereas the known actions of 5-HT upon human atrial myocytes are quantitatively

less than those resulting from -adrenergic stimulation, it is the former and not the latter

which is frequently associated with atrial arrhythmia and the prolongation of atrial

fibrillation.5,30 It has been suggested that the effects of 5-HT upon the physiology of human

atrial myocytes were limited by comparison with those of Iso because the 5-HT4 receptor was

linked to the activation of Gi as well as Gs proteins.22 But other studies1-3,5,10,11,15,16,26 have

observed effects of 5-HT upon human atrial myocytes in the absence of treatment with PTX

and here (Fig. 2) 5-HT maximally increased ICaL in the absence of inhibition of Gi. There is

therefore no evidence for a difference in the signalling pathway used by the 5-HT4 receptor

relative to that used by the -adrenergic receptor that could account for its particular

association with arrhythmia.5 On the other hand, we did find that the addition of low, barely

active as individual concentrations of 5-HT and Iso, provoked maximal activation of ICaL. It

is therefore possible that 5-HT released from aggregating platelets during haemodynamic

stress5,8 would concur with low level -adrenergic stimulation due to sympathetic tone which

could then result in maximal activation of ICaL. How this could result in arrhythmogenic Ca2+

overload5 remains to be determined, but rather than surcharge of the sarcoplasmic reticulum6

which would result also from β-adrenergic stimulation, we propose a new mechanism. The

localised production of cAMP and activation of PKA in subsarcolemmal microdomains could
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result in maximal activation of the L-type Ca2+ current (Fig. 2) and maximal Ca2+ entry into

the cells. But, if this is not associated with enhanced Ca2+ uptake by the sarcoplasmic

reticulum due to PKA phosphorylation of phospholamban31 Ca2+ would accumulate in the

sub-membrane fuzzy space and could provoke extra systoles and thus initiate atrial

fibrillation. Further studies will be undertaken to test this hypothesis.

CONCLUSION

This study confirms that while 5-HT and Iso result in different levels of production of cAMP

in human atrial myocytes both agonists are able to equally and maximally increase the L-type

Ca2+ current.1,2 We also find that threshold concentrations of each agonist, added together

result in maximal activation of ICaL. The secretion of 5-HT from platelets and sympathetic

background tone could therefore combine to provoke an imbalance between Ca2+ entry and

myocyte contractility2,5,10 which would result in arrhythmogenic Ca2+ overload.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Stimulation of cAMP production by 5-HT, isoproterenol and forskolin in human

atrial myocytes. cAMP production is expressed as a percentage of that recorded in the absence

of agonists (basal). Cells were stimulated for 15 minutes with either 20 nM (6 values from 4

patients) or 1 µM 5-HT (38 values from 27 patients); 20 nM (6 values from 4 patients) or 1

µM isoproterenol (Iso: 13 values from 12 patients); or 10 µM Forskolin (Fk: 10 values from

10 patients). Columns and bars represent the mean  s.e.m. values. Stars indicate p<0.05 with

one-way ANOVA for comparison with basal. Crosses indicate p<0.05 with one-way ANOVA

for comparison between 1 µM 5-HT and 1 µM Iso, and between 1 µM Iso and 10 µM

Forskolin.
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Figure 2. Stimulation of L-type Ca2+ currents by 5-HT, isoproterenol and forskolin in two

representative human atrial myocytes. The graphs represent the time course of the reaction of

the Ca2+ current to the superfusion of different agonists for the periods indicated by the bars.

Representative traces of Ca2+ currents recorded at the indicated points in each experiment are

shown above each graph. A. The effects of 5-HT. B. The effects of isoproterenol.
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Figure 3. Stimulation of L-type Ca2+ currents by 5-HT, isoproterenol and forskolin. ICaL is

expressed as a percentage of that recorded in the absence of agonists (basal). Cells were

stimulated with either 20 nM (9 values from 4 patients) or 1 µM 5-HT (36 values from 9

patients); 20 nM (7 values from 2 patients) or 1 µM isoproterenol (Iso: 7 values from 2

patients); 20 nM 5-HT and 20 nM isoproterenol (Iso : 6 values from 3 patients) or 10 µM

Forskolin (Fk: 36 values from 13 patients). Columns and bars represent the mean  s.e.m.

values. Stars indicate p<0.05 with one-way ANOVA for comparison with basal. NS indicates

no significant difference with one-way ANOVA for comparison between 20 nM 5-HT plus 20

nM Iso and 10 µM Forskolin.
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Figure 4. Abolition of the effects of 5-HT by ML 10375.

A. The effects of 1 µM ML10375, 5-HT and Forskolin upon the Ca2+ current. Agonists were

applied to this representative myocyte for the periods indicated by the bars. Individual Ca2+

currents recorded at the indicated points are shown above the graph.

B. The effects of 1 µM ML 10375 upon cAMP production. Columns and bars represent the

mean and s.e.m. values. ML : 1 µM ML 10375 (8 values from 8 patients). 5-HT : 1 µM 5-HT

(38 values from 27 patients). ML+5-HT : 1 µM ML 10375 + 1 µM 5-HT (7 values from 7

patients).



Résultats -Discussion

184

Figure 5. Stimulation of L-type Ca2+ currents by mixtures of 5-HT, isoproterenol and

forskolin in one representative human atrial myocyte. The graph represents the time course of

the reaction of the Ca2+ current to the superfusion of the different agonists for the periods

indicated by the bars. Representative traces of Ca2+ currents recorded at the indicated points

are shown above the graph.
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Figure 6. Effects of β-blocker treatments on 5-HT stimulation of human atrial myocytes

A. cAMP production evoked by 1 µM 5-HT in cells from patients treated with (12 values

from 8 patients) or without (26 values from 19 patients) β-blockers. cAMP production is

expressed as a percentage of that recorded in the absence of agonists.

B. L-type Ca2+ currents in presence or absence of 1 µM 5-HT in cells from patients treated

with (20 values from 5 patients) or without (16 values from 4 patients) β-blockers.

Columns and bars represent the mean  s.e.m. values. Stars indicate p<0.05 with one-way

ANOVA for comparison with basal (in absence of agonist). NS indicates no significant

difference with one-way ANOVA for comparison between 5-HT stimulation on cells from

patients treated with or without β-blockers.



Résultats -Discussion

186

Fig 1

*
*

++

Iso5-HT

0

200

400

600

*cA
M

P
 p

ro
du

ct
io

n 
   

 (%
 o

f b
as

al
)

*
10

 µ
M

 F
k

1 
µM

20
 n

M
 

1 
µM

 

ba
sa

l

20
 n

M
 



Résultats -Discussion

187
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Fig 3
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Partie 3 : Détection d’auto-anticorps dirigés contre le récepteur 5-HT4 humain

cardiaque dans le sérum de patients atteints de fibrillations auriculaires d’origine

inconnue. Effets fonctionnels des auto-anticorps sur les myocytes atriaux humains

exprimant le récepteur 5-HT4

A-Détection de la présence d’auto-anticorps dirigés contre le récepteur 5-HT4 humain

cardiaque dans le sérum de patients atteints de fibrillations auriculaires paroxystiques

idiopathiques

1-Présence d’anticorps dirigés contre le peptide G21V

18 sérums de patients ont été utilisés dans cette étude : 8 proviennent de sujets sains

(témoins) et 10 (P1 à P10) de patients atteints de fibrillations auriculaires d’origine inconnue.

Ces 10 échantillons proviennent d’une séléction longue et rigoureuse établie d’après des

critères précis. Les IgG précipitées au sulfate d’ammonium des différents sérums ont été

analysées par la technique ELISA contre le peptide G21V mimant la seconde boucle

extracellulaire du récepteur 5-HT4. Deux patients, P2 et P6, présentent dans leur sérum des

auto-anticorps dirigés contre cette séquence peptidique (Tableau V). Ces anticorps semblent

reconnaître des épitopes linéaires.

Tableau V : Test ELISA : Réactivité de la fraction d’IgG précipitées de patients atteints de
fibrillations auriculaires paroxystiques idiopathiques face au peptide G21V mimant la seconde
boucle extracellulaire du récepteur h5-HT4

La reconnaissance spécifique est établie suivant un rapport S/N > 2. Le ratio S/N correspond au
rapport de la DO des IgG patients sur la DO des IgG témoins. Le contrôle positif est obtenu avec
l’anticorps anti-G21V. Les valeurs sont des moyennes ± s.e.m

Patient 1
Patient 2
Patient 3
Patient 4
Patient 5
Patient 6
Patient 7
Patient 8
Patient 9
Patient 10
anti-G21V*

-
+
-
-
-
+
-
-
-
-
+

(0,84 ± 0,09)
(2,15 ± 0,05)
(0,86 ± 0,02)
(1,07 ± 0,06)
(1,20 ± 0,09)
(2,28 ± 0,03)
(1,77 ± 0,06)
(1,56 ± 0,09)
(1,70 ± 0,03)
(1,00 ± 0,03)
(3,00 ± 0,02)

S/NPatients

* : contrôle positif

Présence spécifique
d’anticorps (+)
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2-Présence d’anticorps dirigés contre le récepteur humain 5-HT4(e) exprimé dans les cellules

CHO clone1

Afin de détecter dans le sérum de ces patients la présence d’auto-anticorps dirigés

contre le récepteur 5-HT4, une analyse en cytométrie de flux a été réalisée. Les fractions

d’IgG ont été appliquées à la surface des cellules CHO clone 1 exprimant l’isoforme (e) de ce

récepteur. Les contrôles négatifs sont représentés par le mélange des 8 solutions d’IgG

précipitées des patients témoins (figure 20b). La moyenne géométrique de l’intensité de

fluorescence est de 337. Deux patients sur dix, P2 et P6, présentent une intensité plus élevée

que le mélange des témoins : 539 pour le patient P2 (figure 20c) et 507 pour le patient P6

(figure 20d). Pour les autres patients (P1, P3, P4, P5, P7, P8, P9 et P10) aucune fixation

spécifique sur le récepteur 5-HT4(e) a été détectée. En effet, le patient P8 montre une moyenne

de 338 (figure 20e). Cette étude a permis de montrer la présence d’auto-anticorps

reconnaissant spécifiquement le récepteur 5-HT4(e) dans le sérum de deux patients sur dix : P2

et P6.

Figure 20 : Identification par cytométrie de flux de la fixation d’auto-anticorps sur le récepteur
h5-HT4(e) exprimé dans les cellules CHO clone 1

20 µl de la fraction d’IgG précipitées des patients sains et atteints de fibrillation auriculaire ont été
appliqués pendant 30 min à la surface des cellules CHO clone 1. IgG de : (b) témoins mélangés; (c)
patient P2; (d) patient P6; (e) patient P8. (a) correspond au contrôle négatif. Représentation de
l’intensité de fluorescence suite à une analyse avec le programme CelleQuest (Becton Dickinson,
SanatClara CA USA). Expérience représentative.
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B-Effets fonctionnels des IgG préciptées des patients P2 et P6 sur les myocytes atriaux

humains

1-Effets des IgG précipitées sur la production d’AMPc

Nous avons étudié l’activité des fractions d’IgG des témoins (T) et des patients P2, P6

et P8 sur le récepteur 5-HT4 dans les myocytes atriaux humains (figure 21A). Les IgG de P8

ont été choisies pour représenter les patients atteints des fibrillations auriculaires sans

détection d’anticorps dirigés contre le récepteur 5-HT4. Quelque soit les fractions analysées,

aucun changement significatif a été observé sur la production basale d’AMPc : 86 ± 19 %

pour T, 100 ± 6 % pour P2, 86 ± 15 % pour P6 et 88 ± 16 % pour P8 (figure 21A). Dans

d’autres expériences, les IgG précipitées ont été incubées avec 1 µM de 5-HT (figure 21B).

Dans ces conditions expérimentales, la production intracellulaire est augmentée de façon

similaire à celle obtenue en présence de 5-HT seule (figure 17A). Les valeurs mesurées sont

de 198 ± 15 % pour T, 212 ± 11 % pour P2, 234 ± 21 % pour P6 et 205 ± 18 % pour P8 par

rapport à 185 ± 9 % avec la 5-HT seule. Les IgG précipitées ne modifient pas l’activité

fonctionnelle du récepteur 5-HT4. De plus, elles n’inhibent pas l’action de la 5-HT. Bien que

les patients P2 et P6 contiennent des auto-anticorps dirigés contre le récepteur 5-HT4, aucune

réactivité fonctionnelle visible n’a pu être détectée par la voie de transduction AMPc.

A B

Figure 21 : Activité fonctionnelle des fractions IgG sur la production d’AMPc dans les myocytes
atriaux humains

Les myocytes atriaux humains sont soit incubés avec les IgG précipitées (dilution : 25) seules pendant
15 min (A), soit pré-incubées avec les fractions IgG (dilution : 25) pendant 15 min suivie de l’addition
de 5-HT (1 µM) pendant 15 min supplémentaires (B). Résultats normalisés par rapport au niveau
basal. Valeurs correspondant à la moyenne  s.e.m : * : p<0,05 en comparaison avec le basal.
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2-Effets des IgG précipitées sur l’amplitude du courant ICa2+,L

Etant donné que les IgG des patients n’induisent pas de modifications du taux d’AMPc

intracellulaire, nous avons recherché un effet fonctionnel potentiel à un autre niveau dans les

cellules. Nous avons donc sélectionné comme pour les travaux effectués dans la partie 2 de ce

mémoire, le canal calcique de type L. Les valeurs de l’amplitude du courant calcique sont

normalisées par rapport aux intensités maximales obtenues avec la forskoline.

Les IgG des témoins (T) et des patients (P6 et P8) diminuent significativement

l’amplitude du courant ICa2+,L par rapport à une application de 10 µM de forskoline

(figure 22C). Les valeurs mesurées sont de 28 ± 5,7 % pour T (figure 22C); 47 ± 8,2 % pour

P6 (figure 22C) et 41 ± 7,4 % pour P8 (figure 22C). De plus, ces intensités sont inférieures ou

égales à celles observées en condition basale (45 ± 6,4 %; figure 22C). Ces diminutions

pourraient être liée à une très grande variabilité des amplitudes de courant mesurées au sein

des myocytes atriaux humains isolés, ainsi qu’au « run down » du courant fréquemment

observé sur ces préparations cellulaires.

Nos résultats indiquent également que les IgG du patient P8 inhibent le courant

calcique induit par la 5-HT (38 ± 6,8 %; figure 22A, B et C). De plus, cet effet est réversible

(figure 22B). Des résultats comparables ont été obtenus avec les IgG du patient P6 (32 ± 5 %;

figure 22C) et des témoins T (22 ± 3,5 %; figure 22C). Les données obtenues avec les témoins

sont extrêmement surprenantes. Elles suggèrent que les fractions IgG précipitées (T)

contiennent un facteur qui peut entraîner l’inhibition du courant calcique ICa2+,L induit par une

stimulation sérotoninergique. Cet élément serait présent dans toutes les solutions d’IgG et

aurait une action complètement réversible.

Nous avons voulu savoir si cet effet inhibiteur était spécifique de la voie

sérotoninergique. Les IgG du patient P8 ont donc été incubées en présence d’isoprotérénol sur

les myocytes atriaux humains (1 µM; figure 23A). Les résultats indiquent que les IgG

inhibent également le courant ICa2+,L induit par la voie β-adrénergique de façon réversible

(figure 23A). Toutefois, ce facteur ne bloque pas les effets de la forskoline (figure 23B).
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A B

C
1-basal 5-(T)+5-HT

2-T 6-(P6)+5-HT

3-P6 7-(P8)+5-HT

4-P8 8-5-HT

9-Fk

Figure 22 : Effet fonctionnel des fractions d’IgG précipitées sur le courant calcique ICa2+,,L induit
par une stimulation sérotoninergique

Evolution du courant ICa2+, L en fonction du temps au cours de deux protocoles expérimentaux: (A)
Application d’IgG du patient P8 puis de 20 nM et 1 µM 5-HT suivi de l’ajout de 10 µM forskoline;
(B) Incubation en présence de 5-HT (1 µM) suivie de l’addition d’IgG du patient P8 (dilution : 25);
(C) Activité fonctionnelle des différentes fractions d’IgG sur le ICa2+, L en présence et en absence de
5-HT. Résultats normalisés par rapport à la forskoline : * : p<0,05. T, témoin; P6 et P8, patients
atteints de fibrillations auriculaires avec et sans auto-anticorps respectivement; Fk, forskoline.
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A B

Figure 23 : Effet fonctionnel des fractions d’IgG précipitées du sérum de patient P8 sur le
courant calcique suite à une stimulation -adrénergique et à l’addition de forskoline

Evolution du courant ICa2+, L au cours du temps en fonction de deux protocoles expérimentaux: (A)
Application de 1 µM d’isoprotérénol suivi de l’ajout d’IgG du patient P8 (dilution : 25); (B)
Incubation de cellules atriales avec 10 µM de Forskoline (Fk) suivie de l’addition d’IgG de P8
(dilution : 25).

Les fractions d’IgG précipitées au sulfate d’ammonium contiennent donc un élément

qui inhibe le courant calcique de type L stimulé par les voies sérotoninergiques et

β-adrénergiques. Les expériences présentées dans la figure 23B permettent d’exclure une

action directe de ce facteur sur le canal calcique. Nos données suggèrent plutôt un rôle dans la

cascade de transduction avant l’adénylate cyclase.

Ce facteur pourrait être soit une immunoglobuline de type G, soit une substance

contaminante (protéine, lipide…). Il semble donc impossible d’observer dans ces conditions

une activité fonctionnelle potentielle des auto-anticorps identifiés dans le sérum du patient P6.

C-Conclusions et perspectives

La présence d’auto-anticorps dirigés contre le récepteur 5-HT4 dans le sérum de

patients atteints de fibrillations auriculaires paroxystiques idiopathiques, a été identifiée pour
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retrouvée lors de cette pathologie est évaluée à 30 % des cas (Frustaci et al., 1997). La

proportion établie dans notre étude se rapproche ainsi de celle proposée. Ces résultats valident

donc notre hypothèse suivant laquelle le récepteur 5-HT4 cardiaque serait la cible d’auto-

anticorps chez des patients atteints de fibrillations auriculaires idiopathiques.

Les IgG précipitées n’induisent pas de modification du taux basal d’AMPc et

n’inhibent pas l’action de la 5-HT (via les mesures d’AMPc). Ces données sont similaires à

celles obtenues avec l’anticorps anti-G21V. Ces similitudes d’effets valident donc les résultats

de notre étude.

Des travaux antérieurs réalisés au laboratoire ont montré que l’anticorps anti-G21V

induisait une effet de type antagoniste sur le courant calcique ICa2+,L suite à une stimulation

sérotoninergique (Sallé et al., 2001). Avec les auto-anticorps, nous n’avons pas pu détecter

d’activité en raison du facteur contaminant présent dans les fractions IgG précipitées. Cet

élément inhibe de façon réversible le courant ICa2+,L suite à une stimulation sérotoninergique

et β-adrénergique et est sans effet sur l’activité de l’adénylate cyclase. Il semble donc agir sur

la cascade de transduction en amont de cette enzyme. L’effet inhibiteur pourrait provenir de

l’activation d’une protéine Gi au sein de microdomaines de régulation. En effet, il inhibe le

courant calcique et ne modifie pas la production globale d’AMPc intracellulaire. La nature de

cet élément pourrait être de deux types : 1) soit une IgG qui pourrait induire l’activation d’une

protéine Gi et inhiber le courant ICa2+,L , 2)soit un lipide. Suivant la littérature, un facteur

inhibant ICa2+,L semblerait être présent dans des sérums dialysés d’homme et de certains

mammifères (Banach et al., 1993a). Il serait également activateur du canal IK,Ach présent sur

des myocytes de cobaye (Banach et al., 1993b; Bunemann & Pott, 1993). Cet élément est un

sphingolipide qui intéragit avec un récepteur membranaire spécifique couplé à une protéine

Gi, le récepteur sphingosine-1-phosphate (Tigyi & Miledi, 1992; Banach et al., 1993a;

Bunemann & Pott, 1993; Bunemann et al., 1995; Bunemann et al., 1996; Van Koppen et al.,

1996; An et al., 2000; Himmel et al., 2000; Liliom et al, 2001). De plus, ce lipide a la

propriété de se lier à l’albumine. Il est donc plausible qu’une fraction contaminante

d’albumine ait précipité avec les IgG lors du traitement des sérums de patients au sulfate

d’ammonium (33 %).

Afin de poursuivre et d’affiner cette étude, il serait nécessaire de sélectionner de

nouveau des sérums de patients atteints de fibrillations auriculaires paroxystiques

idiopathiques. Le nombre de patients étudiés devra être plus grand ainsi que les volumes de

sérums pour pouvoir purifier les immunoglobulines de type G par affinité contre le peptide

G21V.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES GENERALES

Nos travaux ont permis pour la première fois de montrer qu’un anticorps dirigé contre

la seconde boucle extracellulaire d’un RCPG cardiaque pouvait avoir des effets fonctionnels

variés sur l’activité de son récepteur. En effet, l’anticorps anti-G21V peut agir comme un

agoniste, un agoniste inverse ou induire aucun effet sur le récepteur h5-HT4(e) recombinant.

Ces actions sont différentes de celles observées avec d’autres anticorps anti-récepteurs RCPG

tels que le récepteur β2-adrénergique (Mijares et al., 1996b, Lebesgue et al., 1998) et le

récepteur M2 muscarinique (Elies et al., 1998, Nascimento et al., 2001). Les caractéristiques

fonctionnelles de l’anti-G21V semblent dépendre du type cellulaire étudié et de la densité

d’expression du récepteur. Récemment, Peter et al., 2003 a montré que la nature des anticorps

pouvait également influencer leur activité fonctionnelle. Nos résultats obtenus en système

d’expression, bien que réalisés sur une seule isoforme du récepteur h5-HT4, pourraient

permettre d’évaluer les conséquences physiologiques liées à la fixation de cet anticorps sur

son récepteur.

Dans les cardiomyocytes humains, l’anticorps anti-G21V inhibe la réponse

sérotoninergique en diminuant l’amplitude du courant calcique sans toutefois modifier le taux

d’AMPc intracellulaire. Ces données suggèrent que :

- Des voies de transduction autres que la voie adénylate cyclase/AMPc seraient activées en

présence de l’anticorps. Ces cascades moduleraient l’activité du canal calcique (voie

GMPc, IP3/PKC…..)

- Et/ou les récepteurs h5-HT4 ou une proportion d’entre eux seraient présents autour du

canal calcique au sein de microdomaines de régulation.

Nous avons pu également montrer pour la première fois, la présence d’une composante

auto-immune dirigée contre le récepteur h5-HT4 cardiaque chez deux patients sur dix atteints

de fibrillation auriculaire d’origine indéterminée. Les fractions IgG précipitées du sérum de

ces patients induisent la même réponse cellulaire que l’anticorps anti-G21V sur les myocytes

atriaux humains, à savoir : pas de modification du taux d’AMPc intracellulaire suite à une

stimulation sérotoninergique. Quel est donc le rôle physiopathologique de ces auto-anticorps ?

Sont-ils impliqués dans le maintien des fibrillations auriculaires ? Les fibrillations sont

étroitement associées à une surcharge calcique des cellules atriales (Kaumann, 1994 ; Allessie

et al., 2002). Parmi les voies de transduction pouvant être stimulées par l’anticorps citées dans

la partie 2/conclusion, seule la voie IP3/PKC pourrait être à l’origine d’une accumulation de

calcium intracellulaire. En effet, la PKC inhiberait le canal calcique pendant que l’IP3
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provoquerait une libération du calcium contenu dans le RS. Toutefois, cette charge calcique

intracellulaire serait - elle suffisante pour provoquer ou maintenir des arythmies auriculaires ?

Cette composante auto-immune pourrait à l’inverse avoir un rôle de protection cardiaque

et/ou de régulation des effets arythmogènes provoqués par le récepteur h5-HT4. Ce récepteur

est toujours associé à des réponses arythmogènes contrairement au récepteur β-adrénergique.

Par conséquent, si les anticorps inhibent l’activité sérotoninergique sur les cellules atriales, ils

auront un effet bénéfique en diminuant les arythmies auriculaires. Il reste cependant à

comprendre pourquoi et comment le récepteur h5-HT4 est impliqué dans des arythmies

auriculaires, alors que les récepteurs β-adrénergiques ne le sont que rarement.

Nos résultats nous ont permis de proposer un modèle d’action du récepteur h5-HT4

cardiaque. Ce dernier s’appliquerait exclusivement dans un contexte physiopathologique. Lors

d’agrégation plaquettaire par exemple, la sérotonine sera libérée abondamment dans la

circulation sanguine. Les récepteurs h5-HT4 seront activés par de fortes concentrations de

5-HT, de l’ordre du micromolaire. Ils provoqueront une augmentation importante du taux

d’AMPc intracellulaire. Cette augmentation sera cependant plus faible que celle provoquée

par une stimulation -adrénergique. Par conséquent lors d’une stimulation sérotoninergique,

le recaptage du calcium dans le RS sera plus modéré. En effet, la quantité d’AMPc produite

étant plus petite, les protéines PKA seront donc moins activées. Les phospholambanes seront

moins phosphorylés et les protéines SERCA seront moins actives. Si le recaptage du calcium

est plus faible, alors la quantité de Ca2+ libéré du RS via le récepteur de la ryanodine RyR sera

également plus petite. Les protéines contractiles seront donc moins activées et la force de

contraction développée sera plus faible lors d’une stimulation sérotoninergique par rapport à

une stimulation -adrénergique.

Parallèlement, les récepteurs h5-HT4 induiront une activité maximale du canal calcique ICa2+,L.

Une élévation importante de la concentration en calcium se produira sous la membrane,

probablement au sein de microdomaines de régulation. L’entrée de cet ion provoquera la

sortie de calcium du RS par un phénomène de CICR. Ces phénomènes seront similaires lors

de stimulations sérotoninergique et β-adrénergique. Cependant, le pourcentage de recapture

du calcium par le RS est dépendant de la substance appliquée. En présence de sérotonine, ce

mécanisme étant plus faible, il restera donc une quantité de calcium sous-membranaire

supérieure à celle détectée en présence d’isoprotérénol. Cette surcharge calcique activera alors

l’échangeur Na+/Ca2+, afin d’extruder le surplus de calcium. Cette protéine transmembranaire

a une activité électrogénique. Son activation excessive provoquera la formation d’un courant
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entrant ionique supérieur à la normale. Ce processus pourrait alors être à l’origine d’arythmies

auriculaires.

Ce modèle devra être étudié et disséqué afin de connaître la participation de chaque

composante (RS, calcium, échangeur Na+/Ca2+). Cette caractérisation permettra de valider ou

de réfuter ce mécanisme général d’action du récepteur 5-HT4 au niveau de la cellule cardiaque

dans des conditions pathologiques.

D’autre part, il est indiqué dans la littérature que l’AMPc agit directement sur le canal

If . Ce second messager active ce courant, nommé courant pacemaker au niveau de l’oreillette

(Di Francesco & Tortora, 1991). Dans les myocytes atriaux humains, le récepteur h5-HT4

induit également l’activation de ce courant. Cette stimulation pourrait alors participer à la

génèse ou à la prolongation des arythmies auriculaires (Pino et al., 1998).

Il serait donc intéressant de poursuivre notre projet en étudiant l’activité de l’anticorps

anti-G21V et des auto-anticorps sur l’amplitude du courant calcique ICa2+,L et du courant If

après fixation sur le récepteur h5-HT4, afin de mieux comprendre les phénomènes d’arythmie

auriculaire.

Enfin, nous pourrions envisager de vérifier la présence de sphingolipides dans les

fractions d’IgG de patients atteints de fibrillations auriculaires paroxystiques idiopathiques et

d’analyser leurs effets fonctionnels sur le récepteur sérotoninergique. En effet, ces lipides sont

stockés, comme la 5-HT, dans les plaquettes sanguines (Kaumann, 1994 ; Yatomi et al.,

1997). Après agrégation et lyse plaquettaire, ces deux substances peuvent donc être libérées

simultanément dans la circulation. Les sphingolipides et la 5-HT agissent respectivement sur

des récepteurs couplés à la protéine Gi et Gs à la surface des cardiomyocytes humains (Ouadid

et al., 1991 ; Himmel et al., 2000). Ces molécules pourraient donc permettre de réaliser par

leurs effets opposés, une régulation de l’activité du canal calcique de type L. Les

sphingolipides pourraient alors modifier l’action de la sérotonine. Suivant leur cinétique

d’action sur les cellules atriales, ces substances (sérotonine-sphingolipides) libérées de façon

massive et irrégulière pourraient participer à la génèse et au maintien de la fibrillation

auriculaire.
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