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AVANT - PROPOS

Le changement du titre de cette deuxieéme édition de I’ouvrage “Endocrinologie,
fondements physiologiques”, qui devient “Endocrinologie et communications
cellulaires”, traduit I’ampleur des modifications ou des compléments apportés a la
premiere édition.

La contribution des collaborateurs, qui ont bien voulu apporter le fruit de leur
compétence a cet ouvrage, a permis non seulement une réactualisation des données de
I’Endocrinologie, mais aussi une extension du public concerné.

Les collaborateurs en médecine clinique (Docteurs Robert ELKAIM, Philippe LEGER
et Danielle PALLO) et hospitalo-universitaires (Professeurs Ivan BACHELOT et Robert
HALIMI) ont contribué a une “médicalisation” de cet ouvrage et en font un outil
utilisable non seulement pour les étudiants en médecine, mais aussi pour les méde-
cins désireux d’actualiser leurs connaissances en endocrinologie. La participation de
spécialistes de la communication cellulaire, comme Claude COCHET et Jean
VERDETTI, devrait faire de cet ouvrage une référence pour les étudiants de troisicme
cycle orientés vers la recherche dans ce domaine.

Compte tenu de son importance croissante dans la vie quotidienne, le stress a été
particulierement développé (chap. 6, § 5), ainsi que ses conséquences sur le systéme
immunitaire (chap. 16, § 4).

La partie “Endocrinologie de la reproduction” a été enrichie d’un chapitre (chap. 15)
qui apporte des données actuelles particulierement utiles aux enseignants du secon-
daire, dans le cadre du planning familial et de la procréation médicalement assistée.

L’évolution du profil démographique vers un accroissement du nombre de personnes
agées a justifié I’approfondissement du role de I’épiphyse en rapport avec le
vieillissement (chap. 10, § 2.3) et des additions dans d'autres chapitres sur les aspects
endocriniens du vieillissement (chap. 4, § 4.2.6 et 4.3.3 ; 6, § 6).

Dans cette deuxieme édition, nous avons voulu également souligner le développe-
ment de disciplines intégrées qui donnent lieu a des recherches fécondes, telles la
psycho-neuro-endocrinologie (chap. 4, § 10), I’endocrino-immunologie (chap. 16) et
la psycho-neuro-immunologie (chap.16, § 4) dont I’ensemble constitue le cadre d’une
psycho-neuro-immuno-endocrinologie.

Enfin, cette actualisation n’a été possible que grace au Professeur Jean VERDETTI qui
a accepté d’€tre co-auteur de cette deuxieme édition, en nous faisant bénéficier de ses
connaissances, fondées sur une recherche de pointe, et de ses qualités de pédagogue.
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Nos remerciements vont a J. BORNAREL et a son équipe, pour leur patience et leur
confiance malgré la charge représentée par cette deuxieme édition, ainsi qu'aux
membres du comité de lecture, J. ANDRE, E.E. BAULIEU, E. CHAMBAZ et J.E.
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INTRODUCTION

1. GENERALITES

1.1. ENDOCRINOLOGIE ET PHYSIOLOGIE DES REGULATIONS

La complexité croissante des organismes pluricellulaires a conduit a la mise en place

de systemes de régulations responsables d’un contrdle coordonné des “grandes

fonctions” végétatives et sexuelles, dans le cadre de leurs interactions réciproques et
de leur adaptation a I’environnement. Au cours de 1’Evolution, trois systemes de
régulations se sont ainsi successivement développés :

* 2 partir des Ccelentérés, le systeme nerveux central (SNC), spécialisé dans
I’interface environnement/organisme (organes sensoriels), et dans une régulation
rapide sur des cibles individuelles ;

e 2 partir des vers, le systéme neuro-endocrinien, puis endocrine périphérique,
spécialisé dans un contrdle plus lent et soutenu, exercé sur des cibles diversifiées ;

* a partir des invertébrés supérieurs, le systeme immunitaire, spécialisé dans la
destruction des protéines étrangeres a I’individu (protéines du non-soi).

Au niveau élémentaire, un systeme de régulation se définit comme une collection de
“composants” interconnectés et interagissants, avec notamment : des composants
détecteurs (transducteurs de signaux physiques ou chimiques internes ou externes),
des composants d’intégration de signaux d’origines diverses, y compris génétiques,
et des composants de transmission, assurant la continuité de la transmission inter-
cellulaire de I’information codée (influx nerveux, pulsatilit¢ hormonale) a I’intérieur
des systemes de régulation.

Les signaux de communication intercellulaire sont de nature physique (potentiel
d’action, potentiel récepteur) ou chimique. Les principaux signaux chimiques sont des
stéroides, des acides aminés ou leurs dérivés, et des peptides. Quelle que soit leur
nature chimique, ils se distinguent au niveau fondamental, avant tout par le compar-
timent du milieu intérieur a travers lequel ils assurent la communication inter-
cellulaire. On distingue ainsi :

* les signaux diffusant dans le liquide interstitiel : facteurs locaux paracrines et
autocrines (facteurs de croissance et de développement, facteurs de la réaction
inflammatoire et de I'immunité cellulaire), et neurotransmetteurs diffusant dans
I’espace synaptique ;
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* et les signaux sécrétés dans le sang et utilisant la convection sanguine pour
atteindre leurs cibles cellulaires : hormones et anticorps.

Le concept d’hormones n’est donc pas fondé sur une définition chimique ou
d’origine cellulaire, mais uniquement sur une définition physiologique concernant le
sous-compartiment liquidien dans lequel ces signaux sont véhiculés. C’est ainsi, par
exemple, qu’un signal de régulation chimique qui est sécrété par un neurone dans une
synapse interneuronale est un neurotransmetteur ou un neuromodulateur, alors que
s’il est sécrété dans le sang (systeme hypothalamo-hypophysaire) il est une neuro-
hormone.

1.2. LE SYSTEME NERVEUX

Le systeme nerveux de la vie de relation (syst¢éme nerveux central et systéme
nerveux périphérique) permet les relations avec le milieu extérieur. Les récepteurs
périphériques recoivent les stimulus provenant du milieu extérieur et les transforment
en messages codés qui parviennent aux centres. Le stimulus peut donner lieu a une
réponse réflexe (centre essentiellement médullaire et cérébro-tronculaire) ou a une
réponse volontaire (centre cortical : cortex cérébral). Le signal sensoriel pour le centre
comme le signal moteur pour I’effecteur (muscle strié) sont transmis de facon
caténaire, par une chaine de neurones connectés par des synapses. Le temps de latence
est bref, de I’ordre de la seconde ou de la fraction de seconde. Ce syst¢me nerveux
permet I’adaptation de I’individu au milieu extérieur.

Le systeme nerveux de la vie végétative est caractérisé par des voies motrices qui
constituent deux ensembles (orthosympathique et parasympathique) fonctionnant de
facon couplée et parfois antagoniste ; il constitue un systeme coordonnateur et
régulateur du milieu intérieur. Il contrdle en effet les grandes fonctions de 1’orga-
nisme : digestion, respiration, circulation, sexualité et intervient dans la régulation de
la température interne, de la pression artérielle, du rythme cardiaque. ..

1.3. LE SYSTEME HORMONAL
(glandes endocrines et cellules endocrines ou neuro-endocrines)

Le systeme hormonal intervient dans le métabolisme des glucides, lipides et protides,
dans la croissance, la sexualité, la régulation de la température interne, de la glycémie,
de la calcémie, de I’équilibre hydrominéral...

Les cellules endocrines déversent dans le sang des hormones qui vont agir a distance,
sur des cellules cibles, a des concentrations voisines de la nanomolarité. Leur temps
d’action varie de moins de 5 min pour les hormones hypothalamiques a quelques
heures pour les hormones stéroides. Une cellule endocrine peut fonctionner comme
un volorécepteur sensible a la variation de la volémie, comme un chimiorécepteur
sensible a la concentration ionique (Nat, Kt, Ca2*...) ou a une substance hormonale
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(celle qu’elle sécrete, c’est alors une rétroaction (feed-back) courte, ou a une autre
hormone dont elle constitue alors la cellule cible).

L’activité des hormones est liée a la qualité de leur liaison avec une protéine vectrice, a
leur affinité pour des molécules protéines “récepteurs” présentes dans la membrane
(hormones hydrosolubles) ou dans le noyau (hormones liposolubles) des cellules
cibles, a leur vitesse de dégradation (par exemple le foie) et d’excrétion (par exemple
le rein).

En fait, le fonctionnement de ces deux systemes est étroitement intriqué. En parti-
culier, ils contractent des relations étroites (corrélations neuro-humorales) au niveau
de I’hypothalamus, qui constitue une véritable “plaque tournante” entre le systeme
nerveux et le systétme hormonal, entre le milieu extérieur et le milieu intérieur. Ces
cellules de I’hypothalamus se sont différenciées dans un sens a la fois nerveux et
sécréteur (cellules neurosécrétrices) qui leur permet de répondre a des stimulus
nerveux (d’origine psychique, sensorielle...), ioniques (variation de la natrémie),
chimiques (variation de la glycémie), hormonaux ou physiques (pression osmo-
tique). Une agression exogeéne ou endogene constituant un état de stress mettra en jeu
cette plaque tournante ainsi qu’un autre organe neurosécréteur, la médullo-surrénale.

Le systeme nerveux central et le syst¢eme hormonal contribuent ainsi a maintenir la
constance du milieu intérieur (homéostasie). Une telle régulation est assurée par un
mécanisme de rétro-contrdle : feed-back dit négatif, car il tend a annuler toute
variation des constantes physiologiques.

1.4. LE SYSTEME IMMUNITAIRE

Impliqué essentiellement dans la défense de 1’organisme contre des agressions
externes ou des modifications internes (transformation virale ou cancéreuse), il
intervient de fait dans I’homéostasie. Les cellules immunitaires sécretent des sub-
stances qui agissent comme certaines hormones hypothalamiques ou hypophysaires
et sont sensibles (par des récepteurs spécifiques) a de nombreuses hormones (GH,
ACTH, prolactine, insuline, adrénaline, enképhalines et endorphines...) dont la
sécrétion est particulierement accrue lors du stress. D’autre part, la stimulation
antigénique retentit sur 1’activité électrique du cerveau ! qui exerce une influence
stimulatrice ou inhibitrice sur le systtme immunitaire. Des mécanismes de rétro-
contrdle tendent enfin a moduler et a réguler toutes les réactions du systéme
immunitaire.

1 On observe une multiplication par 3 de la fréquence des décharges dans les neurones de
I'hypothalamus ventro-médian ou de l'aire pré-optique aprés une immunisation par des
globules rouges de mouton.
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On peut concevoir avec Blalock que ces trois systemes aussi étroitement intriqués
constituent un ensemble essentiel a la régulation interne et a I’ajustement au milieu
extérieur 2,

1.5. HISTORIQUE

On peut distinguer plusieurs étapes dans I’évolution de I’endocrinologie.

* Pendant la deuxieme moitié du XIXe siecle, une période “médicale” anatomo-
clinique, o I’on définit la nature et I’action physiologique des principales glandes
endocrines : surrénale, hypophyse, thyroide... C’est la période de la physiologie
endocrinienne classique (ablation, greffe, opothérapie a I’aide d’extraits glandu-
laires...). En 1905, Bayliss et Starling créent le terme d’hormone pour désigner
une substance, la sécrétine, qui est sécrétée par la muqueuse duodénale, au
passage du bol alimentaire, pour “exciter” a distance la sécrétion des enzymes du
suc pancréatique.

e La premicre moitié du XX¢ siecle est dominée par la biochimie endocrinienne.
L’adrénaline est la premicre hormone isolée (1901) et synthétisée (1904).
L’ocytocine est la premiére hormone peptidique synthétisée (1952). L’insuline
(isolée en 1922) est la premiere hormone protéique dont la séquence peptidique
est identifiée (Sanger, entre 1944 et 1953, prix Nobel en 1958). Cette période
permet de mettre en évidence la plupart des hormones, de les isoler et d’en
préciser la structure.

* La deuxiéme moitié du XXe si¢cle est caractérisée par des recherches sur le mode
d’action des hormones (travaux de Sutherland entre 1950 et 1965, prix Nobel en
1971), sur I’adrénaline et le glucagon, puis d’autres hormones polypeptidiques,
qui mettent en évidence le role de I’AMP cyclique. Le mode d’action des sté-
roides, étudié par Jensen, O’Malley, Baulieu, n’est pas encore totalement élucidé.
La mise au point du dosage radioimmunologique des hormones (Berson et
Yalow) permet a Guillemin et Schally (prix Nobel en 1977 avec Yalow) de
purifier et d’identifier (2 partir de 1969) un certain nombre d’hormones hypo-
thalamiques. C’est alors un renouvellement de I’endocrinologie dite moléculaire,
avec :

— TD’étude approfondie de la liaison des hormones avec leur protéine vectrice et
surtout de leur action au niveau des récepteurs membranaires ou intracellu-
laires. Les hormones peuvent étre classées selon deux grands groupes :

- les hormones peptidiques ou protéiques, qui circulent a I’état libre dans le
sang, ont une demi-vie assez courte (en général moins de 60 min), un

2 1l faut remarquer toutefois que si I'hypophysectomie entraine une dépression immunitaire
que seules la GH ou la prolactine peuvent restaurer, les déficiences immunitaires graves
n'entrainent pas de troubles endocriniens notables.
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temps de latence (délai de réponse) assez bref (quelques secondes pour
Ieffet hyperglycémiant du glucagon), ne pénctrent pas dans les cellules et
agissent au niveau d’un récepteur membranaire spécifique ; leur structure a
varié au cours de 1’évolution (GH, insuline...) ;

- les hormones stéroides (gonades, corticosurrénales) ou thyroidiennes, qui
circulent dans le sang couplées a une protéine de transport (TBG, CBG,
SBG, albumine), pénetrent dans la cellule ou elles vont s’associer a une
protéine spécifique du noyau. Elles vont agir au niveau de I’ADN. Elles
ont un temps de latence assez long (quelques heures). Leur structure a peu
ou pas varié au cours de 1’évolution.

le développement de la neuro-endocrinologie. C’est la découverte de la neuro-
sécrétion hormonale par des neurones hypothalamiques (Scharrer, 1928 ;
Bargmann, 1949) qui a ouvert le champ de la neuro-endocrinologie ; celui-ci a
subi récemment un extraordinaire développement apres la caractérisation de
toute la gamme des neurohormones hypothalamiques (Guillemin, 1969 ;
Schally, 1971) et de leur contrdle fonctionnel par des réseaux neuronaux
complexes d’origine hypothalamique, cérébro-tronculaire et limbique. On
notera également que c’est a partir d’études immunocytochimiques sur les
neurones endocrines de 1’hypothalamus qu’on a découvert ultérieurement
I’utilisation des mémes signaux neurochimiques comme neurohormones
(neuro-endocrinologie) ou comme neurotransmetteurs ou neuromodulateurs
(neurophysiologie) (TRH, CRH, LH-RH, SRIF, ADH, Ot...), voire comme
hormones périphériques (endocrinologie) (CCK, VIP, noradrénaline, adré-
naline...). C’est aussi la découverte des endorphines et des enképhalines
ouvrant des perspectives non encore maitrisées sur I’analgésie : mise en
évidence dans le cerveau de peptides présents dans certaines cellules du tube
digestif (CCK), ou inversement dans le tractus digestif d’hormones pepti-
diques présentes dans le cerveau (somatostatine). L’activité des neurones
hypothalamiques neurosécréteurs est modulée par des neurones aminergiques
(B-endorphine...).

2. LES RYTHMES BIOLOGIQUES

Faute de vivre dans un “bain de nourriture” (c’est le cas des Protistes, du feetus), la
faculté d’adaptation est conditionnée par la possibilité de stocker de 1’énergie et de
I'utiliser en cas de besoin. L’énergie est fournie par 1’alimentation au cours de
I’activité vigile. Activité diurne et repos nocturne constituent pour les animaux diurnes
un premier exemple d’activité rythmique endogene, conditionnée par un rythme
exogene.
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En fait, toutes ces fonctions homéostasiques (Cannon, 1926), du niveau cellulaire au
niveau de I’organisme intégré dans son milieu, présentent des fluctuations rythmiques
qui ne sont qu’un aspect particulier de I’adaptation physiologique. Composants
fondamentaux des régulations physiologiques, les hormones montrent elles aussi,
tout naturellement, toute une gamme de rythmes sécrétoires.

D’une maniere générale, les rythmes biologiques, dont I’étude concerne le domaine
de la chronobiologie (Reinberg), se répartissent en deux familles, selon qu’ils
dépendent ou non des horloges cosmiques de I’environnement naturel : rotation de la
terre sur elle-méme (24 h) et autour du soleil (365,25 jours).

2.1. LES RYTHMES BIOLOGIQUES INDEPENDANTS DE
L’ENVIRONNEMENT

Ils se caractérisent par une grande variété de périodes, en général breves (périodes
ultradiennes) et dépendent de générateurs endogenes de rythmes “pacemakers”. Les
cycles cellulaires, les rythmes cardiaque et respiratoire en sont des exemples bien
connus. En endocrinologie, la sécrétion pulsatile de la plupart des neurohormones et
hormones appartient & la méme famille : rythmes pulsatiles proches d’1 h
(circhoraux) décrits pour LH-RH, CRH, SRIF, ADH et Ot chez le rat et chez la
plupart des Mammiferes, y compris 1’homme, pour ACTH, LH, FSH, Prl, GH,
testostérone et corticostérone ou cortisol. Cette pulsatilité apparait aujourd’hui comme
un élément fondamental de 1’activité des hormones, en particulier parce qu’elle est le
garant d’une “sensibilisation” optimale des récepteurs hormonaux.

Les mécanismes “pacemakers” des rythmes pulsatiles hormonaux sont encore
peu connus mais on sait, au moins pour les rythmes neurohormonaux, que les
“horloges” pulsatiles comportent en particulier des réseaux neuronaux aminergiques
et gabaergiques localisés dans le tronc cérébral, et qui innervent les neurones
endocrines de I’hypothalamus (voir Assenmacher, 1986).

2.2. LES RYTHMES BIOLOGIQUES INFEODES A L’ENVIRONNEMENT

Ils comportent deux grandes familles, d’ailleurs interconnectées : les rythmes
circadiens (environ 24 h) et les rythmes circannuels (environ un an).

2.1.1. Les rythmes circadiens 3

Les rythmes circadiens (fig. 0.1) sont universels en biologie et pour la grande
majorité des neurohormones et hormones, cette rythmicité a été clairement mise en
évidence chez tous les Mammiferes. Le plus anciennement connu est celui de
I’ ACTH et de la corticostérone (rat) ou du cortisol (homme).

3 Le lecteur qui souhaite traduire les concentrations exprimées en unités masse/volume en
concentrations molaires trouvera une table de conversion a la fin de cet ouvrage.
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ACTH plasmatique (pg/ml) Cortisol plasmatique (ug/100 ml)
250 | 425 "ttt
200 20
150 15
100 10
50 5
OF, 1 1 1 1 1 o

8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 4.00 8.00 Heures

a - Rythme circadien de I’ACTH et du cortisol chez un homme normal
(d'aprés Matsukura et coll., 1971)

Testostérone (ng/ml)
8 -

Homme jeune

Homme agé

4 L 1 1 1 1 1 1
8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 4.00 8.00 Heures

b - Rythme circadien de la testostérone chez un homme jeune et un homme agé
(d’aprés Bremner et coll., 1983)

TSH (ug/ml)

0,9 -

0,7

0,5

0,3

I I I I I I I
8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 4.00 8.00 Heures

¢ - Rythme circadien de la TSH chez le rat (d’aprés Jordan et coll., 1979)
La courbe représente la moyenne, les traits I’erreur type de la moyenne (pour 8 animaux).

Figure 0.1 - Rythmes hormonaux circadiens
La période est de 24 h + 4 h, le moment d’amplitude maximum correspond a I’acrophase.
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Sa valeur adaptative est évidente du fait que, quelles que soient les habitudes, diurnes
ou nocturnes, de 1’espece, c’est toujours pendant la deuxieme moitié de la phase de
repos quotidien (apres 1-2 h du matin chez ’homme) que survient I’activation du
systtme CRH-ACTH-cortisol, qui assure par anticipation a 1’organisme une glycémie
normale avant le passage a I’activité quotidienne, sans 1’apport aléatoire du premier
repas.

Les caractéristiques essentielles des mécanismes des rythmes circadiens sont les
suivantes :

* Les rythmes circadiens sont générés par des pacemakers circadiens endogeénes

(horloges biologiques circadiennes), qui assurent la rythmicité circadienne, méme
dans un environnement non fluctuant. Lorsqu’ils sont seuls en jeu, leur période
est proche mais différente de 24 h (par exemple chez des hommes aveugles,
étudiés “hors du temps” : 24,7 h; chez des rats aveugles, dans les mémes
conditions : 24,3 h).
Tout porte a penser que cette période endogene appartient au patrimoine génétique
de I’espece, car des études récentes de génétique moléculaire chez des drosophiles
“mutants de période” ont montré 1’existence, la constitution chimique et la
possibilité de délétion et de transfection réparatrice d’un “géne de période”,
caractéristique de I’espece.

* Les pacemakers circadiens n’entrent en fonction que dans les jours ou semaines
qui suivent la naissance. Ce n’est que progressivement que les rythmes pulsatiles
pré-existants sont entrainés sur un mode secondaire, circadien, qui peut subir
ultérieurement d’importantes modifications. Ainsi, les rythmes circadiens de LH
et de RH, tres marqués chez la fillette, s’estompent apres la puberté sous I’effet
inhibiteur des stéroides ovariens (Krieger, 1979).

* Dans les conditions naturelles les pacemakers circadiens sont “entrainés” quoti-
diennement, c’est-a-dire mis a ’heure (24,0 h) des synchroniseurs externes :

— Facteurs physiques
- essentiellement la lumiere (le rythme circadien n’existe pas chez certains
cavernicoles) ; on peut expérimentalement faire “retarder” ou “avancer”
I’horloge, mais entre certaines limites seulement ;
- latempérature extérieure ;
- les autres facteurs (humidité, ionisation) sont encore peu connus.

— Facteurs de comportement
- la nourriture, mais elle ne prime pas sur I’éclairement ;
- le sommeil : il ne semble pas un synchroniseur important, sauf pour la
température centrale et la consommation d’oxygene ;
- Tactivité musculaire.

— Contraintes socio-professionnelles
- c’estle cas du travail de nuit, du travail “posté” (par exemple 3 x 8 h)...
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Le rythme biologique peut étre assimilé a une variation sinusoidale qui permet de
définir différentes caractéristiques constituant les parametres de ce rythme :

la phase, référence a une origine temporelle définie arbitrairement, par exemple
minuit, heure locale, dans un rythme circadien, 22 décembre a minuit (solstice
d’hiver) dans un rythme circannuel ;

I’amplitude (A) avec son intervalle de confiance ;

le niveau moyen de rythme, ou mésor (M) (par exemple 37°C pour la tempé-
rature interne chez ’homme) avec son intervalle de confiance ;

I’acrophase, moment de 1’amplitude maximale, avec son intervalle de confiance ;
et enfin, la période.

Leur représentation graphique peut se faire soit selon des coordonnées classiques,
avec le temps en abscisse et, par exemple, la concentration hormonale en ordonnée
(voir fig. 0.1), la durée de la période obscure est alors indiquée le long de I’abscisse,
soit selon des coordonnées polaires (s’il s’agit d’un cycle circadien), ol sont repré-
sentées les durées respectives de la lumiere (light, L) et de I’ obscurité (darkness, D) et
les acrophases avec leur intervalle de confiance (fig. 0.2 et 0.3).

(quand 360° = 24 h)

Phase de référence

Cycle du synchroniseur
(p. ex. lumiére et obscurité)
quand T=24h

- Acrophase de Fq

Angle en heures

Angle en degrés (¢ < 0)

Arc de confiance de @5 X /

C, et Co amplitudes

des fonctions F; et F.
@1 et @ angles de phases 1 2

D ellipse d'erreur pour une sécurité de 95%

Figure 0.2 - Rythmes biologiques de deux fonctions exprimées
en coordonnées polaires (d’aprés Halberg et Reinberg, 1967)
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12L-12D

Activité générale - Corticostérone plasmatique
Température interne I cCorticostérone surrénalienne

Figure 0.3 - Rythmes circadiens des taux plasmatique et surrénalien
de la cortisone chez la caille (d’aprés Assenmacher et Boissin, 1969)

Mais les données enregistrées ne révelent pas d’emblée une variation cyclique,
d’autant que les variations observées peuvent comporter plusieurs périodes élémen-
taires (par exemple 24 h et un an). L’analyse, qui décompose la variabilité observée
comme un prisme décompose les différentes longueurs d’onde de lumiere, constitue
I’analyse spectrale (Halberg) (fig. 0.4).

Amplitude (c) en ng/ml d'hormone de croissance

6

24 36 48 60 72 84 Heures
Echelle des valeurs des périodes utilisées pour I'analyse

Figure 0.4 - Analyse spectrale des rythmes des taux d’hormone de croissance
chez un sujet en bonne santé (d’aprés d’Agata et Vigneri, 1971)
Un pic significatif est observé pour une période de 24 h, pour lequel I'erreur type
(exprimée par les hachures) est minimum.
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* Toute perturbation intervenant dans la synchronisation externe des pacemakers
circadiens (travailleurs de nuit, travailleurs “postés” de type 3 x 8 h, voyageurs
aériens transméridiens [fuseaux horaires]) provoque une désynchronisation
temporaire des rythmes circadiens et en perturbent la phase et I’amplitude. La
resynchronisation des rythmes sur leur nouvel environnement dépend de
I’ampleur de la désynchronisation, mais aussi du sens de la désynchronisation
(avance ou retard de phase). C’est ainsi que, pour un décalage horaire de 6 h
(6 fuseaux horaires), le réajustement nécessite un délai de 11 a 15 jours pour un
vol QOuest-Est (par exemple USA-France) et 3 a 4 jours seulement pour un vol
Est-Ouest.

* Pour toutes les sécrétions endocriniennes et comportementales, I’un des pace-
makers circadiens les plus importants est localisé dans la complexe circuiterie
neuronale d’un petit noyau hypothalamique, le noyau suprachiasmatique (NSC).
Mais d’autres réseaux neuronaux d’origine hypothalamique, cérébro-tronculaire et
limbique, et de nature notamment adrénergique, sérotoninergique et gabaergique,
contribuent de facon déterminante a cette machinerie complexe.

2.1.2. Les rythmes circannuels

Les rythmes circannuels, qui sont trés prononcés chez les animaux vivant en milieu
naturel (cycles sexuels, métaboliques, hibernatoires...), se retrouvent de facon plus
discrete chez I’homme. Selon les théories modernes, ils dérivent d’un mécanisme
circadien de photosensibilité qui entraine, dans des centres cérébraux actuellement
inconnus, la survenue quotidienne d’une courte phase de photosensibilité, ¢’est-a-dire
de réponse, stimulante ou inhibitrice, de mécanismes neuro-endocriniens et neuro-
végétatifs photodépendants. Selon la position de cette phase photosensible par rapport
a la longueur des jours, variable avec les saisons, et qui peuvent ou non coincider,
selon leur longueur, avec la phase photosensible, I’organisme peut “lire” la durée du
jour. Selon les especes, ce seront les jours “longs” ou “courts” qui déclencheront
Pactivation circannuelle de telle fonction hormonale (par exemple fonction gonado-
trope, prolactinique...) (Boissin et Canguilhem, 1988). La glande pinéale (épiphyse),
dont il sera question plus loin (chap. 10), joue un réle important dans ce processus.

La connaissance de ces rythmes est importante. Les ignorer conduit a une appré-
ciation erronée de la physiologie endocrinienne, a une thérapeutique inadaptée ou
excessive. C’est le domaine de la chronopharmacologie, de la chronothérapeutique
(fig. 0.5).

Leur prise en considération (travaux de Knobil) a permis, au contraire, le traitement
de certaines stérilités chez la femme, a I’aide de LH-RH injectée par une pompe
pulsatile qui mime la sécrétion physiologique (1 mg/min pendant 6 min, toutes les
60 min).
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Excrétion des 17-hydroxystéroides urinaires (mg/h)
4321 51321, 51321 5 1321 51321 61321 5 1321 513215 1321 5
09 7h I 14h " 21h
0,7 |- = -
0,5 |- - -
0,3 | = -
01 | = -

Figure 0.5 - Chronopharmacologie (d'aprés Reinberg, 1980)

Cette série de courbes illustre la notion de chronergie (chrono-efficacité globale) : il s’agit
de la variation circadienne de la réponse de la glande corticosurrénale a I’hormone hypo-
physaire ACTH, chez I’homme. 100 ug d’une ACTH synthétique (ACTH 1-17) ont été
injectées respectivement a 7, 14 et 21 h. Les courbes en filet maigre représentent le
rythme circadien physiologique de I’excrétion urinaire des 17-OH-CS (épreuves de contrdle).
La réponse la plus forte, en quantité et en durée, apparait aprés l’injection d’ACTH 1-17 a
7 h, cependant que la réponse la plus faible correspond a I’injection faite a 21 h.

L’étude chronologique du taux des lymphocytes (Lévy et coll., 1985) a permis de
constater que le rapport LT4 (lymphocyte helper)/ LT8 (lymphocyte suppresseur)
peut passer de 1 a 4 selon le moment de I’examen chez un individu normal (variation
de 400%), alors qu’une variation de 25% était considérée comme significative dans le
dépistage du SIDA ! Des corrélations existent certainement entre ces variations et
celles de nombreuses hormones dont on a identifié des récepteurs spécifiques sur les
lymphocytes B ou T.
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2.3. VARIABILITE PHYSIOLOGIQUE DES HORMONES

En dehors méme de la variabilité méthodologique, qui nécessite la répétition des

dosages sur plusieurs animaux a un moment donné de la journée, on peut donc

s’attendre en expérimentation courante en endocrinologie a trois ordres de variabilité :

* un rythme ultradien, dit pulsatile, qui affecte, parmi les hormones les mieux
connues, celles de I’axe hypothalamo-gonadique, aussi bien dans le sexe male que
dans le sexe femelle : LH-RH, LH et FSH, et 17 B-cestradiol surtout autour du pic
pré-ovulatoire chez la femelle, les hormones testiculaires (surtout la testostérone),
mais aussi les hormones corticosurrénaliennes (cortisol, DHEA), la GH, la
prolactine... L’importance de cette variabilité pulsatile est considérable, car elle
conditionne la sensibilité du récepteur hormonal ;

* un rythme circadien, a programmation temporelle interne, mais synchronisé par
I’alternance jour/ veille et activité/repos ;

* un rythme circannuel, ou saisonnier, observable sur les especes hibernantes ou a
activité sexuelle saisonniére.
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CHAPITRE 1

METHODES UTILISEES
EN ENDOCRINOLOGIE

1. LOCALISATION DES HORMONES ‘‘IN SITU”’

Elle est réalisée par des méthodes immuno-histochimiques, a 1’aide d’anticorps qui
ont été couplés a un marqueur : fluorochrome ou enzyme. La méthode la plus simple
(méthode directe) consiste a utiliser un anticorps anti-hormone couplé, soit a de la
fluorescéine (FITC) ou a de la rhodamine, soit a une enzyme telle que la peroxydase,
la B-galactosidase ou la phosphatase alcaline. Une technique plus récente et plus
précise (méthode indirecte) consiste a mettre la coupe de tissu, préalablement incubée
avec un anticorps anti-hormone, en présence d’un anticorps antigammaglobuline
couplé a un fluorochrome ou a une enzyme (généralement la peroxydase). La coupe
est ensuite examinée soit au microscope a UV, soit apres détection histochimique de
I’activité enzymatique (fig. 1.1).

Cette technique suppose qu’on dispose d’un anticorps anti-hormone spécifique de
I’hormone (il faut donc 1’avoir obtenu avec I’hormone a 1’état purifié), ce qui n’exclut
pas la possibilité de spécificités croisées, au moins avec les anticorps conventionnels.
La disponibilité, qui va croissant, d’anticorps monoclonaux augmente considérable-
ment cette spécificité.

+ + *k

Hormone Ac Ac Fluorochrome
spécifique anti-lg  ou enzyme

Figure 1.1 - Inmunomarquage par un fluorochrome ou une enzyme
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2. SECRETION DE L’HORMONE - TAUX DE PRODUCTION

En général, I’hormone n’est pas ou peu stockée (sauf pour I’ocytocine et I’ADH). La
réserve hormonale est inférieure aux besoins journaliers normaux. On peut distinguer
trois catégories chimiques d’hormones :

e des dérivés des acides aminés : catécholamines, hormones thyroidiennes ;

* des polypeptides et protéines ; leur biosynthese peut se faire dans le réticulum
endoplasmique granuleux sous forme d’une séquence plus longue, constituant
une pro-hormone (cas de I’insuline, du glucagon, de certaines hormones anté-
hypophysaires...) ;

* des stéroides, dont la biosynthese se fait a partir du cholestérol et qui peuvent
constituer soit la forme directement active dans la cellule (cas général), soit une
pré-hormone, dont le métabolisme est la forme directement active (cas de la
testostérone qui est transformée en dihydrotestostérone, du sulfate de DHEA qui
est converti en cestrogene dans le placenta, de la vitamine D3 qui est transformée
en une hormone stéroide, la 1,25-(OH),-D3).

Le taux d’une hormone dans le sang ne refléte pas nécessairement I’importance de sa
sécrétion, puisqu’il est la résultante a la fois de la sécrétion de I’hormone, de son
catabolisme (surtout dans le foie, le rein et parfois toutes les cellules de 1’organisme)
et de son excrétion (rénale, biliaire, intestinale) !. A cela peut s’ajouter le cas ol une
synthese (conversion) métabolique de I’hormone s’ajoute a sa sécrétion classique (par
exemple la synthese de 1’androstérone par le foie, a partir de la testostérone, s’ajoutant
a sa sécrétion surrénalienne ou gonadique).

Le taux de sécrétion d’une hormone est la quantité sécrétée par la glande dans 1’unité
de temps.

¢ Si’on mesure simultanément la concentration dans 1’artére afférente (Ca) et dans
la veine efférente (Ce), ainsi que le débit plasmatique (D), le taux de sécrétion est
S =D x (Ce — Ca).
Ces mesures ne sont pas toujours faciles et ne rendent compte que de I’aspect
instantané d’une sécrétion.

N

e Une mesure plus fiable consiste a injecter une dose traceuse de 1’hormone
radioactive. Elle va se diluer dans I’hormone sécrétée, en suivre le métabolisme et
sera excrétée dans I'urine en méme temps que les métabolites de I’hormone et
dans les mémes proportions.

1 Toutefois, dans des cas favorables, 1'excrétion des métabolites urinaires constitue un reflet
(plus ou moins fidele) de la sécrétion hormonale : c'est le cas des 17-cétostéroides pour les
hormones androgenes (surrénaliennes chez la femme, mais surrénaliennes et testiculaires
chez I'homme), des 17-hydroxystéroides pour le cortisol.
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Si la dilution a été parfaite, si le métabolite urinaire est un métabolite exclusif de

I’hormone, sachant que :

R =radioactivité injectée,

U = taux d’excrétion urinaire du métabolite (quantité excrétée en 24 h),

A = radioactivité du métabolite urinaire ;
R=£f, dous =RxU.
* A c0té de la sécrétion proprement dite peut s’ajouter une synthese périphérique, en

général a partir d’un précurseur tres élaboré. La quantité d’hormone produite

pendant I'unité de temps (c’est le taux de production TP) est alors la somme du
taux de sécrétion et de la conversion périphérique.

La technique consiste a réaliser une perfusion a débit constant avec 1’hormone

radioactive. Le taux d’hormone dans le sang s’éléve brusquement puis atteint un

plateau. A 1’état d’équilibre entre I’hormone infusée et I’hormone endogene
sécrétée (équilibre isotopique), le taux de catabolisme de I’hormone est égal au
taux de production. Des prélevements de sang répétés permettront d’établir le taux
de clairance métabolique (TCM) de 1’hormone exprimé en ml/min ou en

1/24 h, qui est égal au rapport du taux de catabolisme (donc du taux de perfu-

TCM _ P dpm/min
ml/min  C dpm/ml '

Le taux de production est alors une fonction directe du TCM qu’il compense et

de la concentration C qu’il assure : TP (ng/min) = TCM (ml/min) X C (ng/ml),

qu’on exprimera ensuite en TP (mg/24 h).

Cette méthode n’est valable que sous réserve de plusieurs conditions :

— I’hormone administrée doit étre radiochimiquement pure ;

— elle doit avoir une haute activité spécifique pour que la quantité perfusée ne
modifie pas le pool d’hormone endogeéne et ne perturbe pas le métabolisme
concerné ;

— I’hormone radioactive doit étre métabolisée de la méme fagon que I’hormone
endogene ;

— T’isotope doit étre stable et non-échangeable ;

— le taux d’hormone endogene doit rester constant au cours de la perfusion ;

— ladilution de I’hormone radioactive dans le sang doit étre homogene.

sion P) sur la concentration radioactive de I’hormone C :

3. PROTEINES DE TRANSPORT

3.1. PRINCIPE GENERAL

La liaison de I’hormone H avec sa protéine de transport ou avec le récepteur protéique
membranaire de la cellule cible répond au méme principe général que I’on retrouve en
biochimie dans la liaison de I’enzyme avec son substrat. La liaison aux protéines est
non-covalente (liaisons essentiellement ioniques ou hydrophobes).
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kq

Elle est réversible a I’équilibre suivant 1I’équation : (H) +(BP) (H-BP) ou,

— Kk, et k4 sont les constantes de vitesse d’association et de dissociation ;

— (H) est la concentration (en M, c’est-a-dire en molécules par litre) d’H libre ;

— (BP) représente la concentration de sites libres de la protéine de liaison (BP ou
binding protein) ;

— (H-BP) est la concentration des complexes (hormone-sites de la protéine) ;

— N est le nombre des sites de liaison (concentration de H a partir de laquelle la
macromolécule est saturée) ; il correspond a (H—BP) maximum ;

— K, est la constante d’association intrinséque (en mol-!) a I’équilibre.

La loi d’action de masse permet d’écrire :

_ (H-BP) _ (hormone liée) k,

Ka= (H) (BP) ~ (hormone libre) (sites non occupés) - Fd;

Kp = % , est la constante de dissociation de 1'équilibre.
A

Si (Hry) est la totalité de 1’hormone :

(Hp) =(U)+(B) U (ou F) = unbound, hormone libre,
=(H)+(H-BP) B = bound, hormone liée

et (Rt) représente la totalité des sites de liaison du récepteur,

(Rt) =N =(BP) + (H-BP).

La représentation la plus simple de la liaison de I’hormone avec sa protéine est la

représentation de Michaelis (fig. 1.2).

B

B maxi. =N

1/2 B maxi.

Figure 1.2 - Représentation de type Michaelis
B : bound, hormone liée ; N : nombre de sites ; U : unbound, hormone libre.

3.2. LES PROTEINES DE TRANSPORT
Elles sont utilisées par les hormones thyroidiennes ou les hormones stéroides. La
liaison peut se faire :

e avec une protéine spécifique, de grande affinité (Kp < 10 uM) et de spécificité
relativement étroite.
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Ces protéines (BP ou binding proteins) sont en général des glycoprotéines, de PM

25000 a 100000 :

— CBG (corticosteroid binding globulin) ou transcortine pour le cortisol, la
progestérone et la 17-hydroxyprogestérone ; son Kp est égal a 1,5 uM a 2°C et
30 nM & 30°C pour le cortisol ; la CBG lie les stéroides en C21 avec une
structure A4-3 céto (cortisol, corticostérone, progestérone, 17-hydroxy-
progestérone). C’est une o-glycoprotéine de PM 25 000. L’ augmentation de la
transcortine sous 1’effet des cestrogeénes favorise la liaison de la progestérone
qui circule essentiellement liée a la transcortine pendant la grossesse.

— SBG (sex hormone binding globulin) pour I’cestradiol, la testostérone, la
dihydrotestostérone ; c’est une B-glycoprotéine, de PM 50000 a 100000,
sécrétée par le foie ; elle lie ces hormones avec une forte affinité (respecti-
vement 0,5 nM, 1 nM et 4 nM pour ’cestradiol, la testostérone et la dihydro-
testostérone). Plus 1’affinité de I’hormone pour la SBG est grande, plus la
clairance métabolique est faible ; au cours de la grossesse, I’augmentation de la
capacité de liaison de la SBG entraine I’augmentation de la testostérone totale
plasmatique.

— TBG (thyroxin binding globulin) pour T3 et T4, surtout T4 ;

* ou a une protéine non-spécifique, généralement 1I’albumine pour laquelle les
hormones présentent moins d’affinité, mais une trés grande capacité de liaison. Sa
C est égale 240 g/1, 1000 a 100000 fois plus que la concentration des protéines
spécifiques. L’albumine lie tous les stéroides avec des Kp allant de 1 UM (cestro-
geénes) a 1 mM (cortisol) ; la liaison hormone/ protéine de transport se comporte
comme un réservoir capable de “tamponner” les changements de concentration de
I’hormone, ou plus souvent d’accentuer, d’amplifier les variations hormonales. Si
la sécrétion d’hormone augmente, il y a rapidement saturation de la protéine de
transport et la concentration de I’hormone libre augmente relativement plus vite
qu’elle ne I’aurait fait en 1’absence de cette protéine.

Certaines protéines sont propres a certaines especes ou a certaines situations physio-
logiques. C’est le cas de la PBP (progesterone binding protein), présente chez le
cobaye gestant. Dans tous les cas, seule la fraction libre de I’hormone est active au
niveau des cellules cibles.

L’efficacité de I’hormone dépendra donc non seulement de sa concentration plasma-
tique, mais aussi de la concentration de la protéine de transport qui peut varier suivant
la situation physiologique (grossesse, malnutrition, médicaments...). Une faible
partie de la concentration totale de I’hormone circule sous forme non-liée a la protéine
de transport : 1 a 3% pour les stéroides, 0,1 a 0,2% pour T3 total, les quantités de T3
et T4 libres sont voisines. La forme libre étant la seule efficace, c’est sous cette
forme que I’hormone se fixe sur le récepteur, mais elle est constamment régénérée a
partir de la forme liée au fur et a mesure de sa consommation. La présence de la
protéine de transport n’est toutefois pas une condition obligatoire, puisque dans
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certaines anomalies génétiques ou elle est absente, le fonctionnement endocrinien
n’est pas notamment altéré.

Les variations de concentration circadiennes ou saisonnieres de ces protéines sont
importantes, car elles peuvent affecter la fraction d’hormone liée ou libre et modifier
ainsi des états physiologiques ou pharmacologiques.

La concentration des protéines plasmatiques est modifiée (de 7 & 13%) chez la
personne dgée, en fonction de I’heure de prélevement du sang, et de la saison. Elle est
plus basse en janvier et nettement plus basse en mars et en juin que chez le jeune, et
cela aussi bien chez I’homme agé que chez la femme agée. En octobre, le taux des
protéines plasmatiques s’éleve presque au niveau de celui de I’homme jeune, soit un
différentiel de 8 g/1 par rapport au minimum en juin (la différence entre le maximum
et le minimum n’est que de 2,5 g/1 chez I’homme jeune). La variation circadienne de
la volémie ne peut expliquer ces modifications, car la périodicité circadienne des
protéines plasmatiques differe de celle de I’hématocrite, de 1’hémoglobine et du
nombre des hématies, parametres qui sont souvent utilisés comme des indicateurs du
taux de la volémie.

4. DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE

Développée depuis 1960, grace aux travaux de Yalow et Berson qui ont dosé
I’insuline a I’aide d’anticorps anti-insuline, cette méthode a supplanté par sa rapidité et
sa sensibilité les dosages biologiques ou chimiques. La sensibilité est de I’ordre du
ng/ml de plasma. Appliquée d’abord aux hormones polypeptidiques, elle a pu étre
étendue aux stéroides et aux hormones thyroidiennes que I’on utilise comme haptenes
pour obtenir 1’anticorps spécifique. Le principe, qui est celui d’une analyse par
saturation, repose sur la loi d’action de masse, la liaison se faisant cette fois entre
I’hormone et I’anticorps spécifique. La méthode avec la courbe d’étalonnage sera
décrite au chapitre 4, § 4.7 (fig. 4.17), la quantité inconnue d’hormone a doser dans
I’extrait prélevé est déterminée par sa capacité a déplacer I’hormone radioactive de son
complexe, par référence a la courbe étalon.

Comme pour les protéines de transport, certaines conditions sont nécessaires pour

établir la validité du dosage :

* L’anticorps doit étre spécifique pour I’hormone a doser. Mais des immunités
croisées sont possibles, soit que des hormones différentes présentent des
séquences identiques et donc des motifs antigéniques communs, soit que la pro-
hormone est présente dans le sang en méme temps que I’hormone définitive (cas
de I’insuline). Le taux d’hormone immunoréactive ne sera pas forcément le taux
de I’hormone biologiquement active.

* Le marquage de I’hormone ne doit pas modifier sa capacité de liaison avec
I’anticorps spécifique.
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5. DOSAGE IMMUNO-ENZYMATIQUE

Les techniques immuno-enzymatiques se sont développées, surtout depuis les
travaux d’ Avrameas (1966) qui introduisit des enzymes comme marqueurs dans les
tests immunologiques. Par rapport a I'immunofluorescence, ces méthodes nécessitent
un équipement moins onéreux et les mémes réactifs peuvent étre utilisés pour la
microscopie optique et la microscopie électronique. Par rapport a la radioimmuno-
logie, les réactifs utilisés sont moins cofiteux et moins polluants et les produits
marqués se conservent pendant plusieurs années.

La technique la plus utilisée est un dosage en phase hétérogeéne, la méthode ELISA

(enzyme linked immunosorbent assay) développée en 1971 par Engvall et Perlmann.

Elle utilise, comme son nom I’indique, un immuno-absorbant (insoluble dans 1’eau)

sur lequel on fixe I’antigéne (Ag) ou I’anticorps (Ac). Elle nécessite, comme le

dosage radioimmunologique, une étape préalable a la mesure : la séparation de

I’antigene lié a I’ Ac du milieu réactionnel. On peut employer deux méthodes :

* soit une méthode compétitive, ol I’anticorps, dont les sites actifs sont limités,
forme des liaisons avec le mélange d’Ag marqué a I’enzyme et d’Ag a doser,
I’intensité de la coloration (lue en DO) est proportionnelle a celle d’Ag a doser,

* soit une méthode sandwich, ou I’antigéne se lie d’un c6té a I’anticorps absorbé, et
de I’autre a I’anticorps marqué a I’enzyme, I’intensité de la coloration est propor-
tionnelle au taux d’Ag présent.

Application au dosage de la progestérone (méthode compétitive)

L’anticorps utilisé est de I’anticorps de lapin. La progestérone est marquée a la
[B-galactosidase.

Les complexes marqués et non-marqués sont insolubilisés sur une phase magnétique
solide (anticorps anti-Ig de lapin fixé sur particules magnétiques).

La séparation des formes libres et liées se fait par pi€geage des particules magnétiques
(aimantation). Apres élimination du surnageant, 1’activité enzymatique du complexe
lié a la phase solide magnétique est révélée par addition du substrat (ONPG ou ortho-
nitrophénylgalactopyranoside). Son hydrolyse fait apparaitre une coloration jaune
dont I’intensité est mesurée au spectrophotometre.

Le dosage comprend quatre étapes (fig. 1.3) :

1. extraction de la progestérone et formation d’un complexe insoluble par réaction
immunologique spécifique, (A) ;

2. séparation de I’hormone libre et liée au complexe insoluble, (B) ;

3. révélation de I’activité enzymatique liée au complexe, (C) ;

4. lecture de la densité optique, (D).

Cette technique, facilement automatisable et précise, se préte bien aux dosages en
série.
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Figure 1.3 - Méthode de dosage de la progestérone

6. LE RECEPTEUR HORMONAL - GENERALITES

6.1. STRUCTURE DU RECEPTEUR

Les récepteurs sont des protéines le plus souvent membranaires, parfois nucléaires.
Ils sont capables de reconnaitre un message spécifique et transmettent ensuite un
signal soit a un systeme enzymatique intracytoplasmique, soit au génome de la
cellule. Les récepteurs sont des transducteurs et des traducteurs d’information.

Leur localisation peut étre déterminée par autoradiographie in vitro a partir du
complexe protéine-messager, marqué au tritium ou a 1’iode radioactif (1311). Il en est
de méme de leur étude. Cependant, cette étude n’est pas toujours facile a réaliser, car
la purification apres isolement du récepteur peut aboutir soit a provoquer une
dégradation (par protéolyse enzymatique ou physique) du récepteur, et on lui
attribuera un PM inférieur a son PM réel, soit le plus souvent a isoler un ensemble
plus important que le récepteur spécifique, et a lui attribuer un PM supérieur a son

PM réel.
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On peut distinguer deux classes de récepteurs membranaires par le mode d’ancrage
dans la membrane :

* Lachaine des AA du récepteur traverse une seule fois la membrane, c’est le cas
des récepteurs a I'insuline a IGF1 et IGF2. 1l présente trois parties :
— une partie a I’extérieur qui est le site de reconnaissance ;
— un segment intermédiaire a AA tres hydrophobes ;
— une partie intracytoplasmique, de taille variable, éventuellement associée a des
systemes enzymatiques.

* La chalne des AA traverse plusieurs fois la membrane : sept segments de la
chaine traversent la membrane. C’est le cas de nombreux récepteurs et, par
exemple, des récepteurs aux catécholamines.

6.2. PROPRIETES DU RECEPTEUR

Un récepteur n’est pas seulement une macromolécule de liaison spécifique, telle que :

H+R HR.

Il faut que cette liaison induise de fagon directe I’activité spécifique de 1’hormone,

autrement dit le récepteur est une structure impliquant a la fois :

* lareconnaissance du message, du signal,

* le déclenchement de la réponse (avec amplification du signal), c’est I’activation
du récepteur.

Lorsqu’une molécule de structure analogue a I’hormone est reconnue par le récepteur
et déclenche la réponse spécifique, elle est un agoniste de 1’hormone. Si elle est
seulement reconnue, mais ne provoque pas 1’activation du récepteur, elle constitue un
antagoniste de ’hormone (phénomene d’inhibition compétitive).

S’il y a nécessairement une spécificité stérique entre I’hormone (ou son agoniste ou
son antagoniste) et son récepteur, il peut exister plusieurs récepteurs pour un méme
message hormonal (par exemple quatre types de récepteurs pour la noradrénaline).

La spécificité du récepteur pour I’hormone est parallele a son action biologique,
I’interaction qui résulte de la liaison est a I'origine de la réponse cellulaire a
I’hormone.

La transduction du signal communiqué au récepteur par une hormone polypeptidique

peut s’effectuer selon trois modeles de récepteurs membranaires :

» certains récepteurs transduisent eux-mémes le signal extracellulaire. C’est le cas
des récepteurs canaux ioniques (récepteur cholinergique nicotonique, GABA,...).

* un autre modele de transduction directe est constitué par les récepteurs enzymes
(insuline, IGF1, IGF2, EGF, certains facteurs de croissance). Le récepteur
comporte lui-méme sur sa partie interne une activité kinase liée & une unité auto-
phosphorylante.
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* dans le troisieme modele, le plus fréquent, les récepteurs sont associés, par
I’intermédiaire d’une protéine de couplage G, a des systemes effecteurs distincts
(adénylate cyclase, phospholipase C, GMP cyclase), produisant une série de
seconds messagers : AMPc, IP3, diacylglycérol, Ca2+, GMPc. Ces seconds
messagers vont provoquer la phosphorylation de diverses protéine kinases de la
cellule.

Pour d’autres hormones (T3, stéroides), le récepteur est nucléaire.

Ce qui caractérise en plus le récepteur (par rapport a une macromolécule de transport

quelconque) c’est :

 une affinité plus €levée, soit un Kp faible de 1 nM (102 M) a 10 pM (10-11 M),
valeur qui est beaucoup plus de mille fois inférieure au Ky des enzymes. Ceci
permet une occupation suffisante des sites récepteurs, alors méme que les
concentrations d’hormone circulante sont trés basses ;

* la capacité a transmettre une information.

En se reportant aux formules exposées dans le paragraphe 3.1, on peut représenter N
et Kp par solution graphique. De fait, on a intérét & exprimer les courbes de saturation
par deux méthodes différentes qui présentent chacune un intérét propre (fig. 1.4).

Au niveau des cellules cibles, la concentration d’hormone active est de 1’ordre de la
nanomolarité et méme moins : de 10 uM a 10 pM.

6.3. REGULATION DU NOMBRE DES RECEPTEURS

Le nombre limite de récepteurs spécifiques permet de restreindre la réponse cellulaire
en cas de concentration hormonale élevée.

En fait, les phénomenes ne sont pas toujours aussi simples. On suppose pour
simplifier que les sites, pour un méme type, n’interagissent pas. Le nombre des sites
des récepteurs peut varier en fonction de 1’état physiologique (et surtout hormonal) de
la cellule, témoignant d’un mécanisme régulateur portant sur la biosynthese ou sur la
dégradation du récepteur ou sur les propriétés structurales du récepteur.

C’est ainsi qu’une stimulation prolongée du récepteur nicotinique entraine une plus
grande affinité pour I’agoniste, mais le canal devient imperméable aux ions sodium.
L’hormone peut elle-méme agir sur le nombre de ses récepteurs. C’est le cas de
I’insuline, I’insulinémie élevée dans 1’obésité s’accompagne d’une diminution du
nombre des récepteurs Au contraire, 1’ cestradiol augmente la teneur en récepteurs de
ses cellules cibles. Par ailleurs, 1’effet “facilitant” de 1’ cestradiol sur la sécrétion des
hormones progestagénes ou de la FSH sur la sécrétion de la LH s’explique par le fait
que les cestrogenes augmentent la synthése du récepteur utérin de la progestérone et
que la FSH augmente le nombre des récepteurs de la LH au niveau de la granulosa.
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a - Représentation de Lineweaver-Burk
Les points de forte concentration sont tous proches du B maximum, mais il y a une
imprécision sur Kp s’il y a deux types de sites.
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b - Représentation de Scatchard
Il'y a une imprécision sur B maximum, mais une meilleure précision sur Kp s’il y a deux
types de sites.

Figure 1.4 - Courbes de saturation
B : bound, hormone liée ; N : nombre de sites ; U : unbound, hormone libre.

Le nombre de récepteurs sur la membrane cellulaire n’est pas fixe et peut augmenter

(up-regulation) ou diminuer (down-regulation). Le nombre de récepteurs peut varier

en fonction :

1. du programme génétique (développement, puberté, ménopause, age...),

2. de I’action du messager chimique sur ses récepteurs (régulation homospécifique),

3. de I’action d’autres messagers chimiques agissant sur leurs récepteurs (régulation
hétérospécifique),

4. de la présence d’agents qui ne sont pas des messagers chimiques (virus...).

Le nombre de récepteurs peut étre régulé au niveau du génome mais aussi au niveau

de la membrane. A ce niveau, le messager peut agir en provoquant I’internalisation du

récepteur. Celle-ci a souvent lieu lorsque le récepteur est 1i€ a son ligand. Elle peut étre
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provoquée par des phosphorylations homo- ou hétérospécifiques. Lorsque le couple

récepteur-messager est internalisé, il peut :

1. &étre dissocié par les lysosomes (le messager chimique et/ou le récepteur peuvent
alors étre dégradés),

2. étre dissocié, et seul le messager chimique est dégradé, le récepteur étant, lui,
recyclé,

3. se lier (un ou les deux éléments du couple) a des récepteurs intracellulaires ou
intranucléaires.

6.4. INTERNALISATION DES COMPLEXES
RECEPTEURS-HORMONES POLYPEPTIDIQUES

Des hormones polypeptidiques telles que I’insuline, I’hormone de croissance, la LH-
RH, la TRH, la prolactine, subissent, apres avoir formé un complexe avec leur
récepteur membranaire, un processus d’internalisation par endocytose. La vésicule
endocytotique, recouverte de clathrine (réceptosome), s’enfonce dans la cellule en
perdant son enveloppe de clathrine. Elle peut gagner 1’appareil de Golgi ou elle
fusionne avec une vésicule golgienne. L’appareil de Golgi apparait ainsi tres riche en
récepteurs. L hormone polypeptidique peut étre ensuite transférée dans un lysosome
ou elle est dégradée. Une autre alternative, qui parait s’appliquer a I’EGF (epidermal
growth factor), a la LH-RH, a la TRH, serait, apres 1’étape golgienne, un transfert
vers le noyau sur lequel I’hormone pourrait avoir une action directe.

Pendant ce temps, les molécules de récepteurs, apres s’étre séparées des molécules
hormonales, peuvent étre recyclées en reprenant leur place au niveau de la membrane
plasmique. Le recyclage n’exclut pas la possibilité de néo-formation de récepteurs par
synthese protéique.

Le processus d’internalisation du récepteur explique pour partie le phénomene de la
“down-regulation”, c’est-a-dire la diminution du nombre des sites récepteurs lorsque
le nombre de molécules apportées par la circulation augmente.

7. BIOSYNTHESE DES HORMONES

7.1. HORMONES POLYPEPTIDIQUES

La biosynthese des hormones a d’abord été le fait des chimistes qui ont réussi a faire
la synthese d’hormones polypeptidiques. Mais seuls les peptides de moins de 20 AA
peuvent étre obtenus par synthése chimique de facon rentable.

La plupart des hormones peptidiques telles 1’insuline, I’hormone de croissance, ont
une taille plus grande, et la production s’est d’abord tournée vers 1’extraction a partir
d’organes, avec des limitations diverses :
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* si I'insuline porcine ou bovine est active chez I’homme (avec un risque non-
négligeable de réactions immunes), seule I’hormone de croissance humaine est
active dans notre espece ;

* T’extraction est faite en général a partir de glandes de gros animal, mais dans le cas
de ’hormone de croissance, on doit partir d’hypophyses humaines qui sont
prélevées sur des cadavres, d’ou des quantités disponibles restreintes ;

* la nécessité de mélanger un grand nombre de glandes accroit le risque de conta-
mination ; c’est le cas pour le prion, protéine responsable de la maladie de
Creutzfeldt-Jacob qui a contaminé des lots d’hormone de croissance, entrainant la
suspension de la mise en circulation de nouveaux lots aux USA et en Angleterre
respectivement en avril et mai 1985, tandis que la France n’a cessé la production
d’hormone extractive qu’en 1988, pour la remplacer par une hormone synthétique
obtenue par manipulation génétique.

Car I’intérét s’est tres vite imposé d’obtenir des hormones par biotechnologie
(ingénierie génétique) dont I’avantage considérable est de permettre une production
massive et, théoriquement, en toute innocuité. Le principe consiste a isoler le géne de
I’hormone et a le faire se reproduire, soit dans un colibacille, soit dans des levures,
soit dans certaines cellules animales en culture.

La premiere hormone produite a été la somatostatine, qui présentait I’avantage d’étre
un petit polypeptide (14 AA). La séquence de nucléotides peut se déduire de
I’enchainement des acides aminés dans le polypeptide et le géne a pu €tre reconstruit
par syntheése des 1977. Au gene de structure ont été ajoutées dix paires de bases
nécessaires a I’insertion du fragment d’ADN double brin dans un plasmide qui a été
ensuite introduit dans des bactéries Escherichia coli (fig. 1.5). Pour éviter une
dégradation trop rapide de la somatostatine par des enzymes bactériennes, une
molécule de méthionine est ajoutée en téte de la molécule de somatostatine.

L’hormone ainsi produite (1980) est identique a I’hormone humaine naturelle, chaque
cellule produisant environ 10000 molécules d’hormones.

La méme technique a été appliquée a I’insuline 2 (deux chaines polypeptidiques de 21
et 30 AA respectivement), pour laquelle furent synthétisées en 1978 3 les deux genes
correspondant aux deux chaines. Les deux polypeptides sont ensuite assemblés pour
former I’insuline. Celle-ci était mise sur le marché en 1982. Chaque bactérie
synthétise environ 100000 molécules. L’apparition d’IgG, que 1’on observe dans
19% des cas avec I’insuline de beeuf, dans 17% avec celle de porc, ne s’observe plus
que dans 6% des cas avec I’insuline humaine.

Laboratoire Eli Lilly.

Un “synthétiseur” permet actuellement d'assembler des nucléotides (étape chimique), et
les fragments d'oligonucléotides (quinze a vingt) peuvent étre unis par une ligase (étape
enzymatique). Cela a permis de faire la synthése du gene de l'interféron (514 nucléotides).
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Figure 1.5 - Biosynthése de la somatostatine (d’aprés Aharonowitz et Cohen, 1981)

Dans le cas de ’hormone de croissance humaine (HGH), le géne ne peut étre
synthétisé et il faut I’isoler a partir de cellules humaines. La méthode consiste a partir
de I’ARN messager, extrait de tissus hypophysaires humains, a fabriquer a 1’aide
d’une enzyme, la transcriptase réverse, une copie d’ADN complémentaire (ADNCc).
La molécule d’ADN double brin, répliquée de nombreuses fois, est alors introduite
dans la bactérie Escherichia coli. Les colibacilles en culture produisent jusqu’a 10%
de leurs protéines totales sous forme d’une hormone, qui n’est toutefois pas en tout
point identique a ’HGH. Comme pour la somatostatine, elle porte & son extrémité
une méthionine, d’ol son nom de Met-GH. Son action physiologique est satisfaisante
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et elle n’a pas de toxicité particuliere. Toutefois, les sujets traités pendant plusieurs
mois développent des anticorps anti-GH.

Une approche différente consiste a utiliser les cellules animales en culture, par
exemple des cellules rénales de singe, dites Vero. Le geéne ainsi transféré (de cellules
hypophysaires dans des cellules rénales) sécreterait une hormone identique a
I’hormone de croissance humaine 4. Ce procédé de culture industrielle en fermenteur
de cellules animales présente des avantages et des inconvénients par rapport a la
culture bactérienne.

Dans le cas de la culture de cellules animales, 1’hormone est sécrétée dans le milieu de
culture au lieu de rester a I’intérieur de la bactérie, et sa purification est facilitée d’au-
tant. Les risques résident dans les acides nucléiques de 1’hdte (risque tumorigéne) ou
dans les éventuelles contaminations bactériennes ou endotoxines, susceptibles de
réactions pyrogeénes ou immunogenes.

Compte tenu de tous ces facteurs, du temps de passage du stade pré-industriel a
I’échelle industrielle, des contrdles et expérimentations nécessaires chez 1’animal
d’abord et chez I’homme ensuite, conformément aux réglementations diverses, il faut
compter entre 5 et 10 ans pour qu’une technique considérée comme efficace en
laboratoire aboutisse au produit pharmaceutique sur le marché public.

7.2. ETUDE DYNAMIQUE DE LA BIOSYNTHESE DES HORMONES
POLYPEPTIDIQUES

La dynamique de la biosyntheése des hormones polypeptidiques peut étre suivie a
I’aide des méthodes suivantes :

7.2.1. L’autoradiographie en microscopie électronique

La culture cellulaire (ou 1’animal entier) est brievement exposé a un “pulse” d’un
précurseur spécifique (par exemple les leucines pour les protéines, 1’uridine pour
I’ ARN) habituellement tritié, qui émet un rayonnement 3. Aprés une incubation ou
une période du durée variable, le tissu est fixé et traité pour 1’observation a 1’aide de
microscopie électronique. Chaque préparation (coupes fines déposées sur un treillis
posé sur une lame) est ensuite recouverte dans 1’obscurité d’une mince couche
d’émulsion photographique dite nucléaire. Apres un temps de latence de plusieurs
jours, 1I’émulsion est développée. Les protéines qui ont incorporé le précurseur,
I’ ARN messager, pourront étre localisées par la position des grains d’argent dans la
cellule. Leur déplacement dans la cellule pourra étre apprécié par la variation de la
position des grains suivant la durée qui sépare I’exposition au “pulse” de la fixation
du tissu. On peut suivre ainsi, par exemple, les étapes intracellulaires de la
biosynthese de la parathormone dans la cellule parathyroidienne.

4 Laboratoires Sanofi.
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7.2.2. L’immunocytochimie en microscopie électronique

La encore, la technique immunocytochimique est appliquée sur des coupes ultra-fines
qui seront ensuite observées au microscope électronique. L’immunomarquage
permettra de préciser le lieu de syntheése ou d’accumulation de I’hormone ou de la
molécule protéique étudiées. La réaction utilise un anticorps (Ac) spécifique, elle est
révélée par un marqueur opaque aux électrons. La méthode de marquage peut étre
directe (le marqueur est fixé directement sur I’Ac) ou indirecte (I’Ac n’est pas
marqué, mais il est détecté par un deuxieme Ac lié au marqueur). Le marqueur peut
étre une enzyme (peroxydase de raifort) qui sera révélée par la 3-3’diaminobenzidine
(DAB), ou une substance faite de particules denses aux électrons (or colloidal,
ferritine).

7.2.3. L’hybridation in situ

C’est la méthode la plus performante pour quantifier la dynamique de la synthese
d’une hormone protéique, ou d’une enzyme clé de I’hormonogenese.

Pour étudier la transcription d’un géne au cours du cycle cellulaire ou au cours d’un
processus physiologique, la méthode conventionnelle est la méthode de biologie
moléculaire de Northern blot. Cette méthode consiste a isoler les ARN du préleve-
ment biologique, qui sont ensuite séparés sur un gel d’électrophoreése. La bande
contenant I’ARN que I’on veut étudier est le plus souvent repérée par hybridation sur
gel avec une sonde complémentaire. Une étude semi-quantitative de 1’intensité du
marquage dans les différentes bandes peut étre réalisée.

L’utilisation de méthodes d’hybridation in situ (c’est-a-dire sur des préparations

cytologiques ou histologiques) est justifiée :

» dans le cas ot il existe une transcription différente de ce géne dans les structures
histologiques ou méme au sein de la population cellulaire ;

* dans le cas ou une coloration cytologique doit étre effectuée simultanément (par
exemple une “coloration” de la protéine codée par le gene étudié).

11 faut disposer d’une sonde d’acides nucléiques (ADN ou ARN) monobrin, dont la
séquence en base est complémentaire de celle de I’ARN a étudier. Cette sonde doit
étre marquée, soit avec un radioisotope, soit avec un hapténe (molécule pouvant étre
reconnue par un anticorps).

Les principales étapes de cette technique sont :

* la fixation qui consiste a immobiliser, dans leur localisation cellulaire, les ARN
que I’on veut détecter ;

* la dénaturation partielle pour éliminer les repliements secondaires de I’ ARN sur
lui-méme ;

* le dépdt de la sonde sur la préparation et une incubation dans des conditions tres
strictes de pH, force ionique et température permettant I’ hybridation moléculaire.
L’hybridation moléculaire est la formation d’un acide nucléique bicaténaire entre
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la sonde et la séquence d’ ARN a étudier. Cette association résulte de la formation
de liaisons hydrogeéne entre les bases complémentaires portées par la sonde et
I’ARN a étudier ;

* le lavage pour éliminer I’exces de sonde ;

* larévélation des sondes hybridées se fait dans le cas des sondes radioactives par
dépot d’une émulsion photographique. Cette émulsion est ensuite développée ;

* dans le cas des sondes portant des haptenes, la révélation se fait par des anticorps
fluorescents ou permettant d’obtenir une réaction colorée.

Une quantification du marquage dans chaque cellule ou dans les structures histo-
logiques peut étre effectuée par analyse d’image. C’est dire qu'une mesure de la
coloration résultant des sondes hybridées est effectuée (mesure de la densité optique
de la coloration) dans la préparation cytologique.

7.3. HORMONES STEROIDES

Leur fabrication fait appel a des méthodes de bioconversion dans lesquelles des
micro-organismes prennent en charge des étapes isolées de la biosynthese globale,
dont les chainons intermédiaires seront réalisés par une synthése non-biologique
(fig. 1.6).

Dans le cas de la cortisone, la synthese chimique seule nécessitait 27 étapes a partir
des stérols végétaux, aboutissant a un cofit de revient tres élevé. La prise en charge de
I’hydroxylation de la progestérone sur le carbone 11 par un champignon a permis de
réduire la synthese de 75 a 11 étapes, divisant le colit de revient par 30. Depuis, les
micro-organismes sont utilisés deés la dégradation de la chaine latérale
(Mycobactéries), ainsi que pour des déshydrogénations (sur C1, C2) qui donnent des
dérivés de synthese importants en thérapeutique.

8. LES SOURIS TRANSGENIQUES : UN OUTIL POUR UNE
APPROCHE MOLECULAIRE DE L’ENDOCRINOLOGIE

L’introduction et/ou I’invalidation d’un gene dans le patrimoine héréditaire d’un
individu définit la transgenese. Cette approche peut étre réalisée chez les Mammiferes
par recombinaison homologue (RH). La RH est un événement au cours duquel les
séquences d’un fragment d’ADN modifié viennent remplacer les séquences
endogenes avec lesquelles elles présentent une homologie. La RH appliquée aux
cellules souches embryonnaires murines (ES) permet de créer des souris
transgéniques portant une mutation déterminée. Cette technique pemet, entre autres,
I’inactivation d’un gene et, par la-méme, de cerner au plus pres sa fonction
(Lemarchandel et Montagutelli, 1990).
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Figure 1.6 - Biosynthése des stéroides (d’aprés Aharonowitz et Cohen, 1981)

Les cellules ES peuvent étre maintenues ex vivo tout en conservant leur capacité a
coloniser I’embryon apres I’injection dans un blastocyte receveur. L’obtention de
souris chimeres permet la transmission germinale de la modification génétique
introduite dans les cellules ES. Grice a l'utilisation de nouveaux vecteurs de
recombinaison homologue, fondés sur le systeme de recombinaison Cre-lox du
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bactériophage P1, il est maintenant possible de contrbler de maniere spatio-temporelle
I’apparition de la mutation désirée chez la souris (Viville, 1995). Un avantage
fondamental du systéme Cre-lox est de permettre 1’étude de fonctions de geénes a
I’état adulte lorsque la mutation a un effet délétere sur le processus du développement
embryonnaire.

La possibilité de modifier un géne donné dans un sens prédéterminé ouvre de tres
larges horizons, notamment dans le domaine de 1’endocrinologie. En effet, au-dela de
la possibilité de cerner la fonction régulatrice d’un gene au cours du développement
d’un organe endocrinien, les méthodes de transgenese permettent la création de
modeles animaux de maladies humaines génétiquement déterminées. Nous nous
contenterons ici de décrire un exemple particulierement démonstratif.

Les mécanismes qui gouvernent la progression du cycle cellulaire reposent sur
I’activation séquentielle de protéine kinases de la famille cdk (voir chap. 3, § 1).
L’engagement des cellules en phase G1 dépend de 1’association de cyclines de type D
avec les protéine kinases cdk4 et cdk6. Les formes activées de ces protéine kinases
phosphorylent la protéine du rétinoblastome (Rb) qui régule négativement la
transition G1/8S.

Des souris transgéniques dans lesquelles le gene cdk4 a été inactivé ont été décrites, et
les conséquences phénotypiques de 1’élimination de 1’expression de cdk4 ont été ainsi
analysées in vivo (Rane et coll., 1999).

L’observation majeure de cette étude est de montrer que les souris adultes cdk4-
présentent les caractéristiques d’un phénotype diabétique. Comparée aux souris
normales, la concentration en insuline dans le sérum des souris cdk4- est réduite de
90%, tandis que la glycémie est fortement élevée. L’analyse histologique du pancréas
de ces animaux révele une sévere diminution de la taille des cellules B se traduisant
par une réduction dramatique de la surface du tissu pancréatique endocrine.
Cependant, ces animaux répondent normalement a une administration d’insuline, ce
qui montre que le phénotype diabétique observé résulte d’un défaut de production de
I’hormone. De plus, I’insulinodéficience de ces souris transgéniques est proba-
blement a I’origine de leur taille réduite et de leur stérilité.

Cette étude montre que la présence de cdk4 est impérativement requise pour la
prolifération et le développement postnatal des cellules 3 pancréatiques, et que la perte
de I’expression de cdk4 chez la souris mime un phénotype qui ressemble en tout
point aux diabetes insulinodépendants observés chez I’homme.

En conclusion, il s’agit 1a d’un exemple parmi d’autres d’une approche génétique de
la différenciation d’un organe endocrine. Il illustre clairement la possibilité de
produire chez la souris des modeles d’une maladie génétique humaine.






CHAPITRE 2

LES MESSAGERS CHIMIQUES

MECANISMES DE TRADUCTION DE LEUR INFORMATION

Pour maintenir la composition de leur milieu intérieur constante et différente de celle
du milieu externe, les étres vivants ont besoin, d’une part, d’énergie et, d’autre part,
d’obtenir des informations sur la composition de ce milieu externe, leur propre
composition, ainsi que sur le fonctionnement de leurs organes. Trois types de
mécanismes participent a ces transferts d’informations : les communications
nerveuse, chimique et immune.

Dans cet ouvrage, et plus particulierement dans ce chapitre, nous ne parlerons que de
la communication chimique entre cellules animales. Notons que ce choix n’exclut pas
totalement les autres types de communication, il existe des interconnexions entre eux.
De plus, les mémes messagers et mécanismes peuvent étre impliqués dans plusieurs
de ces trois types de communication.

1. LA COMMUNICATION INTERCELLULAIRE

1.1. NOTIONS D’EMETTEUR-MESSAGE-RECEPTEUR

La communication entre cellules met en jeu une cellule émettrice productrice du
message (essentiellement chimique) et une cellule réceptrice (ou cellule cible) capable
de traduire le message.

Les cellules émettrices d’'un méme message peuvent étre rassemblées pour constituer
une glande ou, au contraire, étre réparties dans I’ensemble de I’organisme (cas de
I’endothélium vasculaire), ou étre isolées (cas des terminaisons nerveuses). De
méme, les cellules réceptrices peuvent étre regroupées dans un organe spécifique ou
disséminées dans I’ensemble de I’organisme.

Le message émis par les cellules productrices peut étre de nature chimique variée (de
la trés petite molécule comme NO jusqu’a la protéine) et peut avoir une durée de vie
breve (quelques secondes) ou longue (quelques jours). Il peut agir a proximité de son
lieu de production ou a distance (dans ce cas, il est convoyé par le sang).
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Les cellules cibles sont équipées de récepteurs membranaires ou intracellulaires
capables de traduire le message et de provoquer son amplification. Souvent, les modi-
fications induites par le message au niveau de la cellule cible rétroagissent directement
ou non sur la cellule émettrice pour en moduler I’émission.

1.2. LES DIFFERENTS MODES DE COMMUNICATION
ENTRE LES CELLULES

La figure 2.1 schématise les différents types de communication entre la cellule pro-
ductrice et la cellule cible. Lorsque le message émis agit au voisinage de la cellule
cible, ou lorsque la cellule productrice est elle-méme la cellule cible, il s’agit de
communications paracrine ou autocrine. Le terme de communication endocrine est
utilisé pour traduire le fait que les cellules productrices (cellules endocrines) généra-
lement rassemblées dans une glande (glande endocrine) déversent leur message dans
le sang. Dans ce cas, le message est une hormone au sens classique du terme. Le
messager chimique ainsi véhiculé par le sang peut transiter (li€ ou non a des protéines
— binding proteins — qui le protegent des dégradations) jusqu’au niveau des cellules

cibles.
>,

-~

Cellule émettrice
(et cible)

Autocrine

Paracrine Lo
Messagers chimiques

Endocrine

T Vaisseau sanguin

Figure 2.1 - Modes de communication entre cellules
Dans le cas de communication autocrine, la cellule émettrice est aussi la cellule cible.
Lorsque le messager chimique agit sur les cellules voisines, il s’agit de communication
paracrine (neurocrine pour les cellules nerveuses). Dans le cas de communication
endocrine (neuro-endocrine pour les cellules nerveuses), le message est convoyé par le
sang avant d’atteindre la cellule cible.

Un autre type de communication met en jeu les contrats cellules/matrice extra-
cellulaire et cellules/ cellules.

Les contacts cellules / matrices extracellulaires sont assurés par les intégrines et le
CD44. Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires ; elles interagissent
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avec des molécules impliquées dans la polarisation intracellulaire (enzymes a fonction
tyrosine kinase, Src...) qui, dans de nombreux cas, conduisent a 1’activation des
MAP kinases (mitogen activated protein kinase). Le CD44 est un protéoglycane
transmembranaire relié au cytosquelette actinique qui, par son role de présentation des
facteurs de croissance, est impliqué dans la prolifération cellulaire.

Les cadhérines assurent le contact cellules/cellules. Ce sont des glycoprotéines
portant des domaines de liaison au calcium. Leur domaine terminal (o- et B-caténine)
peut, dans certaines situations, se transloquer dans le noyau et interagir avec des
récepteurs aux facteurs de croissance.

Cet aspect de la communication intercellulaire, comme les mécanismes impliqués
dans I'immunité, ne seront pas abordés dans cet ouvrage.

1.3. LES DIFFERENTS TYPES DE MESSAGERS CHIMIQUES
IMPLIQUES DANS LA COMMUNICATION INTERCELLULAIRE

La découverte constante de nouveaux messagers, ainsi que la mise en évidence de
nouvelles propriétés des messagers existants font que la classification classique
(fondée sur les fonctions et/ou le mode d’action des messagers) est régulierement
remise en cause.

Les neuromédiateurs, les phéromones (moyens de communication — différés ou
non — entre individus), ainsi que les cytokinines ne font pas 1’objet de cet ouvrage.
Les neurohormones, en tant que telles, ne seront pas spécifiquement abordées dans ce
chapitre (elles ne different pas particulierement des hormones). Nous distinguerons
donc ici cinq types de messagers chimiques.

1.3.1. Les hormones

Une hormone est une substance chimique produite par une cellule sécrétrice qui la
libere dans la circulation. L’hormone ainsi convoyée va agir, en quelques secondes,
sur différents types de cellules cibles. Cette action se traduit par des modifications de
la physiologie de la cellule réceptrice, et résulte de la liaison du messager hormonal
avec des récepteurs spécifiques membranaires ou intracellulaires de la cellule cible.

1.3.2. Les pro-hormones

Les pro-hormones sont de grosses molécules, généralement peptidiques, précurseurs
des hormones. Ces pro-hormones peuvent étre découpées (éventuellement pour la
méme pro-hormone, d’une fagon variable) pour donner une ou plusieurs hormones.
Il existe ainsi des pré-pro-hormones dont le découpage comporte une ou plusieurs
étapes supplémentaires. Le découpage des pro-hormones peut se faire au niveau du
site de production — cas de la pro-opiomélanocortine (POMC) —, mais aussi au niveau
du sang et/ou de I’organe cible (cas de I’angiotensinogéne). Remarquons avec cet
exemple, qu’au sens strict, I’angiotensine produite par dégradation de I’angioten-
sinogene par la rénine sanguine (ou endothéliale) ne peut étre considérée comme une
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hormone. Un certain nombre de vitamines (A, B, D, K), qui ne sont pas synthétisées
directement par 1’organisme (apport alimentaire, action des UV, synthese par les
bactéries intestinales), peuvent étre cependant considérées comme des pro-hormones,
voire des hormones.

1.3.3. Les facteurs de croissance (voir chap. 3, § 1)

Les facteurs de croissance sont des messagers chimiques produits par une grande
variété de types cellulaires (neurones, glandes salivaires, cellules vasculaires, pla-
quettes...) qui stimulent la prolifération et/ou la différenciation. Leur mode d’action
n’est pas différent de ceux décrits plus haut (ils exercent cependant essentiellement
une action autocrine ou paracrine). Un certain nombre d’hormones (insuline, endo-
théline, angiotensine, prolactine...) exercent, en outre, des actions de type facteur de
croissance (pour certaines, leur récepteur est couplé a une protéine possédant une
fonction tyrosine kinase), ou sont des agents co-mitogenes.

1.3.4. Les parahormones

Un certain nombre de substances impliquées dans des modes de communication
auto-, para- ou endocrine sont des messagers chimiques que 1’on ne peut pas (tou-
jours) classer comme des hormones vraies. C’est le cas de 1’histamine, 1’acide arachi-
donique et ses dérivés (leucotrienes, thromboxane, prostaglandines), le monoxyde
d’azote (voir chap. 3, § 3), le PAF (platelet activating factor) (voir chap. 3, § 4), les
endothélines (voir chap. 3, § 5).

Un autre mode de classification des messagers chimiques consisterait a prendre en
compte leur capacité a traverser ou non la membrane cellulaire et a considérer que les
messages hydrosolubles sont actifs sur les récepteurs membranaires et que les
messagers liposolubles possedent des récepteurs intracellulaires. Cette classification
ne peut (commes les autres) €tre appliquée strictement, car certains messagers
peuvent diffuser dans I’eau et dans les lipides et, de plus, certains possedent des
récepteurs membranaires et intracellulaires. Aussi, dans ce chapitre, nous envisa-
gerons successivement, et avec les restrictions formulées plus haut, la traduction des
messagers chimiques via la mise en jeu des récepteurs membranaires puis la
traduction des messages via la mise en jeu de récepteurs intracellulaires.

2. TRADUCTION MEMBRANAIRE
DES MESSAGES CHIMIQUES

Les messagers qui ne peuvent traverser la membrane cellulaire agissent sur les
cellules cibles par leur liaison avec des récepteurs spécifiques membranaires. Cette
liaison messager / récepteur induit, via la mise en jeu ou non d’une protéine G, soit la
synthése d’un messager intracellulaire appelé second messager, soit (et) des
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modifications de la composition ionique intracellulaire (en particulier calcique)
amplificatrices du message. L’ensemble de ces modifications va provoquer des
changements radicaux de la physiologie cellulaire.

2.1. LES RECEPTEURS MEMBRANAIRES

Les récepteurs membranaires sont des glycoprotéines complexes fichées dans la
membrane plasmique. Leurs fonctions principales sont de reconnaitre le message
chimique, de le traduire et de I’amplifier. Il existe quatre types de récepteurs membra-
naires : les récepteurs canaux ioniques, les récepteurs enzymes, les récepteurs couplés
a des protéines G et les récepteurs de la superfamille des cytokines.

2.1.1. Les récepteurs canaux ioniques

Un certain nombre de récepteurs essentiellement activables par des neuromédiateurs
(acétylcholine, glutamate, gamma-amino-butyric acid [GABA]) sont des canaux
ioniques. L’activation de ces récepteurs provoque des variations locales de potentiel
qui peuvent conduire a des modifications a court (ou a long terme) du fonctionnement
cellulaire (potentiels post-synaptiques excitateur [PPSE] ou inhibiteur [PPSI]), et peu-
vent participer aux mécanismes de potentialisation a long terme (LTP) (fig. 2.2).

Messager chimique

\ Milieu extracellulaire

Membrane

Canal récepteur .
Mouvements d'ions

Figure 2.2 - Représentation schématique d’un récepteur canal ionique

La fixation d’un messager chimique sur un canal récepteur induit un changement de
conformation de la protéine qui entraine I'ouverture du canal. Suivant le type d’ions mis
en jeu, ce changement de perméabilité provoque des modifications de la composition
ionique intracellulaire, qui générent une hyperpolarisation ou une dépolarisation de la
membrane et, finalement, des modifications du comportement des canaux ioniques
sensibles au voltage. Lorsque ces modifications affectent les canaux calciques, les
répercussions sur le métabolisme cellulaire peuvent étre majeures.

2.1.2. Les récepteurs enzymes

Ces récepteurs enzymes sont soit des protéine tyrosine kinases (cas des récepteurs
aux facteurs de croissance), soit des enzymes capables d’induire directement la
synthese d’un second messager cyclique (cas des récepteurs au facteur natriurétique
atrial ou ANF).
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La fixation du ligand (facteurs de croissance, insuline) sur les récepteurs tyrosine
kinases provoque (lorsqu’ils ne sont pas déja des dimeres) une dimérisation et une
transphosphorylation des récepteurs (voir chap. 3, § 1).

Les récepteurs tyrosine kinases ainsi activés phosphorylent différentes enzymes sur
des résidus tyrosine (les autres kinases phosphorylent généralement sur des résidus
sérine ou théonine). Ces phosphorylations peuvent conduire a la syntheése de seconds
messagers (inositol [1,4,5] triphosphate [IP3], diacylglycérol [DAG]), ainsi qu’a
I’activation en cascade d’une grande variété d’enzymes impliquées dans les processus
de différenciation et/ ou prolifération cellulaires (fig. 2.3).

ﬁ Facteur de croissance

Milieu extracellulaire

PIP2—= DAG O O
~
PLC L .
el l / Milieu intracellulaire
Phosphorylation >< - PKC
croisée ¢ Y \
SHC IP3 ca2y”
GRB2 i
Ras
¢ Effets
cellulaires
Raf Réticulum

Protéines et enzymes impliquées
Noyau |—> | dans la prolifération, la différenciation,
I'hypertrophie et la survie cellulaires

Figure 2.3 - Enzymes et protéines impliquées dans la prolifération,
la différenciation, I’hypertrophie, la survie cellulaires
DAG : diacylglycérol ; GRB2 : growth factor receptor-bound protein 2 ; IP3 : inositol
(1,4,5) triphosphate ; MAPK : mitogen activated protein kinase ; PIP2 : phosphatidyl-
inositol (4,5) biphosphate ; PKC : protéine kinase de type C; PLC : phospholipase C ;
Ras, Raf : proto-oncogénes ; SHC : domaine de reconnaissance 3 ; Sos : son of sevenless.

Le récepteur pour I’ANF est une guanylate cyclase membranaire. Son activation
entraine la transformation du GTP (guanosine triphosphate) en GMPc (guanosine
monophosphate cyclique) capable d’agir directement sur différentes perméabilités
ioniques ou d’activer des protéine kinases G (PKG). Les rdles des PKG sont peu
connus. Toutefois, leur implication a été démontrée dans la régulation de différentes
perméabilités ioniques membranaires, ainsi que dans ’homéostasie calcique via la
stimulation des Ca-ATPases du réticulum et probablement du sarcolemme.
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2.1.3. Les récepteurs couplés aux protéines G (R-CPG)

De nombreux récepteurs sont couplés a une classe de protéine liée au GDP (guano-
sine diphosphate) ou protéine G. Les protéines G sont des hétérotrimeéres membra-
naires composés de sous-unités appelées : Go. - GB - Gy. 1l a été identifié environ
vingt types de sous-unités o, 4 de et 7 de . En I’absence de ligand, la sous-unité o
est liée & du GDP. L’activation du récepteur génere des modifications au niveau de la
protéine G : le remplacement du GDP porté par la sous-unité o par du GTP (il ne
s’agit pas d’une phosphorylation) et la dissociation de la protéine G (fig. 2.4).
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Membrane
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Figure 2.4 - Transduction du message hormonal par I'intermédiaire
de la protéine Gs. Le processus conduit a la synthése d’AMPc.
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Selon le type de récepteur, la sous-unité o activée (o.-GTP) peut alors agir sur
différentes enzymes (adénylate cyclase, guanylate cyclase, phospholipase A ou C)
pour stimuler ou inhiber (protéines Gs ou Gi dans le cas de I’adénylate cyclase) la
syntheése de seconds messagers, ou agir directement sur divers types de canaux
ioniques tels que certains canaux potassiques ou calciques. Ce dernier type d’action a
aussi été mis en évidence pour les sous-unités 3 et y qui semblent agir de concert. La
sous-unité o est douée d’activité GTPasique, ce qui limite dans le temps son action.

L’utilisation d’analogues non-hydrolysables du GTP (ALF3-GTPyS...) permet de
maintenir en activité les protéines G. De plus, un certain nombre de protéines G sont
sensibles & la toxine du choléra (Vibrio cholerae) qui inhibe 1I’activité GTPasique de la
sous-unité o et/ou a la toxine de la coqueluche (Bordetella pertussis) qui découple la
liaison récepteur/protéine G. Comme le montre le tableau 2.1 (non-exhaustif), un
grand nombre de messagers chimiques activent des récepteurs membranaires couplés
a des protéines G. Il semble que la majorité de ces récepteurs possedent sept
domaines transmembranaires (voir fig. 2.5).

Tableau 2.1 - Exemples de messagers chimiques
dont certains récepteurs sont couplés a des protéines G

Neuromédiateurs Acétylcholine Gs, Gi, Gy
Adrénaline (Rp) Gs
Dopamine (RD1, RD2) Gs, Gi
Neuropeptide Y Gy
Noradrénaline (Rot1-Ro2)  Gpy ¢, Gi
Opiacés (U, 9, ) Gi
Sérotonine Gs
Hormones ACTH Gs
Bradykinine Gi
Calcitonine / CGRP Gs
GHRH
Glucagon Gs
LH Gs
Ocytocine
Somatostatine Gi
TRH
TSH Gs
Vasopressine (V2) Gs
Autres messagers Cytokines G?
Prostaglandines Gs, Gi, GpLx, autres ?
Thromboxane Gs

Gi : protéine G inhibitrice ; Gy : protéine G provoquant I’ouverture de canaux K* ;
Gpra : protéine G activatrice d’une phospholipase A ; Gprx : protéine G
stimulatrice d’'une phospholipase quelconque ; Gs : protéine G stimulatrice.
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Figure 2.5 - Schéma d’un récepteur heptamembranaire
Chaque cercle correspond a un acide aminé. Les sept régions transmembranaires sont une
structure en hélice a. Les boucles extracellulaires sont numérotées de | a lll. Les ponts
disulfures extracellulaires sont schématisés.

Toutefois, jusqu’alors, il n’a pas été possible de déterminer une structure spatiale
commune a tous les ligands susceptibles d’activer ce type de récepteurs. Quelles que
soient les structures impliquées, la liaison ligand/récepteur provoque 1’activation de
plusieurs protéines G, ce qui déclenche la synthése d’une grand nombre de molécules
de seconds messagers et, finalement, conduit a une tres forte amplification du
message (fig. 2.6).

2.1.4. Les récepteurs de la superfamille des cytokines

Ce sont les récepteurs de I’érythropoiétine, de la GH, de la prolactine, de I’'HCG, de la
leptine... Ces récepteurs ne possedent pas de fonction tyrosine kinase. Cependant, leur
activation met en jeu des mécanismes similaires a celui des récepteurs tyrosine
kinases : dimérisation du récepteur, activation de protéines a fonction tyrosine kinase.
Ceci donne lieu a une transphosphorylation de ces protéines et a la phosphorylation
du récepteur. La suite de la cascade similaire a celle résultant de I’activation des
récepteurs a fonction tyrosine kinase conduit a la prolifération et/ ou la différenciation
tissulaire (fig. 2.7).
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Figure 2.6 - Représentation schématique de la cascade de processus
impliqués dans I’activation de récepteurs liés a des protéines G
Ca-Calm : calcium-calmoduline ; PKA : protéine kinase A ; PKC : protéine kinase C ; PKG :
protéine kinase G.
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Figure 2.7 - Mécanisme de la transduction du signal par les récepteurs des cytokines
(d’aprés Vaisse, 1997)

JAK : Janus activated kinase ; STAT : signal transducers and activators of transcription.

a - La liaison du ligand au récepteur entraine la dimérisation de celui-ci.

b - Elle entraine en outre I’activation de protéines JAK associées au récepteur. Ces

protéines se transphosphorylent et phosphorylent le récepteur qui devient un site de

liaison pour des protéines cytoplasmiques, les protéines STAT.

c - La liaison des protéines STAT au récepteur entraine leur activation par phosphorylation.

Les protéines STAT activées forment des homo- ou hétérodiméres, sont transloquées dans

le noyau oa elles lient des séquences spécifiques d’ADN et activent une série de génes
cibles.

C
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2.2. LES SECONDS MESSAGERS

L’activation des récepteurs tyrosine kinases, des récepteurs couplés a des protéines G,
ainsi que celle d’autres types de récepteurs, de méme que la mise en jeu de facteurs
physico-chimiques (comme 1’étirement membranaire) induisent la production de
seconds ou troisiemes messagers. Les principaux seconds messagers connus sont :
I’ AMPc (adénosine monophosphate cyclique), le GMPc (guanosine monophosphate
cyclique), le DAG (sn-1,2 diacylglycérol), les dérivés de ’acide arachidonique
(prostaglandines et thromboxane), le monoxyde d’azote (NO), I’ADPRc (adénosine-
ribose diphosphate cyclique).

En 1984, il apparaissait que les hormones polypeptidiques qui n’agissaient pas selon
un mécanisme AMPc-dépendant mettaient en jeu un mécanisme calci-dépendant (a
I’exception de la prolactine, de I'insuline et de la GH). C’était le cas :
* en augmentant le Ca2* intracellulaire libre,

— de la noradrénaline (sur les récepteurs o),

— de I’ADH dans le foie,

— du stimulus glucose sur la sécrétion de parathormone ;
* en diminuant le Ca2+ intracellulaire libre.

Depuis, nos connaissances ont beaucoup évolué.

2.2.1. L’AMP cyclique

L’adénosine monophosphate cyclique (voir fig. 2.8) a été le premier second messager

découvert (1967). 1l agit dans un trés grand nombre de types cellulaires pour partici-

per a la régulation d’une trés grande variété de processus physiologiques. Un grand

nombre de messagers chimiques stimule la synthese d”AMPc via I’activation d’une

protéine Gs, d’autres (moins nombreux) I’inhibent par la mise en jeu d’une protéine

Gi (voir tab. 2.1 et fig. 2.9). Il a été montré que I’action inhibitrice de Gi ne peut

s’exercer que sur 1’adénylate cyclase préalablement activée par Gs. L’ AMPc formé

stimule différentes protéines et, en particulier, la protéine kinase A (PKA). La pro-

téine kinase A phosphoryle un grand nombre de protéines, ce qui a pour consé-

quences majeures :

1. d’induire I’activation de la phosphorylase b (enzyme impliquée dans le métabo-
lisme énergétique),

2. de stimuler la calcium ATPase du réticulum (stimulation du repompage du
calcium),

3. d’induire I’ouverture de canaux ioniques membranaires sensibles au voltage (K,
Cat),

4. de moduler la synthese protéique via son action sur la MAPK (mitogen activated
protein kinase).

Lorsque le ligand se sépare de son récepteur, soit apres phosphorylation directe par la
PKA ou par une phosphorylation via une cascade dont le point de départ est la PKA,
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ou apres phosphorylation par d’autres kinases telle que le PKC (protéine kinase C), la
protéine G n’est plus activée, I’AMPc formé disparait sous 1’action d’une
phosphodiestérase des nucléotides cycliques (phosphodiestérase stimulée par le
GMPc). 11 est a noter que cette derniere présente plus d’affinité pour I’AMPc que
pour le GMPc. L’action stimulatrice des phosphorylations réalisées par la PKA
disparait sous I’action de phosphatases (pour certaines, préalablement activées par une
phosphorylation dépendante de la PKA elle-méme).

2.2.2. Le GMP cyclique

Le guanosine monophosphate cyclique ! (GMPc) est formé lors de :

1. T’activation d’une guanylate cyclase membranaire (récepteur a 1’ANF) ou
cytoplasmique (NO) (voir chap. 16, § 3),

2. processus mettant en jeu une protéine G (rhodopsine) activée par la lumiere,

3. la stimulation de récepteurs couplés a une protéine G (acétylcholine...).

Le GMPc peut avoir une action directe pour inhiber ou activer différents types de
perméabilités ioniques ou une action indirecte par la stimulation de protéine
kinases G. En outre, comme il a été dit plus haut, il stimule une phosphodiestérase
active sur les nucléotides cycliques. Les rdles joués par les protéine kinases G sont
mal connus. Toutefois, il a été mis en évidence 1’implication de phosphorylations
dépendantes des PKG dans la modulation de certaines perméabilités ioniques, ainsi
que dans I’activation des calcium-ATPases du réticulum (et/ou de la membrane
plasmique), ce qui finalement conduit & diminuer la teneur en calcium libre cytoplas-
mique. De ce point de vue, et c’est souvent le cas, I’AMPc et le GMPc ont des effets
opposés, sauf semble-t-il au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires.
Comme I’AMPc, le GMPc est désactivé par une phosphodiestérase qu’il stimule.

2.2.3. L’ADPR cyclique

L’adénosine-ribose diphosphate cyclique (ADPRc) (fig. 2.8) a été découvert en 1987.
Depuis, sa présence a été détectée, des Invertébrés a I’Homme, dans un grand
nombre de types cellulaires. La formation d’ADPRc a partir de NAD+ est, en large
majorité, réalisée par une enzyme de la membrane du réticulum. Cette enzyme est bi-
fonctionnelle : elle assure a la fois la synthese et I’hydrolyse de I’ADPRc. L’ADPRc
agit sur les canaux calciques du réticulum sensibles a la ryanodine (alcaloide végétal)
et au calcium (impliqué, a ce titre, dans ce qu’il est convenu d’appeler le “Ca2+
induced Ca2+ release” [CICR] : le calcium induit la libération de calcium). A ce
niveau, il a été clairement démontré que I’ADPRc agit sur le réticulum indépendam-
ment des effets de I'IP3.

1 L'emploi du masculin est incorrect. Toutefois, nous sacrifierons a cet usage qui tire son
origine de l'anglais et de l'acception (sous-entendue) de second messager. Il en est de
méme des accords réalisés avec I'AMPc, 1'P3, I’ADPRc.
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Figure 2.8 - Structure de quelques seconds messagers

S’il a ét€ démontré 1’implication de I’ADPRc dans 1’augmentation du calcium libre
intracellulaire d’ceufs fécondés, ainsi que dans 1’activation in vitro de certains canaux
ioniques du réticulum, on ne connait pas de messager chimique susceptible d’induire
la production de I’ADPRc. Aussi, le role physiologique de I’ADPRc dans d’autres
situations reste donc a démontrer.
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Figure 2.9 - Représentation schématique des roles

des protéines Gs et Gi dans la synthése de ’AMPc
L’activation de récepteurs a sept domaines transmembranaires de types différents peut
stimuler deux formes de protéines G (Gs : stimulatrice ; Gi : inhibitrice) qui peuvent agir
sur I’adénylate cyclase (AC). L’activation de I’adénylate cyclase conduit a la production
d’AMPc qui va stimuler différentes protéine kinases et, en particulier, la protéine kinase A
(PKA). La PKA activée phosphoryle une grande variété de protéines (enzymes, canaux
ioniques, protéines impliquées dans la contraction...), ce qui génére d’importantes modifi-
cations de la physiologie cellulaire.

2.2.4. Les inositols phosphates et le diacylglycérol

De nombreux messagers stimulent leurs cibles via I’activation du métabolisme des
phosphatidylinositols (Ptd Ins), ce qui conduit & la synthése d’inositol (1,4,5) triphos-
phate (IP3) et de sn-1,2 diacylglycérol (DAG). Un troisieme messager est formé lors
de ce métabolisme, I’inositol (1,3,4,5) tétraphosphate (IP4). L’IP4 joue, dans certains
types cellulaires, le role de second messager actif sur le métabolisme du calcium
(fig. 2.10). LIP3 et le DAG sont synthétisés lors de 1’activation des récepteurs
tyrosine kinases activables par les facteurs de croissance (voir fig. 2.3), ainsi que dans
le cas de récepteurs membranaires couplés a une protéine G qui stimule une phospho-
lipase membranaire (fig. 2.11). De mé&me, il a été montré que I’étirement de la mem-
brane de certains types cellulaires induit la synthese d’IP3. En outre, une synthese
d’IP3 existe au niveau de la membrane nucléaire. Le DAG provoque I’activation de la
protéine kinase C (sensible au calcium). La fixation du calcium sur ses récepteurs
canaux ioniques du réticulum conduit a la libération de calcium. Enfin, il a ét¢ montré
que, dans certains types cellulaires, I’existence des canaux cationiques membranaires
activables par I’IP3 laisse passer le calcium. L’IP4 est lui aussi capable, dans certains
types cellulaires, d’activer des canaux du réticulum et, peut-&tre, de la membrane
plasmique.
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Figure 2.10 - Représentation schématique du cycle des inositols phosphates
DAG : sn-1,2 diacylglycérol ; InsP : inositol phosphate(s); IP3: Ins(1,4,5)P3; IP4
Ins(1,3,4,5)P4 ; PIP2 : Ptd Ins(4,5)P2 ; Ptd Ins : phosphatidylinositol.
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Figure 2.11 - Représentation schématique de la synthése d’IP3 et de DAG
DAG : sn-1,2 diacylglycérol ; IP3 : Ins(1,4,5)P3 ; PIP2 : Ptd Ins(4,5)P2 ; PKC : protéine
kinase C ; PLC : phospholipase C.

2.2.5. Les céramides

La sphingomyéline et la sphingomyélinase sont deux protéines colocalisées du coté
externe de la membrane cellulaire. L’activation de la sphingomyélinase (enzyme
inductible) par différents agents ou messagers chimiques conduit a la production de
céramide. Les céramides sont des seconds messagers impliqués, suivant le type
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cellulaire, dans des mécanismes variés tels que la différenciation, la prolifération, la
senescence cellulaires ou 1’apoptose 2 (fig. 2.12).

Vit D

TNF o1

Interféron vy
Rayonnements ionisants
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Figure 2.12 - Représentation schématique des mécanismes
impliqués a la suite de I’activation de la sphingomyélinase

2.2.6. Le calcium

La teneur en calcium libre cytoplasmique [Ca2+]; est un parametre fortement régulé.
La concentration cytoplasmique, de 1’ordre de 5.10-¢ M, est tres faible, si on la
compare aux teneurs du calcium extracellulaire ou au calcium contenu dans les sites
de stockage (de 1’ordre de 10-3 M). Les variations de la [Ca2*]; constituent un
message (second ou troisieme) pour un grand nombre d’actions enzymatiques. Le
calcium peut agir directement ou via la calmoduline, une protéine qui lie le calcium.

A concentration €levée, le Ca2+ se lie réversiblement a des protéines spécifiques ou
calciprotéines. En méme temps que Ebashi, a Tokyo en 1970, découvrait que le CaZ+
déclenche la contraction musculaire en se liant a une calciprotéine : la troponine C,
d’autres auteurs japonais découvrent que 1’adénylate cyclase est activée par une
calciprotéine, la calmoduline. En fait, la calmoduline apparait comme le modulateur
de la majorité des effets cellulaires du calcium, la troponine C n’étant qu’une forme
spécialisée de la calmoduline.

2 L’apoptose est un processus initié par 1’activation d’un programme de mort cellulaire. Ce
type de mort cellulaire est caractérisé par une fragmentation de I’ADN, sans libération du
contenu de la cellule dans le milieu extracellulaire. Lors de 1’apoptose on n’observe pas,
comme dans la nécrose, de réactions inflammatoires. L’apoptose joue un réle fondamental
dans des processus aussi différents que le développement embryonnaire, les mécanismes de
I’immunité, I’action des hormones sur certains tissus, le renouvellement cellulaire.
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La calmoduline est ubiquitaire, elle est présente depuis les végétaux jusqu’aux
animaux supérieurs. C’est une protéine de PM 17000 (148 AA). Elle possede
quatre sites de liaisons du Ca2+. Elle intervient :

* comme sous-unité de la phosphorylase b kinase dans la contraction du muscle
strié,

* dans I’assemblage et la dissociation des microtubules,

* en favorisant la phosphorylation de la myosine (via 1’activation d’une protéine
kinase) dans I’interaction actine / myosine au cours de la contraction des cellules
musculaires lisses et d’autres cellules non-musculaires,

* sur ’adénylate cyclase, qu’elle active,

 en activant la pompe & Ca2* membranaire liée a des ATPases Mg2*+ dépendantes.

Elle permet la régulation du flux du Ca2Z+ entre, d’une part, le cytoplasme et
I’extérieur de la cellule et, d’autre part, le cytoplasme et les réservoirs intracellulaires
qui “séquestrent” le CaZ+ (réticulum endoplasmique). Au repos, le cytoplasme
contient peu de CaZ*, alors qu’il yen a :

e jusqu’a 200000 fois plus dans le milieu extracellulaire,

e etjusqu’a 10° fois plus dans les réservoirs intracellulaires.

L’énergie nécessaire au pompage membranaire permanent qui maintient ces concen-
trations est fournie par 1’hydrolyse de 1’ATP, sous I’effet d’une ATPase Mg2* dépen-
dante. L’élévation puis la diminution du taux intracellulaire de calcium constituent un
mécanisme “marche-arrét” pour I’action de la calmoduline.

Un mécanisme hormonal peut étre uniquement calci-dépendant (par exemple la
réponse des récepteurs ol aux catécholamines, ou la réponse de la cellule 3 des flots
de Langerhans du pancréas au stimulus glucose) ou impliquer, a la fois, un méca-
nisme AMPc dépendant et un mécanisme calci-dépendant, les deux convergeant vers
une méme stimulation enzymatique (cas de la TRH).

Le muscle, au cours de I’effort physique, illustre un exemple de convergence d’un
mécanisme hormonal AMPc dépendant (effet de 1’adrénaline libérée) et d’un méca-
nisme nerveux Ca?+ dépendant (contraction musculaire), qui tous deux aboutissent a
la glycogénolyse (fig. 2.13). L’adrénaline active la glycogénolyse via I’AMPc a des
concentrations de Ca2+ faibles (10-7 mol/1) qui sont celles du muscle au repos.
Lorsque celui-ci se contracte, I’augmentation de Ca2+ qui en résulte (10-5 mol/1)
stimule la phosphorylase b kinase du muscle, indépendamment de I’augmentation de
concentration de I’ AMPc.

2.2.7. L’acide arachidonique et ses dérivés

Un certain nombre d’acides gras polyinsaturés peuvent étre métabolisés pour donner
des composés appelés prostanoides ou éicosanoides. Ces composés comprennent les
prostaglandines, les thromboxanes, prostacyclines, leucotrienes, lipoxines et une
grande variété de tri-, di- ou monohydroxy acides gras (fig. 2.14). Le plus important
de ces types de composé est I’acide arachidonique.
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Figure 2.13 - La glycogénolyse dans le muscle

L’acide arachidonique et certains de ses dérivés (formés au niveau de la membrane
cellulaire) peuvent agir d’une fagon paracrine ou autocrine, directement au niveau
intracellulaire et/ ou via I’activation de récepteurs spécifiques conduisant a la synthese
de seconds messagers “classiques”. Ces composés dérivés de I’acide arachidonique,
dont certains ont une durée de vie extrémement courte, peuvent agir localement avec
force et modifier radicalement le fonctionnement cellulaire.

3. TRADUCTION DES MESSAGERS CAPABLES DE DIFFUSER
AU TRAVERS DES MEMBRANES

Un certain nombre de messagers sont 2 méme de diffuser au travers des membranes
et d’agir au niveau intracellulaire. C’est le cas de certains dérivés de I’acide arachi-
donique (voir plus haut), des hormones stéroidiennes et thyroidiennes, c’est aussi le
cas du monoxyde d’azote (NO). En outre, parmi eux, certains peuvent exercer une
action directe et/ou peuvent agir apres activation de récepteurs membranaires ou
cytoplasmiques.
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Figure 2.14 - Représentation schématique et simplifiée
du métabolisme de I'acide arachidonique (20 ; 4»6)
HPETE ) : hydroperoxy-licosotétraénoique ; PgE1 : prostaglandine E1 ; PgE2 : prostaglan-
dine E2 ; PgF2qa : prostaglandine F2« ; PEG2 : prostaglandine G2 ; PgHZ2 : prostaglan-
dine H2 ; Pgl2 : prostaglandine |2 (prostacycline); PLA2 : phospholipase A2 ; PLC :
phospholipase C ; LtA : leucotriéne A ; TbA2 : thromboxane A2.
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4. LES RECEPTEURS HORMONAUX NUCLEAIRES

Les récepteurs nucléaires des hormones stéroides font partie d’une famille de
protéines au sein de laquelle on trouve les récepteurs de la 1,25-(OH),-D3, les
récepteurs des hormones thyroidiennes et les récepteurs des rétinoides (les rétinoides
sont des composés apparentés a I’acide rétinoique, forme carboxylique de la
vitamine Al).

La comparaison des séquences en acides aminés de ces récepteurs fait apparaitre
plusieurs séquences trés conservées, ainsi que des régions qui different profondément
d’un récepteur a I’autre. Il s’agit de protéines nucléaires qui sont dotées de la capacité
de lier spécifiquement certaines séquences de I’ADN et qui, par suite de I’interaction
avec leurs ligands respectifs, agissent comme facteurs transcriptionnels.

Tous les récepteurs contiennent une séquence centrale de 66 a 68 AA trés semblable
d’un récepteur a I’autre ; c’est le domaine de liaison a I’ADN (région C), qui a une
structure retrouvée dans d’autres protéines connues pour se lier a I’ADN. Ces
domaines de liaison a I’ADN ont en commun une structure en “doigts de zinc”,
séquence contenant huit résidus de Cys pouvant lier deux Zn2+ qui stabilisent le
domaine de liaison a I’ADN. Une autre région (région E) constitue le site de liaison
du récepteur avec ’hormone (Evans, 1988 ; Beato, 1989).

Ces récepteurs nucléaires constituent des hétérodimeres avec la molécule R-XR,
récepteur de I’acide rétinoique 9 cis (voir plus loin), qui joue ainsi pour les hormones
stéroides, thyroidiennes et la 1,25-(OH),-D3, un rdle de partenaire commun dans
I’activation de ces hormones (fig. 2.15).

4.1. RECEPTEUR DES (ESTROGENES

Il serait constitué par une seule chaine polypeptidique, dont le géne a été cloné puis
séquencé. Il possede 595 AA de PM 65 kDa, avec deux sites fonctionnels, I’un, de
liaison avec 1’hormone, localisé dans la moitié N-terminale du récepteur et 1’autre, de
liaison avec I’ADN, localisé dans la moiti€¢ C-terminale du récepteur. Le Kp est de
2,5 pM.

4.2. RECEPTEUR DE LA PROGESTERONE

Il comporte, selon O’Malley (1984), deux sous-unités, une sous-unité A
(PM 79 000) ou sous-unité effective qui lie I’ADN avec une haute affinité et une
sous-unité B (PM 105000) qui joue un role dans la spécificité de localisation du
récepteur. Le Kp est de 1 a 10 uM, selon les especes. Cette forte affinité pour la
chromatine ne se manifeste qu’apres liaison avec I’hormone, en 1’absence d’hormone
le récepteur est faiblement 1i¢ au noyau.
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Figure 2.15 - Spécificité de liaison des récepteurs nucléaires a leurs cibles
(d’aprés Lavau et coll., 1994)

R-AR : récepteur de I’acide rétinoique tout-trans (t-AR) ; R-PPA : récepteurs activés par les
proliférateurs de peroxysome et les acides gras; R-T : récepteur de I’hormone thyroidienne ;
R-VD : récepteur de la vitamine D3 ; R-XR : récepteur de I'acide rétinoique 9 cis (9 c-AR).
Les récepteurs nucléaires, sous la forme d’un hétérodimére avec la molécule R-XR, lient
un motif d’ADN, présent dans la région promoteur des génes cibles, composé d’une
séquence consensus (AGGTCA) directement répétée et espacée par un nombre variable de
nucléotides (de une a six paires de bases). La protéine R-XR joue ainsi le réle majeur de
partenaire “universel” au sein de voies d’activation hormonale multiples.

4.3. RECEPTEURS DES ANDROGENES

Selon les cellules cibles le meilleur ligand endogene est la testostérone (Kp = 0,5 nM)
ou la dihydrotestostérone (Kp = 0,3 nM).

La forme “native” du récepteur est un hétéropolymere d’environ 300 kDa, la forme
“activée” est un monomere de 117 kDa. En fait, ’existence de deux sous-unités pour
le récepteur est discutée. Pour Baulieu (1990), la protéine de 90 kDa est une “heat
shock protein” (voir chap. 3, § 5.10), hsp 90, qui serait liée de facon réversible au
récepteur et marquerait la région liant I’ ADN (région C). Le processus de transforma-
tion décrit par O’Malley serait en fait une dissociation du récepteur d’avec la protéine
hsp 90, ce qui explique le passage de la forme 8S, non-active, a la forme 4S, active.
Apres liaison avec certaines molécules pharmacologiques, cette dissociation ne se
ferait pas, ce qui expliquerait la propriété anti-hormone de ces molécules.

4.4. RECEPTEURS DE L’ACIDE RETINOIQUE

Deux sous-groupes de récepteurs nucléaires de 1’acide rétinoique ont été identifiés
(fig. 2.16) : le premier, composé des récepteurs de type R-AR qui présentent une
affinité élevée pour I’acide trans-rétinoique ; le second, des récepteurs de type R-XR
qui affichent une affinité plus élevée pour 1’acide rétinoique 9 cis. Ces derniers
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constituent également des facteurs auxiliaires, ayant la propriété d’interagir avec
d’autres récepteurs nucléaires tels que ceux de la vitamine D, de 1’hormone
thyroidienne et les récepteurs R-AR (Leid et coll., 1992).

5

S

3 Ik coon
Y, +

/ / Acide trans-rétinoique

/

/

Machinerie
transcrip- | Site d'initiation
tionnelle / de la transcription

Autre récepteur
(ex : RXR)

—

| Modulation transcriptionnelle T

Figure 2.16 - Représentation schématisée du mode d’action

des récepteurs de I’acide rétinoique (d’aprés Houle et Bradley, 1993)
Aprés avoir pénétré le noyau cellulaire, I’acide rétinoique interagit avec la partie N-terminale
d’un récepteur de type R-AR. Le récepteur se dimérise avec un autre récepteur nucléaire,
notamment un récepteur de type R-XR. Le complexe a la capacité de lier des séquences
spécifiques de I'’ADN (représentées par les segments gras), présentes en amont de
certains génes répondant a I’acide rétinoique, ce qui se traduit par une modulation de
I’activité transcriptionnelle des génes cibles.

4.5. CAS PARTICULIERS

La testostérone, comme la vitamine D3, se comportent comme des pré-hormones
qu’une action enzymatique, la 5 o-réductase cytoplasmique pour la testostérone, une
double hydroxylation pour la vitamine D3, transforme en hormone active.

5. INTERACTIONS ENTRE LES DIFFERENTS SYSTEMES
ACTIVES PAR LES MESSAGERS CHIMIQUES

Quel que soit le processus de traduction, il existe toujours, au niveau de la cellule
cible, une amplification du message. Néanmoins, compte tenu de la grande variété
des messagers chimiques, de la grande diversité des récepteurs portés par la méme
cellule et de I’existence de plusieurs types de récepteurs pour le méme messager
(fig. 2.17), divers types d’interaction peuvent s’établir entre les multiples systemes
mis en jeu par les messagers chimiques.
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Ainsi, plusieurs messagers différents peuvent agir sur leur récepteur spécifique pour
générer des modifications physiologiques régulées par le méme second messager :
convergence ou sommation de l’information. Au contraire, dans certains cas, un
messager peut limiter la synthese, stimulée par ailleurs, d’un second messager (cas
des récepteurs couplés a une protéine Gi) : occlusion de I’information. D’une manicre
similaire, le méme messager, agissant sur des récepteurs différents, peut conduire a la
synthese de seconds messagers aux effets opposés. En revanche, I’activation de
récepteurs différents (ou la mise en jeu par 1’activation du méme récepteur de
mécanismes complémentaires) peut induire I’augmentation simultanée de la teneur en
[Ca2+]; et celle d’un second messager dont la synthése et/ou les effets sont régulés
par le calcium : synergie d’action ou modulation de I’information. Enfin, la mise en
jeu de plusieurs types de récepteurs par le méme messager chimique peut conduire a
une divergence de l'information.

1l est clair que les modifications physiologiques de cet effecteur final commun que
représente la cellule cible varieront en fonction du type, du nombre et de I’ affinité des
récepteurs, et bien entendu de la libération simultanée ou non de messagers chimiques
différents.

6. PATHOLOGIES DE LA COMMUNICATION
INTERCELLULAIRE ET THERAPIE

Différentes pathologies acquises ou héréditaires peuvent résulter de perturbations
prenant place a toutes les étapes des processus de la communication intercellulaire :
synthese et libération du messager - diffusion ou distribution du message - réception
et traduction - cascades de processus biochimiques prenant place apres la synthese de
seconds messagers. Suivant le niveau des altérations, différents types d’intervention
peuvent €tre envisagés : manipulations de la syntheése et/ou de la libération de
messager, apport de messager exogene ou de substances agonistes, blocage de la
réception du message (utilisation de substances antagonistes), manipulations
génétiques.



CHAPITRE 3

MESSAGERS CHIMIQUES PARTICULIERS :
SIGNAUX MITOGENIQUES, KININES,
NO, PAF, ENDOTHELINE, ECDYSONE

1. MECANISMES DE RECEPTION ET DE TRANSMISSION
DES SIGNAUX MITOGENIQUES

Le développement harmonieux d’un organisme pluricellulaire nécessite une coor-
dination rigoureuse, dans 1’espace et dans le temps, de deux processus caracté-
ristiques de la vie, la prolifération et la différenciation cellulaires. Chez un organisme
adulte, certaines cellules différenciées ne se divisent plus, comme les neurones ou les
cellules musculaires stri€es ; d’autres, au contraire, continuent a se diviser et /ou a se
différencier pendant toute la vie, comme les cellules souches des spermatozoides et
des cellules du sang ; d’autres enfin ne se divisent que pour réparer une lésion ou
compenser la mort d’autres cellules.

C’est au début du XX¢ siecle que I’établissement de communications intercellulaires
fut impliqué dans la balance entre prolifération et différenciation cellulaires. Des lors,
I’enjeu fut de trouver des conditions adéquates pour la culture in vitro de tissus ou de
cellules, puis de définir la nature des substances nécessaires a la croissance. Ces
recherches ont conduit a I’identification, a c6té des vitamines et autres nutriments, du
premier facteur soluble défini comme un facteur de croissance cellulaire, le facteur de
croissance épidermique (epidermal growth factor ou EGF) (Cohen, 1962). Cette
découverte capitale a été a I’origine de la caractérisation de trés nombreux facteurs de
croissance. Ces facteurs représentent des molécules “signal”, clés du réseau de
communication entre les cellules d’un organisme.

Les facteurs de croissance sont des polypeptides ayant des caractéristiques particulieres
qui les distinguent des hormones : d’une part les facteurs de croissance sont
synthétisés par des types cellulaires nombreux et variés, alors que les hormones sont
synthétisées par des glandes spécialisées, d’autre part ils agissent localement sur leur
lieu de synthese, alors que les hormones sont excrétées et véhiculées par le sang
jusqu’au tissu cible.
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De cette “endocrinologie locale” exercée par les facteurs de croissance, sont nés les
concepts de paracrinie et d’autocrinie (voir chap. 2, § 1). Contrairement a I’endocrinie
qui suggere que la cellule sécrétant I’hormone soit distincte et a distance de la cellule
cible, la paracrinie implique que la cellule sécrétant le facteur de croissance et les
cellules cibles soient dans un environnement immédiat, et 1’autocrinie implique que la
cellule sécrétrice soit sa propre cible.

1.1. RECONNAISSANCE ET TRANSMISSION
DES SIGNAUX MITOGENIQUES

Afin d’adapter son comportement a son environnement immédiat, la cellule doit étre
capable de reconnaitre un stimulus externe spécifique et de transmettre I’information
qu’il porte a I’intérieur de la cellule. Pour cela, les facteurs de croissance se lient a des
récepteurs protéiques spécifiques situés au niveau de la membrane plasmique (Van
der Geer et coll., 1994).

1.1.1. Fixation du facteur de croissance et activation du récepteur

Les récepteurs des facteurs de croissance sont des protéines constituées d’un domaine
extracellulaire porteur d’un site de liaison spécifique pour le ligand, d’un domaine
transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique possédant une activité protéine
tyrosine kinase intrinseque chargée du relais avec la machinerie intracellulaire.

Enfin, une région carboxy-terminale de longueur variable et possédant plusieurs
résidus tyrosine prolonge le domaine catalytique. Les récepteurs existent normale-
ment sous la forme de monomeres diffusibles dans le plan de la membrane
plasmique (fig. 3.1).

Récepteur de PDGFB

Membrane plasmique

Cytoplasme

D Domaine kinase

Résidu
¥ 1009 ® phosphotyrosine

Y 1021

Figure 3.1 - Schéma représentant les résidus phosphotyrosine impliqués dans la
liaison du récepteur humain de PDGFP aux protéines de signalisation
PDGF : platelet derived growth factor.
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La fixation du facteur de croissance a son récepteur provoque la dimérisation des
domaines extracellulaires qui s’accompagne d’un changement de conformation du
récepteur. Cette dimérisation induit une juxtaposition des domaines cytoplasmiques
qui permet une transphosphorylation de plusieurs résidus tyrosine présents dans ce
domaine. Bien que resté mystérieux pendant de nombreuses années, le role de cette
transphosphorylation est double : elle permet non seulement I’activation maximale du
récepteur dimérique, mais elle représente aussi un mécanisme essentiel pour le
recrutement des substrats qui seront des cibles de 1’activité tyrosine kinase du
récepteur.

Les récepteurs pour les différents facteurs de croissance montrent des homologies de
structure qui permettent de les regrouper en familles. La topologie moléculaire de
quelques sous-familles de récepteurs est illustrée dans la figure 3.2.

= Domaine catalytique
O Domaine Ig-like

Il Domaine riche
en cystéine
WAV Motif riche
en leucine
[_1 Répétition de
fibronectine Il

@ Domaine cadhérine

—= Boite acide

PDGF-R EGFR INS-R NGFR  FGFR RET-R

Figure 3.2 - Structure schématique
de quelques récepteurs protéine tyrosine kinases
EGF : epidermal growth factor ; FGF : fibroblast growth factors ; Ins : insuline ; NGF :
necrosing growth factor ; PDGF : platelet derived growth factor ; R : récepteur.

1.1.2. Fonctions des récepteurs de facteurs de croissance

Des leur découverte, il est apparu clairement que les récepteurs pour les facteurs de
croissance sont des récepteurs enzymes et qu’une de leurs fonctions majeures est de
phosphoryler des protéines intracellulaires sur des résidus tyrosine. Une découverte
plus récente a montré que, bien que les protéines cibles des récepteurs tyrosine
kinases aient des activités biochimiques et des fonctions biologiques différentes, elles
ont en commun des domaines qui fonctionnent de fagcon autonome (Pawson, 1995).
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Comme nous allons le voir, une des fonctions de ces modules est de permettre
I’assemblage de complexes moléculaires dans le proche voisinage du récepteur activé.

1.1.3. Role des domaines SH2, SH3, PtB et PH
dans les réseaux de signalisation cellulaire

La figure 3.3.a illustre quelques protéines porteuses de modules de signalisation. Les

protéines qui posseédent des domaines SH2 (SRC-homology 2 domain) ou PtB

(phosphotyrosin binding domain) se fixent avec une forte affinité (Kp = 1 nM) sur

les sites d’autophosphorylation des récepteurs activés. Les domaines SH2 repré-

sentent des modules protéiques d’une centaine d’acides aminés qui reconnaissent

avec affinité et spécificité les phosphotyrosines et les 3 a 5 AA adjacents. La liaison

de protéines cibles via leur domaine SH2 ou PtB aux récepteurs activés peut avoir

trois types d’effets :

1. cette liaison peut faciliter la phosphorylation de la protéine cible complexée au
récepteur. Phosphorylation qui peut soit activer, soit inhiber la protéine cible ;

2. la liaison de la protéine au récepteur peut se traduire par une activation
allostérique ;

3. enfin, cette liaison peut représenter un mécanisme de localisation de la protéine a
proximité de son substrat, notamment au niveau de la surface interne de la
membrane plasmique.

Un autre type de domaine permettant des interactions protéine-protéine est le domaine
SH3 (SRC-homology 3 domain). Ce type de domaine est retrouvé dans de nom-
breuses protéines de signalisation mais également dans des composants du cyto-
squelette (fig. 3.3.a).

Les domaines PH (plectrin homology) sont des domaines globulaires de 120 AA
dont les ligands sont moins bien définis. Toutefois, ils semblent capables de se lier a
certains lipides du type phosphoinositides tels que I’inositol (1,4,5) triphosphate (IP3)
et le phosphatidylinositol (4,5) biphosphate (PIP2).

Ainsi, lors de I’activation d’un récepteur par un facteur de croissance, les sites d’auto-
phosphorylation permettent un assemblage moléculaire, au niveau de la membrane
cellulaire, d’un réseau de protéines qui préexistent dans le cytoplasme sous des
formes inactives. Différentes combinaisons des domaines SH2, SH3 et PH sont
fréquemment retrouvées dans les mémes protéines, domaines qui peuvent ainsi
collaborer entre eux pour former des complexes de signalisation en aval des
récepteurs actifs (fig. 3.3.b).

1.1.4. Cas des récepteurs a plusieurs sous-unités

Sur les lymphocytes, les récepteurs pour les antigénes utilisent des mécanismes
d’activation et de signalisation identiques a ceux que nous venons de décrire.
Toutefois, le site de liaison du ligand, 1’activité tyrosine kinase et les protéines a SH2
résident sur des entités protéiques différentes.
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Figure 3.3.a - Quelques protéines contenant des domaines SH2, PtB, SH3 et PH
Cdc25 : domaine d’échange du nucléotide guanine de Ras ; Pt : phosphotyrosine ; Pro :
domaine riche en proline.

pTyr
Membrane <— [PH jmm SH2 i SH3 ju—
Cytosquelette Pro

Figure 3.3.b - Les domaines SH2, SH3 et PH peuvent former un réseau de protéines.

De méme, les récepteurs pour les cytokines et les interférons sont dépourvus
d’activité enzymatique. Apres fixation du ligand, ces récepteurs s’associent avec une
tyrosine kinase cytoplasmique appelée Janus activated kinase (JAK), qui va phospho-
ryler le récepteur sur des résidus tyrosine et ainsi créer des sites d’interaction pour des
protéines a domaine SH2.

1.2. PROPAGATION DES SIGNAUX DE LA MEMBRANE PLASMIQUE
AU NOYAU CELLULAIRE : UN RESEAU A MULTIPLES RELAIS

L’un des plus fascinants développements récents de la biologie cellulaire a été la
dissection étape par étape de plusieurs réseaux de signalisation qui permettent la
transmission de signaux extracellulaires de la membrane au noyau cellulaire.
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Parmi les cinq réseaux de signalisation distincts identifiés a ce jour, ceux qui
s’activent en réponse a des facteurs de croissance présentent un intérét particulier car
leur déréglement conduit souvent a la transformation cellulaire.

Un réseau de signalisation mitogénique peut schématiquement se décomposer en une
phase membranaire et une phase cytoplasmique. La premiere de ces phases se
déroule a proximité du récepteur activé et conduit a la fixation d’une protéine
adaptatrice GRB2 sur une des tyrosines phosphorylées du récepteur. Cette fixation
entraine en réalité la translocation sous la membrane plasmique du complexe
GRB2-Sos a proximité de la protéine de liaison du GTP (Ras) qui, elle, est ancrée
dans la membrane. Sos est une protéine d’échange de nucléotide dont la carac-
téristique essentielle est de convertir la forme inactive de Ras (Ras-GDP) en une
forme active (Ras-GTP). L activation de Ras est I’étape déterminante pour déclencher
la phase cytoplasmique de la propagation du signal qui est constituée par 1’activation
séquentielle de plusieurs protéine kinases appelées collectivement la cascade de
signalisation des MAP kinases (mitogen activated protein kinase ou MAPK).

Par souci de clarté, la description de cette voie sera ici simplifiée (le lecteur pourra se
référer a ’excellente revue de R. Seger et E. Krebs, 1995). La propriété essentielle de
cette voie de signalisation est qu’elle met en jeu plusieurs protéines qui vont dialoguer
principalement par des interactions moléculaires faisant intervenir des domaines SH2,
SH3, PtB et PH, ainsi que des réactions de phosphorylation. Le premier étage de la
cascade de protéine kinases est occupé par Raf, une sérine thréonine protéine kinase
qui s’associe via son domaine régulateur avec Ras activé. Cette association permet de
délocaliser Raf du cytoplasme vers la membrane ou la kinase est activée par un
mécanisme impliquant une phosphorylation. Parmi les candidats pour cette phospho-
rylation, citons la protéine kinase C et la protéine tyrosine kinase c-SRC. Raf, une fois
activée, est une kinase qui phosphoryle et active sélectivement la protéine kinase
MEK. MEK appartient a une famille de protéine kinases particulieres, MAP kinases-
kinases, capables de phosphoryler aussi bien des résidus thréonine que tyrosine
(kinases a double spécificité). MEK activée va, a son tour, phosphoryler sur des
résidus thréonine et tyrosine et ainsi activer ERK1 et ERK?2 qui représentent deux
isoformes des MAP kinases. A la différence de Raf et de MEK, les MAP kinases
possedent un large éventail de substrats protéiques qui sont localisés soit dans le
cytoplasme, soit dans le noyau (fig. 3.4). Plusieurs des cibles des MAP kinases sont
des facteurs de transcription nucléaires tels que Elk-1, c-Fos, c-Myc, p53 et ’ARN
polymérase II, suggérant que ces kinases sont des régulateurs importants d’activités
transcriptionnelles. Cette vision est renforcée par 1’observation que les formes
activées des MAP kinases subissent une translocation du cytoplasme vers le noyau. Il
est donc clair que la cascade de signalisation des MAP kinases est nécessaire et
suffisante pour propager et amplifier un signal extracellulaire dans le cytoplasme, et
finalement le convertir en événements transcriptionnels au niveau du noyau. In fine,
cette stimulation va permettre d’activer de nombreux geénes précoces qui jouent un
role clé dans la prolifération cellulaire.
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Figure 3.4 - La cascade de signalisation des MAP kinases

1.2.1. Signalisation mitogénique et oncogenese

Un intérét considérable s’est développé autour de ce type de voie de signalisation
lorsqu’on a réalisé que, parmi la cinquantaine d’oncogeénes connus actuellement, la
plupart sont des acteurs de la cascade d’événements déclenchée par les facteurs de
croissance lors de la division cellulaire normale. A titre d’exemple, des oncogenes
peuvent représenter des protéines homologues de facteurs de croissance, des récep-
teurs pour des facteurs de croissance, des effecteurs des voies de signalisation ou des
facteurs de transcription activés lors de la prolifération cellulaire.

1.2.2. La voie des MAP kinases :
une voie de signalisation mitogénique universelle ?

I a été observé depuis longtemps que de nombreux agonistes tels que la thrombine,
I’acide lysophosphatidique, dont les récepteurs a sept domaines transmembranaires
sont couplés a des protéines G trimériques, sont des mitogenes puissants. La question
d’un couplage des voies de signalisation utilisées par ce type de mitogenes avec la
voie des MAP kinases devait étre posée.

De fait, il a été clairement montré que 1’activation cellulaire par la thrombine ou
I’acide lysophosphatidique permet la dissociation de la protéine G trimérique et que
les sous-unités [ et ydu complexe peuvent stimuler Ras et par conséquent la voie des
MAP kinases. Toutefois, les récepteurs couplés aux protéines G trimériques peuvent
également stimuler la voie MAP kinase en I’absence d’activation détectable de Raf.
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Ceci suggere une voie de signalisation mettant en jeu une MEK kinase différente de
Raf (fig. 3.5).

Récepteur Récepteur a sept segments
tyrosine kinase transmembranaires
GRB2 Gga
Sos
Ris
Rif MEK kinase

\MEK/

(MAP kinase-kinase)

MAP kinase

Figure 3.5 - Schéma représentant les deux voies conduisant a I'activation de MEK

Les interférons, ainsi que des cytokines telles que les interleukines, activent de
nombreux genes en réponse a la liaison de facteurs de transcription appelés protéines
STAT. Ces protéines s’assemblent dans le cytoplasme sous la forme d’un complexe
actif qui migre dans le noyau, ou il se fixe a des séquences d’ ADN spécifiques locali-
sées dans les régions promotrices de plusieurs genes.

1l a été observé que I’activation du complexe STAT nécessite une phosphorylation sur
un résidu tyrosine. Cette phosphorylation est assurée par une protéine tyrosine kinase
cytoplasmique appelée JAK qui se lie aux récepteurs membranaires des interférons
ou des cytokines. Il s’agit 1a d’une voie de signalisation étonnamment simple. Cepen-
dant, il est a présent établi que les interférons et les cytokines stimulent également la
voie des MAP kinases. Inversement, les facteurs de croissance sont capables
d’activer le complexe STAT et de provoquer sa translocation nucléaire (fig. 3.6). 1l
existe donc une coordination entre les voies d’activation de STAT et des MAP
kinases, ce qui se traduira par un accroissement de la transcription des geénes en
réponse a différents signaux.

1.2.3. Spécificité et plasticité des réseaux de signalisation cellulaire

Les axes de signalisation décrits précédemment font partie de systeémes dynamiques
dont les composants dialoguent principalement par des interactions moléculaires et
des réactions de phosphorylation.

Vers une circuiterie semi-solide

Les interactions protéine-protéine mises en jeu font appel soit a des modules
reconnaissant spécifiquement des résidus tyrosine phosphorylés dans un contexte
particulier (cas des domaines SH2 et PtB), soit a des séquences riches en protéine
(domaine SH3) ou a des lipides (domaine PH ou plectrin homology).
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Figure 3.6 - Activation des STAT via JAK2 et de ERK / MAPK
par les hormones et / ou les facteurs de croissance

Ces assemblages moléculaires, tel un “lego”, permettent d’établir une circuiterie ot la
notion de proximité entre les protéines semble représenter un principe aussi important
que la diffusion passive de messagers secondaires.

Spécificité cellulaire

Un des problemes pour ce type de signalisation est de comprendre comment des
centaines de récepteurs membranaires différents peuvent engendrer des réponses
cellulaires spécifiques, alors qu’il existe un nombre relativement restreint de voies de
signalisation de la membrane au noyau. Une solution a ce probleme réside dans le fait
que les différents réseaux de signalisation sont utilisés de fagon combinatoire, chaque
récepteur utilisant une combinaison spécifique “d’intégrateurs”. Une autre possibilité
implique que la réponse cellulaire a un récepteur donné soit dictée par la disponibilité,
au niveau de la membrane dans le proche environnement du récepteur, des compo-
sants des différentes voies de signalisation. Dans cette hypothese, il est nécessaire
d’envisager 1’existence entre la membrane et le noyau de microdomaines dans
lesquels le trafic des protéines est restreint.

Comme il a déja été mentionné, les composants trouvés aux mémes “étages” des
différentes voies de signalisation présentent a la fois des homologies structurelles
mais aussi fonctionnelles tres importantes. Malgré cela, on observe que chaque voie
est spécifique d’un stimulus donné (ainsi 1’activation de la voie spécifique du stress
cellulaire ne fera jamais proliférer la cellule).
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Combinaisons multiples pour réponses spécifiques

Au-dela de cette signalisation linéaire de la membrane au noyau, il est clair que la
plupart des circuits sont dotés d’une extraordinaire plasticité. Cette propriété leur
permet de coopérer de facon spatio-temporelle (voie MAP kinase, voie JAK), et ainsi
d’activer de multiples facteurs de transcription dont la présence simultanée est
nécessaire a I’activité de nombreux promoteurs.

Intensité des signaux : notion de seuil

Des observations troublantes ont montré qu’en fonction du type cellulaire, les mémes
facteurs de croissance pouvaient induire soit une prolifération, soit une différenciation.
Ainsi, le FGF (fibroblast growth factor) qui est un mitogene puissant pour de
nombreux types cellulaires induit une différenciation d’une lignée cellulaire (cellules
PC12). Un autre facteur de croissance EGF (epidermal growth factor) stimule la
prolifération de ces mémes cellules. Globalement, les deux facteurs de croissance
empruntent les mémes voies de signalisation. Cependant, une analyse détaillée a
permis de montrer que la différence observée en réponse au FGF est corrélée a une
activation persistante de Ras-GTP et des MAP kinases qui se délocalisent dans le
noyau pendant plusieurs heures. Au contraire, la prolifération des cellules PC12 en
réponse a ’EGF est corrélée a une activation transitoire de Ras-GTP et de la MAP
kinase qui demeure localisée dans le cytoplasme.

Ainsi, la modulation de I’intensité et/ou de la durée d’activation provoquée par les
deux facteurs de croissance semble représenter une composante importante de la
réponse cellulaire finale.

Ce concept rejoint les effets de seuil bien connus en biologie du développement, ou
des variations graduelles de la concentration d’un ligand ou de celle d’un facteur
nucléaire provoquent des différences fondamentales de 1’expression génique.

Vers une multitude de réseaux de signalisation

Les techniques de biologie moléculaire ont récemment révélé 1’existence de nouvelles
protéines homologues des protéine kinases de la cascade des MAP kinases. Ces
résultats ont permis 1’élucidation de plusieurs voies paralleles de transduction de
signaux qui, en activant de facon séquentielle des protéine kinases, fonctionnent de
maniere analogue a la voie classique mitogénique.

Ce type de modules de signalisation a été€ mis en place tres tot dans les processus
d’évolution puisqu’ils existent dans la levure. Il est a noter que la voie des MAP
kinases est activée par la plupart des facteurs de croissance et joue un rodle dans la
prolifération cellulaire et I’activation des autres voies. Elle est observée en réponse a
des facteurs qui “agressent” la cellule, tels les rayons ultraviolets, les chocs ther-
miques, les changements d’osmolarité ou I’exposition a des inhibiteurs de synthese
protéique.
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1.3. REGULATION DU CYCLE CELLULAIRE

La division des cellules au sein d’un organisme repose sur le déroulement correct des
phases successives du cycle cellulaire (fig. 3.7). Sous I’effet des facteurs de crois-
sance, une cellule sort de son état quiescient (phase GO) pour accomplir la phase G1
qui prépare la cellule a dupliquer son ADN. La division de I’ADN se fait lors de
la phase S suivie d’une courte phase G2 qui prépare la mitose proprement dite
(phase M).

p21
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Figure 3.7 - Les acteurs principaux du cycle cellulaire

La division cellulaire correcte, qui repose donc sur le déroulement chronologique
strict de ces différentes phases, est assurée par une famille de protéine kinases
appelées kinases dépendantes des cyclines (cyclin dependent kinases ou cdk). Pour
étre actives, les cdk doivent s’associer a une sous-unité régulatrice nommée cycline,
dont I’expression cyclique conditionne la chronologie de 1’activation des cdk
(Wolowiec et French, 1996). Les cyclines sont divisées en deux groupes : les cyclines
mitotiques, regroupant les cyclines A et B, et les cyclines de la phase G1H. Les
cyclines de la phase G1, cyclines D et E, sont présentes dans les cellules des la phase
Gl et activent les cdk engagées dans les étapes précoces du cycle cellulaire.

1.3.1. Régulation des cdk-cyclines
par phosphorylation-déphosphorylation

L’activité des cdk dépend non seulement de leur association avec les cyclines, mais
également de modifications post-traductionnelles par réactions de phosphorylation-
déphosphorylation. Deux sites de phosphorylation des cdk ont des effets inhibiteurs
et doivent étre impérativement déphosphorylés lors de I’activation de la kinase. Un
site de phosphorylation des cdk est activateur, la phosphorylation de ce site est
essentielle pour une activité maximale du complexe cdk-cycline.
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Les cdk activées participent a la régulation du cycle cellulaire par la phosphorylation
de la protéine Rb qui contrdle I’activité de plusieurs facteurs de transcription.

1.3.2. Protéines inhibitrices des cdk-cyclines

L’horloge du cycle cellulaire fait également appel a une série de petites protéines
(protéines 16, 21 et 27) capables de se lier aux complexes cdk-cyclines et d’inhiber
leur activité kinase (voir fig. 3.7). Ces protéines inhibitrices participent a la régulation
du cycle cellulaire en retardant 1’activation des divers complexes cdk-cyclines
spécifiques des phases G1 et S jusqu’au temps adéquat, assurant ainsi leur mise en
ceuvre ordonnée. La perte ou le disfonctionnement de ces inhibiteurs pourrait
entrainer une prolifération cellulaire incontrdlée telle qu’on 1’observe dans les cellules
cancéreuses.

2. LES KININES

C’est au début du siecle qu’il est fait référence, pour la premiere fois, a une substance
(I’'urohypotensine) extraite de 1’urine humaine, substance qui, injectée chez le chien,
produit une forte hypotension. Toutefois, ce n’est qu’a la suite des travaux du groupe
de Werle (Frey et coll., 1932-1950) que ce facteur hypotensif que 1’on pensait alors
produit par le pancréas (killikreas en grec) est appelé kallicréine.

L’action des kallicréines, protéases a sérine (plasmatique ou cellulaire) sur leur sub-
strat — les kininogenes (de haut et de bas poids moléculaire) —, conduit a la
production de peptides bioactifs : les kinines. Le plus connu de ces peptides est un
nonapeptide vaso-actif, la bradykinine (fig. 3.8). Les kinines sont rapidement
métabolisées par des peptidases — les kininases — présentes dans la circulation et les
tissus. Une de ces kininases (KII-ACE) n’est autre que I’enzyme de conversion de

I’angiotensine (ACE) (voir chap. 6, § 2.4.3).
Foie

Foie
Autres tissus
Y
Kininogénes Kallicréine plasmatique
- . .
ou tissulaire
Met-Lys-BK (Lys-BK)

- Kininases (I ou II)

( Fragments inactifs )

Figure 3.8 - Représentation schématique du métabolisme des kininogénes
BK : bradykinine ; Lys-BK : lysyl-bradykinine (kallidine) ; Met-Lys-BK : méthyl-lysyl-brady-
kinine.
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2.1. LES KALLICREINES

Les kallicréines appartiennent a la famille des protéases a sérine. Ces protéases
présentent des structures voisines et ont tendance a cliver leurs substrats au niveau des
résidus arginine. Les kallicréines plasmatique ou cellulaire induisent la production de
kinines a partir des kininogenes.

2.1.1. La kallicréine plasmatique
Structure chimique et métabolisme

La kallicréine plasmatique (60 kDa) est produite au niveau des hépatocytes sous la
forme d’un hétérodimere inactif : la pro-kallicréine. La pro-kallicréine circulante est
complexée au kininogéne de haut poids moléculaire. Elle est clivée en kallicréine
plasmatique active par le facteur XII activé. Le facteur XII, qui par ailleurs est
impliqué dans la régulation des processus conduisant a la coagulation, est rétroactivé
positivement par la kallicréine elle-méme (fig. 3.9).
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Plasminogéne Plasmine—>-Fibrinolyse

Figure 3.9 - Représentation schématique de I’activation de la pré-kallicréine
(d’aprés Bhoola et coll., 1992)
BK : bradykinine ; HF : Hageman factor ou facteur XIl ; HK : kininogéne de haut poids
moléculaire ; Pré-KP : pré-kallicréine plasmatique ; KP : kallicréine plasmatique.

Propriétés - Roles physiologiques

La kallicréine plasmatique entraine, a partir du kininogéne de haut poids moléculaire,
la production d’un nonapeptide, la bradykinine.

2.1.2. Les kallicréines tissulaires

Structure chimique et métabolisme

Les kallicréines tissulaires (24-45 kDa) ont été mises en €évidence au niveau du
pancréas, des glandes salivaires, du rein, du cerveau. Elles sont codées par plusieurs
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genes portés, chez ’homme, par le chromosome 19. Dans la majorité des especes,
les kallicréines tissulaires induisent la production d’un décapeptide : la lysyl-brady-
kinine ou kallidine. En revanche, chez les rongeurs, 1’action de la kallicréine conduit a
la production de bradykinine (BK).

Ces kallicréines sont des glycoprotéines produites a partir de I’action de la trypsine et
de la chémotrypsine sur un précurseur, la pro-kallicréine. Les kallicréines sont
stockées dans des granules intracellulaires dont la localisation varie en fonction des
types cellulaires et du role joué par I’enzyme. Il faut noter que les neutrophiles qui
possedent une kallicréine tissulaire présentent, en outre, sur leur membrane externe,
des sites de fixation pour les kininogeénes de haut et de bas poids moléculaires, ainsi
que pour la kallicréine plasmatique.

Propriétés - Roles physiologiques

La localisation tissulaire des kallicréines conduit a penser qu’elles exercent, a coté de
leur propriété de kininogénase, des actions spécifiques. Ainsi, il a été montré que les
kallicréines sont impliquées dans le “processing” (apprétage) de facteurs de crois-
sance, de certaines hormones (pro-insuline, pro-rénine), du peptide intestinal vaso-
actif (VIP), ainsi que dans le clivage de grosses molécules (angiotensinogeéne, pro-
collagene). Les kallicréines tissulaires participent, par la synthese de kinines actives, a
la régulation des débits sanguins locaux. De plus, il est maintenant admis que les
kallicréines tissulaires peuvent se retrouver dans la circulation ou elles joueraient un
role similaire a celui de la kallicréine plasmatique. La source principale de ces
kallicréines tissulaires circulantes semble étre le rein. Toutefois, leur libération en fin
de cycle cellulaire, lors de la lyse des neutrophiles, pourrait étre une source non-
négligeable d’enzyme. Enfin, il a été montré que les cellules musculaires lisses
vasculaires possedent les éléments de ’ensemble de ce systeme (kallicréine,
kininogenes, kinines, kininases), ce qui laisse supposer, via une action autocrine, un
rOle possible dans la régulation du tonus vasculaire.

2.2. LES KININOGENES

2.2.1. Structure chimique et métabolisme

Si la source majeure des kininogenes est le foie, la présence de kininogenes et celle
des ARNm correspondants ont été montrées au niveau du rein, des cellules endo-
théliales humaines et des plaquettes. Les kininogénes sont synthétisées par les hépato-
cytes sous la forme de glycoprotéines. Outre un kininogeéne spécifique (le
T-kininogene), présent uniquement chez le rat, il existe deux types de kininogenes :
I’un de haut poids moléculaire (110000), I’autre de bas poids moléculaire (68 000).
De plus, ces kininogeénes différent par leur structure spatiale (le kininogene de haut
poids moléculaire est constitué de six domaines ; le kininogene de bas poids molécu-
laire est, lui, constitué de quatre domaines), ainsi que par leur sensibilité aux
kallicréines (voir plus haut) ; enfin, le T-kininogene est clivé non par une kallicréine,
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mais par la trypsine. Comme I’indique la figure 3.10, les deux kininogénes sont
constitués de trois chaines, une chaine de haut poids moléculaire et une de bas poids
moléculaire séparées par la bradykinine.
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Figure 3.10 - Représentation schématique des molécules de kininogénes
(d’aprés Carbini et coll., 1993)
La chaine lourde constituée de trois domaines (D1, D2, D3) est identique pour les
kininogénes de haut poids moléculaire (HK) et de bas poids moléculaire (LK). En revanche,
la différence entre ces deux kininogénes porte sur la structure de la chaine Iégére,
constituée de deux domaines dans le cas du HK et d’un seul dans celui du LK. Plusieurs
ponts disulfures lient les chaines entre elles.

2.2.2. Roles physiologiques

Les kininogenes, en tant que précurseurs des kinines, jouent un role fondamental dans
la régulation du tonus vasculaire. Cependant, ils exercent d’autres rdles physiolo-
giques importants. Ainsi, en association avec les facteurs XII et XI et la pré-
kallicréine plasmatique, la molécule de kininogeéne de haut poids moléculaire est un
co-facteur de la coagulation (voir fig. 3.9).

Différents types de récepteurs spécifiques pour les molécules entieres ou clivées des
différents kininogeénes ont été mis en évidence sur différents types cellulaires (cellules
endothéliales, plaquettes...). L’existence de plusieurs types de récepteurs, ainsi que le
role des différents domaines des deux molécules de kininogenes dans I’internalisation
(en particulier au niveau des cellules endothéliales) des molécules entieres ou
fragmentées de kininogenes (et des kinines) sont discutés.

Comme le montre la figure 3.10, la structure de la chaine lourde des deux types de
kininogene est identique. Cette chaine est constituée de trois domaines. Les domaines
D2 et D3 sont des inhibiteurs des protéases a cystéine. Bien qu’il ait ét€ montré que le
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domaine D1 peut lier le calcium, son role est inconnu. Les kininogenes different par
leur chaine 1égere : le role de la chaine Iégere de kininogene de faible poids molécu-
laire (LK) est inconnu. En revanche, la chalne légere du kininogéne de haut poids
moléculaire (HK) est impliquée dans la fixation membranaire du HK, ainsi que dans
le r6le joué par le HK dans les processus conduisant a la coagulation.

2.3. LES KININASES

Les kinines sont rapidement inactivées (quelques dizaines de secondes) par des
kinases appelées kininases. Deux familles de kininases (KI et KII) clivent la
bradykinine. Les kininases KI (KI-CPN et KI-CPM) clivent la bradykinine au niveau
de I’arginine terminale pour donner un résidu actif sur les récepteurs BK1. Les
kininases KII (KII-ACE et KII-NEP) sont des peptidases qui clivent la bradykinine
au niveau du 8¢ AA de la terminaison carboxylique. A c6té de ces deux types de
kininases, on connait deux kininases tissulaires (A et B), une aminopeptidase clivant
la méthyl-lysyl-bradykinine au niveau du résidu méthionine, une autre clivant la lys-
bradykinine au niveau du résidu lysine et une troisi¢me clivant le résidu arginine
initial de la bradykinine (tab. 3.1).

2.4. LES KININES

2.4.1. Structure chimique et métabolisme

Les kinines sont des peptides actifs produits par ’action des kinigénases sur les
kininogenes. Il est généralement admis que la kallidine est produite par I’action de la
kallicréine tissulaire sur le kininogene de faible poids moléculaire, alors que la
bradykinine est produite par 1’action de la kallicréine plasmatique sur le kininogéne
de haut poids moléculaire. Différentes aminopeptidases peuvent convertir la kallidine
ou Lys-BK en BK. Un analogue endogeéne de la bradykinine, la Met-Lys-BK, est
formé par I’action de la pepsine et de I’uropepsine sur les kininogeénes. L’existence
d’autres kinines présentes chez les Mammiferes a été rapportée (T-kinine, Met-T-
kinine). De plus, il a été montré que les kinines des Mammiferes possedent beaucoup
d’homologies avec les kinines présentes dans les venins d’insectes et de reptiles, la
peau des amphibiens, ainsi qu’avec les kinines des oiseaux.

Le taux de bradykinine circulante est estimé entre 3,8 et 50 (g/ml (dispersion des
mesures liée aux techniques de dosage). L’action tres efficace des kininases fait que
les actions biologiques de la bradykinine circulante et de la kallidine sont de courte
durée (demi-vie de 15 a 30 s).

Les deux kinines des Mammiferes (kallidine et bradykinine) sont impliquées dans les
mécanismes de 1’inflammation, la régulation de la pression artérielle et des débits
sanguins locaux, le métabolisme du glucose et des électrolytes, ainsi que dans la
différenciation et la prolifération cellulaires.
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Ces actions résultent soit d’un effet direct mettant en jeu des récepteurs membranaires
spécifiques, soit de la libération d’autres messagers (platelet activating factor [PAF],
métabolites de I’acide arachidonique, neuromédiateurs...).

2.4.2. Les récepteurs des kinines

A la suite de nombreux travaux utilisant différents types de préparation (aorte, veine
mésentérique, jugulaire, duodénum), ainsi que le clivage de la molécule de BK et/ ou
la substitution de divers acides aminés, il a été distingué pour les kinines deux types
de récepteurs a sept domaines transmembranaires : les récepteurs BK1 (R-BK1) et
BK2 (R-BK2).

Les récepteurs BK1 semblent, dans les conditions non-pathologiques, étre peu
présents, voire absents. Cependant, leur densité augmente (en particulier sur les
fibroblastes et les cellules musculaires lisses) dans les situations d’agression telles
que celles conduisant a la réponse inflammatoire.

C’est par ’activation des récepteurs BK2 que les effets intracellulaires de la
bradykinine et de la kallidine s’expriment. Il a été suggéré I’existence, en particulier au
niveau de I’épithélium pulmonaire, de récepteurs BK3, de méme que celle de sous-
types de récepteurs K2 (R-K2-A ; R-K2-B) au niveau du cerveau, des fibroblastes et
de I’épithélium intestinal.

Les récepteurs BK1 et BK2 sont couplés via des protéines G (dont la nature n’a pas
été, dans tous les cas, clairement explicitée) a des phospholipases A2 et C (fig. 3.11).
La grande variété de seconds messagers qui peuvent étre ainsi synthétisés, ainsi que
I’action autocrine de certains d’entre eux (en particulier des dérivés de 1’acide
arachidonique), alliées a I’augmentation de calcium libre intracellulaire, peuvent
conduire a des effets variables selon le type cellulaire et la densité relative des
couplages avec ’'une ou I’autre des phospholipases (fig. 3.11 et tab. 3.2).

Dans certains types cellulaires (comme les cellules endothéliales vasculaires)
possédant une NO synthase constitutive (activable par le calcium), la stimulation de
récepteurs couplés a une PLC et la production d’arginine via le métabolisme des
kinines (voir plus haut) peuvent conduire a la stimulation de la synthese de NO
(fig. 3.11).

C’est principalement par son action sur le métabolisme calcique des cellules endo-
théliales (voir plus loin), que s’exerce ’effet vaso-dilatateur de la BK. Celle-ci
pourrait stimuler la libération du facteur hyperpolarisant dérivé de I’endothélium
(EDHF). Ce facteur, de nature inconnue (probablement du potassium), provoque la
fermeture des canaux calciques sensibles au voltage, induisant ainsi la relaxation des
cellules musculaires lisses.
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Tableau 3.2 - Récepteurs membranaires des Kinines, cellules impliquées,
roles et voies de traduction (d’apres Caroline Lagneux, 1999, com. pers.)

Récepteur BK1

Récepteur BK2

Vaso-constriction, vaso-dilatation, prolifération cellulaire,
augmentation de la perméabilité vasculaire, médiation de la douleur...

Type d’expression

- Récepteur inductible sauf
exception comme chien et chat
- Absent dans des conditions
physiologiques

- Expression rapide et transitoire
apres lésions tissulaires

- Récepteur constitutif dans de
nombreux types cellulaires

- Population de récepteurs préformés
- Pouvant étre cependant
surexprimés dans certaines
conditions (stimuli hormonaux)

Geéne Cloné chez plusieurs especes dont | Cloné chez plusieurs especes dont
homme, lapin, rat, souris homme, lapin, rat, souris
3 exons chez I’homme 3 exons chez ’homme
2 exons chez le rat 4 exons chez le rat
Protéine 353 AA (humain) 364 AA (humain)
Récepteur couplé |Oui, Gail,2 Oui, Gail,2
a une protéine G Gog/11 Gog/11
Désensibilisation | Non Oui
Absence de désensibilisation hétérologue
Internalisation Non Oui
Internalisation dépendante de 1’extrémité cytosolique carboxy-terminale
Ordre de Lys[des-Arg9]-bradykinine Bradykinine
puissance > Lys-bradykinine (Argl-Pro2-Pro3-Gly4-Phe5-Ser6-
des agonistes > des-Arg9-bradykinine Pro7-Phe8-Arg9)

(Argl-Pro2-Pro3-Gly4-Phe5-Ser6-
Pro7-PheS8)
> Bradykinine

= Lys-bradykinine
> Lys[des-Arg9]-bradykinine
= des-Arg9-bradykinine

Affinité B1/B2 dépendante du résidu arginine en position carboxy-terminale

Antagonistes Antagonistes peptidiques Antagonistes peptidiques
Antagonistes non-peptidiques en Antagonistes non-peptidiques
cours d’essai
Seconds - Phospholipase C - Phospholipase C
messagers - Phospholipase A2 - Phospholipase A2
- Augmentation de la concentration |- Augmentation de la concentration
intracellulaire en calcium soutenue |intracellulaire en calcium transitoire
(réserves intracellulaires) (réserves intracellulaires)
-NO -NO
Relevances Inflammation, phase précoce Inflammation, phase précoce
pathologiques Douleur chronique Douleur aigué

Phase fébrile tardive
Cardioprotecteur chez plusieurs
especes...

Phase fébrile précoce
Cardioprotecteur chez plusieurs
especes...
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Figure 3.11 - Représentation schématique des effets de I'activation des récepteurs BK2
AAc : acide arachidonique ; AC : adénylate cyclase ; AMPc : adénosine monophosphate
cyclique ; DAG : diacylglycérol ; GCs : guanylate cyclase soluble ; GMPc : guanosine
monophosphate cyclique ; IP3 : inositol (1,4,5) triphosphate ; PKA : protéine kinase A ;
PKC : protéine kinase C; PLA2 : phospholipase A2 ; PLC : phospholipase C; VOC :
voltage operated channel.

Le type de couplage (type de protéines G) du récepteur BK2 avec ses effecteurs
cellulaires (PLC-PLA) varie suivant le type cellulaire. Il en résulte une proportion différente
de la nature et /ou de la quantité des seconds messagers synthétisés et, par la, des
effets cellulaires différents. En outre, suivant la voie de dégradation mise en jeu, les
dérivés de [|’acide arachidonique peuvent étre, eux aussi, de nature et de quantité
variables, et vont conduire a des effets cellulaires divers (voir chap. 2, § 2.2.7). De plus,
ces dérivés peuvent agir de fagon autocrine et / ou paracrine. Dans le cas d’une action
autocrine, suivant le dérivé synthétisé, le récepteur mis en jeu peut moduler I’activité
cellulaire via la stimulation (ou I’inhibition) de la synthése de seconds messagers tels que
I’AMPc. Dans le cas de cellule possédant une NO synthase constitutive, cNOS (voir
§ 3.2.1), I'augmentation de la teneur en calcium libre intracellulaire peut conduire a la
stimulation de la synthése de NO. Cette production de NO peut conduire & son tour
(action paracrine) a la synthése de GMPc via I’activation d’'une GCs (guanylate cyclase
soluble), GMPc qui, dans le cas des cellules musculaires vasculaires, provoquera une
relaxation (voir chap. 2, § 2.2.2).
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2.4.3. Roéles physiologiques
Actions sur le systeme cardio-vasculaire

La bradykinine est connue essentiellement par son action sur le systeme cardio-vascu-
laire. Elle agit au niveau des vaisseaux et du myocarde.

Action sur les vaisseaux

La bradykinine exerce un effet vaso-dilatateur puissant qui, in vivo, provoque une
forte hypotension. Cet effet résulte de la libération par 1’endothélium du NO, du
facteur hyperpolarisant (EDHF), de diverses prostaglandines et du PAF. Cet effet
vaso-dilatateur s’observe in vivo et in vitro sur les coronaires, d’ou 1’intérét des
inhibiteurs de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (IACE) qui limitent la dégra-
dation de la bradykinine. D’une fagon analogue a ce qui est rapporté pour d’autres
messagers dont 1’action vaso-dilatatrice dépend de I’endothélium, la bradykinine
exerce, en 1’absence d’endothélium, un effet constricteur direct sur les cellules muscu-
laires lisses. Cet effet résulte principalement de la libération, sous 1’action de I'IP3, du
calcium du réticulum. En outre, I’activation de la PKC, I’éventuelle synthese d’ AMPc
résultant de la production de prostaglandines et I’activation de la PKA qui en résulte,
conduisent a des modifications profondes de la physiologie des cellulaires muscu-
laires vasculaires. Ces modifications, comme le montre la figure 3.12 peuvent entrai-
ner un remodelage vasculaire pathologique. Il faut noter que les cellules endothéliales,
ainsi que les cellules musculaires lisses vasculaires, possedent une partie et/ou la
totalité de I’équipement enzymatique nécessaire au métabolisme des kinines et des
kininogenes. La part prise par cet équipement enzymatique dans le métabolisme de la
BK (de méme que dans celui de 1’angiotensine) est mal connue. De ce fait, il semble
admis que les effets hypotenseurs des inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de
I’angiotensine (ACE), qui inhibent la transformation de BK active en BK inactive,
passent, en majorité, par I’inhibition de I’ ACE portée par I’endothélium, et non par
celle de I’ ACE plasmatique.

Action sur le ceur

Les cellules myocardiques posseédent 1’équipement enzymatique nécessaire a la pro-
duction de kinines. Toutefois, nous ne disposons pas de données précises quant a la
part respective de ces cellules, des endothéliums vasculaire et cardiaque et des cellules
neutrophiles (en particulier lors d’ischémie ou d’infarctus du myocarde) dans la
production locale de bradykinine. L’action directe de la bradykinine sur les myocytes
cardiaques en culture ou isolés conduit a une forte augmentation de la teneur en
calcium libre intracellulaire. Sur le coeur isolé et perfusé, les kinines stimulent le
rythme et la force des contractions, ainsi que le débit cardiaque. Les inhibiteurs de
I’ ACE ou I'infusion de bradykinine exercent un effet protecteur contre les altérations
cardiaques induites par 1’ischémie. En particulier, le statut énergétique est préservé et,
lors de la reperfusion post-ischémique, le débit cardiaque est augmenté alors que la
fréquence d’apparition des arythmies est diminuée.
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Figure 3.12.a - Représentation schématique des effets de la bradykinine
sur les cellules endothéliales vasculaires

AAc : acide arachidonique ; AC : adénylate cyclase ; AMPc : adénosine monophosphate
cyclique ; Ang Il : angiotensine Il ; BK : bradykinine ; DAG : diacylglycérol ; Etl : endo-
théline 1 ; G : protéine G ; GMPc : guanosine monophosphate cyclique ; GTP : guanosine
triphosphate ; IP3 : inositol (1,4,5) triphosphate ; MAPK : mitogen activated protein (MAP)
kinase ; MEK : MAP kinase-kinase ; PLA : phospholipase A ; PLC : phospholipase C
En présence d’endothélium, la bradykinine induit une vaso-dilatation médiée par NO, des
dérivés de I’acide arachidonique, et peut-étre le facteur hyperpolarisant (potassium ?).
Lorsque la stimulation est intense, la contraction des cellules endothéliales des capil-
laires, provoquée par une augmentation massive de la teneur en calcium libre intra-
cellulaire, alliée a la libération des dérivés de I’acide arachidonique, peut conduire a un
état de choc (hypotension - extravasion).
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Figure 3.12.b - Représentation schématique des effets de la bradykinine
sur les cellules musculaires lisses vasculaires
En I’absence d’endothélium, la bradykinine, comme d’autres messagers tels que la
thrombine, I’angiotensine, I’endothéline, provoque la contraction des cellules musculaires

lisses et exerce une action co-mitogéne conduisant a leur prolifération et a leur
différenciation. Le remodelage vasculaire qui en résulte peut conduire a des pathologies
(hypertension - thrombose).

Ces observations sont 2 mettre en parallele avec le fait que, lors de ligatures expéri-
mentales de 1’artére coronaire, ou chez des patients présentant un infarctus du
myocarde, le taux plasmatique de kinines augmente alors que celui du kininogene
diminue.

Enfin, chez un grand nombre d’especes, 1’application épicardiale de bradykinine
entraine une activation des terminaisons végétatives. Elle peut provoquer une tachy-
cardie et I’augmentation de la pression sanguine conduisant, dans certains cas, par
voie réflexe, a une bradycardie génératrice d’une importante diminution de la pression
sanguine.

Action au niveau rénal

La présence de kallicréine tissulaire, de kininogene et de kinines (bradykinine, lysyl-
bradykinine, méthyl-lysyl-bradykinine) a été mise en évidence dans 1’urine humaine.
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L’étude chez I’animal a permis de montrer que plus de 90% de la kallicréine est
produite par certaines cellules du cortex rénal. La kallicréine rénale peut agir sur le
kininogene produit par les cellules du tubule et/ ou le kininogéne circulant au niveau
des capillaires, et ainsi conduire a la production de kinines qui seront retrouvées dans
les urines et dans la circulation, et vont agir localement. Les kinines ainsi produites
vont agir, d’une part, sur le systeme circulatoire rénal (vaso-dilatation médullaire et
glomérulaire) et, d’autre part, sur le métabolisme hydrominéral en diminuant la
réabsorption d’eau et de Na*. Par ailleurs, la kallicréine rénale peut agir sur la
prorénine pour produire la rénine (fig. 3.13).

Capillaire
/

Kinino érb E
L N=T e

Kininogéne ——— Kinines Rénine
Kallicréine
T T
Celllules du tubulle
ADH——> Lumiére tubulaire
K+r—>| <——NA
PgF2o— >
Kallicréine
Kininogéne Kinines

Kininases

Figure 3.13 - Le systéme rénal kallicréine-kinine

L’action des kinines produites au niveau rénal conduit, via 1’activation de récepteurs
BKI1 et BK2, & une vaso-dilatation locale, ainsi qu’a une augmentation de la natriurése
et de la diurese.

Autres effets biologiques des kinines

Outre leurs actions au niveau des reins et du systeme cardio-vasculaire, les kinines
exercent de nombreux autres effets biologiques.

Action des kinines sur le systeme nerveux

La présence de récepteurs a la BK2 a été mise en évidence au niveau des différentes
régions du cerveau, en particulier au niveau des centres régulateurs de 1’activité
cardio-vasculaire. Cette action passerait par la régulation de la libération d’amines
(noradrénaline, sérotonine). De plus, la BK est directement impliquée, au niveau
central, dans la conduction d’informations nociceptives (fibres A et C). Par ailleurs,
I’injection intraventriculaire de bradykinine entraine une vaso-dilatation des vaisseaux
cérébraux, ce qui induit une augmentation de la pression artérielle et une réduction de
la production d’hormone antidiurétique. Le role éventuel de la bradykinine dans le
développement des cedemes cérébraux et la maladie d’ Alzheimer reste a démontrer.
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Action des kinines sur les leucocytes

Les leucocytes humains posseédent deux kallicréines, 1’une capable d’agir sur un
kininogene spécifique, le leucokininogene, et une seconde, proche de la kallicréine
plasmatique, active sur les kininogenes plasmatiques. La production de kinines, ainsi
que I’induction par ces substances de la libération d’interleukine 1 par les monocytes,
conduit a penser que les kinines sont impliquées lors de la réponse inflammatoire
dans I’adhérence, la diapédese et la migration des monocytes.

Action des kinines sur les muscles lisses (autres que vasculaires) et les épithéliums

Les kinines provoquent la contraction de I’utérus, du colon, de I’iléon et des bronches.
Au niveau des épithéliums, les kinines stimulent la sécrétion de CI™ et de mucus. Ces
mécanismes mettent en jeu les deux types de récepteurs des kinines.

Par ailleurs, les kinines stimulent la production de bicarbonate par la vésicule biliaire
et modulent le contenu en eau et sodium de la sueur.

Les kinines et la reproduction

L’activation des récepteurs de type BK2 stimule la mobilité des spermatozoides,
induit la contraction de 1’utérus et est impliquée dans la rupture du follicule
ovarien. En outre, il a été mis en évidence, au niveau de I’hypophyse antérieure et
intermédiaire, une enzyme analogue a la kallicréine tissulaire. Cette enzyme, ainsi que
les kinines (de méme que I’angiotensine II), pourraient intervenir dans la modulation
de la sécrétion de prolactine.

2.5. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Un certain nombre de pathologies (allergie, asthme, arthrite, cedéme) semblent étre
corrélées avec une hyperproduction de kinines et/ou I’expression d’un nombre
anormalement élevé de récepteurs. En particulier des récepteurs BK1 dont I’expres-
sion est stimulée par les cytokines. En revanche, il n’a pas été démontré de relation
nette entre certains types d’hypertension et une hypoproduction de bradykinine ou du
nombre (et/ou de I’efficacité) des récepteurs. Néanmoins, 1’action bénéfique exercée
par les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de 1’angiotensine (qui sont aussi des
inhibiteurs des kinases) sur certains types d’hypertension, sur I’athérosclérose, ainsi
que sur les altérations liées a la reperfusion post-ischémique, suggere un role possible
de la bradykinine.

L’ensemble des données actuelles ne permet pas de déterminer avec précision le role
respectif des récepteurs BK1, BK2 (et éventuellement des autres types ou sous-types
de récepteurs) dans ces situations. De I’ensemble des données cliniques et expérimen-
tales, découlent des interrogations quant au role bénéfique et/ou délétere des kinines.
Il se peut que la réponse ne soit pas univoque et que, comme dans le cas de NO, la
bradykinine soit un médiateur a deux visages.



96 ENDOCRINOLOGIE ET COMMUNICATIONS CELLULAIRES

3. LE MONOXYDE D’AZOTE : NO

Le monoxyde d’azote est — probablement avec CO — la plus petite biomolécule
présentant des propriétés de messager chimique. Il est synthétisé par une grande
variété de types cellulaires des Invertébrés aux Mammiferes. Depuis la mise en
évidence, par Furchgott et Zawadski, en 1980, que la vaso-dilatation induite par
I’acétylcholine nécessite la mise en jeu d’un facteur relaxant libéré par I’endothélium
(’endothelium derived relaxing factor ou EDRF) et I’identification de ce facteur a NO
(Moncada et coll., 1987), il a été montré que le monoxyde d’azote est impliqué dans
un grand nombre de processus physiologiques ou physiopathologiques. Processus
aussi complexes que les mécanismes de vaso-dilatation, de neurotransmission, de
transcription génétique ou de réaction inflammatoire et immunitaire.

3.1. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

A température et pression ambiantes, le monoxyde d’azote est un gaz coloré, sa solu-
tion dans I’eau est de 1’ordre de celle de I’oxygene (2-3 mM, 20°C, 1 atm). C’est une
molécule non-polaire qui peut facilement franchir les membranes biologiques car il
est aussi soluble dans les lipides. Du fait de sa forte réactivité, sa durée de vie dans les
milieux biologiques est courte (quelques secondes) et sa capacité de diffusion estimée
a quelques fractions de millimetre.

NO comporte un nombre impair d’électrons, ce qui lui confere la nature d’un radical
libre [NO'] présentant des propriétés paramagnétiques. La structure électronique de
NO (fig. 3.14) lui permet d’€tre considéré soit comme une base, soit comme un acide
de Lewis. De plus, suivant I’environnement rédox, il sera oxydant ou réducteur.

‘N~ + 0 —> N::0:
Figure 3.14 - NO : structure de Lewis

NO peut réagir avec O, pour former le dioxyde d’azote NO,. Si, dans I’air, le produit
terminal est bien le gaz NO», en solution aqueuse, NO;, se décompose en nitrite
NO;~ et nitrate NO3~ (fig. 3.15). En présence du radical [O," 7], NO réagit pour
former un intermédiaire instable, I’anion peroxynitrite ONOQO™. L’anion peroxynitrite
est un générateur de radical [OH" ] et un puissant oxydant qui pourrait étre, en partie,
le vecteur de la toxicité de NO.

Dans des conditions de température et de pH physiologiques, NO est capable de
réagir avec les groupements thiols pour donner des thionitrites ou S-nitroso-thiols
(S-NO). Les S-nitroso-thiols peuvent €tre formés, en particulier, au niveau de
protéines portant des groupes thiols (fig. 3.15) (sérum albumine, cathepsine B,
glutathion, hémoglobine...). Ces S-nitroso protéines sont particulierement stables et,
pour certaines, sont considérées comme des donneurs de NO. En particulier, il a été
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démontré récemment que la S-nitro-hémoglobine formée au niveau des poumons
peut libérer NO au niveau des vaisseaux et pourrait ainsi participer a la régulation de
la pression artérielle.

NO
NO- NO* NO*
RSH M 4—V 05° lArH B-
H202
RSSR N,0 MNO 0,
H,0 N203
e NoO4 i
RS *NO- NO
RSSR l e NO,
HON=NOH OH*
NOQ_ ¢
NO3~ NO3~
H+
H+

Figure 3.15 - Représentation des réactions possibles de NO
sous forme d’anion, de radical et de cation

NO anion peut réagir avec des thiols pour donner des composés qui, finalement,
conduisent a la production de disulfites. Ceux-ci vont produire de I’oxyde nitreux et de
I’eau. NO, sous la forme anionique ou radicalaire, peut réagir avec des métaux (M) pour
donner des métallo-nitro-complexes (M-NO). La dimérisation spontanée de NO™ induit la
formation de NO5™, et la réaction de I’acide correspondant sur un groupe thiol déclenche
la formation de disulfite et d’acide hyponitreux. Les mémes produits sont formés lors de la
réaction de NO radicalaire sur les thiols. En outre, NO° peut se lier & I’oxygéne pour donner
des nitrites et des nitrates, et avec I'oxygéne radicalaire pour produire I’anion peroxynitrite
générateur de OH™. Le cation NO* peut étre oxydé par H,O, pour produire, lui aussi,
I’anion peroxynitrite. De plus, NO* peut donner des réactions de nitrosation avec des
composés aromatiques (ArH) ou des bases (B~) comme les amines.

Un des aspects les plus importants de la chimie de NO est sa capacité a réagir avec
des métaux et, en particulier, les métalloprotéines (voir fig. 3.15). Ainsi, NO réagit
avec les hémoprotéines (hémoglobine, guanylate cyclase, NO synthases, prostaglan-
dine H synthase), les protéines impliquées dans le métabolisme du fer (ferritine,
ferroxydases, transferrine, le récepteur a la transferrine, I’iron responsive factor), les
oxydoréductases du métabolisme de O; et O,"~ (la céruloplasmine, les superoxydes
dismutases a Cu-Zn, a fer, a Mn).

La formation de liaisons de coordination entre NO et le centre métallique de ces
protéines conduit a des modifications importantes de leurs propriétés. Ainsi, dans
certains cas, ces modifications provoquent le passage de 1’état inactif a 1’état actif
(guanylate cyclase soluble), dans d’autres elles conduisent a des altérations qui
pourraient étre a I’origine d’une partie des propriétés cytotoxiques du NO.
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3.2. BIOSYNTHESE ET DONNEURS DE NO
3.2.1. Biosynthese de NO

Si, chez les microbes, NO peut étre produit par la réduction des nitrites ou I’oxydation
de I’ammoniaque, la syntheése de NO chez les Mammiferes résulte, quant a elle, de
processus différents : la L-arginine est oxydée par des NO synthases (NOS), consti-
tutives (cNOS) ou inductibles (iNOS), en NO et L-citrulline (fig. 3.16 et 3.17).

Messagers chimiques Canal sensible Messagers chimiques

Cazi/ a l'étirement /
(=)

R I | R |
=00 0
L—> Ca2+
i® ®y
NOS constitutive NOS inductible
\ ® @/
NHOH HQN\ p
a a NH
HoN HoN CO» HoN CO,
Arglnlne N-hydroxyarginine Citrulline
Y
NO Monoxyde d'azote

Y
Cellule cible

Figure 3.16 - Représentation schématique des mécanismes
impliqués dans la synthése de NO
Ca-Calm : calcium-calmoduline ; NOS : NO synthase inductible ou constitutive.

Ces deux types de NOS sont des enzymes dimériques composées de deux
sous-unités identiques de poids moléculaire compris entre 130 et 150 kDa.
Ces deux formes ont des activités spécifiques proches, comprises entre 0,8 et
1,3.10-¢ mol/min/mg de protéine (37°C), et elles présentent beaucoup d’homo-
logies avec la cytochrome P-450 réductase. Trois isoformes de ces enzymes ont été
identifiées (fig. 3.18).
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LPS, IL1, IFNy, autres ﬂ
A
\%/

iNOS
+
L-arginine ———>= L-citrulline

NO

Cellules cibles

Figure 3.17 - Production de NO via I’activation de la synthése
d’une NO synthase inductible
IFNYy : interféron 7y ; IL1 : interleukine 1 ; LPS : lipopolysaccharide ; NADPH : adénine
dinucléotide phosphate.

Endothélium

NH, Macrophage

HoN- FMN] [ FAD [ |-cooH

[ ] |

P Calm NADPH

Cytochrome P-450
réductase

Figure 3.18 - Représentation schématique de la structure des NO synthases de
I’endothélium et du macrophage, ainsi que celle de la cytochrome P-450 réductase
Ces enzymes présentent des sites communs de fixation pour |’adénine dinucléotide
phosphate (NADPH), la flavine adénine dinucléotide (FAD), la flavine mononucléotide
(FMN), ainsi que des sites probables de fixation pour la calmoduline (Calm), et de

phosphorylation (P).

Les NO synthases constitutives de 1’endothélium (eNOS) et du systeéme nerveux
(nNOS ou bNOS) sont respectivement appelées NOSIII (ou NOS3) et NOSI (ou
NOSI), et la NOS inductible qui est présente dans de nombreux types cellulaires
(hépatocytes, macrophages, chondrocytes...) est appelée NOSII (ou NOS2). Ces
isoformes diffeérent pour leur sensibilité au calcium et a la calmoduline, leur cinétique
et leurs mécanismes de régulation qui peuvent nécessiter comme co-facteurs du
NADPH de la tétrahydrobioptéridine, du FAD et/ou de la FMN (tab. 3.3). Ainsi, les
deux NOS constitutives ont leur activité régulée par le calcium. En revanche, la
NOS inductible est considérée comme largement indépendante du calcium.
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Dans les cellules possédant une NOS constitutive, lors de 1’activation de récepteurs
membranaires (ou lors de la mise en jeu de canaux ioniques sensibles a I’étirement)
conduisant 2 une augmentation de la teneur en calcium libre cellulaire, les cNOS
produisent, pendant une période courte (quelques secondes, quelques minutes) une
petite quantité de NO (de I’ordre de la picomole). En revanche les iNOS produisent,
lorsqu’elles sont stimulées, une quantité beaucoup plus grande (nmol/min/mg) de
NO et ce, pendant un temps beaucoup plus long (plusieurs heures).

Parmi les cytokines susceptibles d’induire 1’activation de la iNOS, il a été montré que
I’interféron 7y agit en synergie avec les lipopolysaccharides (LPS) pour stimuler la
transcription des ARNm de I’iNOS, mais aussi pour le stabiliser. En revanche, le
transforming growth factor B (TGFf) posséde une action opposée. De plus, il a aussi
été démontré que NO exerce une rétroaction négative sur sa synthese via une action
probable sur le gene qui régit cette synthese. Le tableau 3.4 donne les niveaux connus
de la régulation de la synthese des iNOS ; la complexité de ces régulations (un grand
nombre est probablement inconnu) suggere le double role que peut jouer NO : agent
de défense, mais aussi agent cytotoxique pour la cellule productrice.

Tableau 3.4 - Régulation de I’activité de la iNOS

Niveau de la régulation Agents
Augmentation de la synthese de I’ARNm| Agents actifs sur la synthése de AMPc
UV, O3
Transcription
Stimulation IFNy ; LPS
Suppression LPS ; TGFB-glucocorticoides
Facteur de transcription NF-KB
Stabilité¢ de I’ARNm
Augmentée IFNy
Diminuée TGFp
Translation de I’ARNm
Supprimée TGFp-dexaméthasone
Régulation post-translationnelle ou autre
Suppression de la stabilité TGFp
Rétrocontrdle négatif NO
Limitation de la quantité de substrat | L-arginine
Limitation de la quantité de co-facteur | BH4-Calm activée ou non par CaZ+
Phosphorylation Statut énergétique cellulaire (O, ?)

AMPc : adénosine monophosphate cyclique ; BH4 : tétrahydrobioptéridine ; Calm :
calmoduline ; IFNYy : interféron y; LPS : lipopolysaccharides ; TGFf : transfor-
ming growth factor B ; UV : rayonnement ultraviolet.
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L’augmentation de la teneur en calcium cytoplasmique résultant de I’activation de
récepteurs membranaires — ou de 1’ouverture de canaux ioniques sensibles a I’ étire-
ment — provoque une activation de la NO synthase qui, en deux étapes successives,
conduit a la production de NO et de citrulline (voir fig. 3.16). Un certain nombre
d’analogues de la L-arginine tels que la NG-monométhyl-L-arginine (L-NMMA),
analogue non-métabolisable de la L-arginine, sont des inhibiteurs de la synthése de
NO, alors que 1’adénine dinucléotide phosphate (NADPH), la flavine adénine
dinucléotide (FAD), la flavine mononucléotide (FMN) et la tétrahydrobioptéridine
(BH4) sont des activateurs.

Différents messagers chimiques tels que les lipopolysaccharides (LPS), I’interféron y
(IFNYy) et I’interleukine 1 (IL1) peuvent conduire a la synthese d’une NO synthase. La
présence d’une NO synthase inductible a été mise en évidence dans un grand nombre
de types cellulaires : les macrophages, les cellules neutrophiles, les cellules endothé-
liales et les cellules musculaires vasculaires.

3.2.2. Les donneurs de NO, le métabolisme de NO, cible potentielle
d’actions thérapeutiques

L’implication de NO dans un grand nombre de situations physiologiques et patholo-
giques conduit a penser qu’il existe un intérét a intervenir sur son métabolisme
(fig. 3.19).

R-ONO Nitrite R-ONOy Nitrate

R'-SH i
R'-SNO S-nitroso-thiol

R'-S-S-R' + NO

R-N NO Nitoprussiate de sodium
—_— -

N-nitroso... Na, (Fe(NO)CNs5)

S.N#A//Y

S-nitroso-hémoglobine
Molsidomine
Sydonimine

Inhibiteurs

Inhalation de NO ‘
Activateurs—> NOS —«— Inhibiteurs

Figure 3.19 - Représentation schématique des interventions possibles
sur le métabolisme de NO

La L-arginine est le seul précurseur physiologique connu de NO. Il existe un grand
nombre d’analogues synthétiques non-métabolisables de la L-arginine qui sont des
inhibiteurs de cette synthése ; c’est, parmi d’autres, le cas de la L-NAME (NG-nitro-
L-arginine méthyl ester), de la L-NMA (NG-méthyl-L-arginine) ou de la L-NAA
(NG-amino-L-arginine). Il semble que des inhibiteurs de ce type puissent étre présents
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d’une manieére endogeéne (en particulier au niveau du tissu rénal). Il existe des
inhibiteurs tels que les isothiourées, différentes substances portant le groupe amidine
des NOS et des activateurs (Ca2+, tous les inducteurs de la synthése des iNOS).
Différentes substances utilisées ou non en thérapeutique sont des donneurs potentiels
de NO (nitrates, nitrites, S-nitroso-thiols, nitroprussiate de sodium, SIN1A).
Toutefois, il faut avoir a I’esprit que, lors de I’utilisation de ces substances, la pro-
duction de NO peut étre accompagnée de la production d’une grande variété de
substances biologiquement actives dont certaines sont toxiques. Il est aussi possible
que I’inhalation de NO exerce non seulement un effet bénéfique par son action au
niveau des bronches, mais pourrait agir, via la formation de S-nitrosohémoglobine,
comme une technique potentielle de vaso-dilatation active a long terme (voir
fig. 3.19).

Ainsi, lors du choc septique ou en présence de certaines altérations du fonctionnement
du systeme nerveux central, il pourrait €tre intéressant de limiter la production de NO
soit en inhibant I’activité des NO synthases, soit en utilisant des analogues non-
métabolisables de la L-arginine. Au contraire, lors de situations d’ischémie,
d’hypertension chronique ou d’impuissance masculine, la stimulation des NO
synthases ou I’utilisation de donneurs de NO peuvent avoir un effet bénéfique. Enfin,
I’inhalation de NO, qui produit une vaso-dilatation transitoire des artérioles
pulmonaires, pourrait aussi agir sur la dilatation bronchique et sur la pression
artérielle (via la formation de S-nitroso-hémoglobine) et serait un moyen de lutte
contre différents types d’affections respiratoires.

3.3. NO ET LA PHYSIOLOGIE CARDIO-VASCULAIRE

3.3.1. NO et les vaisseaux

Les veines et les arteres sont essentiellement constituées de deux types cellulaires : les
cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses. Les cellules endothéliales
constituent une monocouche — I’endothélium — (2 kg, 1000 m2) qui forme une
interface entre le sang et les cellules musculaires lisses. Ces dernieres assurent la
tonicité vasculaire. L’endothélium, qui peut étre considéré comme une glande endo-
crine diffuse (voir chap. 9) joue un réle important dans la régulation, a court et a long
terme, du tonus vasculaire, ainsi que dans la modulation de processus physiologiques
tels que I'inflammation, 1’agrégation plaquettaire, la fibrinolyse, 1’angiogenese, le
métabolisme de certains messagers circulants (angiotensine, bradykinine, catécho-
lamines). L’endothélium synthétise et libére une grande variété de substances actives
paracrines et/ou autocrines. Parmi celles-ci, des dérivés de I’acide arachidonique, des
facteurs de croissance, le facteur VIII de Willebrandt, des molécules anti-adhésives et
anti-agrégatives, 1’endothéline et au moins deux facteurs de nature inconnue. L’un de
ces facteurs (facteur hyperpolarisant) induit une hyperpolarisation des cellules muscu-
laires lisses et, par 1a, une vaso-dilatation, I’autre provoque une vaso-constriction.
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Comme nous 1’avons vu plus haut, I’endothélium synthétise également le NO. C’est
I’utilisation de différentes techniques de mesure (résonance paramagnétique
électronique, électrode sensible a NO) de donneurs de NO, d’inhibiteurs de la
production de NO et d’animaux déficitaires en NOS constitutive endothéliale qui a
permis d’admettre que I’EDRF est bien NO. L’endothélium vasculaire contient une
eNOS constitutive qui joue un rdle physiologique primordial, mais aussi une NOS
inductible dont les roles sont mal connus ou soupgonnés (la situation est symétrique
pour les cellules musculaires lisses vasculaires, dont la iNOS semble jouer un role
prépondérant dans le fonctionnement de base et dont le réle de la NOS constitutive est
mal défini).

Au niveau de I’endothélium vasculaire, le monoxyde d’azote est libéré soit sous
forme de NO°, soit pris en charge par une molécule contenant un groupe SH.
L’acétylcholine, la 5-hydroxytryptamine, la thrombine, 1’acide arachidonique et
d’autres messagers chimiques, ainsi que tous les facteurs chimiques ou physiques
(forces de cisaillement, pression sanguine) qui induisent une augmentation du
calcium libre cytoplasmique, sont des facteurs qui stimulent cette production via
I’activation de la NOS constitutive (fig. 3.20).

Le monoxyde d’azote 1ibéré active une guanylate cyclase soluble présente au niveau
des cellules musculaires lisses vasculaires, des plaquettes et de I’endothélium lui-
méme. Il a été émis I’hypothese que c’est la liaison de NO avec le fer hémique de la
guanylate cyclase et la libération simultanée d’une histidine fixée axialement qui
provoquent I’activation enzymatique. L’importante production de guanosine
monophosphate cyclique (GMPc) qui résulte de cette activation provoque, au niveau
de la cellule musculaire lisse vasculaire, une activation d’une ou plusieurs protéine
kinases G dépendantes du GMPc (PKG). S’il est clair que cette activation des
protéine kinases G entraine une diminution de la teneur intracellulaire en calcium libre
responsable de la vaso-relaxation, les mécanismes mis en jeu sont encore mal
connus. Il est cependant probable que ce sont la phosphorylation d’une protéine
régulatrice de la calcium-ATPase du réticulum (et peut-€tre de celle du sarcolemme),
ainsi que celle des canaux calciques activables par I’inositol (1,4,5) triphosphate (IP3)
qui sont responsables de cette vaso-relaxation (fig. 3.20).

Il faut aussi garder a I’esprit que les protéine kinases G exercent d’autres actions
(fig. 3.21) qui pourraient elles aussi contribuer a la vaso-relaxation. En particulier, les
PKG phosphorylent des canaux potassiques, ce qui augmente leur sensibilité au
calcium, 1’hyperpolarisation résultante réduit ’entrée de calcium par les canaux
calciques sensibles au voltage. Il a été, en outre, montré que NO pouvait directement
stimuler ce type de canal potassique, mais aussi les canaux potassiques sensibles a
I’ ATP, contribuant ainsi a I’hyperpolarisation induite par I’activation des PKG. La
vaso-dilatation ainsi provoquée rétroagit négativement sur les facteurs physico-
chimiques (diminution de la pO,, forces de cisaillement, pression sanguine) qui ont
pu engendrer la production de NO. Cette action vaso-dilatatrice et son implication
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dans la régulation physiologique de la pression artérielle sont confirmées par
I’observation d’une hypertension (35% d’augmentation) et la perte de 1’action vaso-
dilatatrice de I’acétylcholine induites chez la souris par délétion du géne de la eNOS.

Plaquettes Messagers
% Chimiques Force de

cisaillement, pO»
Désagrégation ACh, Hist., PAF /
A

!—U‘! BK, ATP, autres OO
l_\—/v
\ Ca2+
|

eNOS GMPc<—GCs

A
L-arginine 7» L-citrulline
Cellule endothéliale A
semmnnnaseenes NO :
Cytokines
LPS \
\\ GCs )

Terminaisons nerveuses - NANC — GMPc GTP

Vaso-relaxation
IP3
)

Figure 3.20 - Action vaso-dilatatrice de NO

Cellule musculaire lisse

La NO synthase constitutive de I'endothélium (eNOS) est activée par tous les mécanismes
qui conduisent a une augmentation de la teneur cytoplasmique en calcium. A ce niveau,
le NO rétroagit négativement sur sa production, soit directement, soit via I’activation d’une
guanylate cyclase soluble (GCs). Le NO produit diffuse jusqu’aux plaquettes ou il réduit
I’agrégation, et jusqu’au niveau des cellules musculaires lisses ou il stimule fortement la
production de GMPc. Cette production provoque |’activation d’une ou plusieurs protéine
kinases G sensibles au GMPc (PKG). L’activation des PKG provoque, au niveau du
réticulum sarcoplasmique, une phosphorylation inhibitrice des canaux calciques activables
par I'inositol (1,4,5) triphosphate (IP3) et une phosphorylation activatrice de la calcium-
ATPase, et, au niveau de la membrane plasmique, une phosphorylation des canaux
potassiques sensibles au calcium. Il a aussi été montré que NO peut directement stimuler
ce type de canal, de méme que les canaux K* sensibles & I’ATP. L’hyperpolarisation qui en
résulte diminue I’entrée de calcium par les canaux calciques membranaires sensibles au
voltage. L’ensemble de ces mécanismes conduit, au niveau de la cellule musculaire lisse,
a une diminution de la teneur cytoplasmique en calcium et, par la, a une vaso-dilatation.
Au niveau des cellules musculaires lisses, le NO peut provenir non seulement de |’activité
des cellules endothéliales, mais aussi des différents types d’innervation vasculaire, ou NO
peut étre libéré par des neurones “nitrinergiques” ou co-libérés (voir § 3.4.1). En outre, les
cellules musculaires lisses possédent une NOS inductible (iNOS), activable par différentes
cytokines et le lipopolysaccharide (LPS).
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Augmentation de la conductance des canaux K+ sensibles au calcium,
ce qui entraine une hyperpolarisation et la réduction de I'entrée de
calcium par les canaux membranaires sensibles au voltage.

Diminution de la sensibilité au calcium des protéines contractiles.
GMPcK
(ou PKG) Augmentation de I'activité des calcium-ATPases de la

membrane plasmique et du réticulum sarcoplasmique.

Diminution de I'activité des canaux calciques
(phosphorylation de protéines cytosquelettiques
régulatrices des canaux).

Figure 3.21 - Représentation schématique des propriétés des protéine kinases GMPcK
(ou PKG), activables par le GMPc (d’aprés Lincolm et Cornwell, 1993)

A c6té du role que joue NO dans la régulation du tonus vasculaire, il a été montré
(utilisation d’inhibiteurs de synthése) que NO est impliqué dans 1’état de choc
septique ou hémorragique. Le platelet activating factor (PAF) participe, lui aussi, a
I’état de choc. Il pourrait agir directement mais aussi via I’'induction de la synthese de
NO. L’état de choc est caractérisé, entre autres symptomes, par une vaso-dilatation
périphérique importante responsable d’une hypotension dramatique, une augmenta-
tion majeure de la perméabilité vasculaire et une insensibilité aux vaso-constricteurs,
I’ensemble de ces altérations pouvant conduire a la mort. C’est, semble-t-il, I’activa-
tion de la iNOS des cellules musculaires lisses (mais aussi de la iNOS des cellules
endothéliales), ainsi que 1’altération de la eNOS, qui participent a I’état de choc. Cette
défaillance circulatoire majeure est, de plus, accompagnée d’une diminution de la
contractilité cardiaque (voir paragraphe suivant), mécanisme contribuant a amplifier
I’hypotension qui devient alors irréversible.

Par ailleurs, il a été mis en évidence que NO est un facteur anti-angiogénique.
L’angiogenese est un processus qui met en jeu plusieurs étapes (migration,
prolifération, différenciation des cellules endothéliales et musculaires lisses) ; il est
impliqué dans des mécanismes fondamentaux tels que le développement des
hypertrophies cardiaque et musculaire, ainsi que dans celui des tumeurs solides. Cette
action anti-angiogénique du NO est a rapprocher de ses effets antiprolifératif et
cytotoxique (voir § 3.5).

NO produit par I’endothélium apparait donc, dans les conditions physiologiques,
comme un facteur majeur de la régulation de la pression sanguine. Ce mécanisme de
régulation est altéré dans certaines pathologies comme 1’athérosclérose et certains
types d’inflammation. Au niveau vasculaire, NO participe en outre (avec la prosta-
cycline) a I’inhibition de ’agrégation plaquettaire, ainsi qu’a I’inhibition de
I’adhésivité des leucocytes a la paroi vasculaire. L’action conjuguée du PAF, de
différentes cytokines et I’expression, au niveau des cellules endothéliales, de facteurs
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chémotactiques et d’adhésion conduisent & ’activation des leucocytes. Les leuco-
cytes activés liberent des enzymes protéolytiques, O 7, ainsi que divers radicaux
libres. La genese de ces especes radicalaires participe a la défense de I’organisme
contre “le non-soi” mais pourrait &tre aussi, en partie, responsable des altérations
tissulaires observées au niveau de différents organes lors d’épisodes d’isché-
mie/reperfusion.

Conclusions et perspectives

Ainsi, compte tenu des roles fondamentaux joués au niveau vasculaire par NO, la
possibilité d’agir sur sa synthese ou son lieu de production (d’une fagon aigué€ ou
chronique) est un objectif d’une importance majeure. L utilisation de donneurs de NO
(considérés comme libérant NO au niveau des cellules musculaires lisses, mais aussi
endothéliales) est réalisée depuis plus d’un siecle. Néanmoins, une intervention plus
fine est souhaitable. Aussi des interventions permettant d’agir spécifiquement sur un
type de NO synthase, alliées a I’inhalation de NO (voir § 3.6) et/ou a des techniques
de thérapie génique (les cellules endothéliales sont un matériel de choix pour ce type
d’intervention), sont-elles en cours d’élaboration.

3.3.2. NO et le muscle cardiaque

La structure fractale du réseau vasculaire coronaire et la présence de I’endocarde font
que NO produit par ces endothéliums peut facilement agir au niveau de la cellule
myocardique (fig. 3.22). En outre, cette cellule, qui posséde une NOS inductible et
une NOS constitutive, est capable de synthétiser de grandes quantités de NO, et de le
dégrader avec une vitesse cent fois plus grande que celle mesurée dans les vaisseaux.

Le NO diffusant a partir des cellules de 1’endocarde, des cellules des vaisseaux
coronaires et celui synthétisé au niveau de la cellule myocardique elle-mé&me réduisent
’activité contractile du muscle cardiaque. Cette action inotrope négative de NO a pour
cause, d’une part, une moindre production d’énergie et, d’autre part, une inhibition du
courant calcique de type L. Le monoxyde d’azote inhibe directement la production
d’énergie par son action sur différentes enzymes mitochondriales, en particulier, en
entrant en compétition avec 1’oxygene au niveau de la cytochrome oxydase. En
revanche, NO inhibe le courant calcique de type L via la production de GMPc par un
mécanisme analogue a celui décrit au niveau de la cellule musculaire lisse vasculaire.

L’endotoxémie, ou I’exposition aux cytokines inflammatoires, induit au niveau de
tous les types cellulaires une production importante de NO via 1’activation de NOS
inductibles indépendantes du calcium. Cette forte production de NO conduit a une
importante réduction de 1’activité contractile du myocarde qui peut, dans certains cas,
conduire a la défaillance cardiaque. Ainsi, il est probable qu'une surproduction de NO
pourrait étre impliquée dans différentes situations pathophysiologiques comme les
myocardites d’origine variée et le rejet de greffes.
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Figure 3.22 - NO et le cceur

Le NO diffusant ou produit par la cellule myocardique elle-méme génére une diminution de
la production d’énergie, la synthése de GMPc et une réduction de I’activité contractile du
myocarde. Cette diminution de I’activité contractile du myocarde rétroagit négativement
sur les facteurs physico-chimiques qui ont pu conduire a la synthése de NO (la diminution
de pO, agit probablement par réduction de la production d’ATP, ce qui provoque une
augmentation du Ca2* cytoplasmique, ainsi que par une action directe sur la eNOS).
Lorsque la réduction de I’activité contractile du myocarde est trop importante, elle peut
conduire a la défaillance cardiaque.

Conclusion et perspectives

NO joue donc un rdle fondamental au niveau de la physiologie cardio-vasculaire.
Toutefois, un grand nombre de questions restent a élucider. En particulier, les
mécanismes intimes du fonctionnement des différents types de NOS, de méme que
la connaissance de leurs localisations et de leurs régulations devront étre approfondis.
Une autre question reste posée, celle d’une synergie possible entre NO et les autres
facteurs actifs sur le tonus vasculaire ou myocardique (prostaglandines, acide arachi-
donique, hormones, autres facteurs libérés par 1I’endothélium). Ainsi, la
compréhension de I’'implication de NO dans la physiologie et la pathophysiologie
cardiaques ne fait que débuter et la réponse a ces questions devrait nous permettre de
mieux utiliser la production de NO a des fins thérapeutiques.
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3.4. NO ET LE SYSTEME NERVEUX

Depuis la mise en évidence du réle de NO comme agent dérivé de 1’endothélium
capable d’induire une vaso-dilatation, un grand nombre de données ont permis de
démontrer que NO était impliqué, a différents niveaux, dans le fonctionnement du
systéme nerveux.

Ces découvertes ont bouleversé la notion de communication synaptique. En effet,
jusqu’alors, la communication au niveau des synapses chimiques était congue comme
résultant de la libération par les cellules nerveuses pré-synaptiques d’une substance
nommée neuromédiateur qui, se fixant sur des récepteurs métabotropiques (dont
I’activation conduit a la synthese de seconds messagers) ou canal ionique situés sur la
membrane post-synaptique, induirait des modifications du métabolisme et/ou des
perméabilités ioniques membranaires. Ainsi, dans le cas des cellules excitables, la
fixation du neuromédiateur est responsable de variations locales de potentiel : les
potentiels post-synaptiques inhibiteur (PPSI) ou excitateur (PPSE). Le PPSE,
lorsqu’il atteint un niveau de dépolarisation suffisant, génere 1’ouverture des canaux
sodiques sensibles au voltage et donne naissance a un potentiel d’action propagé.

3.4.1. NO et le systeme nerveux central

C’est en 1988 que J. Garthwaite a montré que la stimulation de neurones en culture
par un acide aminé excitateur, le glutamate, induisait la libération d’une substance
labile capable de provoquer la relaxation de cellules musculaires lisses. Puis, il a été
mis en évidence que cette stimulation générait une forte synthese de GMPc. Enfin, la
présence au niveau des neurones d’une NOS constitutive (nNOS ou bNOS) a été
démontrée (depuis elle a été purifiée, son ADN a été cloné et séquencé). L.’ensemble
de ces données suggérait que NO pouvait jouer un rdle au niveau du systeme
nerveux.

Les études électrophysiologiques réalisées sur des neurones en culture ou des coupes
de cerveau, alliées a I'utilisation de donneurs et/ou d’inhibiteurs de la synthese de
NO, ainsi qu’a celle du 8-Br-cGMP (analogue de GMPc capable de traverser la
membrane cellulaire), ont permis de montrer que NO pouvait stimuler ou inhiber
I’activité de certains neurones. NO peut agir soit directement, soit via le GMPc — ou
encore par I’intermédiaire des PKG activées — sur 1’activité de certains canaux
ioniques, en particulier les canaux potassiques sensibles au calcium ou ceux sensibles
a I’ATP. Par ailleurs, il a été mis en évidence que NO peut moduler la libération
d’hormones par le complexe hypothalamo-hypophysaire. Toutefois, le réle physiolo-
gique exact joué par NO dans ces processus (comme dans beaucoup d’autres) reste
largement inconnu.

Les premiers travaux portant sur le systeme nerveux et NO, s’ils ont été largement
contestés, voire remis en question, ont eu le mérite d’ouvrir la voie a toute une série
de recherches portant sur le role de NO dans la plasticité du systéme nerveux central.
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La plasticité du systéme nerveux résulte de la capacité de connexions synaptiques a
devenir sélectives d’une fagon durable — potentialisation a long terme (LTP) — ou,
au contraire, a étre bloquées (ou devenir labiles ?), en réponse a un stimulus externe
— dépression a long terme (LTD) —. Ce phénomeéne qui est présent dans de nom-
breuses structures nerveuses (hippocampe, cortex, cervelet) a suscité beaucoup
d’intérét car il pourrait étre impliqué dans les phénomenes d’apprentissage et de
mémorisation. Le phénomene le plus étudié de plasticité du systeme nerveux central
est la potentialisation a long terme qui a été bien observée aux niveaux des synapses
glutaminergiques excitatrices de I’hippocampe CAL. Il peut étre mesuré comme une
augmentation différée (1 h a 3 h) de ’amplitude et de la vitesse d’établissement du
PPSE apres un train de stimulations. L’utilisation des inhibiteurs des NOS et des
donneurs de NO a confirmé la participation (partielle ?) de NO dans le phénomene de
LTP. Le mécanisme hypothétique proposé est schématisé dans la figure 3.23.

Elément pré-synaptique

GCs—> GMPc
@) ?
ADP-RT/ © '
Effets
tOXIqueS/' Glutamate
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Figure 3.23 - Représentation schématique du role hypothétique de NO
au niveau de la transmission synaptique glutaminergique
ADP-RT : ADP-ribosyltransférase ; GCs : guanylate cyclase soluble ; NMDA : N-méthyl-D-
aspartate ; nNOS : NOS neuronale.

Une libération importante de glutamate est nécessaire pour la stimulation des
récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate). L’entrée de calcium consécutive a cette



3 - DES MESSAGERS CHIMIQUES PARTICULIERS 111

stimulation stimule a son tour la NOS neuronale. Le NO libéré pourrait alors rétroagir
pour modifier, a long terme, la capacité de production et/ou de libération de
neuromédiateur. Ce mécanisme impliquerait pour partie la synthese de GMPc et/ ou
une action de NO sur une ADP-ribosyltransférase mais une action directe de NO
n’est pas a exclure. D’autre part le NO produit au niveau de 1’élément post-synaptique
intervient pour moduler le fonctionnement des récepteurs NMDA et des récepteurs
AMPA (o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoazolepronic acid) de cet élément post-
synaptique. Cette modulation pourrait s’exercer par un effet allostérique des formes
ioniques (NO™, NO*) de NO et/ou par une action, variable en fonction du voltage,
sur I’inhibition exercée, a ce niveau, par les cations bivalents.

Les mémes mécanismes (variations dans I’intensité et/ou mise en jeu préférentielle
d’un mécanisme particulier) peuvent étre évoqués pour expliquer la dépression
synaptique a long terme (LTD) observée au niveau du cervelet. Dans ce cas, cette
plasticité synaptique pourrait sous-tendre les apprentissages moteurs cérébelleux.
Cependant, il est a noter que d’autres mécanismes ont été proposés en particulier la
mise en jeu des récepteurs métabotropiques (Glu 1 et Glu 5) au glutamate semble
participer a ces processus de L'TP et LTD sans implication de NO.

Par ailleurs, 1I’administration a des rats d’inhibiteurs des NOS induit une perte des
capacités de mémorisation spatiale, ainsi qu’une altération du comportement. Des
études récentes ont montré que des souris males transgéniques déficitaires en nNOS
présentent des comportements agressif et sexuel inappropriés et exacerbés. Le NO
joue aussi, lors du développement embryonnaire, un role déterminant dans la mise en
place des connexions synaptiques et exerce des effets protecteurs ou déléteres lors de
I’ischémie et la reperfusion de I’encéphale. Les neurones contenant une quantité
importante de NOS sont les plus résistants aux altérations provoquées par des fortes
doses de glutamate ou par I’ischémie, et ne dégénerent pas lors de pathologie du
systeme nerveux telles que la maladie de Huntington ou d’Alzheimer. Toutefois,
Iinterprétation de ces résultats reste délicate car on trouve, dans ces neurones,
parallelement a la présence de NOS, une quantité importante d’enzymes qui peuvent
réduire la teneur et la production de radicaux libres, donc exercer un effet protecteur.

Les neurones ne sont pas les seules cellules du systeme nerveux central a posséder
des NOS. En effet, des NOS inductibles ont été détectées dans les astrocytes et les
cellules de la microglie. Le role physiologique de ces iNOS indépendantes du calcium
est peu connu. Il semble que les astrocytes qui présentent beaucoup de similitudes
avec les macrophages pourraient jouer un réle dans le mécanisme de défense du
systéme nerveux.

3.4.2. Neurotoxicité de NO

A coté des effets bénéfiques de faibles quantités de NO, une surproduction de NO a
des effets déléteres. Ces effets toxiques ont été aussi bien observés sur des modeles
expérimentaux in vitro qu’ in vivo. Ainsi, in vivo, les inhibiteurs des NOS et des
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antagonistes des récepteurs NMDA protegent-ils contre les destructions neuronales
générées par des épisodes d’ischémie/reperfusion. D’autre part, in vivo, une forte
induction, par différents types de virus, des iNOS neuronales provoque une
importante destruction des neurones. NO pourrait étre impliqué dans différentes
pathologies neurodénégératives. Cette opinion est essentiellement fondée sur
I’observation in vitro d’une forte induction des NOS par les protéines B-amyloides
25-35 caractéristiques de la maladie d’ Alzheimer.

Conclusions et perspectives

Ainsi, au niveau de 1’encéphale, les deux faces de NO bénéfique/toxique appa-
raissent-elles clairement. Lorsque NO est produit en faible quantité, il exerce un effet
positif sur le transfert synaptique de I’information et probablement sur 1’apprentis-
sage, voire sur la protection neuronale. En revanche, lorsqu’il est produit en forte
quantité, il devient un “cytotueur” agissant sans discrimination. Une meilleure
connaissance du role de NO et de ses sites de production devrait nous aider a
comprendre le fonctionnement physiologique et cognitif du cerveau, mais devrait
aussi faire émerger de nouveaux types de psychotropes utilisables comme agents
thérapeutiques et/ ou neuroprotecteurs.

3.4.3. NO et le systeme nerveux périphérique

L’existence d’une neurotransmission non-adrénergique et non-cholinergique (NANC)
a été, pendant de nombreuses années, un sujet de controverse. Cependant, de méme
que les multiples roles physiologiques de NO sont bien établis, I’existence, au niveau
du systeme nerveux périphérique, d’une transmission de type NANC mettant en jeu
NO est maintenant largement admise. La démonstration de ce type de transmission
synaptique, ot NO est le médiateur de I’information 1, est essentiellement fondée sur
la détermination immuno-histochimique de la présence de nNOS dans certains
neurones périphériques et sur I’utilisation de donneurs de NO et d’inhibiteurs de NO
synthases, ainsi que sur la constatation que les souris transgéniques déficitaires en
nNOS présentent une dilatation stomachale importante. Ce type de transmission
NAC mettant en jeu NO a été observée au niveau des tractus gastro-intestinal et
urogénital, ainsi qu’au niveau de certains vaisseaux. Toutefois, on ne peut pas exclure
I’existence d’autres médiateurs que NO dans la transmission synaptique de type
NANC (CO ?), neuromédiateurs qui pourraient agir en synergie avec les neurones
libérant NO, de méme qu’avec les neuromédiateurs classiques (fig. 3.24). Au niveau
des différents types de muscles lisses innervés par des neurones a NO (ou neurones
nitrinergiques), les mécanismes générés par NO conduisant a une relaxation ne sont
pas différents de ceux décrits au niveau de la cellule musculaire vasculaire pour le NO
produit par les cellules endothéliales (voir fig. 3.20).

1 Le role de NO comme neuromédiateur remet en cause la notion classique de neuro-
médiateur activant un récepteur membranaire post-synaptique.
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Figure 3.24 - Représentation schématique d’une neurotransmission NANC
mettant en jeu NO (transmission nitrinergique)

Les neurones NANC (non-adrénergiques et non-cholinergiques), qui contiennent une nNOS
(neurones nitrinergiques), libérent NO qui diffuse et agit sur une guanylate cyclase
soluble pour induire la production de GMPc qui active une ou plusieurs PKG. L’ensemble
des actions directes ou non de NO et du GMPc conduit a une réduction de la teneur en
calcium libre cytoplasmique, responsable de la relaxation de la cellule musculaire lisse
(pour plus de détails, voir la figure 3.20). Il est possible que des neurones de type NANC
ne produisant pas NO, de méme que des neurones a neuromédiateurs “classiques” (par
exemple les neurones a acétylcholine), puissent moduler |'activité des neurones NANC
produisant NO. Par ailleurs, NO peut étre produit par d’autres cellules possédant des
NOS, ainsi que par la cellule musculaire lisse elle-méme, qui posséde une NOS inductible.

D’un point de vue physiologique, on consideére que ces types de neurones a NO sont
impliqués dans la régulation du tonus musculaire lisse, en particulier des sphincters.
Ces neurones participent aussi au fonctionnement physiologique de I’estomac (régu-
lation de I’irrigation sanguine et production d’HCI), ainsi qu’a celui du corps caver-
neux pénien. L’absence d’une production suffisante de NO pourrait étre a 1’origine
des spasmes pyloriques observés chez I’enfant et de certains types d’impuissance.
Dans ce dernier cas, on peut utiliser des donneurs locaux de NO (pommade) ou des
inhibiteurs spécifiques (Viagra®) de I’enzyme de dégradation du GMPc en GMP.

3.5. NO - AUTRES EFFETS CYTOTOXIQUES

Nous avons évoqué dans un paragraphe précédent I’action neurotoxique de NO
lorsque celui-ci est produit en grande quantité. Ce n’est pas toujours le cas, dans
certaines situations une forte production de NO peut étre bénéfique. L utilisation de
donneurs de NO, d’inhibiteurs des NOS et d’animaux modifiés génétiquement ne
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possédant pas de NOS inductible a permis de montrer, essentiellement au niveau des
macrophages, le role bénéfique d’une forte production de NO.

3.5.1. NO et les macrophages

Les macrophages contiennent une NOS inductible. La transcription du gene de cette
iNOS est controlée par une grande variété de messagers chimiques appelés cytokines,
ainsi que par le lipopolysaccharide qui est un des constituants de la paroi des bactéries
gram-négatives. Les inducteurs les plus importants sont I’interféron v, le tumor
necrosing factor (TNF), les interleukines 1 et 2. Le TNF (et peut-&tre d’autres cyto-
kines) semble agir en synergie avec I’interféron 7. Le transforming growth factor 3
(TGFP), les interleukines 4 et 10 sont des inhibiteurs de la production de NO par les
macrophages. Il faut cependant noter que les mécanismes intimes des régulations
exercées par ces cytokines sont mal connus, de méme que les effets d’une rétroaction
de NO sur les facteurs contrélant sa production et sur les macrophages eux-mémes
(voir fig. 3.25). Le NO produit par les macrophages activés diffuse dans les tissus
voisins ou il peut agir directement sur les métallo-enzymes ou via la production de
peroxynitrite et de radicaux [OH"] (voir § 3.1). Parmi les enzymes dont le fonc-
tionnement est modifié et qui pourraient étre impliquées dans les effets cytotoxiques
de NO, figurent des enzymes du métabolisme énergétique de I’ADN. Ainsi, NO
produit par les macrophages agirait sur I’aconitase mitochondriale, une enzyme clé du
cycle de Krebs, enzyme qui pourrait étre connue, au niveau cytoplasmique, sous un
autre nom “I’iron regulatory factor” (un modulateur post-transcriptionnel de genes
impliqués dans le métabolisme du fer), ainsi que sur d’autres enzymes mitochon-
driales, la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (enzyme de la glycolyse) et la
ribonucléotide réductase (enzyme qui convertit les ribonucléotides en désoxyribo-
nucléotides utilisés dans la synthese de 1’ADN). De plus, NO déplete la teneur
intracellulaire en glutathion, augmentant ainsi la susceptibilité au stress oxydatif. 11 est
probable que, suivant le type cellulaire, I’intensité du métabolisme énergétique et son
type (glycolytique/lipolytique), ’action de NO sera plus ou moins intense et pourra
conduire a une gamme d’effets allant de I’inactivation a la destruction cellulaire, en
passant par des effets mutagenes. Finalement, de I’ensemble des données obtenues in
vitro et in vivo, on peut considérer que NO peut avoir une action antiproliférative et
qu’il peut étre un nouveau médiateur de la réponse immunitaire non-spécifique
(fig. 3.25). Cette opinion est fondée sur un certain nombre d’expériences réalisées in
vivo et in vitro, qui ont permis de mettre en évidence les capacités antihelminthe,
antibactérienne (Listeria, Fularemia, Salmonella, Mycobacterium), antivirale (Herpes,
Vaccinia, Ectromelia), antifongique (Candida albicans, Cryptococcus), antiparasitaire
(Leishmania, Plasmodium, Toxoplasma, Trypanasoma, Shistosoma). Néanmoins, l1a
encore, les deux facettes de NO se manifestent. En effet, a c6té de ses effets béné-
fiques, il est probable qu’une production incontrdlée de NO pourrait étre a I’origine de
phénomenes d’auto-immunité (les macrophages activés sont cytotoxiques pour les
cellules B du pancréas) et d’ immunosuppression par destruction des lymphocytes T.
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Figure 3.25 - Représentation schématique des différents types cellulaires
impliqués dans une production cytotoxique de NO
IgE : immunoglobuline E ; IFNy : interféron y; IL1, 2, 4, 10 : interleukines 1, 2, 4, 10 ;
LT : lymphocyte T ; PAF : platelet activating factor ; TGFB : transforming growth factor 3 ;
TNF : tumor necrosing factor.

3.5.2. Autres types cellulaires et cytotoxicité de NO

Comme le montre la figure 3.25, d’autres types cellulaires peuvent produire du NO
impliqué dans les mécanismes de défense de 1’organisme. C’est le cas des monocytes
activés par les immunoglobulines E, des cellules endothéliales qui, in vitro, ont révélé
un pouvoir antitumoral et des hépatocytes qui, in vitro, ont montré leur capacité de
produire NO apres activation par des cytokines.

En outre, il a été récemment montré que les nitrates contenus dans la salive (les
glandes salivaires sont impliquées dans le métabolisme des nitrates ; leur teneur en
nitrates est cent fois plus grande que celle du plasma) sont dégradés en nitrite par des
bactéries de la surface de la langue. Ces nitrites, lorsqu’ils sont acidifiés par d’autres
bactéries buccales, ou apres ingestion dans 1’estomac (il en serait de méme des nitrites
et nitrates ingérés), pourraient générer du NO. Ce NO serait alors susceptible d’exer-
cer une action antiproliférative pour les bactéries et champignons ingérés comme
certaines bactéries buccales ou Helicobacter pylori (facteur associé dans pres de 90%
des cas a I'ulcere gastrique). Ainsi, ce mode de production de NO serait un nouveau
type de symbiose entre les bactéries et les Mammiferes, symbiose dévolue a trans-
former les nitrates salivaires en nitrites et finalement en NO jouant un rdle protecteur.

Enfin, il a été rapporté une production excessive de NO dans les cas de colite
ulcéreuse, de psoriasis, d’arthrite, de rejet du greffon, de certains types d’inflam-
mation, de lupus érythémateux et de choc (voir § 3.3). Dans ces pathologies, les
sources potentielles de NO peuvent étre multiples, les cellules endothéliales, les
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cellules musculaires lisses vasculaires, les macrophages, les hépatocytes, les chon-
drocytes étant les principaux types cellulaires impliqués.

Conclusions et perspectives

La production de NO au niveau des macrophages, ainsi que son implication dans la
réponse immunitaire non-spécifique, sont clairement démontrées et ouvrent la voie a
de nouvelles recherches. Les inhibiteurs des NOS synthases deviendront probable-
ment des agents importants dans le traitement des hypotensions induites par le choc
septique, ou chez les cancéreux traités a I’aide de différents types de cytokines (inter-
leukines 1 et 2 ; TNF). Il faut cependant noter qu’actuellement, des réserves sont
formulées quant a leur utilisation (a cause des effets secondaires cardiaques et rénaux
de ces inhibiteurs). Si les premiers travaux concernant un réle de NO dans la
régulation de I’expression génique et la mise en évidence des capacités mutagéniques
de NO sont confirmés, c’est une nouvelle page qui s’ouvre dans notre connaissance
de NO.

3.6. NO ET LE SYSTEME RESPIRATOIRE

L’utilisation d’inhibiteurs de la synthése de NO, la mise en évidence de NOS
synthase au niveau de I’épithélium pulmonaire, les mesures de NO dans 1’air expiré
(en particulier la détection d’une production pulmonaire de NO et d’une surpro-
duction dans certaines pathologies comme I’asthme) conduisent a penser que NO
pourrait étre un médiateur physiologique responsable d’une dilatation des bronches
et des vaisseaux pulmonaires.

Chez ’homme et I’animal, I’inhalation de faibles doses de NO (< 80 ppm) augmente
les capacités respiratoires, la teneur en oxygene du sang et réverse la vaso-constriction
observée lors d’hypoxie ou d’hypertension pulmonaire. Ces effets ne sont pas
accompagnés d’hypotension systémique (NO est rapidement inactivé par 1’hémo-
globine). Dans toutes ces situations, NO semble agir par induction d’une dilatation
des artérioles pulmonaires au niveau de segments pulmonaires dilatés donc mieux
ventilés.

Conclusions et perspectives

Bien que I’inhalation de NO ait été présentée comme le traitement magique de cer-
taines pathologies pulmonaires telles que I’hypertension pulmonaire (et par certains
probablement comme une forme sans danger de dopage), elle doit étre considérée,
actuellement, comme une forme expérimentale de thérapie. Thérapie qui ne devrait
étre utilisée qu’avec précautions et dans le cadre de protocoles d’utilisation établis
entre plusieurs équipes. En effet, I’inhalation de NO n’est certainement pas
inoffensive. Les dangers potentiels peuvent résulter de I’interaction de NO avec O, et
0O,"~ (voir § 3.1) et de la probable potentialité mutagénique des dérivés oxygénés de
I’azote (suspectés d’€tre générateurs des cancers pulmonaires provoqués par la fumée
de cigarettes).
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3.7. NO ET LE MUSCLE SQUELETTIQUE

La mise en évidence, au niveau du muscle squelettique, d’une NO synthase de type
neural ne date que de 1994. Cette forme de NOS, sensible au calcium, qui est plus
abondante au niveau des fibres rapides (type II) est localisée au niveau du
sarcolemme. Le rdle physiologique de NO produit a ce niveau est largement
méconnu. Il est possible que le GMPc synthétisé sous I’action de NO, en particulier
durant la contraction par activation de la NOS due a I’augmentation de calcium,
puisse exercer une action inhibitrice sur la contraction. En revanche, les dérivés
provenant de réactions de S-nitrosylation pourraient induire une libération de calcium
par le réticulum et ainsi favoriser la contraction. Des travaux récents montrant une
liaison de la NOS du sarcolemme avec le complexe protéique associé a la distrophine,
de méme que la diminution, chez les souris mdx ou chez des patients atteints de
myopathie de Duchesne, de la teneur sarcolemmique en NOS, suggerent qu’une
réduction de la production de NO serait, en partie, impliquée dans ce type de
pathologie.

Conclusions et perspectives

L’implication de NO dans la physiologie musculaire n’avait, jusqu’alors, été montrée
qu’au niveau de la synapse neuromusculaire. Une nouvelle ere de recherches s’ ouvre
avec ces premiers résultats. Ces recherches devraient permettre d’établir rapidement
des corrélations entre certaines formes de myopathies congénitales présentant des
1ésions des tissus nerveux et musculaire.

3.8. NO ET DIABETE

Une c¢NOS ainsi qu’une iNOS ont été mises en évidence au niveau des cellules B du
pancréas. Une série de travaux convergents réalisés in vitro et in vivo — en particulier
I’observation et la stimulation de la libération d’insuline par la L-arginine et son
inhibition par des analogues non-métabolisables de celle-ci — conduisent a penser que
NO, dans les conditions physiologiques, pourrait participer a la régulation de la
libération d’insuline. NO pourrait agir, entre autres modalités, via son action sur le
métabolisme calcique. I a été montré qu’une surproduction de NO par les cellules 3
ou par les macrophages pourrait contribuer a I’induction du diabete de type .

Conclusions et perspectives

Parallelement a une meilleure compréhension du réle de NO dans 1’activité des
cellules B du pancréas, 1’objectif actuel est de trouver un inhibiteur spécifique des
NOS de ces cellules. Cet inhibiteur pourrait étre un agent susceptible de limiter, sinon
d’inhiber, la progression du nombre de malades atteints de diabete de type 1.
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3.9. NO - FUTURES DIRECTIONS

NO, dont le rdle physiologique dans les processus de vaso-dilatation n’était que
suspecté dans les années 80, est devenu, en 1992, la “Molécule de I’année” et voit
sans cesse révélée son implication dans de nouveaux processus physiologiques.

Nos connaissances exactes des roles et modes d’action de ce gaz restent néanmoins
partielles. Ainsi, il est impossible de manipuler finement I’activité d’une NOS
spécifique dans un type cellulaire donné. Gageons que I’intérét thérapeutique (et
financier) stimulant la recherche, ceci sera réalisé dans quelques années.

4. LE FACTEUR ACTIVATEUR DES PLAQUETTES (PAF)

Le facteur activateur des plaquettes (platelet activating factor ou PAF) est un phos-
phoglycéride. 11 doit son nom au groupe de Benveniste qui, en 1972, avait étudié un
médiateur produit par les basophiles, capable de stimuler le relargage d’amines vaso-
actives par les plaquettes. Ce n’est qu’en 1980 que la structure chimique du PAF a été
clairement élucidée. Depuis, de nombreux travaux ont permis de montrer que cette
molécule, impliquée dans de nombreux processus physiologiques et pathophysio-
logiques, est produite par une grande variété de types cellulaires ou elle joue le role de
médiateur inter- et/ou intracellulaire.

4.1. STRUCTURE CHIMIQUE

Le PAF est un phospholipide (1-O-alkyl-2-acétyl-sn-glycéro-3-phosphorylcholine)
(fig. 3.26). Pour étre actif, le PAF doit posséder un résidu O-alkyl éther de 14 a
18 atomes en position sn-1, un radical acyle court en position sn-2, la position sn-3
devant étre occupée par un groupement polaire O-phosphorylcholine.

O  HyC -0 - (CHy) - CH3
H3C—g—0—‘CH 0
HQ(‘D—O—I‘D‘—O—CHQ—CHz—N(CH;;)
.-

+
3

Figure 3.26 - Structure chimique du PAF (platelet activating factor)
Le PAF est un glycérophospholipide de formule 1-O-alkyl-2-acétyl-sn-glycéro-3-phos-
phorylcholine, od n peut étre égal a 15 ou 17.

Les analogues du PAF, obtenus (ou présents in vivo) par des variations de la longueur
et de la saturation de la chaine sn-1, peuvent étre extrémement actifs. Un grand
nombre d’antagonistes spécifiques du PAF présentent des analogies structurales
importantes avec le PAF.
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4.2. METABOLISME

Deux voies métaboliques conduisent a la syntheése du PAF (fig. 3.27). L’une, la
synthese vicariante, utilise une molécule préexistante proche structuralement du PAF,
molécule qui est remodelée, I’autre, la syntheése de novo, met en jeu le simple transfert
d’une phosphorylcholine.

La biosynthese de PAF a été mise en évidence au niveau des cellules endothéliales
apres stimulation par la bradykinine, la thrombine, I’angiotensine II (ensemble de
messagers qui provoquent une augmentation du calcium libre intracellulaire). De
méme, le A 23187 (un calcium ionophore) induit la synthése de PAF par les
polynucléaires neutrophiles, éosinophiles, basophiles, les monocytes, les lympho-
cytes, les macrophages, les plaquettes, les cellules de Kiipffer, les cellules rénales.
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Figure 3.27 - Métabolisme du PAF
Biosynthéses et catabolisme du PAF (1-O-alkyl-2-acétyl-sn-glycéro-3-phosphoryicholine).
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4.2.1. La synthese vicariante

Bien que cette synthese ait été la premicre décrite, elle ne semble intervenir que dans
des processus physiopathologiques (réponses allergique ou inflammatoire).

Elle implique un phospholipide, le 1-O-alkyl-2-acyl-sn-glycéro-3-phosphorylcholine
qui, sous I’action d’une phospholipase A2 (activable par le calcium), conduit a la
formation de 1-O-alkyl-2-lyso-sn-glycéro-3-phosphorylcholine ou lyso-PAF et
d’acide arachidonique 2. Ensuite, I’action d’une acyltransférase stimulée par le
calcium, ainsi que par les kinases A et C, permet le transfert d’un acyl sur le lyso-
PAF pour donner le PAF.

4.2.2. Synthese de novo

Dans cette synthese, le transfert, sous 1’action d’une choline phosphotransférase
insensible au calcium, d’une phosphorylcholine a un 1-O-alkyl-2-acétyl-sn-glycérol,
conduit directement a la synthese de PAF. Il est probable que cette voie de synthese
permette une production basale de PAF qui pourrait jouer un rdle physiologique.

4.2.3. Catabolisme

Deux boucles successives de dégradation permettent de remonter les étapes de la syn-
thése vicariante. Dans la premicre, le PAF est catabolisé en lyso-PAF par une acétyl-
hydrolase. Le lyso-PAF (composé toxique) peut suivre deux voies de dégradation.
L’une — correspondant a la seconde boucle de la synthése vicariante — conduit, sous
I’action d’une acyltransférase inhibée par le calcium, a la réincorporation de 1’acide
arachidonique pour donner le 1-O-alkyl-2-acyl-sn-glycérol-3-phosphorylcholine.
L’autre met en jeu une mono-oxygénase qui transforme le lyso-PAF en sn-glycéro-3-
phosphorylcholine. La premiere boucle d’activation/inactivation (PAF/lyso-PAF)
est une plaque tournante de la biodisponibilité de ce médiateur. Cependant, il semble
bien que, dans certaines conditions et dans certains types cellulaires, seule une faible
partie du PAF synthétisé soit sécrétée. Ceci suggere que le PAF pourrait étre a la fois
un médiateur des communications inter- et intracellulaires.

4.3. LES RECEPTEURS DU PAF ET LEUR ACTIVATION

4.3.1. Les récepteurs

L’utilisation du [H3]-PAF a permis de montrer I’existence de récepteurs hautement
spécifiques du PAF sur les membranes d’un grand nombre de types cellulaires, aussi
bien chez les rongeurs que chez ’homme. Ces récepteurs, dont la densité est faible
(quelques centaines par cellule) ont été observés dans les cellules nerveuses, endothé-
liales, musculaires lisses, les cellules de la lignée hématoiétiques, ainsi qu’au niveau

2 L'acide arachidonique, ainsi que ses produits de dégradation sont eux-mémes des messagers
fortement actifs (voir chap. 2, § 2.2.7).
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des tissus hépatique, rénal et pulmonaire. Ils possédent sept domaines transmembra-
naires et sont couplés a des protéines G. Les récepteurs pour le PAF montrent une
grande hétérogénéité d’un type cellulaire a 1’autre, tant dans 1’affinité vis-a-vis du
PAF (Kp de 10-11 2 10-5 M) que dans la coexistence sur le méme type cellulaire de
plusieurs types de récepteurs d’affinités différentes. Il semble aussi exister des
différences dans I’intensité de ’action des antagonistes du PAF et des différences
dans les effets de 1’activation de ces récepteurs par le PAF. Le PAF régule directe-
ment 1I’expression de ses récepteurs (down-regulation). Les protéine kinases A et C
(lorsque cette derniere est fortement stimulée) inhibent les récepteurs pour le PAF. En
revanche, la protéine kinase C faiblement activée les stimule. Par ailleurs, les ions
modulent la liaison PAF/R-PAF, ainsi, Na* et Zn>* I’inhibent alors que Mg>™,
Ca®*, Mn** la favorisent.

De plus, I’existence de récepteurs du PAF sur les membranes intracellulaires a été
montrée dans quelques types cellulaires, corroborant ainsi I’hypothése d’un role de
messager intracellulaire pour le PAF.

4.3.2. Activation des récepteurs du PAF

L’activation des récepteurs du PAF conduit, via la mise en jeu de protéines G, & une
stimulation directe des canaux calciques, a la production de DAG et d’IP3, ainsi qu’a
celle d’acide arachidonique (fig. 3.28). La production de ce dernier messager et de ses
dérivés peut conduire a des actions paracrines et autocrines (voir chap. 2, § 2.2.7).
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EFFETS CELLULAIRES ‘ I

Effets immédiats : modifications des activités enzymatiques et caractéristiques des canaux ioniques
Effets tardifs : modulation de I'expression génétique

Figure 3.28 - Effets de I’activation des récepteurs du PAF
AAc : acide arachidonique ; DAG : diacylglycérol ; G : protéine G ; IP3 : inositol (1,4,5) tri-
phosphate ; PAF : platelet activating factor ; PKC : protéine kinase C ; PLA2 : phospho-
lipase A2 ; PLC : phospholipase C ; R : récepteurs de I’AAc ou récepteurs de ses dérivés.
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4.4. ROLES PHYSIOLOGIQUES

Le PAF produit lors de situations physiologiques ou physiopathologiques est actif
pour des concentrations comprises entre 10-12 M et 10-2 M. La grande variété de ses
récepteurs, ainsi que celle des seconds messagers qui découlent de leur stimulation,
conduit a de multiples effets cellulaires, dont certains sont pathologiques. Le
tableau 3.5 (non-exhaustif) récapitule les principaux effets biologiques du PAF.

4.5. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Le PAF agit via la mise en jeu de récepteurs spécifiques variés dont 1’activation
conduit a la syntheése de multiples seconds (troisieme, quatrieme) messagers. Cette
grande diversité explique la diversité en qualité et en intensité des réponses biolo-
giques initiées par le PAF. L’utilisation des techniques de la biologie moléculaire et de
I’immunologie devrait permettre de mieux comprendre 1’origine de 1’hétérogénéité
des récepteurs et, par la, devrait conduire a la synthése d’antagonistes et/ou
d’agonistes spécifiques d’un type d’action donnée. Enfin, le réle du PAF dans les
mécanismes d’adhésion (et de migration) cellulaire reste a explorer.

5. L’ENDOTHELINE

L’endothéline est essentiellement produite par I’endothélium vasculaire (fig. 3.29).

Catécholamines

——  Thrombine
TGFo - PAF
L-arginine ®
NOS Pro-endothéline
e
'é\ Ca2t i @ - ECE
NO T Endothéline (Et1) Vasopressine
I Angiotensine
REt ‘ ® &
Cellule endothéliale
R-Et

Contraction

GMPc /—> Vaso-dilatation Ca2*/—» e
Prolifération

Cellule musculaire lisse

Figure 3.29 - Représentation schématique de la synthése
et de la libération d’endothéline (Et1) par I’endothélium vasculaire
ECEt : enzyme de conversion de |'’endothéline ; eNOS : NO synthase constitutive de
I’endothélium ; PAF : platelet activating factor ; R-Et : récepteur a I’endothéline ; TGFa :
transforming growth factor a.
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Tableau 3.5 - Principaux effets biologiques du PAF

Plaquettes

— Adhésion - agrégation - formation de thrombus
— Relargage par les plaquettes d’amines vaso-actives

Systeme cardio-vasculaire

— Vaso-dilatation

— Hypotension - modification des résistances vasculaires périphériques
— Extravasion plasmatique

— Choc : hypotension gravissime, modification des perméabilités

— Athérogenese

— Réduction du débit coronaire et de la force de contraction du myocarde
— Arythmie

Systeme immunitaire

— Chimiotactisme des polynucléaires éosinophiles et neutrophiles

— Stimulation des polynucléaires neutrophiles, éosinophiles, basophiles et des
macrophages

— Production de radicaux libres

— Inflammation

— Rejet de greffes

— Manifestations allergiques - eczéma

— Anaphylaxie

— Chocs endotoxiniques

Systéme rénal

Hémodynamique rénale

Filtration glomérulaire - transport des électrolytes
— Altérations rénales

Modulation de la production de rénine

Systeme respiratoire
— Broncho-constriction
— Asthme

Systéme gastro-intestinal

— Hypertension portale

— Stimulation de la sécrétion pancréatique
— Pancréatites

— Formation d’ulceres gastro-intestinaux
— Glycogénolyse hépatique

Systeme reproducteur
— Ovulation - fertilisation - nidation - grossesse - parturition

Systéme nerveux

— Neuromodulateur
— Potentialisation a long terme (LTP) ?
— (Edeme cérébral
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La masse de celui-ci (2 kg) et sa surface (1000 m2), ainsi que la grande variété de
substances qu’il produit, en font une véritable glande diffuse. L’endothéline est un
petit peptide de 21 AA. Il existe trois isoformes de 1’endothéline appelées Etl1, Et2,
Et3. Seule Etl est produite par 1’endothélium et Et3 semble étre impliquée dans les
mécanismes de neurotransmission centrale. Ces trois isoformes codées par trois
genes différents sont produites sous forme de pré-pro-endothéline, clivée en pro-
endothéline, puis finalement sous 1’action d’une enzyme de conversion (ECEt) en
endothéline. L’enzyme de conversion de 1’endothéline (ECEt) a été localisée au
niveau de différents organes (rein, poumons, microcirculation, systéme nerveux...).

1l existe deux types de récepteurs a 1I’endothéline (R-EtA et R-EtB). L’activation de
ces récepteurs conduit a la synthese d’inositol (1,4,5) triphosphate et de
diacylglycérol, et donc a la libération de calcium par le réticulum ainsi qu’a
I’activation de la protéine kinase C. Les récepteurs a I’endothéline sont présents sur un
grand nombre de types cellulaires (cellules endothéliales et musculaires lisses

vasculaires ; cardiomyocytes, neurones).

EFFETS CARDIO-VASCULAIRES DE L’ENDOTHELINE

La production majeure d’endothéline est réalisée par I’endothélium, ce qui explique
ses effets au niveau du syste¢me cardio-vasculaire. L’effet majeur immédiat de I’endo-
théline est une vaso-constriction et donc une augmentation de la pression artérielle.
Cette vaso-constriction résulte de la libération de calcium au niveau des cellules
musculaires lisses (fig. 3.30). Cependant, I’activation de ses récepteurs portés par les
cellules endothéliales induit une vaso-dilatation temporaire. Cette vaso-dilatation est
due a la stimulation de la NO synthase constitutive endothéliale, enzyme activée par le
calcium. L’action de 1’endothéline sur le muscle cardiaque, ainsi que sur le systeme
nerveux central, contribue aussi a une augmentation de la pression artérielle.

SNx Coeur
Neurongs [t Endothéline Force contraction #
adrénergiques Fréquence #

Prolifération des cellules
musculaires lisses vasculaires

’ Vaso-constriction I Vaso- dllatatlon

N )

Figure 3.30 - Représentation schématique des effets de I’endothéline
sur la pression artérielle
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L’utilisation d’inhibiteur des récepteurs a 1’endothéline ainsi que la production
d’animaux transgéniques ont permis de montrer qu’il existe une production basale
d’endothéline. Cette observation, alliée a d’autres données expérimentales, laisse
penser qu’un déreglement de la production d’endothéline et/ ou de la synthese de ses
récepteurs pourrait étre responsable de certains types d’hypertension artérielle. Aussi,
les travaux actuels s’orientent-ils vers la production d’inhibiteurs des récepteurs a
I’endothéline et I’élaboration d’un vaccin anti-endothéline.

6. L’ECDYSONE

6.1. ISOLEMENT DE L’ECDYSONE

L’hormone de mue ou ecdysone (fig. 3.31) a été isolée pour la premiere fois par
Butenandt et Karlson, en 1954. En traitant 500 kg de chrysalides de ver a soie
(Bombyx mori), ils ont obtenu 25 mg d’hormone cristallisée. Par la suite, ils obtinrent
100 mg d’ecdysone a partir de 3 000 kg de chrysalides.

Si I’on injecte du cholestérol tritié a un asticot de Calliphora, on retrouve de 1’ecdy-
sone radioactive dans son sang ou son hémolymphe (les insectes étant incapables de
synthétiser un stérol, I’ecdysone a son origine dans le cholestérol alimentaire).

Immédiatement apreés sa synthése, 1’o-ecdysone est déversée dans 1’hémolymphe.
Elle est convertie dans le corps gras en -ecdysone qui est beaucoup plus active et qui
circule dans I’hémolymphe liée a une protéine, comme les hormones stéroides chez
les Vertébrés.

OH

0 o-ecdysone H

0 B-ecdysone

Figure 3.31 - Structure de I’ecdysone

6.2. LE PUPARIUM DES DIPTERES

La nymphe des Dipteres est une pupe, entourée par un puparium constitué par la
derniere cuticule larvaire brunie et durcie.

La formation de ce puparium est un phénomene de sclérotisation (brunissement et
durcissement), il est sous la dépendance de I’ecdysone. Or, la cuticule des Insectes
renferme essentiellement des protéines riches en tyrosine, et associées a de la chitine
(qui est un polymere de N-acétylglucosamine).
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Fraenkel ligature une larve de mouche Calliphora erythrocephala en arriere de
I’anneau de Weissmann. La région antérieure seule forme un puparium, si on pose la
ligature avant la “période critique” (16 h avant la formation du puparium). L’unité
Calliphora a été définie comme la quantité d’ecdysone nécessaire pour déclencher la
formation du puparium dans le trongon postérieur d’une larve ainsi ligaturée. Elle
correspond a 0,0075 pg d’hormone cristallisée, soit 7,5 ng d’ecdysone.

6.3. CHROMOSOMES GEANTS ET PUFFS (fig. 3.32)

Les Dipteres possedent quatre paires de chromosomes homologues (2 n=4) :

I : ce sont les chromosomes sexuels XY ou XX (si XY, Y est treés court par
rapport a X),

I : 107 wm de long,

IIT : 106 wm de long,

IV : le plus petit a 0,1 um de long.

Ces chromosomes sont réunis par un chromocentre chez Drosophila (fig. 3.32.a) et
seulement soudés deux a deux chez Chironomus.

Des dilatations riches en ARN, appelée puffs ou anneaux de Balbiani, apparaissent au
niveau des bandes (correspondant a un ou plusieurs locus de genes), a des moments
et a des endroits variés. Quelques locus forment des puffs seulement a certains stades
de la métamorphose ; les geénes correspondants prennent part a des activités
métaboliques en rapport avec ces stades (fig. 3.32.b).

11l droit //,.;____——-"
C —
)
X B -]
! gauche OIS
A 19
] Hétérochromatine 18
II"droit intercalaire c
IIl gauche [B
A 18
17 .
Chromocentre 10 um
a - Chromosome de b - Loci 18 et 19 du chromosome |
Drosophila melanogaster de Chironomus tentans

Figure 3.32 - Chromosomes géants de Diptéres (d’aprés Beermann, 1952)

6.4. MISE EN EVIDENCE DU ROLE DE L’ECDYSONE

*  En 1960, Clever et Karlson injectent de ’ecdysone au dernier stade larvaire de
Chironomus. Ceci déclenche la métamorphose. Or :
— 15 2 30 min apres I’injection, apparait un puff au niveau du chromosome I au
locus 18 C;
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— 30 min a 1 h apres, un autre puff au niveau du chromosome IV, au locus 2 B.
Par la suite apparaissent d’autres puffs, mais ils ne sont pas caractéristiques car ils
s’observent aussi a I'intermue. Puis, plus tard, se forment des puffs caractéris-
tiques de la période prénymphale qui prélude a la métamorphose, en méme temps
qu’augmente le métabolisme protidique.

Il existe au moins deux genes dont la mise en activité est spécifique de la
métamorphose, et qui ont été activés par I’hormone spécifique.

Le seuil de réaction de ces geénes a pu étre établi a I’aide de quantités tres faibles
d’ecdysone :

— pour le locus 18 C de I : avec 10-7 mg d’extrait larvaire ;

— pour le locus 2 B de IV : avec 10-° mg d’extrait larvaire.

L’adjonction a I’eau de 1’aquarium d’actinomycine D (qui bloque 1’ARN poly-
mérase et agit donc sur la transcription) fait disparaitre ces puffs.

Chez des prénymphes qui entrent en diapause avant d’avoir accompli leur mue
nymphale (sans doute par insuffisance d’ecdysone dans 1’hémolymphe de
I’Insecte), ces puffs n’apparaissent pas.

* En 1952, Karlson et Sekeris prouvent, a I’aide de substances marquées, que
I’ecdysone intervient en deux points de cette chalne en provoquant la synthese de
deux enzymes : la DOPA-décarboxylase et une phénoloxydase.

On peut évidemment se demander si I’action de I’ecdysone sur les chromosomes

est une action directe ou indirecte. Or :

— Dapparition des puffs est le premier des effets observables de I’ecdysone : les
changements de téguments n’apparaissent que 20 a 30 h apres I’injection ;

— des doses d’ecdysone infimes font apparaitre les puffs mais ne déclenchent
pas la nymphose.

Karlson est alors conduit a penser, tenant compte des données sur la structure de
I’ ADN et du schéma de Monod et Jacob, que I’ecdysone agit sur le chromosome en
déspiralant I’hélice & un locus donné (dérépression du gene). Ceci se traduit par la
synthese de I’ARN messager qui se concrétise, sur ces chromosomes géants, par
I’apparition d’un puff. Ce puff correspond a ce qu’on appelle maintenant un
complexe de transcription (déroulement en boucles du nucléofilament
d’ADN + histones, sites de synthese des fibrilles d’ARN en cours d’élongation).

Depuis les travaux de Karlson, les mécanismes d’action des hormones stéroides sont
mieux connus et rentrent dans le cadre des messagers a récepteurs nucléaires (voir
chap. 2, § 4).

Le gene du récepteur de I’ecdysone (R-Ec) a été cloné. Le complexe 1ié a I’ADN
comporte deux protéines, I’une R-Ec est le produit du géne, I’autre est une protéine
“ultraspiracle”, USP (messager unique d’un géne usp), homologue des récepteurs R-
XR, constituant un hétérodimere (voir chap. 2, § 4). Chacune des protéines de
I’hétérodimere comporte un site de liaison avec 1’ecdysone et un site de liaison avec
I’ADN. Les ecdystéroides régulent ainsi, de facon séquentielle, plusieurs classes de
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genes (fig. 3.33) (Leid et coll., 1992 ; Deutsch, 1993 ; Thomas et coll., 1993 ; Yao et
coll., 1993). L’action des ecdystéroides sur différents ARNm a été étudiée par
Hiruma et coll. (1997).

EER .

a
R-Ec-E-USP
© © ®
’ Geénes précoces ‘ ’ Génes intermédiaires ‘ ’ Geénes tardifs ‘
- o8 |
’Protéines précoces‘ ’ Protéines intermédiaires ‘ ’ Protéines tardives ‘ b

Figure 3.33 - Représentation schématique de I’action
des ecdystéroides sur leurs cellules cibles

Ec : ecdysone ; R-Ec : récepteur de I’'ecdysone ; R-Ec-E-USP : hétérodimére constitué par le
récepteur de I’ecdysone et la protéine ultraspiracle, li€s a I’ecdysone ; USP : protéine
ultraspiracle.
a - La formation d’un hétérodimére (R-Ec-E-USP) entre le récepteur a I’ecdysone (R-Ec) et le
produit du géne ultraspiracle (USP) conduit a un complexe actif dont une partie (noire)
correspond au domaine de fixation a I’ADN.
b - La régulation de la transcription des génes se déroule selon un modéle dérivé de celui
proposé par Ashburner en 1974, certains génes seraient activés et d’autres réprimés. Les
produits de I’activation des génes précoces déréprimeraient des génes intermédiaires dont
les produits agiraient pour déréprimer les génes tardifs.
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CHAPITRE 4

LE COMPLEXE
HYPOTHALAMO-HYPOPHYSAIRE

L’hypophyse a été longtemps considérée comme le “chef d’orchestre” des glandes

£

endocrines. En fait, son fonctionnement est “contrdlé” par I’hypothalamus.

Logée dans la selle turcique (qui fait partie de 1’os sphénoide), I’hypophyse est une
glande grossierement sphérique, appendue a la face ventrale de I’hypothalamus. Elle
pese environ 0,6 g chez I’homme.

1. EMBRYOLOGIE DE L’HYPOPHYSE

Son origine est mixte (fig. 4.1) :

* nerveuse, par le diverticule infundibulaire issu du plancher du 3¢ ventricule
(origine hypothamique) ;

* ectodermique, par un diverticule qui s’isole en une poche chez les Mammiferes :
la poche de Rathke (origine stomodéale).

Tube nerveux

Corde
/Endoblaste

36 \ Fente Pars
Membrane Diencéphale  pituitaire nervosa
pharyngienne /
M Parsf—@/ Pars
Diverticule Poche ~___Poche d:stal:s_ intermedia
infundibulaire de Rathke de Rathke Os sphénoide

(-\\Endoblaste

Ectoblaste
de la membrane
pharyngienne

Figure 4.1 - Développement de I’hypophyse chez le Mammifére



138 ENDOCRINOLOGIE ET COMMUNICATIONS CELLULAIRES

La neurohypophyse est formée de I’éminence médiane ou infundibulum (portion
rétro-chiasmatique du plancher du 3¢ ventricule), de la tige infundibulaire (pituitaire)
et de la pars nervosa (PN).

L’adénohypophyse est formée de la pars distalis (PD), de la pars intermedia (PI) et
de la pars tuberalis (PT).

2. HISTOLOGIE DUCOMPLEXE HYPOT HALAMO-HYPOPHYSAIRE '

2.1. HISTOLOGIE DE L’ADENOHYPOPHYSE

L’adénohypophyse est constituée de trois parties (voir fig. 4.2) :

e la pars distalis constituée de cellules sécrétrices endocrines.

* la pars intermedia qui n’existe pas chez les Oiseaux et est peu développée chez
I’homme adulte. On y distingue des travées cellulaires a type sécrétoire et des
fibres nerveuses d’origine hypothalamique.

* la pars tuberalis (lobe infundibulo-tubéral) qui est formée de cordons cellulaires
peu différenciés. Elle est peu développée chez les Mammiferes.

2.2. HISTOLOGIE DE LA PARS NERVOSA (PN)

Elle est caractérisée par une richesse en fibres nerveuses dont les corps cellulaires
(péricaryons) se trouvent dans I’hypothalamus, ainsi que par la présence de cellules
névrogliques (pituicytes).

2.3. HISTOLOGIE DE L’HYPOTHALAMUS

Le systéme circulatoire sera décrit p. 46.

On distingue chez I’homme (fig. 4.2) :

e un hypothalamus antérieur, comprenant les noyaux supra-optiques (NSO) et
rétro-chiasmatiques, les noyaux suprachiasmatiques, les noyaux pré-optiques et
les noyaux paraventriculaires (NPV) ;

e un hypothalamus médian, avec le noyau dorso-médian en haut et le noyau
ventro-médian et le noyau infundibulaire (ou arqué) en bas ;

* un hypothalamus postérieur avec 1’aire dorsale en haut, les noyaux supra- et
prémamillaires en bas.

1 En plus de ces relations avec 1'hypophyse, I'hypothalamus est intégré dans un ensemble
“systeéme limbique-hypothalamus-zone réticulée du tronc cérébral" par des voies nerveuses
dont la principale est le faisceau médian du télencéphale.
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Noyau paraventriculaire
Aire hypothalamique latérale

Noyau dorso-médian

Aire hypothalamique latérale Noyau postérieur

Noyaux pré-optiques Noyau ventro-médian

Noyau supra-optique
Noyau suprachiasmatique

Chiasma optique S

Tubercule mamillaire

Noyau infundibulaire ou arqué

Eminence médiane

Tige infundibulaire
Pars tuberalis (—’ \ 57 Pars nervosa (posthypophyse)
N Pars intermedia

Pars distalis (antéhypophyse)
Figure 4.2 - Structure générale du complexe hypothalamo-hypophysaire chez I’homme

Dans ces différents territoires, il est distingué :

* des neurones a peptides hypophysiotropes, dont les corps cellulaires se trouvent
non seulement dans I’hypothalamus, au niveau du noyau ventro-médian, du
noyau arqué et du NPV, mais aussi dans des régions extrahypothalamiques. Un
certain nombre de ces neurones vont constituer le tractus tubéro-
infundibulaire. Il a ét€ mis en évidence, par immuno-histochimie, des neurones
a GnRH, mais aussi a peptides de type ACTH, MSH, LPH, endorphine et
enképhaline. La plus grande partie de ces fibres se termine au contact du réseau
capillaire primaire du systeme porte hypophysaire (fig. 4.3.a).

* des neurones a peptides post- (ou neuro-) hypophysaires, provenant pour la
plupart des NSO et NPV. IIs constituent I’essentiel du tractus supra-optico-
hypophysaire, dont la majorité des fibres se terminent dans la PN et dans la zone
externe de I’éminence médiane (fig. 4.3.b).

* des neurones mono-aminergiques : noradrénaline (NA), dopamine (Da), séroto-
nine (5-HT).

— les neurones dopaminergiques font partie du systeme tubéro-infundibulaire.
Dans le noyau arqué, se trouvent cote a cOte des neurones a somatostatine et
des noyaux a dopamine ;

— les neurones noradrénergiques constituent un faisceau réticulaire ventro-
ascendant dont les corps cellulaires sont localisés dans le bulbe et dans la
protubérance, et se terminent dans la région pré-optique ;

— les neurones sérotoninergiques localisés dans le mésencéphale se terminent
dans I’hypothalamus antérieur et dans 1I’éminence médiane.

On a pu observer dans le faisceau tubéro-infundibulaire des dendrites de neurones
infundibulaires, permettant de véritables réflexes hypothalamo-hypophyso-hypothala-
miques.
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Figure 4.3 - Le complexe hypothalamo-hypophysaire et ses relations neurovasculaires
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Enfin des cellules différenciées de I’épithélium épendymaire du 3¢ ventricule, les
tanicytes, bombent dans la cavité ventriculaire et s’étendent (“stretch cells”) jusqu’au
voisinage des vaisseaux du systeme porte. Certains auteurs ont émis I"’hypothese que
les cellules pouvaient transporter les peptides hypothalamiques ou des mono-amines,
et les déverser soit dans la circulation porte, soit dans le liquide céphalo-rachidien.

3. DONNEES ANATOMO-CLINIQUES ET EXPERIMENTALES

3.1. DONNEES ANATOMO-CLINIQUES

Ce sont des syndromes pathologiques d’hyper- et d’hypofonctionnement de
I’hypophyse (ou de I’hypothalamus).

L’hyperfonctionnement peut donner :

e de I’acromégalie 2 ou gigantisme (adénome des cellules ) ;

* un syndrome de Cushing (provoqué par une tumeur hypophysaire ou
surrénalienne).

L’hypofonctionnement peut donner :

* un syndrome adiposo-génital de I’enfant (résultant d’une 1ésion hypothalamique
ou d’une tumeur hypophysaire) ;

* le syndrome de Sheehan survenant (par ischémie hypophysaire) a la suite d’une
hémorragie lors d’un accouchement (voir § 9.1.2.2). Le défaut de lactation et
I’involution mammaire sont les premiers signes d’un tableau de cachexie grave.

3.2. DONNEES EXPERIMENTALES : L’HYPOPHYSECTOMIE

L’hypophysectomie n’est pas mortelle. Elle a été pratiquée chez tous les animaux
de laboratoire. Chez I’homme, en cas de tumeur, on peut pratiquer soit une ablation
partielle (chirurgicale), soit une destruction totale (application de produits radioactifs).

Les troubles provoqués correspondent a la déficience en hormones sécrétées par les

différentes glandes endocrines que stimule le complexe hypothalamo-hypophysaire.

L’effet de I’hypophysectomie differe suivant qu’elle est pratiquée chez le jeune ou

chez I’adulte.

* L’absence de gonadostimulines entraine une atrophie des gonades, de 1’amé-
norrhée chez la femme, I’involution des caracteres sexuels secondaires et la perte
de la libido. Chez le jeune, il n’y a pas d’apparition de la puberté.

* L’absence de thyréostimuline provoque un abaissement du métabolisme basal, de
la bradycardie, de I’hypothermie. Il n’y a pas de métamorphose chez le Batracien.

2 L'acromégalie est plus souvent due a un déficit en sécrétion de somatostatine (GH-IH)
hypothalamique, qu'a une hypersécrétion de GH hypophysaire.
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* L’absence de corticostimuline provoque hypoglycémie, hypotension, ainsi qu’une
diminution de la résistance aux agressions.

* L’absence d’hormone de croissance entraine une déficience de 1I’anabolisme
protidique, la tendance a I’hypoglycémie. Elle provoque I’arrét de la croissance
chez le jeune. La croissance de la larve de Batracien n’est que légérement ralentie.

* Ily adépigmentation chez le Batracien par suppression de la MSH.

* L’absence d’hormones de la pars nervosa provoque une polyurie transitoire et de
I’hypotension.

4. LES HORMONES DE LA PARS DISTALIS
ET DE LA PARS INTERMEDIA (tab. 4.1)

Ce sont neuf hormones 3 que 1’on peut regrouper, en fonction de leurs similitudes de
structure ou d’origine, en trois groupes :

* hormone de croissance (GH) et prolactine (Prl) ;

* hormones thyréotrope (TSH) et gonadotropes (FSH et LH) ;

* hormones corticotropes, toutes dérivées d’'un méme précurseur (POMC).

4.1. L’HORMONE DE CROISSANCE
(STH = somatotropic hormone ou GH = growth hormone)

4.1.1. Caractéristiques générales

Cette hormone est sécrétée par les cellules .. C’est une protéine de PM environ
20000 et plus. Sa structure varie selon les espéces animales, le PM est d’autant plus
bas que 1’animal est plus élevé dans 1’échelle de I’évolution. Son activité ne s’exerce
que sur ’espece dont elle est extraite ou sur des especes animales moins évoluées
(elle est active dans le sens descendant de 1’échelle évolutive). La séquence des acides
aminés chez ’homme (191 AA) est connue, la chalne polypeptidique possede
deux ponts S-S entre C 53 - C 165 et C 182 - C 89 (fig. 4.4). En fait, elle est élaborée
sous la forme d’une pro-hormone qui comprend 26 AA supplémentaires.

L’activité biologique de cette hormone nécessite la présence des 134 premiers AA. La
séquence des acides aminés de I’hormone de croissance humaine (HGH) est tres
proche de celle de I’hormone lactogeéne placentaire (85% de résidus identiques) et
voisine de celle de la prolactine humaine (32% de résidus identiques). Sa demi-vie
dans le plasma est, chez I’homme, de 20 a 30 min et son taux plasmatique moyen de
2 a4 ng/ml chez I’adulte jeune (correspondant a une sécrétion de 1 a 2 mg par jour)
et de 5 a 8 ng/ml chez I’enfant et 1’adolescent.

3  L'hypophyse sécrete aussi du FGF (fibroblast growth factor) et probablement d'autres
facteurs de croissance.
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Figure 4.4 - Structure de I’hormone de croissance humaine (d’aprés Li et coll., 1969)

Le taux s’éleve 3 a 4 h apres le repas, ainsi qu’1 h apres le début du sommeil. La GH
est sécrétée de facon pulsatile, avec une période d’environ 3 h chez le rat (fig. 4.5),
mais il n’y a pas de rythme ultradien chez I’homme.

Si la régulation de la pulsatilité est centrale (hypothalamique) sous I’influence de la
sécrétion antiparallele de la GH-RH et de la somatostatine, la GH intervient également
dans le contrdle de sa propre pulsatilité (Epelbaum et coll., 1977).

Plasma : GH (ng/ml)
200 A
150 -

100 A

50 A

; ; ; ; ; T
1.145 3.15 5.5 7.15 9.15 11.15 13.145 15.15 17.15 19.15 21.15 23.15 1.15

Heures

Lumiére Obscurité

Figure 4.5 - Sécrétion pulsatile de la GH chez le rat
(d’aprés Tannenbaum et Martin, 1976)
On a pu isoler I'’ARNm codant la biosynthese de I’hormone de croissance humaine
(HGH) et en faire la copie en ADN par la transcriptase réverse. Le gene (présent sur
le chromosone 17) a pu étre introduit et exprimé dans des colibacilles en culture et
dans des cellules animales (issues de rein de singe).
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4.1.2. Action

* L’hormone de croissance est une hormone pléiotrope qui agit a la fois comme
facteur de croissance (os et muscles) et comme facteur de différenciation et
régulateur métabolique (foie, tissu adipeux et muscles). Elle est donc un agent
anabolisant physiologique indispensable a la croissance staturale et au maintien de
la masse protéique chez 1’adulte. Son action sur la croissance s’exerce de maniere
dépendante de la dose, ce qui n’est pas le cas d’autres hormones (insuline,
hormones thyroidiennes) qui participent aussi a la régulation de la croissance
corporelle. La déficience en GH entraine le nanisme et son exces 1’acromégalie.

¢ Elle stimule davantage la chondrogenése que 1’ostéogenese, déterminant une
multiplication des cellules du cartilage sérié (hypertrophie des cartilages de
conjugaison).

e (C’est une hormone “métabolique” :

— Elle stimule I’anabolisme protidique (a partir des acides aminés dont elle
favorise le transport a I’intérieur de la cellule).

— C’est une hormone hyperglycémiante, diabétogene (elle active la sécrétion
du glucagon).

— Elle stimule la mobilisation des lipides qui sont catabolisés pour pourvoir aux
besoins énergétiques de 1’organisme, entrainant une augmentation des AGL
(acides gras libres, non-estérifiés) dans le plasma. La glycogenese peut
s’effectuer a partir des lipides mobilisés (néoglucogenese), ce qui accroit le
pouvoir diabétogene de la GH. L’action de la GH sur la lipolyse est une action
directe au niveau des tissus adipeux. Elle est donc de type anti-insulinique.

4.1.3. Controle

La sécrétion de GH est contr6lée par I’hypothalamus.

* Elle est activée par la GRH ou somatocrinine (voir § 6.1.1), facteur de décharge
constitué par 37, 40 ou 44 AA.

* FElle est inhibée par la somatostatine (14 AA). Le déficit de la GH, lorsqu’il
survient avant la maturité sexuelle, entraine un nanisme. Son exces provoque :
— avant la maturité sexuelle, un gigantisme ;
— apres la maturité sexuelle, de I’acromégalie (croissance en épaisseur des os au

niveau des extrémités et de la face).

4.1.4. Récepteur et mode d’action de la GH

Le récepteur de ’hormone de croissance fait partie de la superfamille des cytokines
(Carter-Su et coll., 1996 ; voir chap. 2, § 2.1.4).

La GH n’agit pas toujours directement sur les cellules cibles. Elle permet en effet la
syntheése et I’action d’un ensemble de facteurs d’origine hépatique, les somato-
médines. Il s’agit d’un ensemble de substances qui sont des composés proches de
I’insuline, dits “insulin-like growth factors” (IGF). Elles sont véhiculées dans le sang
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par une protéine de transport. Les principales sont IGF1 (somatomédine A) et IGF2
(somatomédine C). On distingue donc des effets directs (sur le cartilage sérié des os
longs) et indirects (via les somatomédines) de la GH.

L’action de I’hormone de croissance au niveau de son récepteur passe par trois étapes
(Le Cam et Lagraverand, 1993) :
* laliaison de I’hormone avec son récepteur. Une molécule d’hormone se lie a deux
molécules de GH-BH (GH binding protein), qui est produite chez I’homme par
coupure protéolytique de la partie extracellulaire du récepteur. Cela suggere que la
dimérisation du récepteur est importante pour son internalisation et la trans-
mission du message hormonal ;
* latransmission du signal (transduction) passe par au moins deux voies (fig. 4.6) :
— celle initiée par la phosphorylation de la protéine JAK2 qui poss¢de une fonc-
tion tyrosine kinase. Elle conduit a la phosphorylation de la protéine riboso-
male S6, ce qui induit une augmentation de la synthese protéique.

— celle des médiateurs dérivés de la dégradation des lipides membranaires
(phosphoinositides et protéine kinase C) ;

* [’activation d’une phospholipase conduit a la stimulation de la protéine kinase C
qui, dans I’hépatocyte, stimule I’activation de différents genes, en particulier ceux
codant pour IGF1. Cette action de la protéine kinase C, qui nécessite la présence
d’une protéine inconnue (?), est modulée par la protéine kinase A (voir chap. 2,
§2.1.4).

NOYAU
s6 'Il';aFnls/cchon
A LN
Synthése ‘@
protéique AMPc — PKA protéine?

Figure 4.6 - Représentation schématique des voies
de transduction stimulées par I’hormone de croissance
MAPK : mitogen activated protein kinase ; PC : phosphatidylcholine ; P-chol : phospho-
choline ; PKA : protéine kinase A ; PKC : protéine kinase C ; PL : phospholipase.

La régulation de I’expression des genes par ’hormone de croissance se traduit par le
codage pour des facteurs de transcription, des facteurs de croissance IGF (insulin-like
growth factors 1 et 2), des récepteurs hormonaux, des enzymes, des protéines
plasmatiques...
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4.2. LA PROLACTINE (Prl ou LTH = luteotropic hormone)

4.2.1. Caractéristiques générales

Elle est sécrétée par les cellules 1 (éta). C’est une protéine de PM environ 23 000 dont
les acides aminés constitutifs ont été déterminés et leur séquence établie chez le
mouton, le beeuf, le porc et chez I’homme (199 AA). Pour ces différentes especes,
les séquences sont identiques a pres de 70%. La structure primaire et ’activité de la
prolactine se superposent de facon importante a celle de la GH (et de I’hormone
placentaire lactotrope, HPL), suggérant une évolution a partir d’un précurseur
commun (fig. 4.7).

H mOH GH - Hormone de croissance
Trp

H mOH Prl - Prolactine
Trp

H mOH HPL - Hormone placentaire lactotrope
Trp

Figure 4.7 - Représentation diagrammatique comparée des molécules d’hormone de
croissance humaine, de prolactine ovine et d’hormone placentaire lactogéne humaine
Les régions grisées représentent les séquences homologues.

A cdté de la prolactine “normale” circulent dans le sang des formes polymériques
(“big prolactin” et “big big prolactin™) d’activité biologique nettement plus faible.

La prolactine est élaborée sous la forme d’une pro-hormone comportant 29 AA
supplémentaires du c6té N-terminal. L’ARNm codant pour sa synthese a été isolé. Le
geéne de la prolactine est situé sur le chromosome 6.

Dans I’espece humaine, sa demi-vie est de I’ordre de 30 min. Son taux plasmatique
est de I’ordre de 20 ng/ml chez la femme et inférieur a 15 ng/ml chez ’homme. Elle
présente un cycle circadien avec des fluctuations ultradiennes de période d’environ
20 min (fig. 4.8). Chez la femme, le taux ne s’éleve pas significativement au cours de
la grossesse : 100 ng/ml a partir de la 8¢ semaine.

4.2.2. Action

* Elle est sécrétée dans la deuxiéme moitié du cycle cestrien chez les rongeurs 4, en
permanence lors de la gestation. Elle stimule la sécrétion de progestérone par le
corps jaune, avant que celle-ci ne soit relayée par la sécrétion placentaire (hormone
lutéotrope).

4 De nombreuses et multiples fonctions ont été attribuées a la prolactine chez les vertébrés.
Elles peuvent étre classées en sept catégories : actions associées a 1’équilibre de ’eau et
des électrolytes ; effets sur la croissance et le développement ; action sur les fonctions de
reproduction ; effets métaboliques ; effets sur le comportement ; immunorégulation et action
sur I’épiderme et la peau.
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Figure 4.8 - Variations nycthémérales de la prolactine sérique
(d’aprés Buvat et Buvat-Herbaut, 1982)

* Chez les Mammiferes, elle prépare les glandes mammaires a la sécrétion du lait.

* Enfin, aprés ’accouchement ou la mise-bas, lorsque 1’utérus s’est vidé, elle
assure la sécrétion du lait (mais non son excrétion, qui est sous la dépen-
dance d’un réflexe tacto-hypothalamo-hypophysaire qui provoque la sécrétion
d’ocytocine).

* Son rdle s’étend toutefois, chez les Mammiferes, a d’autres aspects que la
lactation (voir chap. 14, § 6.6).

4.2.3. Controle

La sécrétion de prolactine est :

» stimulée par la TRH, les cestrogenes, le stress, I’exercice, les opioides endogenes,
I’excitation du mamelon, I’ai-méthyl DOPA, de nombreux tranquillisants (réser-
pine, phénothiazines). Les cestrogeénes ont une action stimulatrice importante, a la
fois au niveau de I’hypophyse et de ’hypothalamus (action antidopaminergique).

* inhibée par la I-DOPA, des dérivés de I’ergot de seigle (bromocriptine), 1’acide
v-amino-butyrique (GABA).

4.2.4. Aspect évolutif

La structure de la prolactine a varié au cours de 1’évolution (voir chap. 17, § 3.1).

Cette variation s’accompagne d’une différenciation des fonctions :

¢ chez les Mammiferes, elle stimule la sécrétion lactée ;

* chez tous les Oiseaux, la prolactine préside a la croissance, a la couvaison au
moment de la nidation, a la production du “lait” chez le Pigeon et méme a I’éveil
de I’'instinct maternel ;
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* chez les Poissons, ses effets vont de la régulation des échanges ioniques au niveau
des branchies (Poissons euryhyalins), au contrdle de la formation du nid
(Poissons cyclidés). Elle présente déja des propriétés gonadotropes (sur les
gonades et les glandes annexes). Elle régle la sécrétion de mucus cutané. ..

4.2.5. Récepteurs et mode d’action de la prolactine

Le mode d’action de la prolactine est semblable & celui de la GH (voir chap. 2,
§ 2.1.4). Le récepteur de la prolactine (Kp = 0,3 nM) reconnait aussi la GH (fig. 4.9).

3

Les récepteurs membranaires a la prolactine peuvent subir une “up-regulation”
(augmentation du nombre de récepteurs disponibles) en réponse aux cestrogenes, a
I’insuline ou une “down-regulation” en réponse a la progestérone ou a une élévation
aigué du taux de la prolactinémie. Dans ce cas, en effet, le complexe récepteur-
prolactine est internalisé de facon accélérée, conduisant a une diminution du nombre

des récepteurs disponibles.

R-Prl \ /R-Prl

Membrane

N (ramsa)

NOYAU
( Raf )—>(MAPK)—> Traduction ~[=>> Prolifération

Transcription

Figure 4.9 - Représentation schématique des voies de transduction
stimulées par la prolactine
GRB2 : growth factor receptor bound protein 2 ; JAK2 : Janus activated kinase 2 ; MAPK :
mitogen activated protein kinase ; Prl : prolactine ; Ptd Ins3 : phosphatidylinositol 3 ; Ras
et Raf : proto-oncogénes ; R-Prl: récepteur a la prolactine ; Sos : son of sevenless ;
STAT5 : signal transducers and activators of transcription 5.

La liaison de la prolactine a son récepteur conduit a plusieurs cascades de phosphory-
lation qui débutent par la phosphorylation de protéines a fonction tyrosine kinase
(JAK2 et Fyn). Finalement, la phosphorylation de la MAPK conduit au niveau du
noyau a la stimulation de la transcription, ce qui permet la prolifération cellulaire.

L’obtention de souris sans récepteur a la prolactine (R-Pri”-) permet de réaliser que le
récepteur de la prolactine constitue une molécule régulatrice clé de la reproduction
(Binart, 1997 ; voir chap. 14, § 6.6).
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4.2.6. L’hormone de croissance et la prolactine
au cours du vieillissement

Au fur et a mesure du vieillissement, les pulses nocturnes de ces hormones
décroissent a la fois en fréquence et en amplitude, tandis que les concentrations
basales ou diurnes ne sont pas modifiées (Murri et coll., 1980). La production
hépatique de somatomédines, qui constituent des médiateurs de certains des effets de
la GH, décroit également avec 1’age (principalement la somatomédine C). Cette
décroissance est probablement liée a la réduction nocturne des concentrations
plasmatiques de la GH, qui n’est pas la conséquence de changements dans le rythme
du sommeil chez la personne agée car, en particulier, les stades 3 et 4 de celui-ci ne
sont pas significativement modifiés.

Le rythme circadien de la prolactine présente également un pic (acrophase) nocturne
en phase avec le sommeil (Sassin et coll., 1972). Le sommeil parait le synchroniseur
essentiel du rythme de la sécrétion de prolactine ; toutefois dans des protocoles faisant
varier le cycle du sommeil, Desir et coll. (1982) constatent que la prolactine possede
un rythme circadien intrinseque. Les données concernant le rythme sécrétoire de Prl
chez la personne agée varient selon les auteurs, sans qu’on ait pu expliquer ces
résultats par une variabilité biologique, ou des facteurs démographiques et/ou
ethniques. Il existe enfin un rythme sécrétoire circannuel chez la femme jeune ou
agée, mais il n’apparait pas chez ’homme jeune ou 4gé (Touitou et coll., 1983b).

4.3. LES HORMONES GONADOTROPES
OU GONADOTROPHINES HYPOPHYSAIRES

Ces glycoprotéines (FSH et LH) sont formées de deux sous-unités appelées o et B
(fig. 4.10), liées de maniere non-covalente et portant, chacune, une ou plusieurs
chaines polysaccharidiques.

NH, 147
HCG LH NH2 115
COOH B COOH B
NH, = COOH o NH5 5 COOH o
COOH B
115 AA
FSH NHy TSH
NH, 104 COOH B
NH5 = COOH o NH> 5 COOH o

Figure 4.10 - Représentation schématique de la structure de HCG, FSH, LH et TSH
chez ’homme (d’aprés Baulieu, 1978 et Wilson et Forster, 1992)
Les zones hachurées représentent globalement les ponts disulfures entre les chaines. Les
zones épaissies des chaines B indiquent de fagon arbitraire les homologies partielles de
leur structure primaire.
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Elles ont des propriétés structurales communes avec la TSH et la gonadotrophine
chorionique (HCG), et correspondent a I’évolution d’une méme molécule primitive.
La sous-unité oo a 92 AA chez I’homme et 96 AA dans d’autres especes, la spécificité
d’action de chaque hormone repose sur les différences structurales de la chaine f.

Les deux chaines sont codées par des genes différents :
o, sur le chromosome 6 humain ;
B, surle chromosome 19 humain pour la LH ;
sur le chromosome 11 humain pour la FSH (11p13) ;
sur le chromosome 1 pour la TSH (1p22).

L’activité biologique globale des hormones gonadotropes (gonadotrophines) est

dépendante de leur efficacité lors de trois étapes successives :

leur maintien plus ou moins long dans la circulation ;

2. leur affinité pour leur récepteur spécifique ;

3. et leur aptitude a stimuler les réponses de leurs cellules cibles apres liaison au
récepteur (Combarnous, 1999).

[um—y

4.3.1. La FSH (follicle stimulating hormone)
Caractéristiques générales

Elle est sécrétée par les cellules 3. C’est une glycoprotéine de faible PM (20 k Da chez
le porc, 28 4 29 k Da chez ’homme). Sa demi-vie est d’environ 170 min. Le taux de
base est de I’ordre de 2 a S mUI/ml de plasma. Au moment du pic ovulatoire, le taux
s’éleve de 5 a 10 mUI/ml (voir fig. 10.6).

Action
Elle provoque

* chez la femelle
— la croissance et la maturation des follicules ovariens ;
— la sécrétion d’cestradiol par la theque interne de ces follicules ;
— indirectement, par la sécrétion d’cestradiol, une action de type “folliculinique”
sur le tractus génital (utérus et vagin essentiellement) ;

* chezle mile
— le développement des tubes séminiferes et I’activation de la spermatogenese.

4.3.2. La LH (luteinizing hormone)
ou ICSH (interstitial cells stimulating hormone)

Caractéristiques générales

Elle est sécrétée par les cellules . C’est une glycoprotéine de PM environ 30 000. Sa
demi-vie est d’environ 60 min. Le taux de base est de I’ordre de 2 a 5 mUI/ml de
plasma. Au moment du pic ovulatoire, il s’éleve de 16 a 25 mUI/ml (voir fig. 10.6).
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Action

* Chez la femelle

— en synergie avec la FSH, elle provoque 1’ovulation et la transformation du
follicule ovarien en corps jaune (cellules lutéiniques) ;

— la sécrétion de progestérone (et d’une petite quantité d’cestradiol) par les
cellules folliculaires. C’est elle qui déclencherait 1’ovulation. L’effet est
amplifié aprés 1’ovulation, les cellules folliculaires devenues des cellules
lutéiniques ont un aspect hypersécréteur. Par la sécrétion combinée de
progestérone et d’cestradiol, elle favorise la nidation de I’ovule dans 1’utérus
(dentelle utérine) ;

e Chez le male
— elle stimule la production de testostérone par les cellules interstitielles du
testicule (cellules de Leydig).

4.3.3. Récepteurs et mode d’action des hormones gonadotropes
Le récepteur de la LH (Misrahi et coll., 1995)

Il fait partie d’une famille de récepteurs heptatransmembranaires (7-TM) couplés a
des protéines G (voir chap. 2, § 2.1.3). La protéine mature comprend chez le Porc
669 AA et trois domaines principaux. Elle comporte un domaine de 266 AA avec
sept hélices transmembranaires hydrophobes séparées par des boucles extra- ou intra-
cellulaires. La partie C-terminale hydrophile comprend 66 AA, la partie N-terminale,
extracellulaire, 333 AA. Ce volumineux domaine extracellulaire est le domaine de
liaison a ’hormone. Le poids moléculaire du récepteur, dans sa forme compléte, est
de 85 kDa. Le mécanisme de couplage est AMPc dépendant (stimulation).

Le clonage du récepteur de la LH porcine a été réalisé ; il I’a été également chez le rat.
Le récepteur humain a été cloné par hybridation croisée avec le récepteur de rat
(Minegish et coll., 1990).

Le gene du récepteur de la LH est localisé au niveau du chromosome 2 (2p21). Des
mutations de ce gene provoquent une maladie autosomiale dominante, dans laquelle
le jeune garcon développe une puberté précoce, par activation du récepteur a la LH
(Lefkkovitz, 1993).

Des mutations semblables ont été observées pour les récepteurs a la TSH, la MSH et
la rhodopsine (fig. 4.11). Ces mutations sont observées pour les récepteurs a la MSH
(1et2),laTSH (3 et4), la LH (5) et 1a rhodopsine (6). La région mutée in vitro dans
les récepteurs surrénaliens activés recouvre la région correspondant aux points 3 et 4.

Les anticorps monoclonaux ont permis d’étudier la distribution du récepteur de la LH
au niveau de I’ovaire de truie. L’ immunoréactivité n’apparait sur les cellules thécales

5 Ces récepteurs 7-TM font partie du groupe des récepteurs couplés aux protéines G (R-CPG).
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qu’au stade de follicule secondaire. Les cellules de la granulosa sont également
marquées dans les follicules pré-antraux et pré-ovulatoires.

Milieu intracellulaire

Figure 4.11 - Représentation du modéle du récepteur a sept domaines transmem-
branaires (7-TM), couplé a une protéine G, montrant la localisation des mutations
spontanées qui provoquent une activation du récepteur (d’aprés Lefkowitz, 1993)

Le récepteur de la FSH

Il a été cloné chez le rat (Sprengel et coll., 1990) puis chez I’homme (Minegish et
coll., 1995). C’est une protéine heptatransmembranaire de PM 669 a 674 kDa, qui
existe sous une forme dimérique. L’activation du récepteur induit la synthese
d’AMPc.

Le géne du récepteur de la FSH est, comme celui de la LH, localisé au niveau du
chromosome 2 (2p21). Ces deux geénes sont de grande taille (> 70 kpb) et
comprennent respectivement 10 et 11 exons.

La comparaison de ces deux récepteurs ainsi que de celui de la TSH, qui appartient a
la méme famille de récepteurs heptatransmembranaires couplés a des protéines G,
montre (Misrahi et coll., 1995) que le domaine le plus homologue est le domaine
transmembranaire (voir fig. 4.12).

L’axe hypophyso-gonadique au cours du vieillissement

Les effets de 1’age sur la sécrétion de testostérone ont été trés controversés. En fait,
cela dépend du moment de la journée ou sont réalisés les prélevements. On observe
une diminution de cette sécrétion si les prélevements sont effectués dans la matinée,
mais pas s’ils le sont dans 1’aprés-midi. La raison en est que le rythme circadien de la
sécrétion de testostérone de I’adulte (voir Introduction) n’est pas retrouvé chez la
personne agée (Bremmer et coll., 1983). Des résultats semblables ont été observés
chez le rat agé (Simpkins et coll., 1981 ; Miller et Reagle, 1982).
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Les concentrations d’cestradiol et de progestérone dans le plasma diminuent chez la
femme apres la ménopause. La diminution de la sécrétion des hormones sexuelles au
cours du vieillissement entraine une élévation des taux de FSH et de LH. Il est
difficile de mettre en évidence un rythme circadien de ces hormones chez la personne
agée (fig. 4.12) mais elles conservent leur caractere pulsatile.
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Figure 4.12 - Rythmes circadiens des concentrations plasmatiques de FSH et de LH
(d’aprés Touitou et coll., 1981)

On observe également un rythme circannuel de la LH chez I’homme 4gé (mais pas
chez la femme agée), avec un maximum en avril-mai (fig. 4.13). Ainsi, ’absence
d’hormones sexuelles ou leur taux tres bas n’affecte pas, chez la personne agée, la
périodicité de ces hormones hypophysaires.

4.4. L’HORMONE THYREOTROPE (TSH OU THYREOSTIMULINE)

4.4.1. Caractéristiques générales

Elle est sécrétée par les cellules 8. C’est une glycoprotéine de 201 AA chez I’homme
(voir fig. 4.10). Son PM est de 28 000. Sa demi-vie est d’environ 60 min et son taux
plasmatique moyen de 3 ng/ml chez I’homme (0,1 a 4 mUI/1).
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Figure 4.13 - Variations saisonniéres de la concentration plasmatique de LH
(d’aprés Touitou et coll., 1981)

4.4.2. Action

Elle provoque indirectement (par stimulation des hormones thyroidiennes) 1’élévation
du métabolisme basal (accélération du rythme cardiaque, des échanges respiratoires,
augmentation du métabolisme glucidique et azoté). La TSH peut stimuler directement
la lipolyse au niveau du tissu adipeux.

4.4.3. Controle

La sécrétion de TSH est augmentée sous I’action d’une hormone hypothalamique, la
TRH (voir § 6.1.4). Elle est inhibée par la somatostatine (GH-IH).

Le froid stimule la sécrétion de TSH, en grande partie par la stimulation de la TRH.
Les hormones thyroidiennes (T3 et T4) exercent normalement un feed-back (rétro-
contrdle), a la fois au niveau hypothalamique et au niveau hypophysaire. Les
cestrogénes ont une action synergique sur la thyroide, ils annulent I’effet inhibiteur
des hormones thyroidiennes.

L’action de la TSH est rapide. L’adénylate cyclase thyroidienne est activée 3 min
apres I’injection, et les hormones thyroidiennes sont libérées 10 min apres 1’injection.



156 ENDOCRINOLOGIE ET COMMUNICATIONS CELLULAIRES
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Figure 4.14 - Comparaison de la structure des récepteurs humains
de la TSH, de la LH et de la FSH (d’aprés Misrahi et coll., 1995)
Les récepteurs sont divisés en régions selon leur degré d’homologie (indiqué par la surface
représentant les récepteurs de la FSH et de la TSH).

4.4.4. Récepteur et mode d’action de la TSH

Le récepteur de la TSH a été étudié par I’équipe de Milgrom (Misrahi et coll., 1995).
11 fait partie de la méme famille que les récepteurs a la FSH et la LH.

1l est constitué au niveau de la thyroide humaine de deux sous-unités unies par un ou

plusieurs ponts disulfures :

* une sous-unité a, extracellulaire et glycosylée d’environ 53 kDa ;

e une sous-unité b, transmembranaire et intracellulaire d’environ 33-42 kDa. Le
précurseur monomérique pourrait étre une forme de 120 kDa.

Le géne humain du récepteur de la TSH a été localisé sur le bras long du chromo-
some 14 (bande q31). L’activation du récepteur induit la synthese d’AMPc. 1l est
intéressant de noter que des mutations du gene du récepteur peuvent produire un
adénome avec hyperthyroidisme (Parma et coll., 1993) en maintenant un état activé
au niveau du récepteur.

4.5. LES HORMONES DERIVEES DE LA PRO-OPIOMELANOCORTINE

Avec le perfectionnement de nos méthodes d’analyse qui “cassent” moins les
molécules extraites, il est apparu que les cellules corticomélanotropes sécretent une
pro-hormone : la pro-opiomélanocortine ou POMC (fig. 4.15) ¢ dont le précurseur
(pré-POMC) possede 265 AA chez les bovins et 267 AA chez I’homme.

6  Se reporter aux travaux de Mains et coll. (1977), Nakanishi et coll. (1979).
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Figure 4.15 - Séquence de la pro-opiomélanocortine (d’aprés Bloom, 1987)

La pro-opiomélanocortine est une protéine qui peut donner par coupure enzymatique
les séquences suivantes :
* La corticotrophine (ACTH 1-39) a partir de laquelle seront scindées dans le lobe
intermédiaire :
— T'o-MSH (1-13)
— le CLIP (ACTH 19-39)7

7 CLIP = "corticotrophin like intermediate peptide", isolé dans le lobe intermédiaire du rat.
C'est un peptide qui reproduit la séquence 18-39 de I'ACTH ; il stimulerait la sécrétion
d'insuline chez la souris et aurait une action sur le cortex surrénalien foetal.
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* LaB-LPH (42-132) qui peut étre scindée dans le lobe intermédiaire pour donner :
— lay-LPH (42-99)
- laB-MSH
— la B-endorphine (102-132) 8
— une enképhaline : met-enképhaline (102-106).

La pro-opiomélanocortine donnera donc essentiellement de I’ACTH dans la pars
distalis et I’a-MSH et la B-endorphine dans le lobe intermédiaire.

4.5.1. L’ACTH (adrenocorticotropin hormone)
ou hormone corticotrope ou corticotrophine

Caractéristiques générales

C’est un polypeptide de 39 AA (PM 4 500) dont une partie de la séquence (25 a 39)
varie selon les especes animales (fig. 4.16). Les 24 premiers AA constituent la
fraction active de I’ACTH (Synactheéne chez Ciba). Les treize premiers résidus
correspondent a la séquence de I’a-MSH. Les seize premiers résidus de I’ACTH
suffisent pour déterminer son activité stéroidogene, et le pentapeptide de 6 a 10 son
activité mélano-stimulante.

o-MSH
Activité
134 biologique

24 1
Spécificité zoologique
(fraction immunisante)
34 ¢
39+

Figure 4.16 - L’'ACTH

La concentration plasmatique de I’ACTH chez 1’adulte normal est en moyenne
de 20 a2 50 pg/ml (4,4 a 11 pmol/I) et sa demi-vie est d’environ 15 min. L’ACTH
présente un rythme nycthéméral de sécrétion avec un pic a 120 pg/ml 2 h avant le
lever. Dans I’insuffisance surrénalienne, il peut s’élever a 400 pg/ml (88 pmol/l).

8 Voir Guillemin et coll. (1973).
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Apres administration de métopirone, inhibiteur de la 11 B-hydroxylation, il s’éléve a
600 pg/ml (132 pmol/1).

L’ACTH présente également une sécrétion pulsatile qui se greffe sur le rythme
circadien, avec des élévations épisodiques toutes les 2 h environ. La réactivité du
cortisol a I’ACTH varie également selon que 1’on est au début ou en fin de nuit, et
suivant la nature de la stimulation.

Action

L’ACTH stimule essentiellement les cellules corticosurrénales qui sécretent les
hormones glucocorticoides (corticostérone, cortisol...), et celles qui sécretent les
hormones androgenes. Il n’a pas d’action importante sur les cellules de la zone
glomérulaire (sécrétant 1’aldostérone). L’hypophysectomie entraine une diminution de
90% de la sécrétion des hormones glucocorticoides.

L’hypersécrétion d’ ACTH provoque un syndrome de Cushing (voir chap. 6, § 2.1),
par hypersécrétion des hormones glucocorticoides.

L’ACTH a une faible activité mélanotrope mais il peut étre, seul ou associé a la
B-LPH, la cause majeure d’une hyperpigmentation quand les taux de la POMC
plasmatique sont élevés.

Controle

La sécrétion d’ACTH est sous le controle d’une CRH hypothalamique, dont la
séquence a été identifiée chez I’homme (elle est analogue a celle du rat) : 41 AA. Le
stress entraine une élévation considérable de la sécrétion d’ACTH.

L’exploration de I’axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénal fait appel aux

épreuves suivantes :

e administration d’ACTH 1-24 de synthése (Synacthéne®) ;

* ¢épreuve de freinage a la dexaméthasone (dérivé de synthese des glucocorticoides,
inhibiteur des récepteurs hypothalamiques et hypophysaires) ;

e épreuve a la métopirone, qui bloque la 11 B-hydroxylation donc la biosynthése
des stéroides 9.

Mode d’action

Les effets de I’ACTH sur la stéroidogenese peuvent étre distingués en effets aigus,
qui surviennent en quelques minutes, et en effets subaigus ou chroniques, qui se
manifestent au bout de quelques heures ou quelques jours (Simpson et Waterman,
1988 ; Colby et coll., 1973).

9 Par exemple, chez le lapereau 4gé de 5 a 7 semaines, alors que le taux normal d'ACTH est
de 280 + 30 pg/ml de plasma, sous l'effet de la dexaméthasone il passe a 0 pg/ml, et sous
I'effet de la métopirone a t = 0 : 260 pg/ml (57 pmol/1), & t = 120 min : 1400 pg/ml
(308 pmol /1) et a t = 240 min : 280 pg/ml (60 pmol/1) (Monnier et Desbals, 1985).
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Les effets aigus de I’ACTH résultent de la conversion du cholestérol en
AS prégnénolone (voir fig. 6.3), qui est la premiere étape et 1’étape limitante de la
biosyntheése du cortisol (voir chap. 6, § 2.2.1) (Hall, 1985 ; Schimmer, 1980). Au
contraire, les effets chroniques de I’ACTH impliquent 1’augmentation de la synthese
de la plupart des enzymes de la stéroidogenese, en particulier la 11 -hydroxylase.

4.5.2. La LPH (lipotropic hormone)

La LPH existe sous deux formes :

e une B-LPH de PM 9500 (91 AA), qui a été isolée chez le mouton, le porc et
I’homme. La séquence comprend la totalité de la B-MSH (segment 41-58) et la
séquence de la B-endorphine ; elle est sécrétée en quantités équimoléculaires avec
I’ACTH ; elle possede une faible activité lipolytique mais son rdle serait plutdt
d’étre le précurseur des -endorphines.

* une y-LPH, analogue chez le mouton a la B-LPH, en ce qui concerne les 48
premiers AA.

La concentration plasmatique de la B-LPH est de 10-40 pg/ml.

4.5.3. La MSH (melanocyte stimulating hormone)
ou hormone mélanotrope

Caractéristiques générales

Elle est classiquement sécrétée dans le lobe intermédiaire. C’est un polypeptide de

faible PM. On distingue deux MSH :

* une o.-MSH, a faible activité corticotrope : 13 AA. Elle a été entierement
synthétisée. Ces 13 AA correspondent aux 13 premiers AA de I’ACTH.

* une B-MSH (18 AA) qui n’existerait pas chez ’homme.

La concentration plasmatique de la MSH est d’environ 20 pg/ml.
Action

Elle provoque I’hyperpigmentation chez le porc. Mais I’o-MSH n’existe pas comme
une hormone distincte dans I’espece humaine et la mélanodermie de la maladie
d’ Addison semble due essentiellement a I’hypersécrétion d’ ACTH.

Elle favorise, chez le Mammifere, 1’état trophique (nutritif) de la neurohypophyse.
Elle intervient dans le métabolisme de 1’eau chez les animaux désertiques qui ont un
lobe intermédiaire trés développé (Rongeurs désertiques, chameau).

Mode d’action

Elle agit sur la répartition des mélanosomes (grains de mélanine) autour du noyau :
les grains de mélanine se dispersent de facon homogene dans le cytoplasme au lieu de
rester concentrés au voisinage du noyau.

Elle stimule la mélanogenese (synthése des mélanosomes, qui met en jeu plusieurs
enzymes dont une tyrosinase).
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4.6. LA B-ENDORPHINE

Elle est retrouvée a la fois dans les cellules corticomélanotropes de 1’adénohypophyse
et dans les cellules nerveuses situées a la base de 1’hypothalamus (noyau arqué).

Elle est libérée en méme temps que I’ACTH dans le stress. Son role a cet égard n’est
pas encore bien élucidé. La B-endorphine stimule la sécrétion de prolactine, qui
favoriserait le métabolisme des neurotransmetteurs cérébraux. Elle inhibe au contraire
la sécrétion pulsatile de LH.

Son role analgésique (vingt fois supérieur a celui de la morphine) ne s’exercerait
qu'en d’autres lieux de sécrétion (substance grise péri-acqueducale, systeéme
limbique).

4.7. DOSAGE DES HORMONES DE LA PARS DISTALIS

¢ Historiquement, le dosage était biologique.

— Hormone de croissance :
- modifications histologiques de 1’os tibial du rat hypophysectomisé ;
- augmentation du poids du rat hypophysectomisé.
— TSH : fixation de 1’1311,
— ACTH : c’est le test de Thorn.
Apres perfusion pendant 8 h de 75 UI d’ACTH ou injection I.M. de 120 UI
d’ ACTH-retard, on mesurait :
- dans le sang, I’éosinopénie (chute du taux des éosinophiles) de 50% chez
le rat normal, de 80% chez I’homme : de 100 a 300 mm?3, elle passe de 20
4 60 mm3 dans le sang ;
- dans les urines, I’augmentation du taux des 17-cétostéroides et des 17-
hydroxystéroides.
— Hormones gonadotropes (voir tests de grossesse chap. 14, § 4.2.4) :
- ovulation de la lapine séparée du male ;
- augmentation du poids des testicules du canard impubere maintenu a
I’obscurité ;
- réaction du jabot de pigeon pour la prolactine.

¢ Il est actuellement remplacé par le dosage radioimmunologique dont le prin-
cipe a été appliqué en 1956 par Yalow et Berson au dosage de l’insuline
(fig. 4.17).

Le principe est celui d’une compétition entre I’hormone froide introduite (dans le
tube a essais) et I’hormone radioactive liée (B = bound) a I’anticorps spécifique.
Apres avoir effectué une courbe étalon, pour une radioactivité initiale déterminée,
on recommence 1’expérience avec ’hormone a doser. La radioactivité résiduelle
du complexe (hormone liée-anticorps) donne sur la courbe la concentration
correspondante de la quantité d’hormone introduite.
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Pratiquement, il faut séparer I’hormone radioactive liée (B = bound) a son
anticorps de I’hormone radioactive devenue libre (F = free). On le réalise par
électrophorese, immunoprécipitation du complexe par un anticorps antigamma-
globuline ou immuno-adsorption de I’hormone libre.

131] - Radioactivité du complexe Complexe

hormone - anticorps hormone - anticorps
(hormone liée = B)

\ 3 Hormone radioactive (131])

j Hormone froide
o\~
o\ !

.\ ! :
Concentration de I'hormone froide

(non radioactive) présente dans I'échantillon témoin

Figure 4.17 - Principe du dosage radioimmunologique
par la méthode de Yalow et Berson

5. NOTION DE COMPLEXE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSAIRE

* L’hypophyse et les glandes endocrines qu’elle stimule ne fonctionnent pas
comme un systéme autonome : I’hypophyse est soumise aux influences du
systeme nerveux central (SNC).

On sait maintenant que le stress (agression) psychique entraine la sécrétion
d’hormones : adrénaline, ACTH, cortisol, GH, B-endorphine.

On connaissait I’influence des émotions sur 1’activité des gonades
(aménorrhées psychiques, l€sions testiculaires des condamnés a mort).

Mais c’est surtout la mise en évidence de I’action gonadostimulante de la
lumiere par Benoit, puis Benoit et Assenmacher, qui a apporté le premier
exemple précis de corrélations neurohumorales. Benoit démontre d’abord
(1935-1938) chez le canard la relation lumiere (éclairement de 15 h sur 24 h) -
rétine - hypophyse - gonades ; 15 h d’éclairement entrainent en 20 jours une
multiplication par 80 du poids des testicules. Puis Benoit et Assenmacher
(1952-1958) mettent en évidence le relais hypothalamique (fig. 4.18). Ils
étudient le retentissement sur le développement testiculaire de différents types
de 1ésions du complexe hypothalamo-hypophysaire. La section de la tige
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infundibulaire n’empéche pas le développement des testicules sous I’effet de
I’éclairement. Ce développement est en revanche inhibé par les autres types de
sections.

CO : chiasma optique

EM : section de I’éminence médiane

Ht : Iésion de I’hypothalamus antérieur
NPV : noyau paraventriculaire

NSO : noyau supra-optique

PD : pars distalis

PN : pars nervosa

T : section de la tige infundibulaire

Tr : section des veines portes
du tractus porto-tubéral

3¢ V : troisiéme ventricule

VP : vaisseaux portes.

Figure 4.18 - Le complexe hypothalamo-hypophysaire chez le canard
(d’aprés Assenmacher, 1958)

La démonstration de la neurosécrétion hypothalamique par Scharrer (1928) et
Harris (1948), et la découverte du systeme porte de Popa et Fielding (1931), et
surtout du sens descendant hypothalamo-hypophysaire de sa circulation (Wislocki
et King, 1936), et des connexions neurovasculaires de I’éminence médiane (Green
et Harris, 1948), permettent de comprendre les relations neurovasculaires entre
I’hypothalamus et I’hypophyse.

Les fibres des neurones dont les corps sont situés dans le noyau ventro-médian ou
dans le noyau arqué descendent le long de I’éminence médiane et de la tige
infundibulaire. Un certain nombre de fibres se terminent a des niveaux différents
de cette tige, ou elles liberent leur neurosecrétat (voir fig. 4.3.a). Celui-ci est repris
a tous les niveaux par un lacis capillaire (réseau capillaire primaire) issu de I’artere
hypophysaire supérieure (branche de la carotide interne), passe dans des vaisseaux
portes, et est enfin déversé dans un réseau capillaire secondaire qui irrigue la pars
distalis.

A coté de ce dispositif vasculaire dont le courant suit le sens hypothalamus-
hypophyse s’ajouterait un réseau rétrograde qui permet aux hormones hypophy-
saires d’exercer un effet de rétroaction courte (Porter et coll., 1973-1978).

D’autres fibres issues du tractus supra-optico-hypophysaire ne se terminent que
dans la pars nervosa (relations nerveuses directes, voir fig. 4.3.b).
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La section des fibres nerveuses des tractus nerveux hypothalamo-hypophysaires

entraine :

I’accumulation, a I’extrémité des axones sectionnés, d’un neurosécrétat iden-
tifiable par des colorations histochimiques ou 1’injection d’acides aminés
radioactifs ;

— une atrophie progressive des cellules de la pars distalis, a I’exception des
cellules a prolactine dont I’activité sécrétrice parait stimulée ;

— une involution des gonades, de la thyroide et de la corticosurrénale. Mais les
fonctions de ces glandes ne disparaissent pas complétement, leur involution
est beaucoup moins accentuée qu’apres une hypophysectomie. Si 1’activité
des cellules de la pars distalis est bien sous le contréle de ’hypothalamus,
elles possedent une certaine marge d’autonomie.

NB - La chlorpromazine (Largactil®), comme la réserpine, est un frein, un déconnec-
teur partiel de la liaison hypothalamo-hypophysaire. La chlorpromazine agit par
inhibition non-spécifique de I’activité des récepteurs aux catécholamines (dopamine et
noradrénaline), la réserpine en inhibant la vésiculisation du neuromédiateur, ce qui
I’expose a la dégradation par une mono-amino-oxydase. D’ou la stimulation de la
sécrétion lactée par la réserpine, ou I’effet favorable du Largactil sur les troubles
d’hypersécrétion FSH ou LH de la ménopause.

6. LES HORMONES HYPOTHALAMIQUES
HYPOPHYSIOTROPES

6.1. NATURE ET ROLE

Une architecture vasculaire aussi particuliere permet a Green et Harris (1947-1955) de
suggérer la possibilité d’une influence régulatrice de 1’hypothalamus sur 1’adéno-
hypophyse : une telle influence pourrait s’exercer par voie humorale, les produits de
sécrétion des neurones hypothalamiques étant transportés vers 1’adénohypophyse par
le systeme porte hypophysaire.

Cette neurosécrétion, qui atteint les différentes cellules de la pars distalis et de la pars
intermedia, constitue pour chacune des catégories cellulaires un facteur provoquant
leur excrétion dans la circulation sanguine, d’ou le nom de releasing factor (RF) ou
releasing hormone (RH), ou encore libérine. C’est un facteur de libération (facteur de
décharge). Dans quelques cas, ce facteur sera au contraire inhibiteur, inhibiting factor
(IF) ou inhibiting hormone (IH).

Les produits de sécrétion des neurones de 1’hypothalamus contr6lent donc toutes les
sécrétions hormonales adénohypophysaires. Il y a au moins autant de types de
neurones que de catégories cellulaires hypophysaires. Tous ces RF ou IF sont des
polypeptides. Lorsque la structure chimique du facteur est identifiée, on peut parler
d’une hormone : RH ou IH, suivant le cas. Ces facteurs, synthétisés par des
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neurones, qui déclenchent des sécrétions hormonales, peuvent étre considérés comme
des messagers chimiques neuro-endocriniens.

Leur localisation a pu étre précisée. Trois types d’expériences peuvent étre pratiqués :

section de I’hypothalamus ;

Iésions électriques ;

et surtout immunofluorescence et immuno-histochimie a 1’aide d’anticorps
spécifiques.

6.1.1. Cas des cellules somatotropes (cellules productrices de

I’hormone de croissance, GH ou hormone somatotrope)

Deux principes hypothalamiques :

Une GH-RH ou GRH ou SRF (somatotropin releasing factor) qui est un
polypeptide : somatocrinine ou somatolibérine, dont la séquence a été établie
(trois formes : 37, 40 ou 44 AA chez I’homme). Elle est synthétisée sous la
forme d’une pré-pro-hormone de 107 a 108 AA (Guillemin et coll., 1984)
(fig. 4.19). Le gene de la GRH est situé chez I’homme sur le chromosome 20. La
séquence de la GRH extraite d’une tumeur pancréatique chez 1’homme est
précédée d’un peptide signal. L’activité biologique réside dans les 29 pre-
miers AA a partir de la terminaison aminée 10. Les neurones & GH-RH sont
localisés dans la partie médiobasale, et dans le noyau arqué ou tubéro-
infundibulaire de I’hypothalamus.

Arg _ _ Arg Gly_ - Arg (Ser)
SIGNAL hpGRF
1 20 32 75 (103)|(108)
107

Figure 4.19 - Représentation schématique de la pré-pro-GRH

Une forme inhibitrice SRIF (somatotropin release inhibiting factor) appelée
somatostatine par Guillemin et ses collaborateurs (1973), tétradécapeptide a
séquence connue et reproduite par synthese (fig. 4.20).

Ala—Glu—Cys—Lys—Asn—Phe— Phe—Trp—Lys —Thr—Phe—Thr—Ser—Cys
S S
Figure 4.20 - SRIF ou somatostatine

L’acromégalie serait due soit a une hyperactivité hypophysaire primitive, soit a un
défaut de sécrétion de somatostatine, donc maladie hypothalamique et non-
hypophysaire. La somatostatine a également un effet inhibiteur sur la libération de

10 Le peptide a été utilisé pour remplacer 1'hormone de croissance (Ross et coll., 1987).
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TSH par la TRH. Son mode d’action a 1’échelle moléculaire implique une
inhibition de la synthese de I’AMPc. La somatostatine est synthétisée sous la
forme d’une pré-pro-somatostatine de 119 AA (Goodman et Habener, 1980). On
a identifié deux autres formes (25 AA et 28 AA) plus actives que SRIF 14 sur
I’inhibition de la sécrétion d’insuline, mais SRIF 14 agit plus spécifiquement sur
I’inhibition de la sécrétion du glucagon. Elle a été localisée dans toute la région
externe de I’éminence médiane.

L’utilisation d’anticorps antisomatostatine a permis de la découvrir dans diverses
cellules du tractus digestif (intestin, cellules D du pancréas) et aussi dans de
nombreuses régions du systeme nerveux, du cortex cérébral aux ganglions sym-
pathiques ! La stomatostatine pancréatique est inhibitrice a la fois de la production
du glucagon, de I’insuline et de I’hormone de croissance.

Le mode d’action de la somatocrinine passe par la synthese de I’ AMPc. Celui de
la somatostatine est plus complexe. L hormone liée a son récepteur subit une
internalisation. Son mécanisme implique un couplage inhibiteur de la synthese
d’AMPc, avec probablement une inhibition de I’entrée des ions calcium par les
canaux voltage-dépendants.

La GH-RH et la somatostatine contrdlent de maniere interactive différents aspects
de la pulsatilité de GH : la GH-RH est essentielle pour 1’induction de I’épisode
sécrétoire, alors que la somatostatine est importante pour contrdler les valeurs
basses (nadir) entre les pics. La somatostatine semble également impliquée dans
la génération du pic.

6.1.2. Cas des cellules a prolactine

Le controle exercé par I’hypothalamus sur la production de prolactine est essentielle-
ment réalisé par des facteurs inhibiteurs ou PIF (prolactin inhibiting factors). L’un
d’eux est un polypeptide de 56 AA (GAP = GnRH associated peptide), sécrété sous
forme d’un précurseur commun au PIF et a la LH-RH !!. Par ailleurs, des neurones
dopaminergiques interviennent dans le contrdle inhibiteur de la sécrétion de
prolactine. Un agoniste dopaminergique, la bromocriptine, inhibe la sécrétion de
prolactine (traitement des tumeurs hypophysaires a prolactine).

La culture organotypique d’une hypophyse isolée fait apparaitre une atrophie
importante des différentes catégories de cellules, a I’exception des cellules a prolactine
qui sont tres actives. De méme, I’hypophysectomie d’une rate suivie de la greffe de
cette hypophyse entraine une hypertrophie des glandes mammaires.

La sécrétion de prolactine est stimulée par la TRH, qui se comporte donc comme un
prolactine-RF.

11 Tandis que la dopamine inhibe I'accumulation de I'AMPc dans les cellules hypophysaires
a prolactine, le GAP inhibe 'accumulation des inositolphosphates. Son action inhibitrice sur
la sécrétion de Prl s'exerce donc par un mécanisme qui differe de 1'inhibition
dopaminergique.



4 - LE COMPLEXE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSAIRE 167

6.1.3. Cas des cellules gonadotropes (a FSH et LH)

Une hormone unique (!) FSH-LH-RH ou plus simplement LH-RH (LH releasing
hormone ou lulibérine) ou GnRH (gonado-releasing hormone ou gonadolibérine)

(fig. 4.21).
OH
L(NH o NH
|

CH, CH, CH,OH CH,

HN—CH—CONH—CH—CONH —CH — CONH—— CH—— CONH—CH

CONH

CONH, — CH, — CONH — CH — CON— CH — CONH — CH — CONH— CH,

s P
CH, CH
CH, CH, CH,
l\‘lH
C
PN
HN  NH,

Figure 4.21 - LH-RH ou GnRH ou gonadolibérine

Sa structure a été découverte par Schally (1971), apres utilisation de 250000 hypo-
thalamus de porc. C’est un décapeptide dont la synthése a été réalisée et qui agit a la
fois comme facteur de décharge et comme facteur stimulant la synthése de FSH et
LH. Le gene humain de la GnRH a été cloné et séquencé (1984), il code pour un
précurseur (pro-hormone) de 92 AA.

La GnRH est localisée principalement dans la partie latérale de la zone externe de
I’éminence médiane et dans le noyau arqué (noyau ventriculaire).

L’injection de GnRH dans la région pré-optique induit, chez un rat méale ou femelle,
dans un délai de quelques dizaines de minutes, la position de copulation. Ce messager
peptidique semble donc coordonner plusieurs activités (y compris comportementales)
liées a la reproduction.

Son action sur les cellules hypophysaires o et B est médiée par I’AMPc. La structure
du récepteur, avec un Kp de 0,25 nM, est encore indéterminée.

La GnRH, de méme que la TRH, ayant la méme structure chez les divers Mammi-
feres, n’a donc pas de spécificité d’espece. Si I’effet de cette hormone unique se
traduit parfois par une stimulation des cellules v, plus souvent par celle des cellules f3,
ou simultanément des deux types cellulaires, c’est en fonction d’interactions avec la
présence d’hormones sexuelles, progestérone et cestrogenes.
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L’obtention d’analogues agonistes ou antagonistes au niveau de récepteurs hypophy-
saires ou d’anticorps anti-GnRH constitue une nouvelle voie d’approche de la contra-
ception. La GnRH est susceptible d’avoir une action directe sur les gonades (testi-
cules, ovaire) ou I’on a retrouvé des récepteurs a la GnRH, mais en faible quantité.
L’épreuve a la GnRH est un des moyens d’exploration de 1’axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique.

6.1.4. Cas des cellules thyréotropes (a TSH)

Une thyrotropin releasing hormone (TRH ou thyrolibérine) (fig. 4.22). Cette TRH
intervient a la fois dans la décharge de la TSH et dans sa synthese. Elle se comporte
donc a la fois comme une hormone de décharge et comme une stimuline. En 1968,
Guillemin avait réussi a purifier 1 mg de facteur actif a partir de 750000 hypo-
thalamus de mouton (soit 500 tonnes de cerveau).

0]

0 ! 0
Il i/
C——NH (‘)H C—N
AN E CHa )
: : ¢c=0
; = ; X
; NH ! NH,
' N— :
Acide pyroglutamique Histidine Prolinamide

Figure 4.22 - Structure de la TRH

Sa structure a été élucidée par Schally (chez le porc) et Guillemin (chez le mouton)
(1969) et sa synthese réalisée. C’est un tripeptide pyroglutamil-histidine-proline NH;
(GIn-Hist-Pro-NH5). Sa demi-vie est d’environ 2 min chez I’homme.

Le froid (stimulus physique, action sensori-nerveuse) stimule la sécrétion de TRH. La
TRH stimule également la sécrétion de prolactine.

L’épreuve a la TRH est un des moyens d’exploration de 1’axe hypothalamo-hypo-
physo-thyroidien. Le mécanisme de couplage de la TRH, au niveau de ses cellules
cibles hypophysaires, est médié par la synthese IP3. Fixée a son récepteur, la TRH est
internalisée jusqu’au noyau, ou des sites de liaison nucléaires ont été décrits dans des
cellules tumorales.

6.1.5. Cas des cellules corticotropes (a ACTH)

Une corticotropin releasing hormone (CRH ou corticolibérine). C’est le premier
exemple connu du contrdle d’une activité hypophysaire par I’hypothalamus. Il a été
démontré par Guillemin !2 et coll., en 1955, sur une culture d’association d’extraits

12 Guillemin (San Diego, USA) et Schally (Nouvelle-Orléans, USA) sont prix Nobel 1977.
C'est Guillemin qui a élucidé le premier la structure de la TRH.
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d’hypophyse et d’hypothalamus. Sa séquence a été élucidée 13, elle est la méme chez
I’homme et chez le rat: 41 AA 4. Sa concentration plasmatique serait de 2 a
28 pg/ml et sa demi-vie, relativement longue, d’environ 60 min. Il faut noter que la
lysine-vasopressine a une action proche de celle de CRH, son emploi permet de tester
le degré de réactivité de ’hypophyse dans les syndromes surrénalotropes. Toutefois,
les récepteurs hypophysaires a la CRH et a la vasopressine seraient différents. Mode
d’action : 2 min apres injection de CRH marquée a 1’iode radioactif, on la retrouve
dans les cellules corticotropes hypophysaires ; son action est médiée par la synthese
d’AMPec.

6.1.6. Cas des cellules mélanotropes (a MSH)

Il apparait que les facteurs hypothalamiques de décharge ou d’inhibition qui les
contrdlent corrrespondent a des produits de dégradation de 1’ ocytocine.
* Le facteur inhibiteur (MSH-IH ou MIF) est un tripeptide : Pro-Leu-Gly-NH,.
* Le facteur de décharge (MSH-RH) est un pentapeptide.
En fait, il semble que la dégradation enzymatique de n’importe laquelle des neuro-
hormones hypophysaires par une préparation de microsomes hypothalamiques
donne des produits ayant une activit¢ MSH-IH (MSH inhibiting hormone).
Les hormones hypothalamiques hypophysiotropes ont des demi-vies de 1’ordre de 2
a 5 min chez I’homme. Compte tenu de leurs caractéristiques particulieres au sein des
hormones (structure : petits polypeptides, diffusion quasi régionale, demi-vie tres
courte), Guillemin a suggéré de leur donner un nom spécial : cybernines. Il semble
qu’actuellement ce terme soit plutot retenu pour les hormones peptidiques ovariennes.

6.2. CONTROLE MONO-AMINERGIQUE OU PEPTIDERGIQUE
DES NEURONES HYPOTHALAMIQUES HYPOPHYSIOTROPES

Les neurones hypothalamiques hypophysiotropes sont soumis a I’influence de neu-
rones hypothalamiques (a corps cellulaires situés dans 1’hypothalamus) ou extrahypo-
thalamiques (a terminaisons hypothalamiques) qui déversent au niveau de synapses
axo-somatiques, axo-axoniques ou méme dendro-dendritiques leurs neuromédiateurs
(fig. 4.23). Ceux-ci sont soit des neurotransmetteurs classiques (mono-amines) :
dopamine (Da), noradrénaline (NA), adrénaline (A), sérotonine (Ser ou 5-HT =
5-hydroxytryptamine), acétylcholine (ACh), acide y-amino-butyrique (GABA), soit
des peptides divers, dont le nombre connu s’accroit chaque année (neurotransmetteur
vrai, neuromodulateur... ?) et dont le role reste parfois imprécis : endorphines (surout
B =31 AA), enképhalines a 5 AA (leucine-enképhaline ou méthionine-enképhaline),

13 En 1981 seulement, a partir de "rebuts" hypothalamiques d'isolement de la GnRH et de la
somatostatine, provenant des 500 000 hypothalamus de mouton utilisés par Guillemin et ses
collaborateurs (Vale et coll., 1983).

14 On a trouvé de la CRH dans la surrénale, ce facteur exerce-t-il une action directe sur cette
glande ?
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angiotensine II (8 AA), VIP (vasoactive intestinal peptide, 28 AA), substance P
(11 AA), CCK-PZ (cholecystokinine-pancréozymine, 33 AA), neurotensine
(13 AA)...

@ '«<— Neurone d'origine hypothalamique
ou extrahypothalamique

Neurone hypothalamique

Libération des facteurs de décharge
Systéme porte hypophysaire

o2ty
@ ; .* [«——Cellule hypophysaire de la pars distalis
. ou de la pars intermedia

e < Hormone hypophysaire
Figure 4.23 - Controle des neurones hypothalamiques hypophysiotropes

Un méme neurone peut aussi libérer au niveau de sa terminaison une mono-amine
plus un peptide (par exemple sérotonine + substance P) dont le role respectif est mal
élucidé. Les neurones hypothalamiques hypophysaires sont eux-mémes des neurones
peptidergiques (2 RH ou IH) qui déversent donc dans le systéme porte leur sécrétion
hormonale sous I’influence :

» d’autres neurones sécréteurs mono-aminergiques ou peptidergiques

* des facteurs hormonaux hypophysaires ou extrahypophysaires

e de facteurs chimiques (Nat, glucose...).

6.2.1. Axe somatocrinine/somatostatine et GH

L’effet des mono-amines varie selon I’espece. Chez 1’homme, les trois mono-
amines : Da (dopamine), NA (noradrénaline) et Ser (sérotonine) élevent le taux
plasmatique de GH, le neurone dopaminergique, par une action problablement directe
sur la cellule antéhypophysaire a GH, les neurones o-noradrénergiques et sérotoni-
nergiques, par une action sur le neurone hypothalamique (simulation du neurone a
GRH ou inhibition du neurone a SRIF ?).

Parmi les peptides, la B-endorphine stimule la sécrétion de GH, par effet sur la GRH ;
la bombésine (14 AA) 15 interférerait avec les sites d’action de la somatostatine pour

15 La bombésine est un peptide découvert dans la peau d’amphibien, puis retrouvé dans le
cerveau de Mammiferes, dont des analogues (gastrin-releasing peptides, GRP), présents
dans le tube digestif de Mammiferes, jouent un role dans 1’apparition de tumeurs digestives.
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moduler ses effets sur la GH. La neurotensine et la substance P agiraient par
I’intermédiaire de voies histaminergique ou cholinergique.

6.2.2. Axe PIF et prolactine

Le neurone tubéro-infundibulaire sécréteur de dopamine est inhibiteur de la sécrétion
de prolactine. La sérotonine, qui stimule la sécrétion de Prl, serait responsable du pic
sécrétoire nocturne de Prl. Enfin, divers peptides cérébraux stimulent la sécrétion de
Prl : TRH, B-endorphine, leucine-enképhaline. De nombreux agents psychotropes
(phénothiazine, antidépresseurs de la série de IMAO 16) sont également stimulants,
d’ou la fréquence des hyperprolactinémies iatrogénes 17. Les cestrogénes empéchent
I’effet inhibiteur de la dopamine.

6.2.3. Axe gonadolibérine

Le contrdle positif est essentiellement noradrénergique. Les terminaisons noradré-
nergiques de la région pré-optique, dont les corps cellulaires sont situés dans la
protubérance et le bulbe, entrent en contact avec les neurones libérateurs de GnRH. La
perfusion avec I’o-méthyl DOPA (analogue compétitif d’un précurseur de la NA)
dans I’éminence médiane bloque 1’ovulation.

Les opiacés endogeénes (essentiellement la -endorphine) exercent en revanche un
contrdle inhibiteur sur la sécrétion pulsatile de la LH. La naloxone, antagoniste des
opiacés, stimule cette sécrétion.

6.2.4. Axe thyréolibérine et TSH

Des neurones o-adrénergiques stimulent les neurones a TRH tandis que les neurones
dopaminergiques exercent un effet inhibiteur, ici encore par une action probablement
directe sur la cellule hypophysaire 2 TSH. Le froid est un stimulus fondamental qui
stimule la TRH, les récepteurs au froid situés dans 1’aire pré-optique pourraient €tre
les neurones adrénergiques, ou seraient reli€s a ces neurones.

6.2.5. Axe CRH, ACTH et hormones glucocorticoides
(voir Assenmacher et coll., 1987)

Le neurone sécréteur de CRH semble régulé par de nombreux neuromédiateurs :

* lanoradrénaline via des récepteurs o a action activatrice ;

* la sérotonine dont le taux intracérébral suit chez le rat un rythme circadien parallele
a celui de la corticostérone plasmatique (acrophase a 20 h et minimum a 4 h).
L’injection de P-chlorophénylalanine (PCPA), un inhibiteur de la biosynthese de
la sérotonine, bloque la variation circadienne de la corticostérone (fig. 4.24) ;

16 IMAO : inhibiteurs de la mono-amino-oxydase, qui est l'une des deux enzymes dégradant
les catécholamines et I'enzyme dégradant la sérotonine.

17 TIatrogene : provoqué par des médicaments.
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Corticostérone plasmatique
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Figure 4.24 - Effet du traitement par le P-chlorophénylalanine (PCPA),
inhibiteur de la biosynthése de la sérotonine, sur le rythme circadien
de la sécrétion de corticostérone chez le rat (d’aprés Scapagnini, 1971)

* GABA, dont un agoniste, le baclofene, accroit 1’activité de neurones du noyau
ventro-médian de I’hypothalamus et un antagoniste, la picrotoxine, la réduit
(fig. 4.25). Les neurones gabaergiques agiraient a un niveau pré-synaptique sur
des neurones régulateurs du neurone a CRH, leur stimulation réduit la sécrétion
d’ACTH et donc de corticoides.

Cortisol (ug/100 ml)
9 —

g L Bacloféne
2 mg/kg

La picrotoxine (antagoniste des
a récepteurs A du GABA) déclenche
la sécrétion d'ACTH chez le chat.

Cette élévation de I'ACTH est
3r ? b inhibée par un prétraitement
T par le bacloféne.

2 Picrotoxine
0,1 mg/kg
1+
0 | | | | | |

-60 -30 O 30 60 90 Minutes

Figure 4.25 - Effet des agonistes ou antagonistes GABA sur la sécrétion d’ACTH
(d’aprés Matheson, 1980)
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» d’autres substances pourraient fonctionner comme neuromédiateurs ou neuro-
modulateurs de la sécrétion de CRH : I’acétylcholine (action stimulatrice),
I’histamine, I’angiotensine II, les opiacés, le neuropeptide Y.

6.3. LA NOTION DE FEED-BACK (RETRO-CONTROLE)

L’homéostasie est assurée, tant dans le domaine du systéme nerveux central que dans
celui des glandes endocrines, par une régulation dont le mécanisme est “réfléchi”.
C’est un rétro-contrdle (feed-back en anglais).

L’effet réalisé (par exemple la pression artérielle augmente ou diminue, la teneur en
CO; sanguin augmente ou diminue...), ou la quantité d’hormone produite (augmente
ou diminue), contrdle en retour I’organe a I’origine de la variation de la fonction ou de
la sécrétion observées. Dans la plupart des cas, le feed-back est négatif : la réaction
tend a annuler la variation et a rétablir 1’équilibre initial. Mais le rétro-controle est
parfois dit positif : stimulation de la décharge de LH (ou de GnRH) sous I’effet de
taux élevés d’cestrogenes.

6.3.1. Hormone de croissance

11 existe un rétro-contrdle court : la GH en circulation inhibe sa propre sécrétion.

6.3.2. Axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien

Le rétro-contrdle est négatif. Les hormones thyroidiennes agissent au moins a deux
niveaux : sur les neurones hypothalamiques et sur les cellules thyréotropes hypo-
physaires. Il existe 1a aussi un rétro-contrdle court de la TSH sur la sécrétion de TRH
(fig. 4.26).

Sur la sécrétion de TRH

<€

HYPOTHALAMUS
Somatostatine (SRIF) | (TRH) Thyreotrope releasing hormone

Feed-back court, ov®
hypothalamo-hypophysaire Sur la réponse de la TSH a la TRH
HYPOPHYSE -

(TSH) Thyreotrope stimulating hormone

Y
‘ > GLANDE THYROIDE

Feed-back
eed‘bac court T3 (triiodothyronine) et T4 (thyroxine)

Feed-back long

\
CELLULES CIBLES

Figure 4.26 - Exemple d’un feed-back (négatif) endocrinien.
Relations hypothalamo-hypophyso-thyroidiennes
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L’hypophyse est soumise a un contrdle positif (stimulation) par la TRH et a un
contrdle inhibiteur par la somatostatine. Le taux d’hormones thyroidiennes retentit sur
la sécrétion hypothalamique de TRH comme sur 1’action de 1la TRH sur les cellules
hypophysaires & TSH (feed-back long). Elles pourraient aussi inhiber leur propre
sécrétion (feed-back court).

6.3.3. Axe hypothalamo-hypophyso-surrénal

Les hormones glucocorticoides exercent essentiellement un rétro-contrdle négatif sur
I’hypophyse et sur I’hypothalamus. Avec un rétro-contrdle court de I’ACTH circulant
sur sa propre sécrétion.

Le stress, au contraire, exerce un effet stimulant sur la sécrétion de CRH qui
provoque la décharge d’ACTH, et sous ’effet de celle-ci la sécrétion des hormones
glucocorticoides du cortex surrénal.

6.3.4. Axe hypothalamo-hypophyso-gonadique

Les phénomenes sont assez complexes, compte tenu de 1’existence d’un seul facteur
hypothalamique et d’une activité gonadique qui est cyclique chez la femelle et a peu
pres constante chez le male (en période d’activité sexuelle).

Chez le méle, le rétro-controle négatif est assuré par la testostérone ; il s’exerce a la
fois sur les neurones hypothalamiques (sécrétion de GnRH) et sur les cellules
hypophysaires (réponse de la LH a la GnRH). Le controle de la sécrétion de FSH est
exercé par une substance inhibitrice d’origine testiculaire ou ovarienne : 1’inhibine.

Chez la femelle, cestrogeénes et progestérone exercent un rétro-contrdle négatif. Les
cestrogeénes peuvent agir soit sur I’hypothalamus, soit sur I’hypophyse, et la FSH en
implant hypothalamique agit & la fois sur la sécrétion de GnRH et celle de FSH
hypophysaire (rétro-contrdle court). Mais les cestrogénes ont également une influence
stimulante sur I’hypothalamus au niveau de I’aire pré-optique, provoquant la décharge
cyclique de LH (rétro-contrdle positif).

7. LE “SEXE’ DE L’HYPOTHALAMUS

Des expériences réalisées chez le rat (Pfeiffer, 1936 ; Harris, 1955-1970 ; Gorski,
1963-1978) ont mis en évidence une “période critique” de maturation de 1’hypotha-
lamus, pendant laquelle la présence (chez le male) ou I’absence (chez la femelle)
d’androgene plasmatique déterminera le caractere continu (chez le méle) ou cyclique
(chez la femelle) de la sécrétion de GnRH et influencera 1’ activité sexuelle de 1’adulte.
* Sil’on injecte des androgeénes a un rat nouveau-né femelle, la femelle devenue
mature n’aura pas d’ovulations.
e La castration ou I’administration d’anti-androgenes chez le rat nouveau-né male
entraine chez I’adulte une sécrétion cyclique de FSH et de LH.
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La testostérone bloque donc au niveau de I’hypothalamus la possibilité d’une activité
cyclique et réalise ainsi son orientation “male” : sécrétion a peu pres constante de
GnRH (1 a 6 ng/ml). L’absence de sécrétions androgenes détermine le développe-
ment de I’hypothalamus selon un type “neutre” pourvu d’une activité cyclique qui
caractérise la femelle. Cette période critique se situe dans les 48 h qui suivent la
naissance chez le rat (pic de testostéronémie 2 h apres la naissance [Roffi, 1977])
(fig. 4.27), vers le 3¢ mois apres la naissance chez ’homme (Forest et coll., 1974)
(fig. 4.28).

Testostérone + dihydrotestostérone (pg/ml sérum)

Naissance
3000 : %
2000 - '
1000 [ .
Il
21j8n ' OhrOh 2h 3nh 4h 6h Age

Int.ut. : Ext.ut.

Figure 4.27 - Evolution du taux de la testostérone (+ dihydrotestostérone)
sérique au cours de la période périnatale chez le rat (d’aprés Corbier et coll., 1977)
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Figure 4.28 - Concentration de la testostérone plasmatique chez I’lhomme
a differentes périodes de sa vie. Pulsatilité et rythmes circannuel et
mensuel de cette sécrétion (d’aprés Ewing et Zirkin, 1983)
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Les structures nerveuses responsables de cette réceptivité spécifique et d’une réponse
sécrétoire différente suivant le sexe seraient localisées dans 1’aire pré-optique et
I’hypothalamus ventro-médian (noyau arqué en particulier). Dans 1’aire pré-optique
du rat, la zone male (androgene-dépendante) est périphérique, entourant la zone
femelle qui est centrale (Gorski et coll., 1978).

Des expériences réalisées, chez le macaque méle ou femelle castré et prétraité a
P’@stradiol avant I’injection d’une forte dose d’cestradiol, démontrent pourtant que
cette orientation précoce du “sexe” de 1’hypothalamus (Hodges, 1980) n’est pas
irréversible (fig. 4.29).

LH (ng/ml) Sans prétraitement LH (ng/ml)

90 - 50 - E2

80
Femelle castrée

70
----- Male castré

60
—— Décharge normale
30 |-

[ Prétraitement

40

30

20 —
10 =

10 —

1/ 1 1 1 1
0 1 2 3 2 Jours

L
-1 o 1 2 3 4 5Jours

Figure 4.29 - Réversibilité de I'orientation du “sexe” de I’hypothalamus
chez le macaque rhésus (d'aprés Hodges, 1980)

Apres une simple injection d’cestradiol (E2), le male castré de macaque présente une
élévation non-significative de LH plasmatique. En revanche, sous I’effet d’un
prétraitement qui mime la situation physiologique de la femelle (imprégnation par
I’ estradiol), I’injection d’cestradiol provoquera une élévation de la LH semblable chez
le méle castré et la femelle castrée, et d’une intensité identique a la décharge cyclique
de la femelle normale.
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8. LES HORMONES NEUROHYPOPHYSAIRES

La sécrétion hormonale dépend de la genese et de la propagation de potentiels d’action
dans les neurones sécréteurs, la libération des hormones dans les terminaisons neuro-
sécrétrices étant liée a I’entrée de calcium (Douglas, 1981). Cette sécrétion s’effectue
par exocytose a partir des granules de neurosécrétion. Ces granules contiennent 1’une
ou I’autre hormone en concentration équimoléculaire avec des protéines spécifiques :
protéines de Van Dyke ou neurophysines, de PM relativement faible (environ
10000) qui constituent des protéines vectrices, libérées en méme temps que les
hormones dans la circulation veineuse. La migration des granules de sécrétion le long
des axones longs jusqu’a leur terminaison dans la pars nervosa requiert environ 12 h
chez I’homme.

8.1. LES NEUROPHYSINES

Constituée de 93 AA, on en distingue deux classes principales :

* les MSEL-neurophysines, protéines vectrices pour I’ADH (antidiuretic hormone).

* les VLDV-neurophysines, protéines vectrices pour 1’ocytocine, qui différent dans
la séquence 1 2 9, la séquence 10 a 75 étant pratiquement invariante.

Les neurophysines constituent en fait un fragment d’un précurseur commun avec

I’hormone :

e un précurseur pour la MSEL-neurophysine (neurophysine II) et 1’hormone
antidiurétique (ADH) ; c’est une pré-pro-hormone de poids moléculaire 20 kDa
environ (fig. 4.30.a).

e un précurseur pour la VLDV-neurophysine (neurophysine I) et I’ocytocine.

Gly-Lys-Arg Arg
HoN COOH
SIGNAL ADH Neurophysine | Glucopeptide
1 23 3236 129 170

a - Structure du précurseur de I’ADH

Phe — Glu

/ N\

Tyr Asp

HzN\Cys—S—S—Cys — Pro — Arg — Gly ~_
CONH»

b - Structure de I’ADH chez les Primates

Figure 4.30 - L’hormone antidiurétique
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8.2. L’HORMONE ANTIDIURETIQUE OU VASOPRESSINE
(HAD 0oU ADH : antidiuretic hormone)

8.2.1. Structure et localisation

C’est un nonapeptide de formule parfaitement connue. Le 8 AA est I’arginine chez la
plupart des Mammiferes (arginine-vasopressine), sauf chez le porc, I’hippopotame et
le pécari (lysine-vasopressine). Le 3° AA est la phénylalanine chez les Mammiferes
(voir fig. 4.30.b), I’isoleucine chez les non-mammaliens dont I’ADH est appelée
arginine-vasotocine (tab. 4.2).

Tableau 4.2 - Structure chimique des hormones neurohypophysaires

Hormones du Lysine- H-Cys-Tyr-Phe-Glu(NH;)-Asp(NH,)-Cys-Pro-Lys-Gly-NH, | Porc
genre de la vasopressine Hippopotame
vasopressine Pécari
Arginine- | H-Cys-Tyr-Phe-Glu(NH,)-Asp(NH,)-Cys-Pro-Arg-Gly-NH, | La plupart des
vasopressine Mammiferes
Vasotocine | H-Cys-Tyr-Ile-Glu(NH;)-Asp(NH,)-Cys-Pro-Arg-Gly-NH, | Vertébrés non-
mammiferes
Hormones du | Ocytocine H-Cys-Tyr-Ile-Glu(NH,)-Asp(NH,)-Cys-Pro-Leu-Gly-NH, | De nombreux
genre de Vertébrés,
I’ocytocine surtout les
Mammiferes
et les Oiseaux
Mésotocine | H-Cys-Tyr-Ile-Glu(NH,)-Asp(NH,)-Cys-Pro-Lys-Gly-NH, | Batraciens,
Dipneustes
Ichtyocine H-Cys-Tyr-Ile-Ser-Asp(NH,)-Cys-Pro-Ile-Gly-NH, Certains
= isotocine Téléostéens

Elle est essentiellement sécrétée par les neurones des noyaux supra-optiques du
tractus SOH, mais aussi dans les noyaux paraventriculaires. Elle est stockée dans la
pars nervosa.

8.2.2. Données cliniques

Son absence (par lésion hypothalamique) provoque le diabete insipide : polyurie (5 a
10 1/jour) avec des urines de densité 1 001-1 005 et polydipsie (exagération anormale
de la sensation de soif, conduisant a une augmentation de la prise de boisson). En
revanche, 1’hypophysectomie seule ne donne qu’un diabéte insipide transitoire.
L’étude génétique d’un diabete insipide héréditaire chez un rat mutant Brattleboro
montre que la maladie est due a une simple délétion par absence de guanine sur la
séquence de I’ADN du précurseur, au niveau de la transcription en neurophysine.
L’altération de la neurophysine et 1’absence probable de codon stop font que ces
animaux ne libérent pas d’ADH dans le sang (Schmale et Richter, 1984).



4 - LE COMPLEXE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSAIRE 179

Son injection détermine une rétention de I’eau, elle sera plus facilement objectivée
apres une diurése aqueuse par surcharge hydrique. Elle éleve la pression artérielle,
mais de facon rapide et transitoire d’ou le nom de vasopressine.

Son hypersécrétion (syndrome de sécrétion inappropriée d’hormone antidiurétique :
SIADH) entraine une hyperhydratation de I’organisme avec hyponatrémie.

8.2.3. Mode d’action

La réabsorption dite “facultative” de I’eau (15% de I'ultrafiltrat plasmatique), au
niveau du tube distal du rein (tube contourné distal et tube collecteur, fig. 4.31), est
sous la dépendance de I’ADH. Chez les Mammiferes, elle n’agirait pas sur le
transfert des électrolytes. En revanche, elle agit sur les transfert d’eau et de sels chez
les Vertébrés inférieurs 18. La demi-vie de I’hormone varie entre 2 et 10 min.

Aldostérone
TCD ADH
u 6%
300
Segment proximal 300
Aldostérone
200 A ; <m
are >
Segment distal © ju?(?a— ! A
2 . r
o glomérulaire f300 Tube
9, Artériole collecteur
O afférente = 300
100
Glomérule Artériole <:"300 ADH
efférente 3
7 600
3% 400
600!
& Vasa recta —
1000
800
Hanse de Henlé 000
1000
(T |£200
1200 1200
H0 = 2> K+ H*
Transports passifs Kt = s Na’+ Transports actifs
Cl-, Na* —

Figure 4.31 - Mouvements de I’eau et des sels dans le néphron
Les chiffres indiquent I'osmolarité en mosmoles (osmolarité du plasma = 300 mOsm).
En I’absence d’ADH, I'osmolarité de I'urine est de I’'ordre de 100 mOsm a 400 mOsm.

18 L'ADH de Vertébrés non-mammaliens (vasotocine) exerce un effet vasopresseur et
ocytocique chez les Vertébrés mammaliens.



180 ENDOCRINOLOGIE ET COMMUNICATIONS CELLULAIRES

Dans le rein, ’hormone se lie a des récepteurs de sous-classe V2 situés dans la
membrane basale des cellules distales. Cette liaison active une adénylate cyclase.
L’¢élévation de I’ AMPc active une protéine kinase qui entraine une augmentation de la
perméabilité a I’eau, via la mise en jeu d’aquaporines (fig. 4.32).

Mais elle se lie aussi a des récepteurs de sous-classe V1 a mécanisme IP3 dépendant
(Vla sur la glycogénolyse hépatique, V1b sur les cellules hypophysaires sécrétrices
d’ACTH).

Aquaporines
\ R Gs AC

Arrét de la stimulation hormonale ‘

Figure 4.32 - Représentation schématique et hypothétique de I’action de I’ADH
sur la perméabilité a I’eau du canal collecteur (d’aprés Benoit et coll., 1996)
L’activation du récepteur a I’ADH (R) entraine la synthése d’AMPc via la mise en jeu d’une
protéine G stimulatrice (Gs) et I’activation de I’adénylate cyclase. La stimulation de la
protéine kinase A (PKA), qui découle de cette synthése d’AMPc, provoque la translation
du cytoplasme vers la membrane de la face apicale de protéines perméables a I'eau, les

aquaporines. L’augmentation de la perméabilité a I'’eau permettrait alors sa réabsorption.

8.2.4. Régulation
La sécrétion de I’ ADH est mise en jeu par deux types de récepteurs :

¢ des osmo-récepteurs hypothalamiques, trés sensibles, d’action trés rapide :
I’accroissement de la pression artérielle (injection de solution hypertonique,
hémoconcentration) stimule la sécrétion d’ADH (fig. 4.33.a) avec un effet immé-
diat sur la diurese (oligurie). La diminution de la pression osmotique entraine une
inhibition de la sécrétion d’ADH, mais avec un effet retardé sur la diurese
(fig. 4.33.b).
Ce ne sont pas les neurones sécréteurs eux-mémes qui répondent a une élévation
de la tonicité du plasma sanguin par une séquence excitation-inhibition, mais
plutdt les neurones voisins a réponse monophasique (accélération de la décharge
apres I'injection carotidienne de solution hypertonique). Entre ces deux types de
neurones, la synapse serait cholinergique.
La régulation est trés sensible (une augmentation de 1’osmolarité de 2%o entraine
la libération d’ADH), ce qui permet de maintenir 1’osmolarité du plasma a
300 mOsm/1.
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Urine (ml/min) Injection dans |'artére carotide
4 (10,5 ml NaCl a 15%o)
3 -
2 —
1 -
0 | | |
0 20 40 Minutes

a - Effet sur la diurése de I’injection intracarotidienne (fleche)
d’une solution de chlorure de sodium hypertonique
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b - Effet sur I'activité électrique d’un neurone hypothalamique de la perfusion d’une
solution de chlorure de sodium hypertonique et d’une solution isotonique

Figure 4.33 - Role du facteur natrémique dans la sécrétion de I’ADH
(d’aprés Berthezéne et coll., 1979)

* des baro-récepteurs dont il existe deux types :

— des baro-récepteurs a basse pression, sensibles aux variations de la volémie, et
situés dans I’oreillette gauche :
- la diminution de la volémie entraine une stimulation de la sécrétion d’ADH ;
- I’augmentation de la volémie provoque une inhibition de la sécrétion d’ ADH.

— des baro-récepteurs a haute pression, sensibles aux variations de la pression
artérielle, et situés au niveau de la crosse de 1’aorte et de la bifurcation caroti-
dienne. Il est cependant a noter que, d’une facon générale, la volémie est
étroitement liée a la pression artérielle.

Dans les conditions pathologiques habituelles (par exemple la déshydratation qui
entraine une baisse de la volémie et une hypernatrémie), volémie et pression osmo-
tique agissent de facon couplée sur la sécrétion de I’ADH. Toutefois, si expérimen-
talement on fait varier ces facteurs suivant un couplage inverse (par exemple une
perfusion intraveineuse avec un grand volume de sérum hypertonique), la régulation
se fait avec priorité pour la volémie.
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L’ADH assure donc I’homéostasie de 1’organisme pour deux constantes fondamen-
tales : I’osmolarité du milieu intérieur et la volémie, avec priorité pour la volémie.

D’autres facteurs agissent sur la sécrétion d’ADH (mais ce ne sont pas des facteurs
de régulation) : facteurs émotifs qui augmentent I’ADH, thermiques (le froid entraine
une diminution de I’ADH, la chaleur une augmentation) et pharmacodynamique
(adrénaline et alcool provoquent une diminution de I’ADH, acétylcholine et nicotine
une augmentation).

L’acétylcholine en injection a un effet antidiurétique qui est aboli apres hypophysec-
tomie. Elle excite les neurones supra-optiques et accélere la décharge des neurones
paraventriculaires.

8.2.5. Méthodes d’exploration fonctionnelle de la neurohypophyse

* Epreuve de Carter et Robbins : sous perfusion de sérum glucosé isotonique qui
provoque une diureése a 5 ml/min, on injecte :
1. du sérum salé hypertonique,
2. de I’ADH. Cette épreuve permet de distinguer un diabete insipide hypothala-
mique d’un diabete insipide néphrogénique (fig. 4.34).

* Epreuve a la nicotine qui stimule la sécrétion d’ADH. Elle permet de distinguer
un diabete insipide d’une potomanie (prise excessive de boisson d’origine
psychologique).

* Epreuve de restriction hydrique. Elle permet de distinguer un diabéte insipide
d’une potomanie (a réaliser avec précaution, car la déshydratation qui en résulterait
dans un diabete insipide vrai pourrait étre dangereuse pour le malade).

Perfusion de sérum glucosé isotonique

Diurése
(ml/min) Absence de réponse Absence de réponse
—— Diabéte insipide —> Diabéte néphrogénique
5 - e.—e—— - s a s s s s e s sessssaseeE .
4 | -
3 =
2 [ P
Sérum salé
\J hypertonique ADH
1 A A
Temps

Figure 4.34 - Réponse de la diurése a une injection de sérum
salé hypertonique puis a ’ADH chez un sujet normal
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8.3. L’OCYTOCINE (OT)
8.3.1. Structure et localisation

C’est un nonapeptide qui, chez les Mammiferes, ne difféere de I’ADH que par
I’échange de 2 AA (le 3¢: isoleucine, le 8¢: leucine). L’ADH des Batraciens
(arginine-vasotocine) est de structure intermédiaire entre I’ADH de Mammifere et
I’ocytocine de Mammifere (le 3¢ : isoleucine, le 8¢ : arginine).

L’ocytocine est sécrétée essentiellement par les neurones des noyaux paraventri-
culaires, mais on la retrouve également dans les noyaux supra-optiques.

8.3.2. Actions physiologiques

L’ocytocine se trouve chez la femme dans le plasma a la concentration de quelques
UI/ml. Sa demi-vie est de 3 min environ.

L’ocytocine a une double action :

* sur la motilité utérine (fibres musculaires lisses), une action qui nécessite une
imprégnation préalable par les cestrogenes. Son rdle physiologique éventuel dans
I’induction du “travail”, en fin de gestation et sur la gestation et la parturition en
général, sont remis en question (Nishimori et coll., 1996). D’ailleurs, le travail
peut avoir lieu chez 1’animal hypophysectomisé. En revanche, 1’'induction du
travail pourrait étre due a I’ocytocine du feetus qui peut traverser la barricre
placentaire et existe a des taux élevés dans le sang feetal.

* sur I’éjection du lait. La sécrétion du lait est, nous ’avons vu, sous le contrdle de
la prolactine sécrétée par la pars distalis. Son extrusion est due a la conjonction de
deux actions :

— la succion mécanique, qui déclenche par un mécanisme réflexe (tacto-
hypothalamo-hypophysaire) la sécrétion par les neurones hypothalamiques de
I’ocytocine. Cette sécrétion résulte d’une élévation des décharges dans les
neurones hypothalamiques (fig. 4.35.a).

— la contraction des cellules myo-épithéliales de la glande mammaire, sous
I’influence de I’ocytocine sécrétée (fig. 4.35.b).

Mais sécrétion du lait et éjection ne peuvent avoir lieu que sur une glande mammaire
qui a subi préalablement une imprégnation hormonale par les cestrogénes et la
progestérone (2 un taux qui n’est réalisé qu’au cours de la gestation).

8.4. OPIACES ET HORMONES NEUROHYPOPHYSAIRES

Trois familles d’opiacés sont présentes au niveau de 1’axe hypothalamo-hypophy-
saire. On trouve des enképhalines et de la dynorphine dans les neurones magno-
cellulaires (noyaux supra-optique et paraventriculaire), mais le principal peptide
opiacé est la B-endorphine, dont les neurones sécréteurs ont leurs corps cellulaires
dans le noyau arqué et envoient leurs axones dans de nombreuses régions du cerveau,
y compris dans les noyaux magno-cellulaires.
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Klijectlon du lait
Pression intramammaire

30 secondes

a - Activité électrique des neurones sécréteurs d’ocytocine au cours de la lactation

(d’aprés Poulain et Wakerley, 1982)

Enregistrement de [I’activité électrique de trois neurones ocytocinergiques chez des rats

femelles anesthésiés, au cours de |’éjection du lait provoquée par la succion. Chaque

déflexion correspond a un seul potentiel d’action (spike). Les trois neurones ont été

enregistrés séparément, mais leurs réponses ont été alignées comparativement a

I’élévation de la pression intramammaire. L’'un des neurones était situé dans le noyau

paraventriculaire ; les deux autres, dans le noyau supra-optique.

- . Cellule sécrétrice
Capillaire sanguin

— Canal galactophore
Lumiére de I'acinus
(globules de lait)

Cellule myo-épithéliale

b - Structure d’un acinus de la glande mammaire

Figure 4.35 - Extrusion du lait

Chez I’homme, les opiacés inhibent la réponse de I’ ADH a des stimulus osmotiques,
mais la naloxone (antagoniste des opiacés) a peu d’effet sur la sécrétion basale de
vasopressine. En revanche, elle éleve considérablement chez le rat la libération
d’ocytocine, par exemple a la suite d’une stimulation électrique (fig. 4.36).

8.5. RECEPTEURS DES HORMONES NEUROHYPOPHYSAIRES

L’étude des récepteurs des hormones neurohypophysaires a été développée a 1’aide
d’analogues artificiels de I’ADH et de I’ocytocine. Ces substances ont permis
d’obtenir une pharmacologie précise des récepteurs hormonaux d’apres les propriétés
agonistes ou antagonistes des peptides par rapport a I’hormone naturelle.
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Figure 4.36 - Effet des opiacés sur les sécrétions neurohypophysaires
(d’aprés Bicknell et Leng, 1982)
La naloxone, inhibiteur des récepteurs aux opiacés, accroit la sécrétion d’ocytocine
provoquée par une stimulation électrique (St) de la pars nervosa (13 Hz). Elle n’a pas
d’action sur la réponse de la vasopressine.

Le tableau 4.3 montre des exemples, avec les propriétés correspondantes. Grace a de
tels dérivés, on a pu identifier, dans le cas de la vasopressine, deux catégories
principales de récepteurs.

Tableau 4.3 - Potentialités biologiques de quelques analogues
artificiels de la vasopressine et de I’ocytocine

antidiurétique pur (quatre fois plus que I’AVP)

DDAVP [1 désamino-8 D Arg] - VP s .
pas d’activité vasopressine

PORVP [Phe2 - Ile3 - Orn8] - VP antivasopresseur uniquement
Tyr (Me)? - Ot inhibiteur de 1’ocytocine et de la vasopressine
[N-Bromoacétyl] - Ot bloque la stimulation de 1’adénylcyclase

[des-glycinamide] - VP plus actif que la vasopressine pour la mémorisation
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* Les récepteurs V1 sont associés au métabolisme des polyphosphoinositides. Ils
paraissent cependant eux-mémes hérérogenes et sont subdivisés en sous-classes
(a, b) diversement localisées. Ces récepteurs sont mis en évidence au niveau du
foie (contrdle de la glycogénolyse), de I’hypophyse (stimulation de la sécrétion
d’ ACTH exprimant un effet “CRF-like” de la vasopressine), du cerveau (contrdle
des processus de mémorisation). Bien entendu, ils sont répandus dans la paroi du
systéme vasculaire, ou ils rendent compte de I’effet vasopresseur de 1I’hormone, y
compris au niveau des glomérules rénaux ou ils permettraient un contréle du débit
sanguin rénal.

* Les récepteurs V2, couplés positivement a I’adénylcyclase, sont responsables
des effets que nous avons décrits au niveau du néphron (action antidiurétique).

Certaines observations tendent a montrer que d’autres catégories de récepteurs
existent. Ainsi, I’analogue [des-glycinamide] - VP n’exerce pas d’activité rénale ou
vasopressive, mais est plus puissant que la vasopressine pour la mémorisation du
réflexe d’évitement. Son récepteur serait donc différent des récepteurs V1 et V2.

9. LES PATHOLOGIES
DU COMPLEXE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSAIRE

Les principales pathologies touchant I’hypothalamo-hypophyse, comme dans
I’ensemble de I’endocrinologie, sont de type hyper- ou hypofonctionnel. Elles sont
responsables de manifestations cliniques multiples, complexes du fait de I’association
fréquente de 1I’hypersécrétion d’une hormone avec ses conséquences, a une insuffi-
sance d’un ou plusieurs autres secteurs sécrétoires par I’effet compressif de la 1ésion
sécrétante sur I’hypophyse saine.

9.1. LES PATHOLOGIES DE L’ANTEHYPOPHYSE

9.1.1. Etiologie des maladies antéhypophysaires
Les causes des maladies antéhypophysaires sont trés nombreuses.
Tumorales bénignes

Elles n’essaiment pas a distance (absence de métastases) mais peuvent entrainer des
conséquences ‘“malignes” au plan fonctionnel (cécité partielle progressive),
notamment en raison de leur situation anatomique, proche d’un carrefour stratégique
pour la vision, “le chiasma optique”, qui peut étre soumis a une compression
progressive, destructrice pour les voies optiques.

Ces tumeurs bénignes sont appelées adénomes et se regroupent en deux principales
entités sécrétantes ou non-sécrétantes.
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Les adénomes sécrétants

Ils produisent en exces et de maniere autonome (ne répondant plus aux habituels
stimuli) une hormone (Prl, HGH, ACTH, LH, FSH). Quelquefois, plusieurs sécré-
tions pathologiques s’associent. Ces adénomes représentent 80% de I’ensemble des
tumeurs bénignes.

Les adénomes non-sécrétants

IIs représentaient, il y a 25 ou 30 ans, la majorité des adénomes de 1’hypophyse et se
trouvent actuellement en situation minoritaire (20% environ) grace aux progres
réalisés dans le dosage des hormones circulantes d’une part, dans la caractérisation
immuno-histochimique des 1ésions traitées chirurgicalement d’autre part. Ces progres
permettent ainsi 1’établissement d’un diagnostic par dosage dans le sang périphérique
de I’hormone sécrétée en exces. Il est confirmé, éventuellement complété, par la mise
en évidence dans I’adénome lui-méme par colorations spécifiques et immunofluores-
cence des grains sécrétoires propres a I’hormone, voire un contingent plus ou moins
important de cellules adénomateuses d’une autre lignée ; on parle alors d’adénomes
mixtes (I’exemple le plus fréquent étant I’adénome a Prl/ GH).

Autres tumeurs et l1ésions inflammatoires

Elles peuvent étre de type embryoplasique ou néoplasique (cancéreuses). La plus
fréquente est le craniopharyngiome. Il si¢ge dans la région hypothalamo-hypophy-
saire et interfere partiellement ou totalement avec les connexions physiologiques entre
hypothalamus et hypophyse. C’est par ce mécanisme purement anatomique que s’ex-
plique I’atteinte de la synthese et de la libération de certaines hormones. La premicre
touchée est habituellement I’hormone de croissance, responsable chez I’enfant d’un
retard de croissance souvent complété par un déficit des hormones gonadotropes
(LH-FSH) avec comme conséquence un retard d’apparition de la puberté.

Chez I’adulte, ce type de tumeur peut se révéler par le syndrome tumoral lui-méme
(céphalées, troubles du champ visuel), ou par des déficits hormonaux donnant un
tableau d’insuffisance antéhypophysaire partiel ou total. De nombreuses autres
tumeurs du systeme nerveux ou des enveloppes cérébrales peuvent étre en cause
(gliomes, chordomes, méningiomes, métastases).

Il est également possible d’observer a I’origine des manifestations endocrinologiques
hypophysaires des 1ésions inflammatoires (hypophysite), infectieuses (tuberculose)
ou infiltratives (sarcoidose).

C’est dire la complexité de I’ensemble de ces pathologies.

9.1.2. Description de deux pathologies types

Pour illustrer ces pathologies qui ne seront pas détaillées de manicre exhaustive, cet
ouvrage étant avant tout orienté vers la physiologie endocrinienne, nous proposons
deux exemples. Un exemple d’adénome sécrétant, I’adénome somatotrope, et un
exemple de pathologiec hyposécrétante, le syndrome de Sheehan.
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L’adénome somatotrope

Il réalise le tableau d’une maladie décrite en 1885 par Pierre Marie comme “une
hypertrophie singuliere et non-congénitale des extrémités supérieures, inférieures et
céphaliques” dénommée acromégalie. Son incidence est de 3,3 pour 1 million, sa
prévalence de 6,9 pour 100000 habitants.

Les manifestations cliniques, morphologiques s’expliquent par 1’action de la GH
sécrétée en exces, mettant en jeu son effecteur périphérique, la somatomédine C
(IGF1), sur 'os, les cartilages, le tissu conjonctif, au niveau des extrémités mais
également au niveau de I’ensemble du revétement cutané et des visceres.

Les signes cliniques

* Signes de I’exces de GH

— un prognatisme, avec hypertrophie de toutes les saillies du visage, notamment
des sinus frontaux et des arcades sourcilieres, avec écartement de la denture,
réalise un facies facilement reconnaissable pour I’observateur averti,

— les mains et les pieds sont élargis, la peau épaissie, avec nécessité de changer
de taille de gants et de chaussures, d’élargir les bagues,

— la colonne vertébrale n’est pas épargnée, avec déformation progressive du
tronc et évolution a un stade avancé vers la gibosité,

— D’hypertrophie des visceres (cceur, foie, rate, colon) est constante : associée a
une hypertension artérielle.

* Signes d’atteinte des autres secteurs

En cas d’adénome volumineux, compressif pour I’hypophyse saine, peuvent

s’observer :

— une aménorrhée chez la femme, une impuissance chez ’homme, témoins
d’un déficit de LR /FSH et de leurs glandes cibles ;

— une hypotension avec asthénie, une dépigmentation cutanée signant I’ atteinte
du secteur corticotrope (ACTH) ;

— exceptionnellement, une insuffisance thyroidienne (déficit thyréotrope).

* Signes cliniques de tumeur hypophysaire
Céphalées, amputation du champ visuel sont assez rares dans 1’acromégalie dont
le diagnostic est habituellement précoce.

Les signes radiologiques

¢ Le cliché simple du crine montre des modifications de la voiite du crine, des
sinus et du maxillaire inférieur avec déformation de la selle turcique ou siege
I’adénome hypophysaire.

* Le scanner, largement utilisé dans les années 1975-1990, a été supplanté a partir
de cette date par I'IRM.

* L’IRM (imagerie en résonance magnétique nucléaire) permet une analyse tridi-
mensionnelle de I’adénome, précisant son extension inférieure éventuelle vers le
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sinus sphénoidal, supérieure vers le chiasma et latérale avec refoulement de
I’hypophyse saine et déviation de la tige.

Les signes biologiques

» FElévation a I’état basal de GH (norme < 5 ng/ml), les valeurs étant habituelle-
ment comprises entre 20 et 100 ng/ml dans 1’acromégalie.
La particularité essentielle associée est 1’autonomie de cette sécrétion,
non-freinable (charge glucosée) et non-stimulable (hypoglycémie, arginine). De
plus, cette sécrétion pathologique répond parfois a des stimulations paradoxales
telles que la TRH.

e Lasomatomédine C (IGF1) élevée est un élément précieux complémentaire pour
le diagnostic biologique, bien corrélé aux signes cliniques. Ce dosage est particu-
lierement intéressant dans le suivi au long cours de la maladie.

* Le retentissement sur les autres fonctions :
— métaboliques :
- le métabolisme phosphocalcique peut étre anormal avec hypercalciurie,
hyperphosphorémie, calcémie normale ;
- le métabolisme glucidique avec hyperglycémie a jeun ou courbe d’hyper-
glycémie provoquée orale anormale associée a un hyperinsulinisme.
— Les autres fonctions antéhypophysaires sont également explorées a 1’état basal
et sous stimulation pour évaluer d’éventuels déficits associés a
I’hypersécrétion somatotrope.

Le diagnostic clinique et biologique posé, 1’évaluation du retentissement réalisé, le
traitement est discuté. Il sera décidé en fonction de certains criteres. La plupart du
temps, le choix se portera sur la chirurgie par voie transphénoidale avec un succes de
80 2 90% selon la taille de I’adénome.

Si le résultat est insuffisant, il sera complété par la radiothérapie externe et les
traitements médicamenteux : utilisation d’analogues retard de synthese de la somato-
statine et accessoirement d’un agoniste dopaminergique, la bromocriptine.

Un traitement complémentaire pourra étre indispensable pour compenser d’autres
déficits antéhypophysaires mis en évidence.

Un exemple de pathologie hyposécrétante :
Pinsuffisance antéhypophysaire complete ou syndrome de Sheehan

Décrit en 1987, le syndrome de Sheehan atteint la femme puisqu’il s’agit d’une
nécrose de I’hypophyse survenant dans les suites immédiates d’un accouchement
habituellement hémorragique. Il constitue I’atteinte schématique d’une insuffisance
hypophysaire.

Les signes cliniques

* Asthénie d’effort et de fin de journée, complétée progressivement par une asthénie
psychique.



190 ENDOCRINOLOGIE ET COMMUNICATIONS CELLULAIRES

e Troubles sexuels : 1I’absence de montée de lait du post-partum, I’absence de retour
de couches sont retrouvées dans les antécédents. Existence d’une aménorrhée
totale sans bouffées de chaleur (= déficit LH, FSH, cestradiol). Chez 1’homme,
I’insuffisance antéhypophysaire se traduit par une impuissance avec baisse de la
libido.

* Paleur particuliere par anémie et dépigmentation (déficit en ACTH).

* Atrophie cutanée et phanérienne avec peau fine, ridée, cheveux fins et soyeux
(déficit en GH).

* Régression des caracteres sexuels par déficit combiné des hormones sexuelles et
corticosurrénaliennes :
— disparition de la pilosité des aisselles et du pubis, atrophie vulvaire et
mammaire, décoloration des mamelons ;
— chez I’homme, disparition de la barbe, régression du volume testiculaire.

¢ Hypotension artérielle
Les signes biologiques

e Généraux :
— anémie,
— tendance a I’hypoglycémie, & I’hyponatrémie et a I’hypercholestérolémie
(témoins du déficit en TSH, en ACTH et en GH).

» Déficits hormonaux, centraux et périphériques :

— secteur corticotrope : baisse de I’ACTH, du cortisol : I’aldostérone, peu dépen-
dante de la stimulation de I’antéhypophyse, est conservée. ACTH et cortisol ne
sont pas réactivables par les stimulations habituelles ;

— secteur thyréotrope : TSH basse non-stimulable par la TRH avec effondrement
des hormones thyroidiennes périphériques T3 et T4 ;

— secteur gonadotrope : de maniere identique, LH-FSH sont basses,
non-réactivables et s’associent a une diminution de 1’ cestradiol chez la femme,
de la testostérone chez I’homme ;

— secteur somatotrope : GH inférieure aux valeurs physiologiques et ne
répondant pas aux stimulations par I’hypoglycémie et I’arginine.

Les tests dont disposent les cliniciens permettent — I’insuffisance antéhypophysaire
étant prouvée — de s’assurer que 1’atteinte anatomique est réellement hypophysaire et
non pas hypothalamique.

Les stimulations par TRH, GnRH ou CRF montrent une aréactivité de TSH,
LH-FSH, ACTH.

Les principales causes de I’insuffisance antéhypophysaire, outre la nécrose hémorra-
gique du post-partum, sont les causes tumorales (adénomes hypophysaires sécrétants
ou non, craniopharyngiomes), les traumatismes de la base du crane, etc. dont
I’exploration radiologique se fait par radio simple, scanner ou IRM.
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Le traitement est représenté par la substitution des différents déficits utilisant non pas
les hormones antéhypophysaires (actives en intramusculaire seulement et entratnant la
formation d’anticorps inactivant leur action), mais les hormones des différentes
glandes périphériques (thyroidiennes, surrénaliennes, gonadiques et plus récemment
somatotropes). Ce traitement substitutif est éventuellement complété, dans les insuffi-
sances hypophysaires ayant d’autres causes que le syndrome de Sheehan, par un
traitement de la cause lorqu’il y a tumeur (chirurgie, radiothérapie).

9.2. LES PATHOLOGIES DE LA POSTHYPOPHYSE

Comme pour I’antéhypophyse, les maladies touchant la posthypophyse sont, par
ordre de fréquence, de type déficitaire, dues a une insuffisance de sécrétion de 1’hor-
mone antidiurétique (ADH) entrainant une perte d’eau et, de ce fait, appelée diabete
insipide, ou de type hypersécrétion, plus rare, constituant le tableau du syndrome de
Schwartz-Bartter.

9.2.1. Le diabete insipide

C’est une maladie due a I'impossibilité de réabsorption de I’eau libre au niveau distal
du rein par déficit total ou partiel en ADH. Il se traduit essentiellement par une
polyurie, polydipsie incoercible de 1’ordre de 6 a 10 1/jour sans autres symptdmes.

Biologiquement, la densité urinaire est basse,

e T’osmolarité inférieure a 100 mOsml/]1,

* la restriction hydrique met en évidence I’impossibilité du rein a concentrer les
urines (la clairance de 1’eau libre est constamment positive),

* I’ADH plasmatique reste basse.

Les causes de ce que I’on doit appeler “un syndrome” sont trés nombreuses :

* séquelles de traumatisme de I’appareil hypothalamo-hypophysaire (neurochirur-
gie, traumatisme cranien...),

e tumeurs (crAniopharyngiomes, méningiomes...),

* maladies générales (sarcoidose, tuberculose, leucémies, métastases...),

» diabetes insipides primitifs souvent familiaux.

Le traitement principal est I’administration en injection, en pulvérisation nasale
d’analogues synthétiques de I’hormone. Trés récemment est apparue une forme orale
simplifiant la thérapeutique.

9.2.2. Le syndrome d’hypersécrétion de Schwartz-Bartter

Une hypersécrétion inadaptée d’ ADH entraine 1’impossibilité de dilution par le rein
des urines avec, de ce fait, une véritable “intoxication par I’eau”.

Le tableau clinique est fait d’asthénie, de nausées, de vomissements, de troubles
psychiques pouvant aller jusqu’au coma.
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La biologie montre une hyponatrémie profonde avec baisse de I’osmolarité et une
clairance a I’eau libre négative.

La restriction hydrique, a 500 ml/24 h, améliore 1’état du patient.
Le dosage de I’ ADH est habituellement tres élevé.

Les causes, 1a encore, sont extrémement nombreuses et variées. Par ordre de

fréquence :

* certains types de cancers bronchiques qui sécrétent une molécule proche de
I’ADH,

» certaines lésions tumorales, infectieuses, vasculaires ou traumatiques du systéme
nerveux central,

* enfin, des causes médicamenteuses (iatrogenes) peuvent étre responsables de ce
syndrome (anesthésiques, barbituriques, opiacés, ou simplement surdosages en
ADH d’un traitement de diabete insipide).

Le traitement repose essentiellement sur la restriction hydrique, accessoirement les
corticoides et, bien sir, sur le traitement de la cause lorsqu’elle est curable.

10. PSYCHO-NEURO-ENDOCRINOLOGIE

Cette nouvelle discipline est une approche intégrée de ’intrication entre les méca-
nismes psychologiques et neurobiologiques (Kalin, 1993) 19. Dans 1’état actuel des
recherches que 1’on peut attribuer a cette discipline, nous voyons se développer trois
secteurs :

* hormones et comportement,

e stress,

* hormones et vieillissement.

Le premier sera abordé dans ce chapitre. On peut prendre comme exemples les
rapports entre hormones et mémoire, entre hormones neurohypophysaires et
comportement sexuel (la relation entre hormones sexuelles et comportement est
connue depuis des temps immémoriaux et sera indiquée dans les différents chapitres
de la deuxieme partie), ainsi qu’entre neuromédiateurs et troubles psychiques.

Le stress sera traité dans le chapitre sur les glandes surrénales (chap. 6, § 5).

19 11 existe d’ailleurs une revue américaine, intitulée “Psychoneuroendocrinology”. Ainsi que
I’exprime le co-éditeur en chef Ned Kalin, “nous avons maintenant les techniques
nécessaires pour répondre a d’importantes questions fondamentales concernant les
mécanismes psychologiques, endocrines, neurochimiques et immunitaires qui interagissent
pour maintenir la santé et qui, lorsqu’ils sont perturbés, contribuent a la physiopathologie
d’un grand nombre de maladies”. J'ajouterai que 1’ensemble de ces mécanismes sont
regroupés dans le cadre d’une discipline plus globale, qui les étudie dans une intégration
“holistique”, la (psycho)neuro-immuno-endocrinologie.
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Le theéme du vieillissement connait des développements importants depuis les travaux
de I’école de Reiter (1995, voir chap. 10) sur la mélatonine. Les rapports entre le
vieillissement et la mélatonine seront traités dans le chapitre 10, § 2.3. Les rapports
entre le vieillissement et les autres glandes endocrines ont été développés dans les
chapitres 4, § 4.2.6 ;4,§4.33;6, § 6.

10.1. HORMONES NEUROHYPOPHYSAIRES ET MEMOIRE

Les hormones neurohypophysaires sont retrouvées en d’autres régions de 1’encéphale
ou elles pourraient fonctionner comme neuromodulateurs.

Selon certains auteurs, I’ocytocine aurait une action antagoniste de celle de I’ ADH sur
les processus membranaires :

e |’ADH favoriserait la mémorisation,

* T’ocytocine serait un neuropeptide “amnésiant”.

Si séduisante soit cette hypothese, elle n’est que I’interprétation de diverses expé-
riences. L’une d’elles consiste a apprendre a des rats a ne pas entrer dans un compar-
timent sombre, ils sont “punis” par un choc électrique s’ils tentent d’y entrer. Cet
apprentissage a des effets prolongés si I’on injecte a ces rats de I’ ADH par voie sous-
cutanée a de tres faibles doses. Une autre expérience consiste a entrainer des rats a
sauter sur un baton pour éviter une décharge électrique par le plancher, annoncée par
un signal lumineux. Puis des signaux lumineux sont émis sans décharge électrique.
Alors que le groupe de rats témoins cesse de sauter 4 h apres la fin de 1”apprentissage,
un deuxieme groupe recevant 1 ng de vasopressine continue a sauter jusqu’a 8 ou
10 h apres la fin de I’apprentissage. On peut toutefois se demander si ces résultats ne
sont pas simplement le résultat de 1’élévation de la tension artérielle sous 1’effet de
I’ ADH, qui maintiendrait les rats “en alerte” pendant plus longtemps.

10.2. HORMONES SEXUELLES ET MEMOIRE

Un analogue de 1a GnRH, le D-Trp6-LHRH, a été administré en continu pendant au
moins 28 jours a des rats femelles de 22 mois en état constant d’cestrus. Ces animaux
ont été soumis a un appareillage destiné a tester leur mémoire (test d’ Alexinsky et
Chapouthier, 1978). Le résultat a été une annulation de I’effet délétere de I’age sur la
performance mnésique et sur I’inhibition ovarienne. Les auteurs (Alliot et coll., 1993)
en concluent que 1’axe hypothalamo-ovarien pourrait étre impliqué dans le déficit
mnésique de la femelle agée.

Une autre étude, réalisée cette fois sur 19 femmes ménopausées apres castration
chirurgicale, porte sur les effets d’une thérapie de remplacement par des injections
d’un cestrogene (valérate d’cestradiol) versus un placebo (Philips et Sherwin, 1992).
Certaines fonctions de la mémoire étaient conservées par la thérapie de remplacement
alors que les sujets traités par le placebo présentaient un déficit progressif de ces
fonctions.
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10.3. GLUCOCORTICOIDES ET COGNITION (Lupien et Forget, 1995)

Dans le syndrome de Cushing, la sécrétion excessive de glucocorticoides est associée
a des troubles de I’humeur (irritation, dépression ou euphorie) et a des troubles
cognitifs. On pouvait penser qu’ils étaient secondaires a I’hypersécrétion de gluco-
corticoides, d’autant que 1’utilisation thérapeutique des glucocorticoides peut donner
des effets secondaires séveres sur I’affect et la cognition. En revanche, des concen-
trations plasmatiques excessives de cortisol ont pu étre observées dans la dépression
endogene ou dans la démence de type Alzheimer. La formation hippocampique,
située dans le plancher du ventricule latéral, est la structure cérébrale la plus riche en
récepteurs de glucocorticoides (récepteurs de type II a faible affinité : Kf =2 a 5 nM)
et son role dans la cognition est désormais bien établi. On a logiquement fait le lien
entre I’action des glucocorticoides au niveau de 1’hippocampe et les troubles cognitifs
résultant de 1’hypersécrétion des glucocorticoides.

10.4. HORMONES NEUROHYPOPHYSAIRES
ET COMPORTEMENT SEXUEL

Chez une variété de campagnols du Middle West américain, la fidélité conjugale
apparait comme la conséquence de la sécrétion de 1’hormone neurohypophysaire,
I’ ADH. Cet animal fait preuve des le premier accouplement d’un attachement a toute
épreuve vis-a-vis de sa compagne, partageant, sa vie durant, nid conjugal, corvées
familiales et tendresse avec 1’élue de son cceur. Or 1’accouplement déclenche la
sécrétion d’ADH et induit en 24 h, chez le male, un comportement d’exclusivité
envers sa partenaire ; le campagnol éloigne les rivaux potentiels et reste parfaitement
indifférent aux autres femelles. Le blocage sélectif de I’activité de I’ADH met fin a ce
comportement d’exclusivité, le méle “trompe” allegrement sa femelle et multiplie les
“aventures extraconjugales”. A I’inverse, I’administration, avant tout accouplement,
d’ ADH, conduit le méle a reproduire vis-a-vis d’une seule femelle ce comportement
jalousement protecteur (G. Monod, 1993). Toutefois, I’administration d’ADH chez
une autre variété de campagnols, qui manifestent spontanément un comportement
polygamique, ne modifient en rien leur comportement.

10.5. NEUROMEDIATEURS ET TROUBLES PSYCHIATRIQUES

Une étude comparative a été effectuée sur sept patients souffrant de “désordre affectif
saisonnier” (conformément a la définition du Diagnostic and Statistical Manual for
Psychiatric Disorders, DSM III-R) et huit patients normaux (fig. 4.37, Coiro et coll.,
1993). Les auteurs ont recherché I’effet d’un agent sérotoninergique, le d,/-fen-
fluramine, et d’un placebo sur les taux de prolactine et de cortisol sanguins, aussi bien
en hiver (quand les patients sont dépressifs) qu’en été (lorsqu’ils sont euthymiques).

Pour la prolactine, la réponse hormonale reste constante apres placebo, aussi bien
I’hiver que 1’été, pour les patients comme pour les contrdles ; apres le d,/-fenflu-
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ramine, le taux de la prolactine s’éleve, a un méme niveau 1’hiver comme I’été, mais
plus bas chez les malades que chez les contrdles (fig. 4.37.a). Il en est de méme pour
le cortisol, a la différence pres que le taux de la cortisolémie diminue progressivement

apres administration du placebo (fig. 4.37.b).
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Figure 4.37 - Réponse au d,/fenfluramine ou au placebo
(d’aprés Coiro et coll., 1993)

Le d,I-fenfluramine (60 mg) ou le placebo ont été administrés per os au temps 0. Chaque

point représente la moyenne des observations + SE.

On peut en conclure que les patients souffrant de désordre affectif saisonnier pré-
sentent une diminution de 1I’activité sérotoninergique indépendante de la saison.






CHAPITRE 5

LA GLANDE THYROIDE

1. CARACTERISTIQUES GENERALES

Elle constitue une glande impaire bilobée, plaquée a la face antérieure de la région
laryngo-trachéale. Elle pese 25 a 30 g chez ’homme.

La glande thyroide possede un métabolisme spécifique et une régulation comparables
a celle des autres glandes endocrines hypophyso-dépendantes, mais elle en différe par
sa dépendance a 1’égard de I’apport exogene d’iode, oligo-élément rare, dont le taux
varie d’un jour a I’autre dans I’alimentation. D’ou des mécanismes de stockage et de
synthese. Les rapports entre la thyroide et I’'iode ont été établis tres tot. C’est le cas
dans le goitre endémique des “crétins des Alpes” dont 1’eau de boisson est trop
pauvre en iode.

Rappel embryologique

La glande thyroide constitue une ébauche de nature endoblastique, née du champ
mésobranchial de HIS, pres de 1’ébauche linguale. Elle est médiane et ne provient
donc pas d’une poche endobranchiale (fig. 5.1).

Histologie

L’organisation du parenchyme glandulaire est vésiculaire (fig. 5.2). Les vésicules (ou
follicules) sont composées d’un groupement sphérique de cellules appelées prin-
cipales. Ce sont ces cellules qui sécrétent T4 et accessoirement T3 (voir plus loin). La
cavité du follicule contient une substance dite colloide, composée essentiellement
d’une glycoprotéine, la thyroglobuline ou Tg (PM 660 000). Cette substance est
élaborée en deux temps : la protéine est synthétisée dans 1’ergastoplasme, le glucide
est associé a la protéine dans 1’appareil de Golgi. La thyroglobuline est rejetée dans la
cavité du follicule apres avoir été préalablement iodée (environ 1% d’iode), essen-
tiellement au niveau des microvillosités de la membrane apicale. Puis la thyro-
globuline iodée est reprise par pinocytose a I’apex de la cellule, protéolysée par les
lysosomes pour donner T4 et T3 qui seront excrétés dans les capillaires. C’est une
synthese a double courant, une activité cellulaire a double polarité (voir fig. 5.3).
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Glande parathyroide inférieure

Glande thyroide
(venant de la 3¢ poche)

Corps ultimo-branchial

Thymus

Intestin antérieur

b - Représentation schématique de la migration du thymus,
des glandes parathyroides et du corps ultimo-branchial (vue antérieure)

Figure 5.1 - Embryogenése des glandes endocrines d’origine branchiale
(thyroide, parathyroides, thymus, corps ultimo-branchial)
(d’aprés Embryologie médicale, J. Langman, Masson, 1968)
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b - Régulation de I'activité fonctionnelle de la glande thyroide
de rat par I’hormone thyréotrope de I’antéhypophyse

Figure 5.2 - La glande thyroide

Plaquées contre les cellules principales, des cellules en position parafolliculaire dites
cellules C sont a I’origine de la calcitonine, qui est impliquée dans la régulation du
métabolisme phosphocalcique (chap. 8). Elles proviennent embryologiquement du
corps ultimo-branchial, c’est-a-dire de la partie ventrale de la 5¢ poche endobranchiale.

Vascularisation et innervation

Il faut noter I’importance des arteres thyroidiennes (issues de la sous-claviere et de la
carotide externe) a disposition teminale. Elles assurent I’un des débits sanguins les
plus élevés de 1’organisme : 5 1/h, soit deux fois plus que le rein, a poids égal de
tissu.
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L’innervation est double :
* terminaisons myélinisées, centripetes (sensitives) ;
* terminaisons amyéliniques, centrifuges (effectrices) :
— parasympathiques, venues du X ;
— orthosympathiques, nées de la chaine cervicale.
Ces terminaisons ne commandent pas la sécrétion glandulaire, ce sont des termi-
naisons vaso-motrices.

2. DONNEES ANATOMO-CLINIQUES ET EXPERIMENTALES

2.1. OBSERVATIONS ANATOMO-CLINIQUES

2.1.1. Un hyperfonctionnement : la maladie de Basedow
(anciennement appelée goitre exophtalmique)

C’est un syndrome caractérisé :
* sur le plan clinique, par :
— une hypertrophie du corps thyroide (goitre) ;
— une exophtalmie (protrusion des globes oculaires) ;
— des signes de thyrotoxicose :
- tachycardie (accélération du rythme cardiaque) ;
- tremblement menu des extrémités ;
- amaigrissement important ;
* sur le plan biologique, par :
— une élévation importante du taux de la triiodothyroninémie totale (T3) ;
— une élévation nette de la thyroxinémie (T4) ;
— une TSH indosable ;
— larapidité et I'importance de la fixation de I’iode radioactif (40 a 90% apres
6 h au lieu de 35%) ;
— une hypocholestérolémie.

2.1.2. Un hypofonctionnement : le myxcedeme primitif

La thyroide exercant un contrdle a la fois sur le métabolisme et sur la morphogenese,
I’hypofonctionnement thyroidien engendrera avant tout :

— chez I’enfant, un trouble de développement ;

— chez I’adulte, un syndrome d’hypométabolisme.

e Chez I’adulte, on observera :
— une infiltration particuliere des téguments (par une substance mucoprotéique) ;
— un ralentissement de I’activité physique et intellectuelle,
— des signes biologiques :
- une cholestérolémie élevée ;
- une augmentation de la TSH plasmatique ;
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- une hypohormonémie thyroidienne (T3 et T4 sont effondrées) ;

- une fixation d’iode radioactif : < 20%.
Tous ces symptomes régressent rapidement et remarquablement sous I’influence
des hormones thyroidiennes.

Chez I’enfant :

Aux symptomes précédents sont associés des troubles graves du développement
corporel et intellectuel aboutissant a un nanisme disproportionné (prédominant sur
les membres) et a une arriération mentale. Il y a un retard pubertaire.

Le pronostic differe suivant la rapidité et la date du diagnostic de la carence
hormonale. Un dépistage précoce (au 5¢ jour de la vie) et par conséquent un
traitement sont réalisables. La méthode consiste a apprécier le taux de TSH et de
T4 sur papier filtre imprégné de sang capillaire prélevé par piqlre du talon.

2.2. EXPERIMENTATION

2.2.1. La thyroidectomie
Elle peut étre :

chirurgicale : ablation de la glande,
chimique : par des antithyroidiens de synthese,
ou physique : par une dose cytotoxique d’*I (iode radioactif).

La thyroidectomie chirurgicale : elle n’est aisée que lorsque les parathyroides ne
sont pas trop proches du corps thyroide (chez les Herbivores). Elle reproduit le
tableau de myxcedeme, sans le goitre. Elle varie en fonction de 1’age auquel
I’opération est pratiquée. Chez I’enfant, on observe des troubles de la croissance et
une altération plus ou moins irréversible du développement cérébral (crétinisme
thyroidien).

La thyroidectomie chimique : par la thiourée ou le thiouracile. Les cellules

thyroidiennes ne peuvent fabriquer d’hormones spécifiques, d’olt un double effet :

— réalisation d’un syndrome myxcedémateux, comme apres ablation chirur-
gicale ;

— développement d’un goitre, par hypersécrétion de TSH (effet feed-back).

La thyroidectomie physique : I’administration d’une dose destructive d’iode radio-

actif (1311 par exemple) I&sera spécifiquement les cellules thyroidiennes.

2.2.2. L’administration d’hormones thyroidiennes

Chez les Vertébrés, I’administration d’hormones thyroidiennes réalise un syn-
drome d’hyperthyroidie, sans exophtalmie et sans goftre.

Chez les Batraciens, le résultat est particulierement démonstratif, elle provoque la
métamorphose des tétards (Gudernatsch, 1912). La thyroidectomie ou 1’admi-
nistration d’antithyroidiens aboutissent a des tétards géants.



202 ENDOCRINOLOGIE ET COMMUNICATIONS CELLULAIRES

Les Perennibranches (axolotl, necturus, protée) sont des especes néoténiques (des
tétards qui ont acquis la possibilité de se reproduire). L hormone thyroidienne de
Mammifere va provoquer la métamorphose de 1’axolotl et sa transformation en
amblystome, espece connue dans les lacs d’Amérique latine. Mais elle n’a pas
d’effet sur le protée ou le necturus dont les tissus ne posseédent pas la capacité de
réagir aux hormones thyroidiennes (I’effecteur n’est pas “compétent”).

3. BIOCHIMIE ET BIOSYNTHESE DES HORMONES
THYROIDIENNES (T3 ET T4)

A la suite des travaux de deux écoles :

— Roche en France,

— Pitts-Rivers en Angleterre,

on sait que la synthese s’effectue en quatre temps, dans la cellule principale (fig. 5.3).

3.1. CAPTATION ET CONCENTRATION DES IODURES
PAR LES CELLULES THYROIDIENNES (TRAPPING)

C’est un mécanisme membranaire de transport actif. La thyroide est une “pompe a
iode” ou “piege a iode”. En effet, 25 g de thyroide, soit 1/3000¢ du poids du corps
fixent 1/3 de I’iode total de 1’organisme, soit 1 a 5 nmol/g de tissu frais, c’est-a-dire
9 a 12 mg sur les 25 mg de I’organisme. La thyroide fixe ainsi environ 100 pg d’iode
par jour. Cette étape de concentration (d’un facteur 20 a 40 par rapport a la
concentration plasmatique) est favorisée essentiellement par la TSH, mais aussi par la
thiourée.

Le pourcentage d’I- (iodure) fixé par la thyroide apres ingestion d’iode radioactif est
en moyenne, en cas d’alimentation iodée normale, de :

— 20% apres 2 h (I’absorption digestive est totale en 3 h) ;

— 35% apres 6 h ;

— 40 2a45% apres 24 h.

Ces étapes peuvent étre bloquées par le chlorate de potassium (C1O3K), les per-
chlorates (C10%) et thiocyanates (SCN-) qui sont des inhibiteurs compétitifs. Le
transport de I’iodure nécessite de 1’énergie.

3.2. OXYDATION DE L’IODE

Elle s’effectue en quelques minutes.

2 I- - 2 e + I, (iode moléculaire) sous I’action d’une peroxydase membranaire.
Cette oxydation est bloquée par la thiourée et le thiouracile ou le cyanure (qui est un
inhibiteur enzymatique).
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3.3. INCORPORATION DE L’IODE MOLECULAIRE
DANS LA THYROGLOBULINE

Chez le rat, 50% d’un iodure radioactif (*I) sont incorporés dans les 2 min qui
suivent une injection intraveineuse. D’abord sous forme de *MIT, puis de *DIT et
seulement plus tardivement sous forme de *iodothyronines (I’iode utilisé est un
traceur radioactif : 1311).

La thyroglobuline qui a été sécrétée par la cellule est halogénée par I’'iode moléculaire
en partie a ’apex de la cellule. La fixation de I’iode a lieu sur les groupements
tyrosiniques de la thyroglobuline.

Soit RH, la I-tyrosine :

RH, + I, —» IH + RHI (monoiodotyrosine, MIT)
catalysée par une iodure-peroxydase
RHI + I, — IH + RI, (diiodotyrosine, DIT)

catalysée par la méme enzyme

Toujours au sein de la tyroglobuline, il se forme finalement (fig. 5.4) :

* de la thyroxine ou tétraiodothyronine (T4) par condensation de deux résidus de
DIT;

* T3 ou 3,5,3’triiodothyronine par condensation intramoléculaire entre un résidu de
DIT et un résidu de MIT.

OH 3iodotyrosine OH 3,5diiodotyrosine
| 4 =MIT | 4, =DIT
3 3 5
2 2 6
1 1
CH, CH,
| ! |
CH CH
NH, COOH NH, COOH
[ 4 I I 4 [
3 5 3 5
2 6 2 6
1 1
3,5,3'triiodothyronine CHz 3,5,3',5'tétraiodothyronine CHa
=73 ‘ (thyroxine) ‘
CH =T4  cn
NH, COOH NH, COOH

Figure 5.4 - Structure de la thyroxine (T4),
de la triiodothyronine (T3) et des iodotyrosines (MIT, DIT)
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Si I'iodation des résidus tyrosyls est un processus rapide (quelques minutes), les
réactions de condensation des MIT et DIT entre eux demandent plusieurs heures.

La thyroglobuline iodée est réabsorbée par pinocytose (endocytose), par les cellules
thyroidiennes donnant des vacuoles de résorption qui fusionnent avec des lysosomes.

L’incorporation d’iode par les thyrocytes est assurée par un symport sodium-iode
(NIS). Cette incorporation, qui se réalise contre un gradient électrochimique, nécessite
de I’énergie (Kohrle, 1999). La TSH stimule 1’activité du NIS. Des variations, d’ori-
gine génétique ou non, de I’expression du NIS ont été observées dans différents types
de pathologie thyroidienne (hypothyroidisme congénital, thyroidite d’Hashimoto,
maladie de Basedow).

3.4. PROTEOLYSE DE LA THYROGLOBULINE

Elle est stimulée par la TSH, inhibée par 1’iode a fortes doses. Elle s’effectue sous
I’effet d’endo- et d’exopeptidases, présentes dans les lysosomes qui vont libérer dans
la cellule :

e les MIT et DIT, renfermant les 2/3 de I'iode de la thyroglobuline, qui ne vont
pratiquement pas passer dans le plasma et seront reprises dans le métabolisme
cellulaire. Une déshalogénase thyroidienne va désioder les iodotyrosines et libérer
I~ dont une partie va participer a I’iodation de la thyroglobuline (cycle intra-
thyroidien de I’iode) au méme titre que 1’iode prélevé dans le sang. Une autre
partie pourra étre déversée dans le sang.

* T4 et T3 qui seront secrétées dans la circulation sanguine. T4 représente 90% des
hormones thyroidiennes. Elle a été isolée par Kendall en 1915 et synthétisée en
1926, c’est la deuxieme hormone (apres 1’adrénaline) qui a été obtenue a 1’état
pur. Mais elle constitue en fait une pro-hormone de T3 qui est I’hormone active.

4. ROLE PHYSIOLOGIQUE DES HORMONES THYROIDIENNES

Ce sont des hormones & vocation “générale”. Elles controlent des fonctions essen-
tielles chez I’adulte homéotherme :

— synthese des protéines,

— et métabolisme énergétique.

4.1. PRINCIPAUX EFFETS DES HORMONES THYROIDIENNES
CHEZ LES MAMMIFERES

4.1.1. Effets généraux

e Apres un temps de latence (environ 12 h), on observe une augmentation du
métabolisme basal (MB) chez I’homme.
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*  Sur les hydrates de carbone, accélération de leur absorption intestinale, en méme
temps qu’une augmentation du catabolisme glucidique (augmentation de la glyco-
génolyse par stimulation des phosphorylases et inhibition de la glycogénosyn-
these) ; la glycémie reste normale.

* Elles provoquent un accroissement de la lipolyse avec abaissement de la
cholestérolémie.

e L’action sur les protides est complexe. Ce sont des hormones de synthese
protéique, mais le bilan azoté est généralement négatif. Il y a augmentation du
“turn-over” des protéines plasmatiques. Les hormones thyroidiennes favorisent
aussi la biosynthese de la GH.

* FElles favorisent la croissance par action sur les chondrocytes. Mais elles ne
provoquent pas seules le gigantisme.

» Elles interviennent dans la thermorégulation.
* Elles accélerent le rythme cardiaque et provoquent 1I’hypertrophie du cceur.

» Elles favorisent la trophicité du systéme nerveux et végétatif et potentialisent les
effets B du sympathique (augmentation de la synthése des récepteurs).

* Au niveau des muscles, elles provoquent un raccourcissement de la phase de
décontraction.

e Ily a augmentation de la diurese et de I’élimination urinaire et fécale du calcium.

4.1.2. Effets cellulaires

* Les tissus périphériques, et en particulier le foie, sont capables de désioder la T4
(3,5,3°,5tétraiodo-L-thyronine) pour produire soit la T3 (3,5,3 triiodo-L-
thyronine), soit la rT3 (T3 inverse ou “reverse”, 3,3’,5’triiodo-L-thyronine). La
production périphérique de T3 est bien plus importante que la sécrétion
thyroidienne. Par ailleurs, I’activité biologique de la T3 est de cinq a huit fois plus
forte que celle de la T4, en raison d’une diffusibilité beaucoup plus grande dans
les tissus (T3 est moins fixée que T4 par les protéines de transport plasmatique) et
d’une affinité des sites récepteurs nucléaires (protéines non-histones) plus élevée.
La T3 inverse est métaboliquement inactive.

* Ces hormones se transforment par transamination en dérivés pyruviques puis
acétiques (TRIAC et TETRAC) dans la cellule. Mais I’activité biologique de
TRIAC ou TETRAC est faible ou nulle.

* Les hormones thyroidiennes semblent avoir pour principale fonction de catalyser
ou d’amorcer les principales réactions oxydatives de la cellule : elles stimulent la
concentration des oxydases cellulaires par :

— une action relativement lente sur la transcription ;

— une action relativement rapide sur la traduction.

Chez I’hypothyroidien, les tissus consomment moins d’Oy.
Chez I’hyperthyroidien, la consommation d’O, est exagérée.
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* Les hormones thyroidiennes accroissent la calorigenese.

e L’effet terminal de ces hormones semble bien &tre mitochondrial (Weber, 1963).
Il n’est pas exact que ces hormones agissent comme découplants de la phospho-
rylation oxydative, elles accroissent en fait a la fois la production et la dégradation
de ’ATP.

e La T3 induit I’hypertrophie et la multiplication des fibres musculaires striées.
Cette action s’exerce avant la naissance (apres celle-ci, pour la plupart des especes,
ce nombre est peu modifié). Parallelement, la T3 est impliquée au cours du
développement dans le passage de la forme embryonnaire de la myosine a la
forme adulte.

4.2. MODE D’ACTION DES HORMONES THYROIDIENNES

L’impact cellulaire des hormones thyroidiennes résulte en fait de la pénétration des
hormones dans les cellules cibles ou elles se fixent réversiblement sur une protéine
nucléaire (c-erb A). Ce récepteur a une affinité quatre fois plus grande pour T3 que
pour T4 (le Kp pour T3 est compris entre 0,1 et 1 nM). Cette interaction hormone
thyroidienne-récepteur nucléaire constitue I’étape initiale du mécanisme d’action de
T3, qui sera suivie de la synthese des ARNm (4 a 20 h de latence), de leur transfert
dans le cytoplasme et enfin de la synthese des protéines contractiles et des enzymes
respiratoires de la mitochondrie (24 a 30 h de latence chez le rat) (tab. 5.1 et 5.2).
Toutefois, un mode d’action mitochondrial de la T3 ne peut étre exclu (Wrutniak et
Cabello, 1996). Les mécanismes de cette action sont décrits dans le chapitre 2, § 4 et
dans la figure 5.5. L action myogénique de la T3 est présentée dans la figure 5.6.
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Figure 5.5 - Représentation schématique du mode d’action des hormones thyroidiennes
Les T3 et T4 circulantes peuvent pénétrer dans leur cellule cible. A ce niveau, la T4 est
convertie en T3 sous |’action de la 5’-déiodinase (5-D). La T3 se fixe sur une protéine non-
histone de la chromatine. Le changement de conformation qui en résulte serait a I'origine
de I'induction de la transcription conduisant a la synthése des protéines.

Récepteur c-erb Aa
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Tableau 5.1 - Classification des effets de la T3 au niveau mitochondrial et
mécanismes d’actions proposés (d’aprés Wrutniak et Cabello, 1996)

Actions immédiates

Temps de latence : quelques minutes
* Activation de la respiration mitochondriale
* Activation de la synthese d’ATP
* Activation de la translocase

Mécanismes proposés
* Augmentation du pool de calcium mitochondrial
* ADP-ribosylation d’une protéine de la membrane interne
* Modification allostérique d’une enzyme de la membrane interne

Actions rapides
Temps de latence : quelques heures
* Modification de la composition lipidique de la membrane interne induisant :
— une augmentation de la fuite des protons
— une stimulation de I’activité de plusieurs enzymes et transporteurs mito-
chondriaux
* Activation rapide de I’expression du génome mitochondrial

Actions a long terme
Temps de latence : supérieur a 24 h
* Biogenese mitochondriale
Mécanismes proposés
» Expression coordonnée des genes nucléaires codant pour des protéines mito-
chondriales et des genes mitochondriaux
* Implication des récepteurs nucléaires et mitochondriaux de la T3

Tableau 5.2 - Principales actions biochimiques des hormones thyroidiennes
dans le foie du rat thyroidectomisé (d’apres Tata, 1974)

Stimulation ou augmentation Période de latence | Temps de I’effet maximum
de la quantité (h) (h)
\Synthese d ARN nucléaire 4-6 2
a marquage rapide

ARN polymérase A (ARNt) 10-12 40
ARN polymérase B (ARNm) 18-20 50
Incorporauol} .des acides aminés 18-24 40-45
dans les protéines

Synthese d.es phospholipides 12-16 40
dans les microsomes

Er}zymes respiratoires 20-30 50-60
mitochondriales

Des rats thyroidectomisés ont recu 15 a 25 g de T3.
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Figure 5.6 - Représentation schématique de I’action myogénique de la T3
(d’aprés Marchal et coll., 1996)

AP1 : proteic system activator ; CREB : cAMP response element binding protein ; BTG1 :
B-cell translocation gene 1.

Cette action s’exercerait via I'activation d’un des récepteurs nucléaires de la T3 (c-erb Ax)
et nécessite la présence de récepteurs fonctionnels a I’acide 9 cis-rétinoique (R-XR). L’acti-
vation du complexe conduit a la synthése de protéine et a la répression de [’activité
inhibitrice de AP1. Par ailleurs, '’AMPc, soit directement, soit via I’activation de CREB, agit
en synergie avec la T3.

5. CYCLE DE L’IODE DANS L’ORGANISME

L’iode se trouve dans I’organisme sous trois formes (voir fig. 5.3) :

* le “compartiment” iodure, dans la salive, le suc gastrique, le plasma et d’autres
liquides extracellulaires ;

* le “compartiment” de I’iode thyroidien : thyroglobuline et acides aminés iodés ;

* le “compartiment” de I’iode organique extrathyroidien : c’est I'iode hormonal
(combiné a une protéine des liquides extracellulaires ou cellulaires).

La thyroide regle (sous I'influence de la TSH) :

e la quantité d’iode fixée par son parenchyme ;

* la quantité d’iode déversée dans la circulation.

Elle commande ainsi les échanges entre ces trois compartiments (turn-over).

5.1. L’APPORT I0ODE

L’iode est apporté par les aliments et les boissons (environ 50 & 200 pg/jour). Il est
absorbé par I’intestin sous forme d’iodures. Mais T3 et T4 passent telles quelles la
barriere intestinale. L’iode peut également étre d’origine endogene, par désiodation
tissulaire des hormones thyroidiennes.
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La thyroide fixe rapidement les iodures apres leur absorption digestive. Environ
100 pg d’I- sont fixés chaque jour par une glande a I’état d’équilibre. Sur les 25 mg
d’I du corps humain, on en retrouve 30 a 50% dans la glande thyroide (concentration
pres de 1300 fois supérieure a celle des autres tissus), soit de 9 a 12 mg.

5.2. L’IODE PLASMATIQUE

Dans le sang, ’iodémie est de 1’ordre de 6 a 12 g/ 100 ml dont :

* deI’iode inorganique sous la forme d’iodure, environ 1 pug/ml ;

* de l'iode organique lié aux protéines (PBI ou protein bound iodine), 5 a
7 ug/100 ml dont 5% correspond a la fraction non-hormonale (MIT et DIT) et
95% a T4, lié a une o-globuline, la TBG (thyroxin binding globulin), protéine de
transport de PM 50000 ! (fig. 5.7).

L’iode total sérique est de 1’ordre de 275 a 630 nmol /1.

Lié aux protéines (PBI) Diiodotyrosine (DIT)

Thyroxine libre

Organique Monoiodotyrosine (MIT)

lode total Inorganique

L
1 2 3 4 5 6 ug/100 ml de sérum

Figure 5.7 - Distribution de l'iodémie plasmatique (d’aprés Tepperman, 1969)

75% de T4 est liée a la TBG. T4 présente une affinité plus faible pour TBPA
(thyroxin binding prealbumin) de PM 70000, et plus faible encore pour la sérum-
albumine. T3 peut se fixer a ces mémes vecteurs, mais avec une affinité 2 beaucoup
plus faible. Les hormones libres constituent environ 0,4% de la T3, et 0,02% de la T4.
Autrement dit, la quantité de T3 libre est peu différente de celle de T4 libre. Seules les
hormones libres peuvent agir sur les cellules (fig. 5.8). T3 a, par rapport a T4 :

— une action plus rapide ;

— une demi-vie plus breve ;

— un espace de diffusion plus grand (40 | au lieu de 10 1) ;

— une activité biologique cinq fois supérieure a celle de T4.

1 Son taux augmente sous cestrogénes endogenes (grossesse) ou exogenes (pilule) par
augmentation de la synthése hépatique de la TBG.
2 — TBG a une affinité dix fois plus faible pour T3. Sa concentration dans le plasma est de
12 mg/1.
— TBPA fixe 15% de T4. Sa concentration dans le plasma est de 300 mg/1.
— L'albumine fixe de fagon non spécifique 10% de T4.
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Fixation non-spécifique de T4 sur I'albumine

TBG TBPA

Electrophorése

Yy B« A
Protéines porteuses

Figure 5.8 - Liaison des hormones thyroidiennes avec leurs protéines de transport

TBG : thyroxin binding globulin ; TBPA : thyroxin binding prealbumin

5.3. L’IODE HORMONAL PERIPHERIQUE

Les protéines plasmatiques porteuses de 1’iode hormonal liberent T3 et T4 au
niveau de la cellule ol ces hormones pourront se fixer aux protéines nucléaires.
Les hormones subissent sur le chainon alanyl, d’abord, une désamination oxy-
dative donnant de I’acide tétra- ou triiodothyropyruvique et de I’acide tétra- et
triitodothyroacétique (TETRAC et TRIAC), puis elles sont déshalogénées par les
désiodases présentes dans la plupart des tissus. L’iode libéré retourne sous la
forme d’iodure dans le plasma.

T3 et T4 subissent aussi éventuellement une glucurono- (pour T4) ou une sulfo-
(pour T3), conjugaison sur la fonction phénolique. Dans le foie, les hormones
thyroidiennes pourront €tre déversées dans la bile constituant un cycle
entérohépatique, non-négligeable chez I’homme. La demi-vie de T4 est longue
(6jours), celle de T3 est courte (24 h).

Un mécanisme enzymatique de monodésiodation transforme T4 a I’intérieur des
cellules réceptrices, soit en T3, soit en T3 “inversée” (3,3’,5 triitodothyronine)
d’action biologique nulle. T3 provient donc pour 20 a 30% de la thyroide et pour
70 a 80% de la transformation périphérique de T4 en T3, ce qui permet de
considérer T4 comme une pro-hormone de T3.

5.4. EXCRETION DE L’IODE

Chez I’adulte seront excrétés 150 wg d’I- par jour, dont I’essentiel par le rein et le
reste par les matieres fécales, la peau, le poumon et la sécrétion lactée. L excrétion de
I’iode dépend essentiellement de 1’apport alimentaire. On peut admettre que 1’iode suit
un cycle fermé. Le volume de ce cycle fermé dépend plus de 1’apport alimentaire que
de la glande thyroide, qui n’agit ni sur les entrées, ni sur les sorties. A I'intérieur de ce
cycle, la TSH regle a un taux plus ou moins élevé, selon 1’état de la thyroide, la
proportion d’iode a fixer et a transformer en hormones.
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6. EPREUVES FONCTIONNELLES
DE L’ACTIVITE THYROIDIENNE

6.1. FIXATION DE L’IODE RADIOACTIF (fig. 5.9)

L’131T de période courte (8 jours) a été utilisé en premier (émission de B et y). Il est
remplacé, surtout chez le jeune enfant, par 1'123I (de période trés courte : 2 h 30 avec
émission de 7). On utilise également le technetium (°*TC) dont I’anion pertechnétate
est comme I’iodure concentré par la thyroide, mais il n’est pas incorporé sous une
forme organique et quitte la glande par simple diffusion.

% fixé 131| % fixé 131|
80
70
60
50
40
30
20
10
3612 24 g Heures 3612 24 ag > Heures
Courbe euthyroidienne Courbe de goitre simple "avide d'iode"
% fixé 131 % fixé 131|
A
80+ 80+
70} 70t
60+ 60+
50} 50}
40 40+
30 30+
20 20+
10} 10t
11 1 1 1 1 1 1 1
3612 24 ag > Heures 3612 24 ag > Heures
Courbe d'hyperthyroidie Courbe d'hypothyroidie

Figure 5.9 - Courbes de fixation de I'iode radioactif (d’aprés Baulieu et coll., 1972)
On donne au sujet “per os”, ou par injection, 10 uCi d’INa. Le compteur est placé au
contact du cou. La mesure du rayonnement est appréciée au bout de 2 h, 6 h, 24 h, 48 h.
La premiére partie de la courbe correspond a la captation de I’iode, la deuxiéme partie a
son élimination (hormonogenése).

Toutefois, cette méthode a perdu beaucoup de son intérét depuis que I’on dispose de
dosages hormonaux fiables.
e Courbe normale (euthyroidie) :
2h: 5225%;6h:10240% ;24 h:20260% ;48 h:20a 60%
e Courbe basse :
Elle s’observe dans le myxcedéme, mais aussi dans la saturation de la thyroide
par I’iode, apres usage d’antithyroidiens ou dans I’insuffisance hypophysaire.
L’épreuve de stimulation a la TSH (test de Querido) consiste en une injection
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intramusculaire quotidienne de 100 g de TSH pendant 6 jours. Elle modifie la
courbe et la rapproche de la normale si la Iésion porte sur I’axe hypothalamo-
hypophysaire, et non sur la thyroide. Cette épreuve permet donc de distinguer les
hypothyroidies primaires (origine basse) des hypothyroidies secondaires a I’hypo-
fonctionnement hypothalamo-hypophysaire (origine haute). Il est plus simple
maintenant de doser la TSH plasmatique. Le test de Querido reste utile dans les
adénomes toxiques (tumeurs bénignes hypersécrétantes = “nodules chauds” qui
échappent a la régulation normale par feed-back) car il permet, sur une scinti-
graphie, de “rallumer” le parenchyme thyroidien “éteint” par I’adénome (voir
fig. 5.9).

Courbes hautes :

— avec angle de fuite : hyperthyroidie vraie ;

— en plateau : goitre avide d’iode (par trouble de I’hormonogenése par exemple).
L’hyperthyroidie ou thyrotoxicose (I’exceés d’hormones circulantes qui la carac-
térise entraine le blocage de la sécrétion hypophysaire de TSH) serait confirmée
par I’épreuve de freinage avec T3. C’est le test de Werner : administration
quotidienne de 100 nug de T3 pendant 7 jours. Dans une thyrotoxicose, telle la
maladie de Basedow ou 1’adénome toxique, il n’y a pas de freinage, donc pas de
chute de la courbe de fixation.

6.2. SCINTIGRAPHIE THYROIDIENNE (fig. 5.10)

On utilise I'131T ou le °TC. Le scintigramme précise avec exactitude les contours de
la glande. Son aspect permet de visualiser d’éventuels goitres plongeants, des thyroi-
dies ectopiques, I’hyperplasie ou I’hypoplasie du tissu thyroidien, les nodules hyper-
fonctionnels (nodules chauds banals ou adénomes toxiques) et hypofonctionnels
(nodules froids), et la réactivité du tissu thyroidien aux tests de Werner ou de
Querido.

L’étude du corps thyroide peut étre précisée par d’autres techniques “d’imagerie”
thyroidienne :

La scintigraphie par fluorescence. Elle consiste a irradier la glande par un
faisceau de rayons X ou v, I'intensité du rayonnement X de fluorescence émis
étant proportionnel au contenu en iode de la glande. Elle permet d’accéder a I'iode
total, quelle que soit sa vitesse de renouvellement, alors que les examens
isotopiques n’apprécient que I’'iode échangeable.

L’échotomographie thyroidienne. Elle précise la structure du parenchyme
glandulaire. On utilise une sonde émettrice-réceptrice qui produit des ultrasons de
5 a 7 MHz de fréquence. Cette technique permet d’identifier les kystes, les
nodules solides, les atteintes diffuses, mais elle ne permet pas de différencier un
nodule bénin d’un nodule cancéreux.
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Figure 5.10 - Scintigraphie thyroidienne

6.3. ETUDE DES COMPOSES IODES CIRCULANTS
ET DES PROTEINES PORTEUSES

6.3.1. Mesures indirectes : épreuves de saturation

La TBG (thyroxin binding globulin) n’est pas normalement completement saturée par
T3 et T4. On peut “in vitro” apprécier la fixation de T3 par le plasma ou le sang total
du sujet étudié.

Habituellement, on apprécie, apres saturation de la TBG du plasma par T3 radioactif
de quantité connue, la fixation de I’exces de T3 sur les globules rouges (test de

Hamolsky).

e Sujet normal (euthyroidie) 09a1,1
* Hyperthyroidie >1,1

* Hypothyroidie <09

6.3.2. Mesures directes

Elles sont trés importantes pour le clinicien.

* TBG 12mg/l

e T3 0,6 a2 ng/ml (environ de 1,10 a 2,20 nmol/1)
e T4 40 2 120 ng/ml (environ de 70 a 150 nmol /1)
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6.4. ETUDE DE L’UTILISATION HORMONALE PERIPHERIQUE

La thyroxine marquée par 1’1311 est injectée par voie veineuse. La décroissance

exponentielle de 1’activité permet de définir la période biologique (environ 7 jours), le

taux de renouvellement quotidien (environ 10%) et de mesurer I’espace de dilution de

la thyroxine (I’espace extracellulaire). Le degré d’imprégnation périphérique des

cellules cibles par les hormones thyroidiennes est mesuré par :

* la formule sanguine (par exemple leucopénie dans la thyrotoxicose) ;

¢ la cholestérolémie ;

* la modification du temps de demi-relaxation du réflexe achiléen. Le réflexo-
gramme (fig. 5.11) qui n’est plus utilisé depuis que 1’on dispose des parametres
beaucoup plus spécifiques que sont les dosages hormonaux dans le sang.

t = temps écoulé entre le moment Pic de contraction

de la percussion du tendon d'Achille
et la 1/2 relaxation musculaire
(en millisecondes)

1/2 relaxation

Relaxation

Percussion
du tendon d'Achille ot

Figure 5.11 - Tracé du réflexogramme

6.5. MESURE DE L’ACTIVITE THYREOTROPE
HYPOTHALAMO-HYPOPHYSAIRE

6.5.1. L’épreuve a la TRH

Cette épreuve (injection de TRH suivie d’un dosage de la TSH plasmatique) permet
d’apprécier I’intégrité fonctionnelle des cellules thyréotropes hypophysaires. L’injec-
tion intraveineuse de TRH (200 pg) provoque une augmentation de TSH qui est
maximum au bout de 30 a 40 min et retourne au niveau de base en 3 h (fig. 5.12).
Cette épreuve permet entre autres de différencier les 1ésions hypothalamiques des
lésions hypophysaires, particulierement dans les nanismes.

Ce test présente moins d’intérét depuis que 1’on dispose du dosage ultra-sensible de la
TSH qui permet de mesurer des concentrations infranormales de cette hormone.

6.5.2. Le dosage de la TSH

Ce dosage par méthode radioimmunologique (normalement 0,47 a 4,6 mUI/ml)
permet de distinguer les hypothyroidies primitives (TSH supérieure 7 mUI/1) des
hypothyroidies secondaires d’origine hypophysaire (TSH inférieure 0,15 mUI/1).

NB - L’épreuve au thiocyanate (1 g de thiocyanate de Na par jour) permet de diagnos-
tiquer les insuffisances thyroidiennes par blocage de I’hormonogenese. D’une part, il
bloque les entrées d’iodure et d’autre part, il chasse 1’iodure de la thyroide.
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Figure 5.12 - Réponse a la TRH chez des sujets normaux
(d’aprés Mornex et Berthezéne, 1974)

7. THYROIDE ET METABOLISME CALCIQUE

Voir le chapitre 8 sur les parathyroides.

La calcitonine (hormone des cellules parafolliculaires) s’oppose a la parathormone au
niveau de la régulation du métabolisme calcique : elle abaisse la calcémie par
inhibition de la résorption osseuse. Cependant, elle provoque, comme la
parathormone, une hypophosphorémie.

C’est la thyroxine qui constitue dans 1’organisme le facteur antagoniste de la parathor-
mone et de la calcitonine a I’égard de la régulation du phosphore plasmatique, en
augmentant la phosphorémie.

8. CORRELATIONS DE L’ACTIVITE THYROIDIENNE

La glande thyroide est le centre de multiples corrélations glandulaires et humorales.

8.1. AVEC L’HYPOTHALAMO-HYPOPHYSE

* La TSH stimule toutes les étapes de ’hormonogenese : fixation des iodures,
formation de 1’iode moléculaire organique, hydrolyse de la thyroglobuline et enfin
libération des hormones thyroidiennes.

Comme pour d’autres hormones, la stimulation des cellules thyroidiennes par la
TSH s’effectue au niveau de deux types de récepteurs, correspondant a deux effets
distincts de 1a TSH :
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— récepteur couplé a ’adénylate cyclase, via une protéine Gs pour les effets
hormonaux de la TSH, aboutissant a la libération de T3 et T4 (fig. 5.13) ;

— récepteur dont I’activation induit une augmentation de la teneur cytoplasmique
en Ca2* pour des effets trophiques sur la croissance de la cellule thyroidienne.

* Des aliments tels que les choux, les tourteaux, les rutabagas contiennent des
substances dont I’action est voisine de celle du thiouracile. Ce sont des aliments
“goitrigénes”, I’hypothalamo-hypophyse réagit a la diminution des hormones
thyroidiennes dans le plasma par une hypersécrétion de TSH.
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L | | |
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Figure 5.13 - Activation de I’adénylate cyclase thyroidienne humaine par la TSH
(d’aprés Orgiazzi, 1976)

8.2. AVEC LE CORTEX SURRENAL

Leurs activités sont généralement paralleles. Les hormones thyroidiennes augmentent
le catabolisme du cortisol.

8.3. AVEC LES GLANDES GENITALES

L’action des hormones thyroidiennes s’exerce plus particulierement sur les ovaires.

Leur activité est synchrone chez la femelle. En effet :

* Tactivité thyroidienne augmente au moment de 1’ovulation chez la femme, la rate,
la souris, la brebis ;

* e taux de la TBG augmente pendant la gestation. Les mesures des fractions libres
montrent qu’elles pallient cette activité.
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8.4. AUTRES INTERACTIONS DES HORMONES THYROIDIENNES

* FElles augmentent le catabolisme de I’insuline ;
» FElles potentialisent I’action des catécholamines.

8.5. CONTROLE DE L’ACTIVITE THYROIDIENNE

Indépendamment des informations hormonales intéroceptives, de nombreuses varia-
tions de I’activité thyroidienne sont liées a la croissance, a la puberté, a diverses étapes
de la vie génitale, et surtout a I’adaptation au froid.

Le froid est le principal stimulus indépendant du rétro-contrdle de la thyroide. Il
stimule quasi immédiatement la TSH, par relais hypothalamique (cellules a TRH),
par le biais de récepteurs de la sensibilité cutanée et viscérale, et cela quel que soit le
taux plasmatique des hormones thyroidiennes et le feed-back T4/ TSH.

9. LA MALADIE DE GRAVES-BASEDOW :
UNE MALADIE AUTO-IMMUNE

L’hyperthyroidie basedowienne n’est pas freinable par I’hormone thyroidienne. C’est
une hyperthyroidie ou thyrotoxicose. Elle a été longtemps imputée a une hypertonie
diencéphalo-hypophyso-thyroidienne, qui échapperait donc a un contrdle, a une
régulation normale par effet feed-back.

L’existence fréquente d’un stress (émotif ou autre) a I’origine de cette maladie allait

dans le sens de cette conception. Cependant, des faits cliniques et biologiques, en

particulier :

* 1’absence de taux élevé de TSH (constaté grace au dosage radioimmunologique),
ce taux est méme plutdt diminué,

* Taspect régressif des cellules thyréotropes hypophysaires,

e et lactivité thyréotrope anormale du sérum (Adams et Purves)

ont conduit a une autre interprétation de 1’étiologie de la maladie de Basedow.

Le sérum des Basedowiens possede un effet thyréotrope tardif et prolongé (Adams et
Purves, 1956) qui n’est pas imputable a la TSH (dont la demi-vie est égale a 15 min).
Il est di a un facteur protéique de nature immunologique (IgG).

Sa demi-vie est de 7 h 30, son origine n’est pas hypophysaire. On I’a appelé LATS
(long acting thyroid stimulator). Il s’agit d’un anticorps anticellules thyroidiennes. La
maladie de Basedow rentre alors dans le cadre des maladies dites auto-immunes, ou
I’organisme sécrete des auto-anticorps. Dans le cas présent, ceux-ci ont un role essen-
tiellement stimulant. Le LATS agit sur la thyroide de la méme fagcon que la TSH, en
stimulant le méme récepteur adénylate cyclase spécifique (le LATS comme la TSH
va provoquer la lipolyse de la cellule adipeuse).
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Comme pour d’autres maladies auto-immunes, une anomalie dans le fonctionnement
ou le controle des lymphocytes T expliquerait le déclenchement de la maladie. Le
traitement par des antithyroidiens : PTU (propylthiouracile) ou méthymazole
(méthylmercapto-imidazole) entraine une diminution de la production hormonale.






CHAPITRE 6

LES GLANDES SURRENALES

1. CARACTERISTIQUES GENERALES

Chez les Mammiferes, elles constituent deux glandes situées au-dessus des reins et
pesent chacune de 4 a 6 g chez ’homme.

1.1. HISTORIQUE

Elles ont été découvertes en 1543 par Eustachi et appelées capsules surrénales. En
1855, Addison décrit le syndrome d’insuffisance surrénalienne (par tuberculose de la
glande) auquel on a donné son nom.

L’interprétation d’ Addison est confirmée par les expériences de Brown-Séquard en
1856 : la surrénalectomie s’avere mortelle chez 1’animal. Les travaux portent alors
plutdt sur la sécrétion du principe hypertenseur, isolé en 1901 : I’adrénaline. Puis les
écoles de Kendall et Reichstein, autour des années 1930, font connaitre les stéroides
du cortex surrénalien.

1.2. GENERALITES

Suprarénales chez les Mammiferes et les Oiseaux, ces glandes révelent morpho-
logiquement leur dualité chez les Vertébrés inférieurs ou 1’on distingue un organe
interrénal pair (ou médian et impair), correspondant au cortex surrénal des
Mammiferes, et des corps suprarénaux, généralement échelonnés le long des chaines
ganglionnaires sympathiques et correspondant a la médullo-surrénale des Mammi-
feres (fig. 6.1).

La glande surrénale est en effet composée de deux parties bien distinctes du triple
point de vue embryologique, histologique et physiologique. Leur parenté parait artifi-
cielle, mais les relations anatomiques (vascularisation) déterminent des relations
physiologiques privilégiées (action des glucocorticoides sur la méthylation de la
noradrénaline).
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Figure 6.1 - Phylogenése de la glande surrénale

1.3. RAPPEL EMBRYOLOGIQUE (fig. 6.2)
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Figure 6.2 - Embryogenése de la glande surrénale chez le Mammifére

1.3.1. Les cellules corticales (ou interrénales)

D’origine mésodermique, elles proviennent de I’épithélium ceelomique, au voisinage
du corps de Wolff, entre I’épithélium germinatif et la racine dorsale du mésentere.



6 - LES GLANDES SURRENALES 223

Ces cellules se différencient chez I’homme au 25¢ jour de la gestation (embryon de
6 mm), puis elles constituent une ébauche située entre 1’aorte et la gonade.

1.3.2. Les cellules médullaires (ou chromaffines)

Elles sont d’origine nerveuse, neurectodermique. Elles constituent une évolution
particuliere, par 1’acquisition de propriétés sécrétrices, de neurones post-ganglion-
naires. L’ébauche médullaire, formée a partir des ganglions de la chaine sympathique,
pénetre dans I’ébauche corticale. Elle constituera une glande centrale chez les
Mammiferes, chez les Oiseaux les deux types cellulaires restent intriqués.

1.4. RAPPEL HISTOLOGIQUE

Chez les Mammiferes, on observe, de la superficie jusqu’au centre de la glande, les
couches suivantes :

* une capsule conjonctive, faite de fibroblastes et de fibres de collagene.

* le cortex, comprenant trois zones :

— zone glomérulaire (ou glomérulée), origine de I’hormone minéralocorticoide :
I’aldostérone.

— zone fasciculée, composée de travées de cellules tres riches en lipides. Apres
inclusion dans la paraffine, les gouttelettes lipidiques sont dissoutes, donnant
aux cellules un aspect spongieux (spongiocytes).

— zone réticulée : les cellules sont organisées en travées autour des capillaires
plexiformes.

Les zones fasciculée et réticulée sécretent les hormones glucocorticoides (cortisol,

corticostérone...). Les hormones androgenes seraient élaborées par la seule zone

réticulée ou par les deux zones fasciculée et réticulée.
¢ La médulla, constituée de cordons richement vascularisés, au sein desquels on
observe deux types de cellules : cellules a noradrénaline et cellules a adrénaline.

1.5. VASCULARISATION ET INNERVATION

Les artérioles, issues en général de 1’aorte et de 1’artere rénale, constituent un réseau
péricapsulaire d’ou vont partir :

* des vaisseaux courts, qui se capillarisent dans le cortex ;

* des vaisseaux perforants, qui irriguent la médullo-surrénale.

Les capillaires veineux confluent en une veine centrale pourvue de dispositifs muscu-
laires qui permettraient les “décharges” brutales des hormones médullo-surréna-
liennes. La veine surrénale se jette dans la veine cave inférieure a droite, dans la veine
rénale a gauche. L’innervation de la glande surrénale est constituée exclusivement par
des fibres préganglionnaires destinées a la médulla. Mais le contrdle de la sécrétion du
cortex n’est pas indépendant de toute stimulation nerveuse (terminaisons choli-
nergiques).
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2. LE CORTEX SURRENAL

2.1. DONNEES ANATOMO-CLINIQUES ET EXPERIMENTALES

2.1.1. Observations anatomo-cliniques

Syndrome d’insuffisance surrénalienne globale : la maladie d’ Addison

C’est un syndrome caractérisé par :

la mélanodermie, pigmentation diffuse brune ou café au lait ;

I’asthénie, maitre-symptdme de 1’insuffisance surrénalienne. C’est essen-
tiellement une fatigabilité rapide, plutdot qu’une fatigue, 1’asthénie est a la fois
physique et psychique ;

des troubles digestifs, génitaux...

Du point de vue métabolique :

métabolisme minéral :

- une hyponatrémie a 135 mEq/1 et au-dessous, accompagnée d’hyper-
natrurie (normalement 140 + 2 mEq/], soit 35 & 45 mmoles de Na* par
litre d’eau plasmatique) ;

- une hyperkaliémie a 6 mEq/1 et au-dessus (au lieu de 4,6 + 0,4 mEq/1) ;

métabolisme glucidique et lipidique : de ’hypoglycémie et de 1’hypocholes-

térolémie ;

une diminution des 17-hydroxystéroides urinaires (jusqu’a < 1 a2 2 mg au lieu

de3a8mg);

un test de Thorn (épreuve de stimulation du cortex surrénal) négatif. Mais

plutot que de I’ACTH, il vaut mieux utiliser la 1-24 corticotrophine retard =

Synacthene® ;

un cortisol plasmatique abaissé (< 80 ng/ml), qui n’augmente pas apres

Synactheéne®, et une élévation de I’ACTH plasmatique ;

une aldostérone basse et une activité rénine élevée.

Le malade non-traité meurt en 6 a 24 mois dans un tableau de collapsus circu-
latoire et de défaillance rénale. Le traitement constitue I’un des succes de 1’hormo-
nothérapie substitutive, qui comporte généralement un minéralocorticoide
(1a 9 a-fluorohydrocortisone, cing fois plus active que 1’acétate de désoxycortico-
stérone DOC) et un glucocorticoide, sous forme d’hydrocortisone. La pigmenta-
tion n’est cependant pas réversible.

L’hyperfonctionnement de la glande est rarement global, il se traduit en général par
des syndromes correspondant a I’hypersécrétion d’un seul type cellulaire.

Hyperaldostéronisme primaire ou syndrome de Conn (1954)

Lié a un adénome de la zone glomérulaire ou a une hyperplasie surrénale
bilatérale, il provoque une perturbation du métabolisme de 1’eau et des sels.
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Cliniquement, on observe :

— une hypertension artérielle permanente ;

— des parésies musculaires li€es a la baisse de la concentration du potassium
cellulaire ;

— une hyperexcitabilité musculaire, avec au maximum des crises de tétanie (par
alcalose ?).

La surcharge en aldostérone entraine :

une hypokaliémie ;

une rétention sodique modérée : hypernatrémie ou natrémie normale ;

de I’alcalose, par fuite urinaire d’ions H* ;

— une fuite potassique : il y a hypokaliurie ; du point de vue urinaire, la diurese
potassique va I’emporter sur la rétention sodique d’ol une polyurie d’urines
alcalines.

L’aldostéronurie est multipliée par 20 ou par 30, 1’activité rénine est abaissée en
régime normosodé.

* Surcharge en glucocorticoides donnant un syndrome de Cushing

C’est la maladie de Cushing si I’hypercorticisme est secondaire a un déréglement
hypothalamique avec ou sans adénome hypophysaire. Mais il peut étre consécutif
a un hypercorticisme primaire (tumeur primitive de la surrénale).

Les signes cliniques comportent :

— une obésité de la face et du tronc ;

— un facies élargi et coloré ;

— une hypertension artérielle, constante mais modérée ;
— une amyotrophie avec asthénie (par catabolisme azoté).

Les signes biologiques comportent :

— une sécrétion d’hydrocortisone (cortisol) multipliée par 2 a 10 (plus de
250 mg/jour), avec perte du rythme circadien ;

— une hyperglycémie discrete a jeun ou, dans 80% des cas, une hauteur
anormale de la fleche d’hyperglycémie provoquée (diabete dans 1/4 des cas) ;

— del’éosinopénie et de la lymphopénie (parfois méme absence d’éosinophiles) ;

— une augmentation des 17-OH, le taux des 17-cétostéroides est normal ou
légerement élevé.

¢ Hyperplasie surrénale congénitale

C’est une des plus fréquentes endocrinopathies chez I’enfant (1 sur 5000 nais-

sances). Un déficit enzymatique réalisera une hyperplasie surrénale congénitale

avec virilisation chez I’enfant. On distingue plusieurs types suivant le niveau du

blocage enzymatique :

— déficit en 21-hydroxylase (90% des hyperplasies congénitales de I’enfant) ;

— déficit en 11 B-hydroxylase, plus rare (5%) et dont I’hyperandrogénie est
moins sévere ;
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— déficit en 3 B-OH-déshydrogénase ;
— oudes formes encore plus rares, tel le bloc de la 20-22 desmolase.

Les conséquences cliniques (par hypersécrétion d’ ACTH) seront :

— hypertrophie du clitoris chez la fille ; fréquence des formes frustes a révélation
tardive par un hirsutisme ;

— pseudo-puberté précoce chez le garcon, avec avance staturale pendant les
premieres années de la vie.

2.1.2. Expérimentation

La surrénalectomie totale entraine la mort dans toutes les especes. Elle survient 2 a
10 jours apres I’intervention chez le cobaye, le chien et le chat. Elle est presque
toujours causée par les perturbations du métabolisme hydrominéral. Elle sera retardée
par I’addition de sel & I’eau de boisson et évitée par des injections répétées de DOC
(désoxycorticostérone) ou d’aldostérone.

La suppression de la sécrétion d’aldostérone provoque une rétention potassique et une
fuite du CINa (non-réabsorption du Nat+ dans le tubule rénal). L’hypernatrurie
entraine une hyponatrémie qui provoque une baisse de la pression osmotique des
liquides extracellulaires, d’ou un flux d’eau des liquides extracellulaires vers les
cellules avec comme conséquences : la baisse de la volémie, une hémoconcentration
secondaire et une augmentation de la viscosité sanguine. La baisse de la volémie
provoque une défaillance circulatoire par :

* réduction de la pression artérielle ;

e réduction du débit cardiaque global.

Ces réductions entrainent au niveau du rein :
* une réduction de la pression de filtration glomérulaire ;
* une réduction du débit plasmatique rénal d’ou une oligurie ou méme une anurie.

Le débit urinaire n’est plus suffisant pour assurer 1’élimination des produits du
catabolisme protidique. Il y a élévation de I'urémie et déces par défaillance cardiaque
et rénale.

Il est également possible de noter avant le déces des troubles dus a I’absence de
glucocorticoides :

* une opsiurie (retard a I’élimination de 1’eau lors d’une surcharge hydrique) ;

* de I’hypoglycémie, objectivée en cas de jeline, d’exercice musculaire, de froid ;

* une sensibilité accrue a I'insuline.

Les troubles de I’absorption intestinale du glucose doivent étre rapportés au désé-
quilibre hydrominéral par baisse de la concentration du Na intracellulaire. Quant a
I’asthénie, elle est liée en partie, mais pas uniquement, a I’appauvrissement en réserves
glucidiques. La pigmentation, qui apparait lors de I’insuffisance surrénalienne
installée progressivement chez 1’addisonien, n’apparait pas apres surrénalectomie.
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2.2. BIOCHIMIE DES HORMONES CORTICOSURRENALIENNES
2.2.1. Biosynthese'! (fig. 6.3)

Elle s’effectue a partir du cholestérol (Hechter et coll., 1953), en partie exogéne
(apportée par absorption intestinale ou syntheése hépatique) et en partie endogene
(synthétisée sur place a partir des acétates). Cette synthese locale du cholestérol est
effectuée par le réticulum endoplasmique.

Ensuite, le cholestérol se transforme en prégnénolone qui donne de la progestérone.
La progestérone subit alors deux hydroxylations successives (21 o- et 11 B-) et
devient de la corticostérone, ou trois hydroxylations successives (17 o-, 21 o-
et 11 B-) pour donner de 1’hydrocortisone ou cortisol. Des modifications plus
complexes la transforment en hormones androgenes, en C19, la A4-androsténe-
3,17 dione, la 11 B-hydroxy-A4-androsténe-3,17 dione et une troisieme hormone
androgene, la déhydro-épiandrostérone (en abrégé DHEA ou DHA), non-hydroxylée
en 11 B3, une hormone qui présenterait une action antivieillissement (Baulieu, 1996,
voir § 6.3).

Enfin, la 18-hydroxylation de la corticostérone suivie d’une oxydation de la fonction
alcool en aldéhyde induit la synthese de 1’aldostérone.

Cette biosynthese des hormones du cortex surrénal fait intervenir des enzymes tantot
mitochondriales (un systeéme desmolasique complexe qui transforme le cholestérol
en prégnénolone, et la 11 B-hydroxylase), tantdt du réticulum endoplasmique (la
3 B-déshydrogénase associée a une isomérase, qui transforme la prégnénolone en
progestérone, les 21- ou 17-hydroxylases), ce qui implique un va-et-vient du
précurseur entre ces deux organites cellulaires.

Chez le rat, le cortex surrénal synthétise un seul glucocorticoide : la corticostérone,
mais deux hormones minéralocorticoides : 1’aldostérone et la 11-DOC (Vinson et
Rankin, 1965).

Les hormones essentielles du cortex surrénal (cortisol, corticostérone, aldostérone et
11 B-hydroxy-A4-androsténe-3,17 dione) portent 1’estampille de la 11 B-hydroxy-
lation, étape spécifique de cette glande. Cette 11 B-hydroxylation est assurée par un
systeme “caténaire” complexe (flavoprotéine ; NADPH; ; protéine ferrique
non-heme ; cytochrome P-450) situé dans la membrane interne des mitochondries.

La métopirone bloque électivement la 11 B-hydroxylase, mais aussi la
18 B-hydroxylase. Comme dans le cas du thiouracile pour la glande thyroide, son
emploi provoque I’hypersécrétion d’ACTH et I’hyperplasie (non-fonctionnelle) du
cortex surrénal.

1 Une fraction non négligeable des éléments de cette chaine de biosynthése existe sous une
forme sulfatée (Baulieu, 1965), principalement la DHEA, dont le sulfate DHEA-S pourra
étre converti en cestrogénes par le placenta.
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Figure 6.3 - Etapes intracellulaires de la biosynthése des hormones du cortex surrénal
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Quelques chiffres chez ’homme (tab. 6.1 et 6.2) :

229

Tableau 6.1 - Hormones sécrétées par le cortex surrénal chez I’homme

e . Sécrétion/jour| Demi-vie
Hormone Taux dans le sang Sécrétion / jour apres ACTH
. 222 + 111 pmol/1 0,5 a1 pmol .
Aldostérone (80 + 40 ng/1) (100 2 200 ug) X 2ou3 20-50 min
. 420 + 83 nmol/1 41 = 15 pmol .
Cortisol (150 + 30 ug) 2 8 h (15 + 5 m) x 10 95-130 min
. . 2 a2 3 mg (dont .
Corticostérone 310 ug en sulfate) x 10 45 min
Androgenes
3,1a9 171
- sulfate DHA ’ a7 jumo 15 mg
12,8 29,7 umoln1
- DHA 10,2 a 23,6 nmol/1 5 mg
- A4-androsténe-dione ’3 a8 pmol/] ’2 me
|4 29 umolnt |4 mg
- 11 B-hydroxy-
. . 5210 mg x 2 6-8 h
androstene-dione

Cette sécrétion est rythmique chez le rat, ainsi que le montre le tableau suivant.

Tableau 6.2 - Aspects cycliques des sécrétions de corticostérone (rat)
et de cortisol (homme)

Glande ug/g Plasma pg/1
. , 9h 5,13+1,11 413 +5
Corticostérone chez le rat 21k 25.4 + 4.60 236 + 48
8h-9h 80-250
3 b
Cortisol chez ’homme 18 hod b <10

2.2.2. Transport du cholestérol (fig. 6.4)

Le transfert du cholestérol au niveau de la membrane externe de la mitochondrie est
assuré par une protéine (canal-transporteur ?) appelée PTBR (peripheral type benzo-
diazepine receptor). PTBR est présent dans un complexe comprenant VDAC (voltage
dependant anion carrier) et I’adenine nucleotide carrier protein (ANCP). Le ligand
endogene de PTBR qui stimule la production de stéroides a été purifié. C’est une
protéine appelée diazepam binding inhibitor (DBI). La stimulation de la synthese
d’ AMPc modifie la distribution du complexe PTBR et augmente le nombre de sites
de contact PTBR/StAR (steroidogenic acute regulatory protein), ce qui pourrait
conduire a augmenter le transport de cholestérol et la synthese de stéroides.
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Figure 6.4 - Transport du cholestérol
AG : acides gras ; HDL : high density lipoprotein ; LDL : low density lipoprotein; LP :
lipoprotéines ; DBI : diazepam binding inhibitor ; PTR : peripheral type benzodiazepine
receptor ; PKA : protéine kinase A ; StAR : steroidogenic acute regulatory protein.

Les deux hormones stimulent, via la mise en jeu d’un récepteur (R) couplé a une
protéine Gs (ACTH) et a un intermédiaire inconnu (y-3-MSH), ’incorporation de
lipoprotéines (LP) dans la cellule de la zone fasciculo-réticulée de la surrénale.
L’action de la cholesterol ester hydrolase conduit a la production de lipoprotéines de
haute (HDL) et basse densité (LDL), puis d’acide gras (AG) et de cholestérol.
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Le transfert de cholestérol de la membrane externe a la membrane interne de la
mitochondrie est une voie limitante de la synthése des stéroides. De nombreux
travaux ont conduit a mettre en évidence qu’une protéine appelée StAR, synthétisée
dans le cytoplasme, est responsable de ce transfert. Elle est localisée sur la face
interne et dans la matrice des mitochondries. La mise en évidence de protéines
homologues a StAR laisse penser qu’il existe une famille de protéines impliquée dans
la synthese des stéroides (Waterman, 1998 ; Miller et Strauss, 1999 ; Stocco, 1999 ;
Zilz et coll., 1999).

2.2.3. Transport et action des hormones corticoides

La majeure partie des hormones corticoides sont transportées dans le plasma sanguin
sous une forme liée a des protéines, soit par une liaison non-spécifique avec I’albu-
mine, soit par une liaison spécifique avec une o-glycoprotéine, la CBG (corticosteroid
binding globulin) ou transcortine, de poids moléculaire 25000 2. Une fraction assez
faible reste sous forme libre, sauf pour 1’aldostérone (fig. 6.5). En effet, I’aldostérone
est faiblement liée a une albumine ou a la transcortine, mais la majeure partie reste
sous forme libre.

- ug/ml

- Fraction liée a I'albumine

40

Fraction libre

Concentration du cortisol
dans des fractions de plasma

o 1g/100 ml
40 80

Cortisol plasmatique total

Figure 6.5 - Distribution du cortisol plasmatique entre les fractions libres,
liée a la transcortine (CBG) et liée a I’albumine selon ses concentrations
dans le plasma chez I’lhomme (d’aprés Ballard, 1979)

Apres dissociation d’avec leur protéine de transport plasmatique, les stéroides
traversent la membrane des cellules. Les cellules cibles sont caractérisées par
I’existence de protéines réceptrices nucléaires définies par leur forte affinité
(Kp = 1 nM) et leur étroite spécificité. Ces récepteurs ont été isolés, purifiés et clonés
dans divers tissus cibles. Apres fixation de I’hormone sur le récepteur, celui-ci se fixe
a la chromatine. Le mécanisme qui conduit le complexe protéine-hormone a stimuler
la biosynthese d’une protéine, produisant I’effet caractéristique de I’hormone, n’est

2 Sa concentration dans le sang est d'environ 30 mg/1. Elle augmente au cours de la
grossesse ou lors de la prise d'cestrogénes (pilule).
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pas encore completement élucidé. La fixation de ’hormone provoque la synthese
d’enzymes spécifiques en induisant, au niveau des chromosomes, 1’élaboration de
ARN messager. Dans le cas de 1’aldostérone, il y a synthese d’une “sodium-per-
méase” (Crabbe, 1987) qui, dans le cas de la vessie, perméabilise au Na la paroi
muqueuse des cellules, d’ou une augmentation du Na intracellulaire et une stimulation
secondaire de la “pompe a sodium” de la paroi séreuse.

2.2.4. Catabolisme

La majeure partie du cortisol plasmatique (90%) est liée a la CBG. C’est une liaison
réversible qui regle 1’action physiologique de 1’hormone. C’est la forme libre
(susceptible de pénétrer dans la cellule) qui est la forme active (fig. 6.6).

La dégradation des hormones est tres rapide. La demi-vie du cortisol injecté en I.V.
est de 95 a 130 min chez I’homme. La moitié de I’aldostérone administrée disparait
du plasma en 20 a 50 min chez ’homme, en 28 min chez le chien. De 1 & 5% des
hormones surrénaliennes passent directement dans les urines (forme libre) 3. Le reste
est catabolisé par le foie ou les hormones stéroides donnent des dérivés glucurono- et
sulfo-conjugués solubles. Un trouble hépatique de la conjugaison ou de la dégradation
pourrait entrainer un syndrome périphérique d’hyperfonctionnement.

Les catabolites sont excrétés par les urines.

* Le cortisol libre (taux normal = 20-100 pg/jour) est un bon reflet du cortisol libre
plasmatique.

e Les 17-hydroxystéroides (en C21) représentent la forme principale d’excrétion
des glucocorticoides (en fait, du cortisol). L’hydrogénation dans le foie donne
essentiellement des tétrahydrostéroides (cortol, cortolone), ou méme des
hexahydrostéroides qui sont éliminés sous forme glucurono-conjuguée. Taux
normal : 20-100 pg/jour.

e les 17-cétostéroides (en C19) : I’androstérone et I’étiocholanolone sulfo- et glucu-
rono-conjugués sont les principales formes d’élimination des hormones andro-
geénes. Mais aussi d’une partie (1 a 5%) des métabolites du cortisol (coupure de la
chaine 20-22). Ils constituent un critere grossier de 1’activité corticosurrénalienne.
Chez la femme, ils correspondent aux seuls androgenes surrénaliens : 5 a 15 mg
et chez ’homme, aux androgenes surrénaliens et testiculaires : 10 a 25 mg, soit
2/3 pour la surrénale et 1/3 pour le testicule. Le sulfate de DHA (DHA-S), qui est
exclusivement d’origine surrénalienne, représente 15% des 17-cétostéroides
totaux. Taux normal : 1-3 ug/ml (0,5 a 2 ug chez la femme, 1 a2 3 pg chez
I’homme). Il est éliminé en partie sous forme libre (sulfate de DHA), en partie
apres transformation en androsténe-dione 4 (fig. 6.7).

3 L'aldostérone urinaire est présente a la concentration de 18,9 + 8 nmol/1/24 h, soit
6,8 +29 ug/l/24 h.

4 Une voie particuliere du catabolisme du DHEA-S conduit a l'eestriol (E3). Elle expliquerait
les quantités importantes d'E3 éliminées par la femme enceinte en fin de grossesse.
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Figure 6.6 - Catabolisme du cortisol (d’aprés Louisot, 1983)
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Figure 6.7 - Catabolisme des hormones du cortex surrénal

2.3. ROLE PHYSIOLOGIQUE DES HORMONES
CORTICOSURRENALIENNES

2.3.1. L’aldostérone

Cette hormone minéralocorticoide contrdle les échanges entre le Na* du tube rénal
distal et le K+ qui a été filtré, puis réabsorbé dans le tube contourné proximal. Elle
contrdle aussi les échanges Na*/H+*. Elle provoque : rétention sodique et
mobilisation du potassium, d’ou hypernatrémie et hypokaliémie.

Elle entraine une alcalose extracellulaire par transfert d’ions H* du milieu intérieur
vers la cellule. L’excrétion rénale des ions Ht est accrue, mais les urines restent
alcalines par augmentation de I’ammoniogenése 3.

L’action de I’hormone (injectée par voie rénale) nécessite un temps de latence
d’environ 20 a 60 min.

Elle agit aussi au niveau de la muqueuse intestinale, des glandes sudoripares
(modifiant le taux des électrolytes de la sueur) et des glandes salivaires.

5 L'action de l'aldostérone sur la diurese aqueuse est complexe, et finalement peu importante.
La DOC favorise davantage 1'cedeme (rétention d'eau interstitielle) que l'aldostérone. En
effet :

- par action directe sur le néphron, 1'aldostérone est 1égerement diurétique (diurese par fuite
potassique) ;

- en élevant la natrémie, 1'aldostérone stimule indirectement la sécrétion d'ADH ;

- mais en favorisant une hypervolémie secondaire, 1'aldostérone inhibe la sécrétion d'ADH.
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2.3.2. Les glucocorticoides
Leurs récepteurs sont présents dans presque toutes les cellules. Ils agissent sur :

* le métabolisme glucidique :

— les glucocorticoides favorisent la néoglucogenese a partir des acides aminés
issus du catabolisme protidique. Leur action serait indirecte, par un effet
“permissif” sur la stimulation de la néoglucogenese par le glucagon.

— Ils diminuent I’ utilisation périphérique du glucose.

Ces deux actions s’opposent a I’action de I’insuline. Un diabeéte vrai est amélioré
par la surrénalectomie. La tendance a I’hypoglycémie qui suit une surrénalectomie
est accentuée par le jeline, le froid, I’exercice.

D’autre part, un traitement prolongé par la cortisone peut provoquer chez le chien
un diabete expérimental. Les glucocorticoides favorisent enfin le dépot de
glycogene dans le foie.

Les hormones glucocorticoides permettent a I’organisme soumis a une agression
(stress) de maintenir le niveau de sa glycémie. Ce mécanisme est lent, comparé a
I’effet de I’adrénaline, hormone “d’alarme” dont 1’action est immédiate.

* le métabolisme protéique :
Les glucocorticoides ont un role catabolique, ils stimulent la protéolyse et la
libération des acides aminés. Ils inhibent aussi le transfert membranaire des acides
aminés.

* les dérivés mésodermiques (tissu conjonctif, cellules sanguines) :

— les glucocorticoides provoquent éosinopénie (normalement 100 a 300 éosino-
philes/mm3 de sang) et lymphopénie. Ils sont donc immunodépresseurs
d’ou leur emploi pour favoriser le maintien d’une greffe. Mais ils favorisent
I’infection.

— 1ils ont une action inhibitrice sur I’activité du tissu collagene, ce sont des
collagéno-dépresseurs, d’ou leur action anti-inflammatoire dans certains
rhumatismes.

— de facon plus générale, les glucocorticoides exercent une action inhibitrice sur
la quasi-totalité des médiateurs de 1’inflammation : inhibition de la libération,
de la synthese ou de I’action de I’histamine, ainsi que des dérivés de la voie de
I’acide arachidonique ; réduction de la protection contre les dérivés toxiques de
I’oxygene et en particulier I’anion superoxyde. Enfin, ils interféreraient avec
I’expression de récepteurs ou d’antigenes membranaires, ainsi qu’avec la
synthese d’interleukine.

* le pouvoir d’élimination de I’eau ingérée :
L’épreuve de I’eau consiste a faire ingérer 1 1 d’eau de 8 h a 8 h 30 ; normalement,
965 ml sont éliminés a 12 h. Le retard a I’élimination de 1’eau constitue 1’opsiurie.
L’opsiurie est constante dans les déficits en cortisol mais n’est pas spécifique.
L’opsiurie est corrigée par le cortisol et non par les minéralocorticoides.
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2.3.3. Les hormones sexocorticoides

L’importance physiologique des hormones androgeénes produites par la surrénale est
modérée, compte tenu de leur taux de sécrétion. Elles ont un effet virilisant et
stimulent 1’anabolisme protidique. Leur action se manifeste surtout dans certaines
tumeurs surrénaliennes, provoquant un syndrome dont la gravité dépend du sexe
et de I’dge d’apparition. Le cortex surrénal sécrete aussi de faibles quantités
d’cestrogeénes (Vinson et Jones, 1964).

2.4. REGULATION DE LA SECRETION CORTICOSURRENALIENNE

2.4.1. Controle de la sécrétion des glucocorticoides et des
sexocorticoides

* L’hypophysectomie entraine une atrophie du cortex surrénal, a I’exception de la
zone glomérulaire, qui échappe donc a la régulation hypophysaire.

* Au contraire, les injections d’ACTH provoquent une hyperplasie des zones fasci-
culée et réticulée. C’est I’ACTH qui controle la sécrétion des glucocorticoides et
des sexocorticoides.

* Rdle de PACTH

Ilya20a75pg/ml(4,42a16,5pmol/l) dACTH dans le sang humain, le taux

varie selon un rythme circadien (rythme nycthéméral) parallele a celui du

cortisol. La demi-vie de I’ACTH est de 20 a 30 min chez ’homme, de 1 min chez
le rat.

— apres hypophysectomie, le taux des glucocorticoides et des androgenes
s’effondre a un niveau tres bas, mais non-nul (environ 10% du taux initial).
L’injection d’ACTH provoque la reprise de la sécrétion, elle atteint un
maximum 5 a 10 min apres I’injection. Ce taux retombe au niveau de départ
en 20 a 35 min. Le taux des glucocorticoides et des androgenes est sous
controle direct et permanent de I’ACTH. La relation entre I’ACTH injecté et
les stéroides sécrétés est proportionnelle, jusqu’a ce que la sécrétion corticale
atteigne un plafond.

— DP’ACTH a un autre role, un role trophique, sur la glande surrénale dont il
stimule les mitoses.

¢ Mode d’action de PACTH

L’ACTH, comme toutes les hormones polypeptidiques, interagit avec une
protéine réceptrice membranaire ¢, qui entraine une stimulation de 1’adénylate
cyclase. L’élévation de I’ AMPc active la protéine kinase A, ce qui provoque la
phosphorylation d’un grand nombre de protéines dont la phosphorylase qui

6 Il n’y a qu’une seule classe de récepteurs a haute affinité (Kp = 1,6 nmol/1). Environ 3 600
sites sont présents sur chaque cellule corticosurrénale.
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permet la formation de NADPH nécessaire a la stéroidogenese. C’est au niveau
de I’étape “desmolase” (coupure de la chaine latérale du cholestérol) que
s’effectue la régulation spécifique de I’ACTH. Cette étape est bloquée par un
inhibiteur de synthese, I’Elipten®.

¢ Feed-back hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien

Le niveau du cortisol circulant exerce un effet inhibiteur sur la sécrétion d’ACTH.
Ce rétro-contrdle n’existe pas pour les hormones androgenes, dont un taux élevé
n’inhibera pas la sécrétion d’ ACTH. Apres surrénalectomie bilatérale, on observe
dans les 2 jours qui suivent une élévation de I’ACTH et du CRF.

2.4.2. Exploration de la fonction glucocorticoide
Elle est réalisée par les dosages hormonaux statiques et des épreuves dynamiques.

* Les dosages hormonaux statiques comportent le dosage de la cortisolémie et les
dosages urinaires (cortisol libre et 17-OH corticostéroides). Pour la cortisolémie,
il est capital de noter I’heure du prélévement.

* Les épreuves dynamiques comportent :

— la stimulation de la surrénale par le Synacthéne® (tétracosactide) : injection
intramusculaire de 0,25 mg de Synacthene® et dosage de la cortisolémie avant
et 1 h apres I’injection. Le cortisol doit dépasser 210 ng/ml. Le test est négatif
dans une insuffisance surrénale primaire.

— la stimulation de I’ACTH endogene par la métopirone (1 g per os toutes les
6 h pendant 24 h). L’ACTH s’éléve normalement a 100-200 pg/ml. Le test
est négatif dans toute insuffisance de 1’axe hypophyso-surrénalien, il entraine
une réponse tres intense dans la maladie de Cushing.

— le test de freinage par la dexaméthasone (DXM) a raison de 1 mg per os
(deux comprimés a 0,5 mg). Ce glucocorticoide de synthese freine la sécrétion
d’ACTH et entraine une chute d’au moins 50% de la cortisolémie. On I’utilise
lorsque 1’on soupgonne un syndrome de Cushing : absence de freinage.

2.4.3. Controle de la sécrétion d’aldostérone

La régulation de la sécrétion d’aldostérone par la zone glomérulaire du cortex surréna-
lien est controlée classiquement par voie systémique générale, par I’intermédiaire de
I’angiotensine II. Mais des travaux récents (Gallo-Payet, 1993) permettent de penser
que le contrdle se ferait davantage par voie autocrine et paracrine (fig. 6.8).

Ce diagramme résume I’ensemble des facteurs susceptibles de moduler les sécrétions
d’aldostérone et de cortisol. Ceux-ci peuvent exercer leurs effets a travers les rayons
médullaires, 1’innervation médullo-corticale, ou encore de fagon autocrine ou
paracrine.
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Figure 6.8 - Régulation intrinséque de la sécrétion d’aldostérone
(d’aprés Gallo-Payet, 1993)

Régulation systémique
¢ Le systeme rénine-angiotensine ou SRA

Il parait étre le facteur prédominant. Les cellules juxtaglomérulaires (fig. 6.9),
présentes dans 1’artériole afférente du glomérule rénal et dans la portion qui lui est
contigué du tubule distal (macula densa), sécrétent la rénine 7.

Tube proximal

Glomérule

Tissu intercapillaire

Cellules myo-épithéliales granuleuses Lacis

Artériole afférente Artériole efférente

W

Figure 6.9 - Schéma de I’appareil juxtaglomérulaire

7 L’activité rénine plasmatique (ARP) est une mesure d’une grande importance pour apprécier
le caractere primaire (ARP basse) ou secondaire (ARP élevée) d’un hyperaldostéronisme.
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Celle-ci est une enzyme de PM 40000, qui transforme in sifu une globuline
a-plasmatique de 57 000 daltons, 1’angiotensinogene, synthétisée par le foie, en
un décapeptide, I’angiotensine 1. Une enzyme de conversion, présente dans le rein,
le poumon et le plasma, détache alors deux aminoacides de I’angiotensine I
et produit 1’angiotensine II 8, physiologiquement active, mais a vie bréve
(t 172 =90 s), qui est un puissant vaso-constricteur, et un stimulant de la sécrétion
des cellules glomérulaires du cortex surrénal. Cette derniere action est modulée
par la somatostatine (fig. 6.10 et 6.11).
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~<~——— f-bloquants
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FOIE Angiotensinogéne
Angiotensine |
Enzyme de conversion SQ 20881

Angiotensine I <———— Inhibiteurs compétitifs

Aminopeptidase

Angiotensine Il <———— Inhibiteurs compétitifs

Peptides inactifs

Figure 6.10 - Les inhibiteurs du systéme rénine-angiotensine

L’angiotensine II entraine donc une sécrétion d’aldostérone (mais stimule aussi
les enzymes de la stéroidogenese). Outre cet effet, I’angiotensine II provoque la
constriction des vaisseaux sanguins qui irriguent la peau et les reins, I’augmen-
tation de la pression artérielle, la dilatation des vaisseaux sanguins des muscles et
du cerveau. Elle stimule également la sécrétion d’ ADH. En injection sous-cutanée
(quelques ng) ou intraventriculaire (quelques pg), elle induit un comportement
dipsique : ’animal a soif et se met & boire de I’eau. Cette substance joue finale-
ment un role important dans 1’homéostasie du volume hydrique, en corrélation

8 Sous l'effet d'une aminopeptidase A, présente dans le plasma, le rein, les surrénales,
I'angiotensine I et 1'angiotensine II peuvent étre clivées en angiotensine III. L'octopeptide
dérivé de l'angiotensine II est un vaso-constricteur beaucoup moins puissant que l'angioten-
sine II, mais il parait aussi efficace sur la sécrétion d'aldostérone.
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avec I’ADH (rdle synergique) et avec I’ ANF ou facteur natriurétique atrial — voir
le chapitre 9, § 4 (actions antagonistes). Son taux plasmatique est d’environ
20 ng/1.

Le SRA (systeme rénine-angiotensine) apparait donc comme un systeme circulant
avec trois composants : la rénine sécrétée par le rein, I’angiotensinogeéne par le foie
et I’enzyme de conversion par le poumon. Mais on a découvert dans plusieurs
organes, le cerveau, la surrénale, I’utérus, la paroi artérielle et méme le coeur, des
systemes rénine-angiotensine II a action locale.

Les facteurs qui conditionnent la sécrétion de rénine sont la pression artérielle, la

natrémie et le systeéme nerveux adrénergique :

— La diminution de la pression artérielle dans I’artériole afférente glomérulaire
augmente la sécrétion de rénine et donc la sécrétion d’aldostérone : les cellules
juxtaglomérulaires présentes dans I’artériole afférente et au contact du tubule
distal constitueraient des baro-récepteurs.

— La diminution de la natrémie augmente la sécrétion de rénine : ce sont les
cellules de la macula densa (voir fig. 6.9), sensibles a la variation du taux du
Na intratubulaire, qui constitueraient des osmo-récepteurs. L’inhibition par un
B-bloquant (propanolol) permet de supposer I’existence de B-récepteurs
adrénergiques.

* Le potassium (K+)

Bien que I’ion K* ne soit pas un stimulus physiologique, les cellules de la zone
glomérulaire sont tres sensibles in vitro a ses variations, pour des concentrations
allant de 3 a 10 mM. La sécrétion d’aldostérone varie dans le méme sens que la
kaliémie. Le potassium agirait directement sur la phase initiale de la biosynthese
de I’aldostérone, ainsi que sur la 11 B-hydroxylase. Si I’apport alimentaire varie
de 60 a 0 mEq Na/jour, on observe une élévation importante de I’aldostéronurie.
Pour un apport alimentaire > 60 mEq Na/jour, 1’aldostéronurie est basse et stable
(5 a8 ug/jour). Le taux de Na* sanguin n’agirait que par voie indirecte.

Le K+ augmenté (ou le Na* diminué) provoque une augmentation de la sécrétion
d’aldostérone. Le K+ diminué (ou le Na* augmenté) provoque une diminution de
la sécrétion d’aldostérone. Comme I’aldostérone entraine une rétention sodique et
une fuite potassique, on voit que les taux du Na* et du K+ sanguins ont un effet
de rétro-controle sur la sécrétion d’aldostérone.

Le mécanisme est mal connu :

— I’élévation du K+, en dépolarisant la membrane, permet aux canaux ioniques
dépendants du voltage de s’ouvrir, entrainant une augmentation de la concen-
tration intracellulaire du calcium,

— mais le Nat agit surtout par action indirecte, les changements de concentration
du sodium entrainent, dans les espaces extracellulaires, des variations du
facteur volémique.
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¢ La volémie

La baisse de la volémie par hémorragie, hémoconcentration... entraine une aug-
mentation de la sécrétion d’aldostérone. Ce mécanisme est relativement indé-
pendant de la concentration en K et si, éventuellement, ces deux facteurs varient en
sens inverse, la régulation des électrolytes sera sacrifiée a celle des volumes. Par
exemple, une surcharge hydrique (+ ADH, pour stabiliser cette surcharge)
provoque, malgré la baisse de la natrémie, une diminution de la sécrétion
d’aldostérone. Les récepteurs de la volémie sont localisés dans 1’ oreillette droite, la
veine cave inférieure et la jonction thyrocarotidienne. L’influx est transmis au
systeme nerveux central par les X (pneumogastriques).

 L’ACTH

Chez le rat, I’ACTH est in vitro le plus puissant sécrétagogue connu. Mais, chez
I’homme, I’hypophysectomie réduit seulement de 10 a 20% la sécrétion
d’aldostérone.

¢ Le facteur natriurétique atrial (atrial natriuretic factor ou ANF)

Il diminue la sécrétion d’aldostérone induite par I’ ACTH ou I’angiotensine II. Cet
effet serait assuré a la fois par une phosphodiestérase sensible au GMPc et par une
action directe sur les canaux calciques.

Régulation paracrine (Gallo-Payet, 1993)

Les catécholamines de la médullo-surrénale stimulent la sécrétion d’aldostérone en
empruntant la voie de I’AMPc. Dans les situations de stress, certains peptides ou
neurotransmetteurs agissent sur la sécrétion d’aldostérone (aussi bien que sur celle du
cortisol), soit en la stimulant (acétylcholine, VIP, enképhalines...) via une augmenta-
tion d’AMPc, soit en I’inhibant (neuropeptide Y, somatostatine) via une protéine de
type Gi (fig. 6.11).

Parmi les principaux facteurs susceptibles d’agir sur la sécrétion d’aldostérone : le
facteur de croissance plaquettaire (PDGF), la sérotonine, les endothélines de types II
et III, le facteur de nécrose tumorale (TNF).

Cette régulation est favorisée par la présence de rayons médullaires qui mettent en
contact étroit cellules chromaffines et cellules corticales de la superficie a la
profondeur du cortex, permettant ainsi une modulation des niveaux de sécrétion des
stéroides des zones corticales.

Régulation autocrine

La zone glomérulaire contient tous les composants du systeme rénine-angiotensine.
La production locale d’angiotensine II serait méme suffisante pour contrdler la
sécrétion d’aldostérone.

Les facteurs de croissance FGF et TGFp, identifiés dans les cellules corticales et dans
la médulla, peuvent agir a la fois de fagon paracrine et autocrine.
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Figure 6.11 - Les principaux facteurs agissant sur la sécrétion d’aldostérone
(d’aprés Gallo-Payet, 1993)
ACTH : hormone corticotrope ; ANF : facteur natriurétique atrial ; CRF : facteur de libé-
ration de I’hormone corticotrope ; CS : corticostatine ; EGF : facteur de croissance épider-
mique ; IGF : facteur de croissance insulinique ; K* : ion potassium ; LPH : hormone
lipotrophique ; MSH : hormone mélanotrope ; TGF : facteur de croissance transformant ;
VIP : peptide intestinal vaso-actif.

2.5. CORRELATIONS DE L’ACTIVITE CORTICOSURRENALIENNE

2.5.1. Cortex surrénal et thyroide

L’administration de thyroxine chez le rat provoque une hyperactivité corticosurréna-
lienne (augmentation des hydroxylations) et un effet stimulateur direct sur la capacité
de liaison transcortine-corticostérone.

2.5.2. Cortex surrénal et hormones sexuelles

La testostérone diminue directement la capacité de liaison transcortine-corticostérone.
L’cestradiol et la progestérone ont un effet stimulateur, mais médié par 1’axe
hypophyso-thyroidien (Labrie et coll., 1966).

2.5.3. ADH et aldostérone

L’impact de I’aldostérone sur le néphron (en un segment qui précede celui ou a lieu
I’action de I’ADH) favorise 1’élévation de natrémie et, par conséquent, stimule la
libération et I’action de I’ADH : I’aldostérone “fait le lit” de I’ ADH.

Du point de vue de la régulation de I’équilibre hydrique, ces deux hormones sont
stimulées ou inhibées conjointement lors d’une variation de la volémie. Leur sécrétion
a toutes deux sera par exemple stimulée lors d’une hémorragie.

En revanche, leur réponse differe lors d’une variation de la natrémie. La déshydra-
tation, qui entraine une élévation de la natrémie, stimule la sécrétion d’ ADH et inhibe
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celle de I’aldostérone (mais I’hypovolémie qui lui est associée dans cette situation
stimulera la sécrétion d’aldostérone et d’ADH, donc deux effets antagonistes pour
I’aldostérone qui variera peu, et au contraire deux effets synergiques pour I’ADH qui
sera I’hormone essentielle de régulation lors de cette variation physiologique).

L’ADH exerce également une action directe sur la sécrétion d’aldostérone. Cette
action se manifeste apres liaison avec des récepteurs de type Vla, suivant un méca-
nisme mettant en jeu I’IP3. L’action exercée peut é&tre méme endogene, car on a
démontré la présence d’ADH dans des cellules chromaffines situées dans le cortex
(Perraudin et coll., 1993).

3. LA MEDULLO-SURRENALE

3.1. CARACTERES GENERAUX

La médullo-surrénale du Mammifere, les cellules phéochromes de 1’Oiseau, les
organes chromaffines des Vertébrés inférieurs correspondent a une méme origine et
une méme différenciation neurosécrétrice de cellules qui sont 1’équivalent des cellules
post-ganglionnaires du systeme orthosympathique.

La glande médullo-surrénale contient deux types de cellules qui sécretent 1’un
I’adrénaline, 1’autre la noradrénaline. La proportion de ces deux hormones sécrétées
varie selon 1’espece (20% de noradrénaline chez I’homme), et au sein de la méme
espece en fonction de 1’age (la proportion d’adrénaline augmente avec 1’age) et de la
nature du stimulus sécrétoire.

3.2. DONNEES ANATOMO-CLINIQUES ET EXPERIMENTALES

3.2.1. L’hyperfonctionnement
Il est a I’origine d’une hypertension artérielle (HTA) paroxystique.

Il est caractérisé par :

* des crises paroxystiques d’HTA avec, au début, aucun trouble tensionnel entre les
crises,

* et ’évolution lente vers I’insuffisance rénale et cardiaque.

Ce syndrome est provoqué par une tumeur de la médullo-surrénale (phéochromo-
cytome). L’ablation de cette tumeur amene la guérison.
3.2.2. La médullo-surrénalectomie

Méme complétée d’une sympathectomie, elle entraine peu de troubles :
* lacroissance et la gestation sont normales ;
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* il n’y a pas de retentissement circulatoire : ni bradycardie, ni hypotension. Mais
les possibilités d’adaptation a une variation brutale, exogeéne (froid, hémorragie)
ou endogene (diminution de la glycémie, diminution de la pression artérielle) sont
limitées.

3.2.3. Les injections d’hormones ou d’analogues hormonaux
Elle ont précisé I’action des deux hormones de 1la médullo-surrénale.

» La substance était testée sur des organes isolés et perfusés.

On observe surtout :

— le relachement de I’intestin de lapin ou du ccecum rectal isolé du coq (sensible
de 100 2 200 ng) ;

— laccélération du rythme du ceeur isolé de grenouille ou de crapaud ;

— la dilatation de la pupille (mydriase) de I’ceil énucléé de grenouille ou de
crapaud ;

— la contraction de la membrane nyctitante du chat ;

— la vaso-constriction de 1’oreille énervée du lapin, qui est sensible a 10 pg
(10-11 g).

* Du sang prélevé par cathétérisme d’une veine surrénale ou un analogue hormonal
peuvent aussi étre injectés a un animal “réactif”. Les deux pneumogastriques sont
coupés afin de supprimer une éventuelle réponse vagale. On obtient (fig. 6.12) :

— de I’hypertension par vaso-constriction ;

— une accélération cardiaque ;

— ladilatation des bronches et un ralentissement du rythme respiratoire ;
— une inhibition intestinale ;

— de la dilatation pupillaire (mydriase)

— et aussi, une hyperglycémie par glycogénolyse hépatique.

Le sang efférent de la veine médullo-surrénale est hypertenseur et possede les
mémes propriétés qu’une solution de 0,1 a 1 ug d’adrénaline/kg/min en
injection intraveineuse continue.

3.3. BIOSYNTHESE ET DEGRADATION DES CATECHOLAMINES
3.3.1. La biosynthese

Elle s’effectue a partir de I’un des acides aminés essentiels, la phénylalanine (voir
fig. 6.13.a). La phénylalanine est hydroxylée en tyronine (précurseur des hormones
thyroidiennes), qui est oxydée dans le foie (réaction non-réversible) sous 1’effet d’une
tyrosine-hydroxylase en dihydroxyphénylalanine ou DOPA. La DOPA est décarbo-
xylée en noradrénaline (NA) qui sera le terme ultime de la biosyntheése dans certaines
cellules de la médullo-surrénale. Dans d’autres cellules, une enzyme supplémentaire,
la N-méthyl-transférase, transforme la noradrénaline en adrénaline (A).
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Figure 6.12 - Effets de I’adrénaline chez le chien

Adrénaline et noradrénaline sont des catécholamines 9. Les catécholamines fonction-
nent comme inhibiteurs allostériques de leur synthese a 1’étape tyrosine-hydroxylase.
Au total, environ 6 a 10 mg de catécholamines sont sécrétées, dans les conditions
basales, par I’organisme humain chaque jour.

La valeur normale dans le plasma (sujette a de fortes fluctuations) est :

e pour A : d’environ 0,5 ug/l1;

e pourlaNA : d’environ 3 a5 ug/l. Le dosage n’en est que tres rarement pratiqué.
Le taux d’élimination urinaire serait chez 1’homme :

e de 11,5 mg/24 h pour I’adrénaline ;

* de 29 mg/24 h pour la noradrénaline. Dosage en fait variable selon les méthodes.

Apres surrénalectomie totale bilatérale, le taux de la noradrénaline urinaire est peu
modifié. Celui de I’adrénaline est tres abaissé : 1’origine essentielle de 1’adrénaline est
bien la médullo-surrénale. La noradrénaline médullo-surrénalienne ne représente
qu’environ 10% de la sécrétion de cette hormone dans I’ organisme 10.

9 On regroupe sous le terme de catécholamines des substances dérivées du noyau catéchol
(1,2-déhydroxybenzene).

10 Les nerfs adrénergiques (neurones post-ganglionnaires du systeme orthosympathique)
liberent essentiellement de la noradrénaline.
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3.3.2. La dégradation

Elle est tres rapide. La demi-vie de I’adrénaline exogene administrée par voie I.V. est
de 102 20 s.

Ce qu’on retrouve dans les urines, sous forme libre ou sulfo- ou glucurono-
conjuguée ne correspond qu’a :

e 2.3% de I’adrénaline, et

e 3,8% de la noradrénaline.

Le reste est catabolisé en au moins deux étapes (fig. 6.13.b) :

* essentiellement une 3-oxométhylation sous I’effet d’une catéchol-O-méthyl-
transférase 1! (COMT) qui transforme :

— I’A en métanéphrine (3-oxy-méthyl-adrénaline) ou métadrénaline ;
— la NA en normétanéphrine ou normétadrénaline ; leur taux urinaire est de 10-
50 pg/jour, variable selon les méthodes.

* et une désamination oxydative, sous l’effet d’'une mono-amine-oxydase
(MAO 12). C’est une étape lente. Les deux étapes aboutissent a I’excrétion, par les
urines, d’acide 3-méthoxy-4-hydroxymandélique ou acide vanilmandélique
(VMA). Son dosage (2-6 mg/jour) est un critere peu fiable.

La méthylation survient avant ou apres la désamination oxydative. Les inhibiteurs de
la mono-amine-oxydase (IMAO) ne pourront donc pas empécher la dégradation des
catécholamines, qui seront de toute facon inactivées par O-méthylation. En revanche,
ils empéchent le catabolisme de la sérotonine cérébrale.

Les catécholamines circulant dans le sang (A, NA) ou libérées au niveau des
synapses du systéme nerveux central (NA) sont susceptibles d’€tre recaptées par les
cellules, pour y étre soit stockées (captation de type I), soit dégradées (captation de
type ID).

La captation de type I concerne les neurones adrénergiques du SNC et du systeme
nerveux végétatif. Elle a pour rdle d’interrompre la stimulation adrénergique, faute
d’une activité enzymatique extracellulaire analogue a 1’acétylcholinestérase pour
I’acétylcholine. Ses inhibiteurs (cocaine...) potentialisent les stimulations nerveuses.

La captation de type II concerne le transport des catécholamines dans les tissus
périphériques extraneuronaux (muscles lisses, cceur...). Elle conduit a une
dégradation intracellulaire rapide et est inhibée par la métadrénaline, nor-
métadrénaline, certains stéroides ... Elle permet I’interruption de 1’action de la NA
dans les tissus périphériques.

11 La COMT (PM 24 000), présente dans le cytosol de rein, de foie, transforme principalement
les catécholamines circulantes en métadrénaline. La normétadrénaline ne provient que de
la NA neuronale libérée par le neurone sans avoir été recaptée.

12 La MAO (PM 290 000) controle le stockage de la NA dans les terminaisons nerveuses. Elle
est inhibée par un dérivé de I'hydrazine, l'isoproniazide.
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3.4. ACTION DES CATECHOLAMINES
3.4.1. Récepteurs adrénergiques o et 3 (Ahlquist, 1948)

Leur action repose sur I’efficacité relative de différents sympathomimétiques et inhi-
biteurs. La plupart des réponses physiologiques peuvent étre divisées en deux
catégories :

o Effets de type o : L’adrénaline est le composé le plus efficace et I’isoprénaline
(substance de synthese) le moins efficace. Agonistes : la noradrénaline et la
phényléphrine. Antagoniste (0-bloquant) : la phentolamine. Ces effets sont :

— la constriction des vaisseaux sanguins et 1’élévation de la PA ;
— la contraction de I'utérus et de la vessie ;
— l'augmentation de la libération de 1’acétylcholine des muscles squelettiques.

On distingue deux sous-types principaux de récepteurs o :

— ol, uniquement post-synaptique, pour les fibres musculaires lisses ;

— 02, a la fois post- et pré-synaptique (inhibiteur), pour le systéme nerveux
central.

L’activation des récepteurs ol induit la synthese de DAG et d’IP3, tandis que

I’activation des récepteurs 02 provoque une action inhibitrice de I’ AMPc.

» Effets de type 3 : L’isoprotérénol (agoniste de synthése) est le plus efficace et la
noradrénaline la moins efficace. Agoniste : 1’adrénaline. Antagoniste (B-bloquant) :
le propanolol. Les effets de I’activation des récepteurs [3 sont :

— auniveau du cceur :
- une augmentation de la force de contraction cardiaque (effet inotrope +) ;
- une augmentation de la fréquence cardiaque. C’est une tachycardie (effet

chronotrope +) d’out augmentation du débit cardiaque ; on note également :

- un effet bathmotrope + (augmentation de 1I’excitabilité cardiaque) ;
- un effet dromotrope + (augmentation de la conductibilité cardiaque).

— au niveau des vaisseaux : une vaso-dilatation (VD) ;

— sur le systeme respiratoire : une broncho-dilatation (BD) ;

— sur les muscles lisses : une relaxation de I’utérus et de la vessie, la dilatation
des sphincters intestinaux ;

— sur les muscles squelettiques : une augmentation de la glycogénolyse ;

— sur le tissu adipeux : une augmentation de la lipolyse.

On distingue trois sous-types de récepteurs [3 :

— B1, impliqué dans la stimulation cardiaque et la lipolyse ;

— P2, responsable de la broncho-dilatation, de la relaxation des muscles lisses et
de la glycogénolyse ;

— B3, présent sur les adipocytes, le colon et la vésicule biliaire chez I’homme, et
impliqué dans le métabolisme lipidique.

N

La structure des récepteurs adrénergiques est du type a sept domaines trans-
membranaires (voir fig. 6.14). La figure 6.15 décrit de facon détaillée la liaison de la
noradrénaline a un récepteur [33.
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Intracellulaire

Figure 6.14 - Topologie membranaire des récepteurs pB-adrénergiques
(d’aprés Emorine et Strosberg, 1993)
La noradrénaline est représentée dans le site de liaison du récepteur. Celui-ci forme une
poche membranaire délimitée par les sept domaines hydrophobes en hélice o (cylindres

marqués de 1 a 7), traversant la bicouche lipidique. Les régions intra- (i1 a i4) et
extracellulaires (el a e4) sont indiquées, ainsi que le pont disulfure (-S-S-) essentiel a
I’activité des récepteurs et qui relie e2 a e3. Les sucres greffés dans la partie N-terminale
(el) sur les sites de N-glycosylation sont indiqués par le signe Y.

Le mécanisme d’action, établi par Sutherland (Sutherland et Rall, 1960), est un
mécanisme de transduction mettant en jeu I’AMPc, second messager, responsable de
tous les effets § des catécholamines par activation de la protéine kinase A (PKA). Il y
a activation des phosphorylases musculaire et hépatique, de la lipase du tissu adipeux
et inactivation de la glycogene-synthétase.

3.4.2. Action de I’adrénaline

Elle se manifeste a la fois par des effets sympathomimétiques et des effets méta-

boliques qui lui sont spécifiques :

* sur le ceeur, ces effets sont dus a une fixation sur des récepteurs § d’ou tachy-
cardie, augmentation de la puissance des systoles et augmentation du débit
cardiaque. La tachycardie s’observe sur le cceur isolé, ou chez 1’animal vagoto-
misé. Il y a bradycardie réflexe chez 1’animal normal ;



250 ENDOCRINOLOGIE ET COMMUNICATIONS CELLULAIRES

Figure 6.15 - Schéma de la liaison de la noradrénaline

au récepteur p3-adrénergique humain (d’aprés Emorine et Strosberg, 1993)
L’hormone interagit avec des résidus des domaines transmembranaires tm3 (liaison
électrostatique entre le groupe -COO- de I'’Asp 117 et le groupe aminé des catéchol-
amines), tm4 (pont d’hydrogéne entre les groupes -OH de la Ser 169 et de la chaine
éthanolamine du ligand), tm5 (ponts d’hydrogéne entre les -OH des Ser 209 et Ser 212 et
ceux du noyau catéchol), tmé6 (Phe 309 dont le noyau aromatique interagit avec le noyau
catéchol). Notons que le groupe -OH de la Tyr 336 de tm7 peut former un pont
d’hydrogéne avec celui de I’Asp 83 de tm2, jouant certainement un réle crucial dans la
transmission du signal de liaison a la protéine Gs.

* sur les vaisseaux : I’action diffeére selon les territoires. Elle s’explique par une
répartition quantitative différente des récepteurs o et § du muscle lisse vasculaire.
Il y a redistribution vasculaire des aires cutanées (paleur) et splanchniques vers les
muscles et le ceeur. Il n’y a donc pas de vaso-constriction généralisée. Ces effets
constituent une excellente adaptation a I’effort ;

* sur la musculature lisse :
— broncho-dilatation,
— inhibition du tonus et du péristaltisme intestinaux, avec spasme des sphincters,
— mydriase et contraction de la membrane nyctitante du chat ;

* spléno-contraction ;
e augmentation de la diurése ;

* et enfin, action directe sur le SNC, en particulier stimulation de I’hypothalamus
avec sécrétion d’ACTH hypophysaire, réalisant un état de stress. L’injection
d’adrénaline provoque un sentiment immédiat d’anxiété ;
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* sur le métabolisme (a des doses inférieures a celles nécessaires pour observer les
effets précédents), 1’adrénaline provoque de I’hyperglycémie par glycogénolyse
hépatique. Le glycogene est dégradé dans le foie par une phosphorylase, puis une
glucose-6-phosphatase qui aboutit a du glucose d’ou élévation de la glycémie. 11
n’y a pas de glucose-6-phosphatase dans le muscle ou le glycogéne donne du
glucose-6-phosphate puis du fructose 6 P, et enfin de 1’acide lactique qui peut étre
utilisé par le foie pour redonner du glycogene.

3.4.3. Action de la noradrénaline

* Elle se manisfeste essentiellement sur 1’appareil cardio-vasculaire (elle agit
préférentiellement sur les récepteurs o). Elle est peu efficace sur le fonction-
nement cardiaque. En revanche, elle provoque une vaso-constriction généralisée
(aI’exception des coronaires), d’ou de 1I’hypertension.

* Elle ne provoque pas de sentiment d’anxiété.
* Les autres effets sont moins accusés, en particulier les effets métaboliques.

En résumé, ces deux hormones provoquent de I’hypertension. Mais seule 1’adréna-
line a une action métabolique sensible. La noradrénaline, médiateur des nerfs adréner-
giques, intervient essentiellement dans la régulation de la pression artérielle. L’adréna-
line est I’hormone de 1’adaptation a I’effort, au froid et au stress en général 13.

3.5. REGULATION DE L’ACTIVITE DE LA MEDULLO-SURRENALE

La médullo-surrénale est la seule glande endocrine dont la commande essentielle soit
nerveuse.

3.5.1. Les centres nerveux adrénalino-sécréteurs
et leurs voies efférentes

Les principaux centres sont bulbaires, localisés dans le plancher du 4¢ ventricule.
* leur excitation entraine une décharge des catécholamines ;
* leur cocainisation provoque une réduction de la sécrétion médullo-surrénalienne.

Mais il existe aussi un contrdle au niveau hypothalamique et médullaire (entre D1 et
D3). Les voies efférentes suivent le trajet des racines antérieures, de D4 a L1, elles
constituent les nerfs grands splanchniques et accessoirement petits splanchniques.
Elles n’ont pas de synapse, il s’agit de neurones préganglionnaires cholinergiques.
Leur action est intensifiée par 1’ésérine (anticholinestérasique).

13 Suite a une agression par exemple psychologique, il faudra distinguer deux types de
réactions possibles (voir "Le singe nu" de D. Morris, 1970) :
— la peur, ou prédomine la réaction vagale (parasympathique) avec hypotension,
reldichement des sphincters..., peu propice a la défense ;
— la colere, ol prédomine la réaction orthosympathique, avec augmentation du débit
cardiaque, de la tension artérielle, de la glycémie, favorable a I'attaque ou a la fuite.
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La régulation exercée par la médullo-surrénale revét trois caracteres ; elle peut étre :
nerveuse, humorale ou intercentrale.

3.5.2. La régulation nerveuse réflexe

Un exemple de cette régulation nerveuse est la régulation de la pression artérielle
(PA). La réponse de la médullo-surrénale aux variations de la PA n’est pas une
réponse directe. Ces variations agissent au niveau de baro-récepteurs aortiques et
sinu-carotidiens. La réponse humorale, tardive, suit la réponse nerveuse.

3.5.3. La régulation humorale
Elle se manifeste a propos de deux facteurs :

e T’adrénalinémie. L’adrénaline en exces (en injection I.V. par exemple) freine sa
propre sécrétion par deux mécanismes :
— indirect : ’hypertension provoquée par la vaso-constriction agit sur les récep-
teurs baro-sensibles (inhibiteurs) aortiques et sinu-carotidiens ;
— direct, par action chimique sur les récepteurs chémo-sensibles.

* la glycémie. Une diminution de la glycémie est percue par les neurones hypothala-
miques, qui sont tres sensibles a ce stimulus. L’insuline (qui est la seule hormone
hypoglycémiante) provoque une décharge médullo-surrénalienne de catéchola-
mines. Elle est utilisée comme test de réactivité de I’axe hypothalamique.

4. REGULATION DE LA NATREMIE

Pour maintenir constant le taux du sodium plasmatique, I’organisme fait appel a des
mécanismes régulateurs extrémement précis. Ainsi, lorsque le taux de sodium de
I’organisme est insuffisant, le rein, sous I’effet de I’angiotensine II et de I’aldostérone,
retient le sel, et 'empéche de passer dans les urines. L’aldostérone constitue un
mécanisme protecteur, protégeant le capital sodé. Au contraire, lorsque le taux du
sodium plasmatique augmente, le rein, soumis a I’action de I’ ADH, empéche 1’eau de
s’échapper dans les urines, ce qui permet le maintien d’une concentration saline
convenable dans le milieu intérieur. Mais, lors d’une expansion sodée aigué ou
chronique, tout le ceeur sécrete I’ ANF (voir chap. 9, § 4) qui détermine une natriurese
massive et immédiate.

5. LE STRESS

Le syndrome général d’adaptation, au sens de H. Selye (1936), est I’ensemble des
réactions de I’organisme a des stimulus trés divers, non-spécifiques, mais dont le
caractere nociceptif (au sens large) conduit & une perturbation de I’homéostasie.
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Le stress est ’ensemble complexe de ces stimulus et des réactions en principe
non-spécifiques auxquels ils donnent naissance.

5.1. LES AGENTS STRESSANTS

Cortex cérébral et systeéme limbique sont stimulés lors des émotions. Ils sont reliés
par des faisceaux nerveux a I’hypothalamus qui constitue I’interface entre le systeme
nerveux, les systémes endocrinien et immunitaire. L’hypothalamus possede aussi des
récepteurs multiples, a la température (chaud, froid), a la glycémie, a I’insulinémie, a
la natrémie... et déclenche, lorsqu’il “percoit” un agent stressant, la chaine de
réactions qui va constituer le syndrome général d’adaptation.

Les agents susceptibles de créer un état de stress sont multiples. Ils peuvent étre de
nature thermique (chaleur ou froid), infectieuse (toxines bactériennes), toxique
(venins), anaphylactique (allergie a une piqiire de guépe), traumatique (“crush syn-
drome” ou syndrome d’écrasement, par exemple lors d’un éboulement), chirurgicale
(anesthésie insuffisante ou excessive) ; I’agression peut €tre due aussi a une spoliation
sanguine (hémorragie) ou a une brllure. Elle peut enfin étre psychique (deuil,
émotion intense).

Certains types de stress permettent a I’organisme de mieux affronter I’agression, ce
sont des stress positifs (eustress). D’autres le mettent dans une situation physiolo-
gique défavorable, ce sont des stress négatifs (distress).

En expérimentation animale, on peut utiliser : le stress de contrainte (I’animal est
bloqué a I’intérieur d’un cylindre : “shuttle box”), I'isolement, la concentration, la
nage forcée, les flashs lumineux, les chocs électriques sur la patte, le bruit intense...
(voir sur ce sujet la monographie de Borysenko et Borysenko, 1982).

Contrairement a ce qu’avait exprimé Selye (1975) et a ce que laissent penser les
échelles événementielles, un méme agent stressant peut agir différemment suivant les
individus, ou méme suivant le moment chez le méme individu. On voit apparaitre la
nécessité de la prise en compte de ce que Bonfils (1993), avec d’autres auteurs,

appelle la “personnalité” de 1’individu, dont I'importance est considérable dans le
développement des maladies psychosomatiques.

La stimulation de I’hypothalamus par un agent stressant déclenche le syndrome
général d’adaptation qui évolue suivant deux et éventuellement trois stades.

Le premier stade est a caractere plutdt nerveux, il traduit I’excitation du systeme
nerveux sympathique (libération de noradrénaline, NA) et de la médullo-surrénale
(NA + adrénaline, A). C’est la réaction d’alarme. Le second stade est a caractere
plutot hormonal, il correspond a la libération de facteurs de décharge hypothala-
miques et d’hormones hypophysaires. C’est la phase de résistance, dont les effets
sont plus ou moins durables.
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5.2. LA REACTION D’ALARME (PHASE AIGUE)

Les réactions qui la caractérisent sont immédiates et de courte durée (réponse de type
phasique).

* Il y a augmentation de la fréquence cardiaque (due aux catécholamines NA + A)
et de I’intensité des contractions du muscle cardiaque (due a I’A), d’ou une
augmentation du débit cardiaque qui apporte rapidement et en plus grande quantité
les substances nutritives (glucose...) dont I’organisme (et en particulier les
muscles) a besoin pour répondre a 1’agression.

* Grace aI’A, la distribution de ce sang est favorisée au niveau des muscles et de
I’encéphale (vaso-dilatation, effet 3) au détriment de la peau et des visceres (vaso-
constriction, effet or), sauf pour le cceur et les poumons.

* Le rythme respiratoire s’accélere (A) et les bronches se dilatent (effet 3 de I’A),
favorisant I’apport d’oxygene au ceeur et 1’élimination du CO;.

* La contraction de la rate (A) apporte a I’organisme une quantité supplémentaire de
globules rouges, qui accroit I’apport d’oxygene au coeur et permet une restauration
plus rapide aprés une hémorragie.

» La glycogénolyse hépatique et musculaire, la lipolyse sont stimulées (effet 3 de
I’A), de méme que I’utilisation du glucose par les tissus.

* Le systeme rénine-angiotensine est trés rapidement stimulé, il contribue a
accentuer la vaso-constriction, provoque une épargne sodée et une kaliurie.

¢ Enfin, sous 1’effet de la sécrétion d’adrénaline, 1’individu ressent une anxiété
qui stimule 1’attention. Au total, la réaction d’alarme, dans la plupart des cas, est
une réponse physiologique favorable a 1’adaptation de I’organisme au facteur
stressant. Elle réduit les activités qui ne sont pas essentielles (digestive, urinaire,
reproductive), mais stimule des processus qui concourent a faciliter 1’éveil, la
condition nerveuse, 1’adaptation hémodynamique immédiate et la mobilisation de
stocks énergétiques d’utilisation rapide pour le cceur, les muscles, I’encéphale.

Dans les conditions d’une vie naturelle, ces mécanismes permettront a un animal
sauvage de répondre a un adversaire par le combat ou la fuite. Cette réaction
d’alarme n’est pas toujours aussi opportune pour I’homme dans la vie courante.
Si elle constitue une réponse favorable a une agression infectieuse, elle parait
moins adaptée lorsqu’elle survient a la suite d’une émotion, I’énergie ainsi
brusquement libérée 1’est généralement en pure perte, et si le stress est répété, elle
peut instaurer un état d’élévation du tonus adrénergique vasculaire (fig 6.16)
générateur d’hypertension et d’athérosclérose.

D’autre part, le syndrome ainsi réalisé peut €tre remplacé, chez ’homme, suivant
les circonstances et lors d’une agression psychique, par un syndrome d’exagé-
ration du tonus parasympathique avec une bradycardie qui peut conduire a une
syncope (perte de conscience).
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Figure 6.16 - Réponse au froid (d’aprés Leduc, 1961)
Excrétion urinaire d’adrénaline (A) et de noradrénaline (NA) chez des rats de 170-180 g,
maintenus a 3°C (ligne continue) et a 22°C (ligne pointillée).

Dans d’autres circonstances et par un mécanisme qui fait probablement intervenir
une libération d’histamine, on assiste a une augmentation brutale de la perméa-
bilité capillaire, avec vaso-dilatation périphérique, séquestration de la masse
sanguine a I’extrémité des capillaires et hémoconcentration.

Un stress intense peut dépasser les limites d’adaptation de I’organisme et entrainer
la mort de I’individu. Si I’individu a pu franchir I’étape critique de I’alarme, il
entre dans la deuxiéme phase qui est la phase de résistance. Cette réponse est de
type tonique.

5.3. LA PHASE DE RESISTANCE (PHASE SUBAIGUE OU CHRONIQUE)

Elle met en jeu, sous I’effet de la stimulation de 1I’hypothalamus, la libération de
nombreux peptides hypotalamiques CRH, GRH, TRH, ADH, ce qui entraine aussi la
sécrétion d’ACTH, de GH, de TSH, de prolactine et de nombreux opiacés.

En fait, le schéma de Selye, impliquant le seul complexe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien, était d’une simplicité cadrant mal avec la complexité des phénomenes
biologiques. Devant la variété de stratégies nécessaires pour répondre a I’extréme
diversité de I’environnement, il eut été étonnant que 1’organisme n’ait adopté qu’une
seule modalité réactionnelle pour répondre au probleme de la survie de I’individu et, a
travers lui, de I’espece.

Bien avant I’identification de la CRH, on distinguait déja deux types de stress :

* le stress dit “systémique”, qui se produit méme si I’hypothalamus est complete-
ment déconnecté du restant du cerveau. En fait, il met en jeu le systéme ortho-
sympathique et regroupe certains des éléments de la réaction d’alarme ;

* lestress “neurotrope”, comme celui qui suit une immobilisation forcée (contrainte)
ou un choc électrique douloureux et dans lequel on observe la réaction d’alarme et
la réponse hypothalamo-hypophysaire, caractéristique de la phase de résistance.
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Quels sont les peptides hypothalamiques et les hormones hypophysaires libérés sous
I’effet de la stimulation nerveuse de 1’hypothalamus ?

5.3.1. La décharge d’ACTH et de glucocorticoides

La décharge d’ACTH, caractéristique du stress 14 (fig. 6.17.a) qui est dépendant de la
libération de la corticolibérine (CRH) hypothalamique, stimule la libération d’hor-
mones glucocorticoides (fig. 6.17.b) dont I’effet va maintenir, en les relayant, certains
des effets métaboliques des hormones médullo-surrénaliennes.
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Figure 6.17 - Réponse sécrétoire de I’ACTH et de la corticostérone
lors d’un stress aigu chez le rat (choc électrique sur la patte), simple (TS)
ou répété (TS-TS), par rapport a un controle (C) (d’aprés Orr et coll., 1990)

Les hormones glucocorticoides stimulent la néoglucogenese, en accélérant le catabo-
lisme des protéines et la conversion des acides aminés en glucose. Ainsi, I’organisme
bénéficie-t-il d’un apport constant en molécules de glucose, apres que les réserves
immédiates en glycogene, dégradées sous I’effet de 1’adrénaline, aient été utilisées et
voit ses réserves énergétiques reconstituées sous I’effet des glucocorticoides.

L’élévation du taux du cortisol est proportionnelle a la gravité du stress. Ceci est
exact lorsque I'intensité de I’agent stressant est modérée. Cela ne I’est plus lorsque
I’agent générateur de stress est tres intense, car la sécrétion de glucocorticoides atteint
alors un palier (Kant et coll., 1983). Huhman et coll. (1991) ont démontré, en utilisant
comme agent stressant le choc électrique sur la patte chez le Hamster, que I’ AMP
cyclique constitue un bon index de I’intensité du stress, car la réponse de I’AMPc
plasmatique est proportionnelle a I’intensité du stimulus (fig. 6.18).

L’effet inhibiteur des glucocorticoides sur le tissu conjonctif réduit les phénomenes
inflammatoires qui ont pu accompagner le stress. Mais il réduira aussi les possibilités
de cicatrisation (les blessures guérissent plus lentement lorsque I’état de stress se pro-
longe), ainsi que I'intensité d’une éventuelle réponse immunitaire apres une infection.

14 Le blocage de la CRH par un anticorps limite, sans la supprimer, la réponse de 1'organisme
a l'agression.
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Figure 6.18 - Production d’AMPC en 151
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Toutefois, 1’effet direct (stimulant) de I’ACTH sur les cellules immunitaires com-
pense I’effet inhibiteur des glucocorticoides, de sorte que les défenses immunitaires
sont parfois augmentées dans certains états de stress. Dans d’autres cas, surtout a la
suite de petits stress répétés, ou lorsque la phase de résistance se prolonge, les
défenses immunitaires sont diminuées.

Les glucocorticoides libérés a I’occasion d’un stress agissent aussi sur 1’hippocampe,
qui contient des récepteurs a ces hormones. Dans le stress chronique, il y a diminu-
tion transitoire du nombre de ces récepteurs. Cet effet de rétroaction négative (down-
regulation) a comme résultat de limiter I’amplitude de la réponse a 1’agent stressant.

Un autre résultat de I’action des glucocorticoides sur I’hippocampe est de stimuler les
capacités de mémorisation et de signaler ainsi au cerveau que les circonstances de
I’événement méritent d’étre engrammées. Cette action, qui est démontrée par 1’expéri-
mentation animale (Leshner, 1981), constitue un mécanisme important pour la survie
de I'individu. En effet, elle permet a ’organisme de faire le tri entre ce qui est
important et ce qui ne 1’est pas pour le maintien de son intégrité physique et mentale.

Les glucocorticoides jouent également un role régulateur en diminuant la synthese
ou la libération de nombreux médiateurs cellulaires : médiateurs de 1’inflammation
(prostaglandines), de I'immunité (lymphokines)...

La biosynthese des corticoides nécessite la présence de vitamine C qui fonctionne
comme un catalyseur, d’ou I’intérét de son administration dans un stress qui se
prolonge (grippe, deuil...).

5.3.2. Les minéralocorticoides

Bien que I’ACTH agisse peu sur la sécrétion des hormones minéralocorticoides,
celle-ci sera également augmentée par un mécanisme indirect. La réduction de la
circulation sanguine dans les veines, lors de la réaction d’alarme, stimule la sécrétion
d’aldostérone, d’oll une conservation des ions sodium et une élimination accrue
d’ions hydrogene. La rétention du sodium favorise également la rétention de I’eau,
effet synergique de celui de I’ADH, ce qui maintient une pression artérielle élevée et
compense la fuite liquidienne lors d’une hémorragie 15.

15 Ce mécanisme, associé a l'effet des a-coups de sécrétion répétés de l'adrénaline, explique
la genese de certaines hypertensions.
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5.3.3. L’hormone de croissance

Libérée sous I’effet de la GRH (fig. 6.19 et 6.20), elle apparait comme une autre
hormone caractéristique du stress. Elle contribue, avec les hormones glucocorti-
coides, a un apport accru en molécules de glucose, par stimulation de la néogluco-
genese, a partir de la dégradation des protéines et des lipides.

Elle favorise aussi la reconstitution du stock de glycogene hépatique.
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Figure 6.19 - Réponse a un stress émotif (d’aprés Bayliss et coll., 1968)
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Figure 6.20 - Effet du stress anesthésique chez le rat
(d’aprés Schlach et Reichlin, 1968)
Chacune des lignes correspond & la variation observée chez un sujet d’expérience.

5.3.4. La prolactine

Cette hormone qui prépare ’allaitement chez la femme enceinte, puis entretient la
lactation, est constamment libérée dans le stress, avec une cinétique égale a celle de
I’ACTH (voir fig. 6.21). Son role dans le stress n’est pas clair.

La succion du mamelon par le nouveau-né déclenche une réponse nerveuse au niveau
de I’hypothalamus (sécrétion d’ocytocine, de prolactine...), elle se comporte comme
un “eustress” (voir chap. 4, § 8.3.2).
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par rapport a un controle (C)
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5.3.5. La TSH

Sous I’effet d’une libération éventuelle de la TRH, la décharge de TSH stimule la
sécrétion de T3 et T4 qui augmentent 1’absorption intestinale des glucides et indirec-
tement leur utilisation. Le métabolisme basal, la glycolyse et la lipolyse augmentent.
Des données récentes permettent de considérer qu’il existe un équilibre entre les deux
facteurs hypothalamiques : CRH et TRH, qui conditionne la nature de la réponse
viscérale au stress, particulicrement au niveau de 1’estomac.

Prolactine (ng/ml)
(o)
2

5.3.6. Les endorphines

La stimulation de I’hypothalamus entraine aussi une libération massive, dans le sang
périphérique, de B-endorphines (fig. 6.22) et d’autres peptides dérivés de la pro-opio-
mélanocortine (jusqu’a 10 mg/ml de B-endorphine chez le rat).
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Figure 6.22 - Réponse hormonale a un choc électrique (d’aprés Rossier et coll., 1977)
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Le role de ces B-endorphines dans le stress n’est pas bien connu. On peut penser
qu’elles permettent d’atténuer la douleur présente a la suite de certains traumatismes
stressants (écrasement...). Mais I’injection de B-endorphine par voie intraveineuse
n’a pas d’effet antalgique.

Apres un stress de contention, la B-endorphine mesurable par dosage radioimmun-
ologique au niveau de la substance grise péri-acqueducale chez le rat est diminuée,
aussi bien chez les miles que chez les femelles (Farabollini et coll., 1993), alors
qu’elle ne varie pas dans I’hypothalamus ventral ni dans I’hypophyse. On observe en
méme temps une réduction de la production d’interféron 7y au niveau des splénocytes,
principalement chez les femelles. Cette action sur le systéme immunitaire pourrait étre
sous la dépendance de la B-endorphine.

La libération de ces endorphines hypophysaires s’accompagne d’une libération
d’enképhalines et autres peptides opiacés a partir des cellules chromaffines de la
médullo-surrénale.

5.3.7. L’insulinorésistance

A la lyse protéique, conditionnée par les sécrétions des hormones néoglycogéné-
tiques, s’ajoute une insulinorésistance marquée, par atteinte des récepteurs et effet
antagoniste du glucagon.

La durée de ce stade de résistance est fonction de I’intensité du stress et des capacités
d’adaptation de 1’organisme, en particulier de 1’état fonctionnel du cortex surrénal
dont les réserves en acide ascorbique et en cholestérol diminuent. Nous parvenons
généralement a faire face a une agression et a ses conséquences et 1’organisme revient
a un état physiologique normal. Si les possibilités de 1’organisme sont dépassées, un
stade d’épuisement est atteint.

5.4. LE STADE D’EPUISEMENT

Lorsque les capacités sécrétoires en glucocorticoides sont épuisées, le taux du glucose
s’abaisse, les cellules ne peuvent plus étre nourries convenablement. Du fait des
échanges au niveau du rein qui privilégient la rétention du sodium au détriment des
ions potassium et hydrogene, les cellules perdent des quantités de plus en plus
grandes de potassium. Cet état retentit sur le cceur, les vaisseaux, le rein... et la mort
peut survenir dans un état de collapsus général.

En fait, le concept de réaction “non-spécifique” et stéréotypée en réponse a des sti-
mulus “stressants” multiples est certainement simplificateur et partiellement inexact.
De fait, toutes les réactions de stress ne produisent pas les mémes effets :

* un grand nombre de stimulus liberent plutdt de I’ ACTH ;

* d’autres stimulus libérent en outre de I’ ADH (oligurie émotionnelle) ;

* une hémorragie entraine la libération d’ADH et d’aldostérone ;
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* T’anesthésie a I’éther provoque la sécrétion de prolactine plutdt que d’ACTH ou de
B-endorphines ; mais I’ACTH est tout de méme augmenté. Par exemple, chez le
lapereau 4gé de 5 a 7 semaines (Monnier et Desbals, 1985) :

— le taux normal est de 280 + 30 pg/ml de plasma ;
— apres stress a ’éther : 670 + 60 pg/ml ;
— apres surrénalectomie : 1225 + 85 pg/ml.

5.5. LE STRESS CHRONIQUE

Des expériences de stress “chronique” mettent en évidence des modifications
hormonales différentes de celles, classiques, que nous avons décrites dans les
paragraphes précédents. Cela est d’autant plus intéressant que le stress chronique est
beaucoup plus fréquent que le stress aigu.

Apres une immobilisation chronique (2 h par jour pendant 13 jours) chez le rat méle
Sprague-Dawley, suivant la technique de Kvetnansky et Mikulaj (1970), Armario et
coll. (1993) ont étudié les modifications de la sécrétion de la GH et de la TSH. Ce
type de stress réduit le niveau de base de la GH et de la TSH sériques, et il sensibilise
ces deux hormones, surtout la GH, aux effets d’un stress aigu. D’autre part, le stress
chronique diminue la réponse de la GH et de la TSH aux hormones hypothalamiques,
GRH et TRH respectivement. La méme équipe (Marti et coll., 1993) analyse plus
précisément les variations circadiennes des deux hormones hypophysaires, GH et
TSH (voir fig. 6.23), ainsi que celles de ’ACTH et de la corticostérone (voir
fig. 6.24), chez le rat immobilisé. La sécrétion de I’ACTH n’est pas modifiée (!),
tandis que les taux de la corticostérone sérique sont augmentés. L immobilisation
prolongée diminue les taux de GH et de TSH chez les animaux expérimentés, mais
I’altération du rythme circadien dépend du protocole adopté pour I’immobilisation.

5.6. LA GESTION DU FAIRE FACE (OU COPING)

Le terme de “coping” est un terme de Lazarus et Launier (1978), désignant les
stratégies d’ajustement élaborées par les individus pour rendre tolérable la tension
induite par une situation aversive.

Face a un danger, I’individu a, de facon schématique, trois stratégies de réponse

possibles :

* J’action dans la fuite : se libérer de la situation ; c’est une solution, mais pas
toujours possible 16 ;

* 1’action dans I’attaque : chercher a neutraliser I’agent stressant ; ¢’est une réponse
rarement utilisée dans la vie de 1’étre humain civilisé ;

16 Voir “L’éloge de la fuite” de Henri Laborit, 1976.
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Figure 6.23 - Effet du stress chronique (par immobilisation) sur le
rythme circadien de la TSH et de la GH (d’aprés Marti et coll., 1993)
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Figure 6.24 - Effet du stress chronique (par immobilisation) sur le rythme
circadien de I’ACTH et de la corticostérone (d’aprés Marti et coll., 1993)

* la non-possibilité d’action : dans ce cas, I’individu reste en contact avec 1’agent
stressant et ne s’en libére pas ; Henri Laborit a développé 1’étude de cette
inhibition de I’action (1986).

FUITE €= AGENT STRESSANT —> ATTAQUE

N

INHIBITION DE L’ACTION
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Pour apprécier Iefficacité de la stratégie mise en ceuvre face a ’agression, et plutdt
que d’essayer de mesurer 1’anxiété, la tension, la frustration ou la colere, les

N

psychologues ont cherché a définir le principe commun a ces différents états
émotionnels qui poussent I’individu a réagir et I’ont appelé “activation”. L’activation
est plus faible lorsque la stratégie d’ajustement a la situation est mieux adaptée, et il
est alors possible de quantifier I’efficacité de la stratégie d’ajustement par la réduction

du niveau de I’activation.

Il y a une relation entre motivation et activation et 1’on rejoint la notion d’activation
des neurophysiologistes, qui est corrélée a la notion d’éveil et plus précis€ément au
tonus de la substance réticulée, et de ses faisceaux activateur ascendant (SRAA) et
activateur descendant (SRAD). Un lien bidirectionnel s’établit entre stress et
activation, les hormones du stress sont a la fois dépendantes du niveau d’activation et
responsables de celle-ci !7. Ainsi, ’intensité de I’activation pourra étre mesurée par
les divers indicateurs nerveux ou hormonaux du stress. Il devient alors possible de
quantifier I’efficacité de la gestion du stress.

Les acides gras dans le sang et les stéroides sont des indicateurs de 1’émotion et des
capacités de défense.

Les acides gras constituent des indicateurs tres sensibles de I’émotion. Libérés sous
I’effet de I’adrénaline dans la phase d’alarme, ils sont d’apparition plus précoce que
I’élévation du taux de stéroides (fig. 6.25).
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Figure 6.25 - Variations relatives des acides gras liées a un stress
(conflit entre les parents) chez les parents et les enfants (d’aprés Minuchin, 1979)

17 On retrouve cet aspect bidirectionnel de la relation a propos de 1’émotion. En 1962,
Schachter et Singer ont montré que 1’émotion serait le résultat d’une interaction entre deux
composantes : un éveil non-spécifique di a I’excitation du systéme nerveux sympathique, et
une cognition qui résulte de ce que 1’on attribue la cause de cet éveil a tel ou tel élément
de la situation provocatrice.
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L’élévation de la concentration du cortisol traduira également, mais de fagcon plus
tardive, un état relativement indifférencié de I’activation ou de la participation émo-
tionnelle. Le taux des corticostéroides surrénaliens dans le sang et dans 1’urine
constituera une indication sensible et objective pour la corrélation physiologique d’un
état émotionnel. Des réactions émotionnelles intenses iront de pair avec des
augmentations anormalement élevées de la concentration du cortisol.

Stress psychologique et anxiété influencent également le taux du cholestérol
(fig. 6.26).
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Figure 6.26 - Comparaison des modifications de courte durée du cholestérol sanguin
pendant des interviews neutres ou stressantes (d’aprés Wolff et Goodell, 1968)
Chaque barre correspond a un individu. Les variations de la teneur en cholestérol sont

appréciées a la fin de I'interview d’une heure.

La concentration des corticostéroides ne représente pas seulement une mesure de
I’excitation émotionnelle, elle rend compte aussi des mécanismes de défense psy-
chiques propres a un individu.

Friedman et coll. (1963), dans une étude a long terme réalisée sur des parents
d’enfants leucémiques, ont montré qu’on pouvait répartir ces parents en groupes de
sécrétion stéroidique “élevée”, “moyenne” ou “basse”, ces derniers ayant une forte
tendance au déni et au refoulement. Les parents ayant ces valeurs stéroidiques basses
réagissaient par une diminution encore plus grande de ces valeurs lors d’événements

menacgants ou bouleversants, tandis que les parents présentant des concentrations
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élevées réagissaient par une élévation supplémentaire. On a pu démontrer (Rose et
coll., 1968) qu’on pouvait alors prédire la sécrétion de 17-OH corticostérone d’une
personne se trouvant dans une situation donnée.

5.7. L’INHIBITION DE L’ACTION

Comme I’exprime H. Laborit (1976), chaque individu cherche a se gratifier, ou plus
exactement, par une action sur I’environnement, cherche a satisfaire son équilibre
homéostasique, son bien-€étre, son plaisir. Cette action aboutit en réalité a conserver la
structure complexe de 1’organisme. Conservation de la structure et recherche du
plaisir sont, pour Laborit, indissociables.

5.7.1. Le systeme de la récompense

Les expériences d’autostimulation chez le rat (Olds et Milner, 1954) ont permis de
mettre en évidence un “systeme de la récompense” qui fait intervenir des circuits
correspondant au faisceau médian du télencéphale (“median forebrain bundle” ou
MFB), faisceau qui prend naissance dans “1’aire mésencéphalique limbique” de
Nauta et fournit des branches terminales a I’hypothalamus latéral, a I’aire pré-optique,
I’amygdale, le septum et le néo-cortex (cortex préfrontal). L’influx nerveux peut
parcourir cette formation par voie ascendante (Stein, 1968) ou descendante, et permet
ainsi la coincidence entre I’intention et le résultat de 1’action. Le rat dont le systeme est
ainsi excité, peut appuyer jusqu’a cent fois par minute, ignorant la nourriture, 1’eau et
le sommeil et, s’il a le choix entre deux pédales, I’'une procurant le “plaisir”, I’autre la
nourriture, il se laisse mourir de faim. Un animal plus évolué, comme un singe, se
comporte exactement de la méme facon.

Les voies du MFB mettent en jeu deux neuromédiateurs catécholaminergiques :
dopamine et noradrénaline.

L’anticipation ou la recherche de la récompense, résultant de stimulus ayant été
éprouvés antérieurement comme gratifiants, provoque la facilitation (renforcement
positif) du comportement antérieurement récompensé. Il s’agit 1a d’un apprentissage.

5.7.2. Le systeme de la punition

Inversement, 1’anticipation ou la crainte d’une punition, déja éprouvée comme telle,
provoque la suppression du comportement antérieurement puni.

Ce comportement d’inhibition, qui s’oppose au comportement d’action, a pour
substratum anatomique une formation antagoniste du MFB, le “periventricular
system” ou PVS (Stein, 1968), qui constitue un véritable systeme de la punition (ou
de la non-récompense). Le circuit réalise une connexion entre cortex orbito-frontal,
hippocampe, hypothalamus ventro-médian et la région dorso-médiane du mésencé-
phale. Il entraine un comportement d’évitement.
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On doit a Anokhin (1975) les premieres expériences, chez le rat, sur I’inhibition résul-
tant du non-renforcement par la récompense alimentaire : I’émotion en rapport avec
I’attente alimentaire n’est pas renforcée, I’excitation conditionnée n’entraine pas la
gratification attendue (renforcement négatif). En fait, la punition peut déclencher soit
la fuite ou la lutte, soit I’inhibition. L’inhibition de I’action survient seulement lorsque
la punition ne peut étre évitée par la fuite ou la lutte. Et pour savoir que cet évitement
est impossible, il faut un apprentissage : 1’apprentissage de I’inefficacité de 1’action.

C’est un processus “d’inhibition en tension”, et chez I’homme 1’angoisse ou la
dépression ne serait que 1’impossibilité ou I’inutilité d’agir. Laborit, avec son équipe
(Kuntz et coll., 1974), en apporte la démonstration avec des rats soumis a des
stimulations électriques plantaires au rythme de 10 cycles de 21 s par jour pendant
7 jours consécutifs. Ces animaux qui n’ont ni la possibilité de fuir ni celle de lutter
font une hypertension artérielle stable. Le systéme inhibiteur de 1’activité motrice
(SIA) mis en jeu nécessite un apprentissage donc une mémorisation donc I’inter-
vention des aires limbiques. Laborit montre ensuite que deux systémes doivent
intervenir dans I’inhibition, les systemes cholinergique et sérotoninergique, en mettant
en jeu I’hypothalamus ventro-médian, I’hippocampe dorsal, I’amygdale latérale, le
noyau caudé et certaines aires corticales, en particulier le cortex préfrontal.

Cette inhibition de I’action peut étre a ’origine de la dépression ou de certaines
maladies psychosomatiques.

5.8. STRESS ET DOULEUR

Deux catégories d’arguments lient stress et douleur :

* lalibération des morphines endogenes (au niveau de la glande médullo-surrénale
et de ’hypophyse) en méme temps que celle des hormones du stress ;

* T’apparition d’une analgésie lors de I’exposition aux agents stressants.

De nombreuses expériences étayent cette découverte. Des rats soumis a des chocs

électriques douloureux ou a une immobilisation forcée (stress de contrainte) pré-

sentent une analgésie presque comparable a celle provoquée par la morphine.

5.8.1. Quel rile peut jouer cette analgésie dans le stress ?

Pour Guillemin, les endorphines aident a ignorer la douleur d’une blessure ou d’un
traumatisme. Dantzer (1989) résume ce phénomene en écrivant : “La peur diminue la
douleur”. Un animal attaqué et bless€ par un agresseur ne peut trouver son salut que
dans la fuite et il a besoin pour cela de pouvoir concentrer toute son attention et toutes
ses ressources sur les moyens de faire face a la situation. La douleur (ou la conscience
de la douleur) le priverait d’une partie de ses moyens. La peur ne peut coexister avec
la douleur. Une fois le danger écarté, 1’animal va pouvoir consacrer son activité au
soin de ses blessures. De nombreuses expériences confirment cet antagonisme
fonctionnel entre la peur et la douleur.
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5.8.2. Mais quelle est I’origine de cette analgésie ?
Est-elle bien due a la libération de morphines endogenes ?

Parmi les différents critéres de démonstration, le plus simple est I’utilisation préalable
de produits qui bloquent les récepteurs morphiniques : naloxone ou naltrexone. Elle a
permis de différencier 1’analgésie dite “opioide” (c’est-a-dire provoquée par les
morphines endogenes) de 1’analgésie dite “non-opioide”. Toutefois, certaines formes
d’analgésie opioide ne disparaissent pas apres ablation de I’hypophyse ou de la glande
médullo-surrénale.

Terman et coll. (1984) ont démontré que I’administration d’un choc électrique continu
pendant 3 min provoque une analgésie non-opioide, alors que des chocs électriques
intermittents (quelques secondes toutes les minutes pendant 20 min) déterminent une
analgésie opioide !8 (fig. 6.27).
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Figure 6.27 - Analgésie induite par le stress (d’aprés Terman et coll., 1984)

Des rats sont soumis a des chocs électriques intermittents (Cl) ou a un choc continu (CC).
La latence de la réaction de retrait de la queue a la chaleur est mesurée avant le test
(ligne de base) et a la fin du test. Le prétraitement par un antagoniste des récepteurs
opiacés, la naltrexone, bloque |'analgésie induite par les chocs intermittents, mais pas
celle due au choc continu.

Des expériences faites chez la souris mise en face d’un individu tres agressif ont
démontré que la forme d’analgésie produite dépend de la possibilité d’initiative de la
souris par rapport au danger. Au moment des premicres attaques, lorsque 1’issue du
combat n’est pas encore évidente, la souris présente une analgésie non-opioide.

18 On peut distinguer aussi analgésie hormonale et analgésie nerveuse (ou non-hormonale),
distinction qui ne recoupe pas forcément la précédente.
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Lorsque le danger ne peut plus étre maitrisé, I’analgésie est de type opioide. Le sujet
s’est alors replié sur lui-méme, en posture de soumission. Au contraire, la souris
attaquante développe une hyperalgie.

L’analgésie non-opioide apparait aussi lorsqu’en face d’un danger, I’animal conserve
de nombreuses options de réponse possibles. On retrouve la théorie de Fanselow
(1985) pour qui une peur modérée est accompagnée d’une analgésie non-opioide,
alors qu’une peur panique développe une analgésie opioide (fig. 6.28).

12 | 1

Latence de Iéchage
(min)

Cage Placebo Naltrexone
neutre —_—

Odeur de stress

Figure 6.28 - Analgésie induite par la peur (d’aprés Fanselow, 1985)

La peur inhibe les comportements motivés par la douleur. Des rats ayant regu une injection
de formol dilué dans la patte sont placés dans une cage neutre ou dans une cage
imprégnée de I'odeur d’un congénére exposé a des chocs électriques. Ce dernier dégage
une odeur de stress qui est stressante pour ses congénéres. Dans ce dernier cas, on
observe une augmentation importante de la latence de léchage de la patte. Ce
phénoméne est dd a la libération d’opioides endogénes puisqu’il est bloqué par I’injection
préalable de naltrexone.

5.9. PSYCHO-NEUROCARDIOLOGIE : LE CEUR ET LE STRESS

Le cceur est a la fois sous le contrdle du systéme nerveux central, via I’innervation du
nerf vague, et sous le contrdle du systeme sympathique, a partir des noyaux paraven-
triculaires de I’hypothalamus (Natelson, 1985).

Les déces d’origine cardiaque sont fréquemment dus a une fibrillation ventriculaire.
Elle peut étre déclenchée par un épisode d’ischémie aigué (infarctus du myocarde), ou
survenir lors de poussées hypertensives ou d’augmentation du tonus sympathique
(Meredith et coll., 1991). Plusieurs études ont montré 1’existence d’un lien spécifique
entre un stress émotionnel (générateur de décharges de catécholamines : adrénaline et
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noradrénaline) 19 et la survenue d’une tachycardie (Dimsdale et Moss, 1980) ou
d’une fibrillation ventriculaire (Fricchione et Vlay, 1986 ; Reich et coll., 1981 ; Follick
et coll., 1988). L’ischémie cardiaque elle-méme peut étre provoquée par des stress
psychologiques (le fait de parler en public ou les tensions de la vie quotidienne)
(Deanfield et coll., 1984). On peut donc mourir d’émotion. Inversement, on a pu
obtenir une diminution des arythmies ventriculaires par la psychothérapie, la
relaxation ou apres placebo.

5.10. LES PROTEINES DU STRESS

Au départ considérées comme des protéines de “choc thermique” (hsp ou heat shock
protéins), car elles avaient été décelées dans des cellules de drosophiles oubliées sur
un radiateur, il s’agit en fait de protéines fondamentales pour la vie cellulaire qui ont
été conservées au cours de 1I’évolution. Il en existe plusieurs familles, de poids molé-
culaires divers : hsp 110, hsp 90, hsp 70, hsp 60, hsp 20... Elles ont comme fonction
essentielle de mettre en place, de maintenir ou de protéger la structure dans 1’espace
des autres protéines de la cellule, structure qui conditionne leur fonction 20,

Les protéines du stress s’associent a d’autres protéines ayant perdu (par dénaturation),
ou n’ayant pas encore acquis (par biosynthese) leur conformation tridimensionnelle.
La finalité de cette association est de prévenir I’agrégation des protéines altérées,
éliminer les protéines anormales reconnues comme étrangeres, participer au transfert
des protéines du cytoplasme vers la membrane plasmique ou les organites cellulaires.
Elles constituent en quelque sorte des “chaperons moléculaires” (fig. 6.29). Les pro-
téines hsp 70 se fixent sur les protéines totalement dénaturées, tandis que celles de la
famille hsp 60 se fixent sur les protéines partiellement repliées (“molten” globules).

Lorsque la cellule subit un stress, par exemple un choc thermique, la cellule se “fige”,
la fabrication des protéines est ralentie a 1’exception des protéines hsp dont la syntheése
est accélérée. Les autres protéines sont dénaturées par le choc qui fait apparaitre en
surface leur zone hydrophobe, d’ou la tendance a former des agrégats qui peuvent
conduire a la mort de la cellule. Les protéines hsp 70 interviennent d’abord en
masquant cette zone hydrophobe et permettent ensuite a la protéine de reprendre sa
structure d’origine.

Le récepteur des glucocorticoides est complexé aux protéines hsp 90 et hsp 70 dans le
noyau, les protéines cytoplasmiques se lient a I’hsc (heat shock cognate protein de

19 Ces catécholamines peuvent favoriser 1’ischémie cardiaque et donc le risque d’arythmie par
leur effet vaso-constricteur et leur action sur 1’adhésivité plaquettaire (qui augmente le
risque thrombogene : formation d’un caillot a I’intérieur du vaisseau).

20 L’importance du repliement correct de la protéine apparait dans la maladie de Creutzfeldt-
Jacob (voir chap. 3, § 7.1), dans laquelle certaines protéines particulieres, les prions,
présentent une conformation déformée par rapport a ceux qui interviennent dans les
cerveaux sains.
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70 kDa) au cours de leur synthese, et a I’hsp 70 en cas de dénaturation. Pour Baulieu,
la protéine hsp 90 serait liée de fagon réversible avec le récepteur des androgenes et
marquerait la région liant I’ ADN (Baulieu, 1990).

ARN messager . L
) Protéine repliée
Ribosome

Chaperon de classe I

’ Chaperons de classe | éé

Protéine
en formation

Cellule de levure

Figure 6.29 - Les protéines du stress : des molécules chaperons
(d’aprés Vincent, 1997)
Au moins deux types de molécules chaperons interviennent dans le repliement des
protéines. Les chaperons de classe |, de petite taille, se fixent tout d’abord sur les régions
hydrophobes de la chaine protéique. Une fois partiellement repliée, celle-ci se place sous
la protection d’un chaperon de classe Il, grosse structure comportant une cavité en son
centre.

Dans le cas de stress hypoglycémique, les protéines synthétisées ont une “matu-
ration” incomplete. Des protéines de stress nommées “grp” (glucose regulated
proteins) retiennent alors ces protéines dans le réticulum pour permettre leur
maturation ultérieure. Les grp ont été classées dans la famille des hsp.

Les protéines hsp jouent également un rdle important dans la défense immunitaire
(Baulieu, 1995). Elles représentent des antigénes majeurs lors des infections bacté-
riennes ou parasitaires. Elles amplifient 1’activation lymphocytaire et donc la réponse
immunitaire, participent a la surveillance immune, a I’élimination des cellules T
cytotoxiques, mais aussi a I’auto-immunité par mimétisme moléculaire entre les
protéines hsp des agents pathogenes et celles de 1’hote. Associées a des peptides
tumoraux, elles pourraient stimuler I’immunité antitumorale (Jacquier-Sarlin et Polla,
1994 ; Menoret et Le Pendu, 1994).

D’autres protéines de stress, les shsp (small heat shock proteins) — telle 1a hsp 27 —
peuvent apparaitre comme de nouveaux inhibiteurs intracellulaires de la mort
cellulaire (par nécrose ou apoptose), et jouer ainsi un role dans I’intégrité de
I’organisme (Arrigo et coll., 1997).
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5.11. STRESS ET MALADIE

L’&tre humain est soumis, dans son existence quotidienne, a de multiples micro-
agressions qui constituent autant de microtraumatismes pour son psychisme et son
cortex surrénal, et élevent vraisemblablement ses besoins en vitamine C. L’homme
est génétiquement un hypo-ascorbémique et les micro-agressions accroitraient cette
infirmité d’ou, selon Pauling, une fragilité devant les agressions bactériennes et
virales, et une prédisposition au cancer. A cet égard, de nombreuses recherches
réalisées chez 1’animal (Shklar et Schwartz, 1993 ; Lupulescu, 1996...) ont permis de
montrer qu'un grand nombre de micronutriments organiques ou inorganiques
(caroténoides, tocophérol, quercétine, rutine, sélénium, zinc...) sont capables de
prévenir I’apparition de certains cancers ou méme d’exercer des effets anticancéreux.
L’étude des mécanismes de ces effets a permis de montrer que ces substances
agissent par leur propriété anti-oxydante, la stimulation du syst¢eme immunitaire,
I’expression de hsp (heat shock proteins), ainsi que par la répression de certains genes
tel que P53.

Comme tout agent susceptible de moduler le fonctionnement du systéme nerveux ou
du systéme des glandes endocrines, un agent stressant modifie notre systéme immu-
nitaire, et peut donc favoriser (ou parfois inhiber) le développement d’une maladie 2!.

De nombreux travaux, depuis une quinzaine d’années, s’attachent a démontrer et a
préciser ces relations, en particulier entre stress et cancer (voir chap. 16, § 4.2). Mais
si la genese du cancer peut parfois mieux s’expliquer dans le cadre de la psycho-
neuro-immunologie, il faut se méfier de ce que Nicole Alby appelle le “tout psycho-
logique”, il faut éviter de construire un nouveau dogme. Il y a, en effet, des gens
heureux qui ne guérissent pas d’un cancer, et des personnes profondément déprimées
qui en guérissent.

6. L’AXE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSO-SURRENALIEN
AU COURS DU VIEILLISSEMENT

Durant le vieillissement normal, et a fortiori durant le vieillissement pathologique, la
dégénérescence de neurones s’accompagne d’une prolifération gliale, tandis que les
neurotransmetteurs présentent des modifications quantitatives et/ ou qualitatives. Des
modifications de la fonction endocrinienne pourront en résulter et étre utilisées
comme marqueurs de la dégradation du systéme nerveux central.

D’un autre c6té, les maladies endocriniennes sont susceptibles d’entrainer des
symptomes psychopathologiques, et Brambilla (1992) établit le paralleéle entre les

21 Selye (1936) avait, le premier, signalé les modifications du tissu lymphoide (thymus, rate,
ganglions lymphatiques...) au cours du stress.
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aspects psycho-endocriniens du vieillissement normal et les aspects psychopatho-
logiques de certaines maladies neuro-endocrines, qui auraient un substratum méta-
bolique commun. C’est I’hypersomnie et la diminution de la libido dans I’acro-
mégalie, I’anxiété, I’agitation et I'irritabilité dans I’hyperthyroidisme, la dépression et
les déficits cognitifs dans I’hypothyroidisme, la dépression encore dans le syndrome
de Cushing comme dans la maladie d’ Addison et la diminution, pour les deux sexes,
de la libido dans les syndromes hyperprolactinémiques.

Nous avons vu que les trois principales catégories d’hormones produites par le cortex
surrénal humain sont le cortisol, 1’aldostérone et la déhydro-épiandrostérone (DHEA)
et son sulfate DHEA-S.

6.1. LE CORTISOL

Pour Touitou et coll. (1982), les productions d’ACTH et du cortisol surrénalien ne
seraient pas modifiées au cours du vieillissement et les variations circadiennes de
cortisol restent semblables chez le jeune et chez la personne agée. Toutefois, la
réponse du cortisol a I’ACTH serait augmentée chez la personne agée.

Ferrari et coll. (1995), dans une étude portant sur seize femmes agées de 66 a 90 ans
et quatre sujets contrdles dgés de 20 a 30 ans, obtiennent des résultats différents. La
courbe circadienne du taux de I’ACTH plasmatique est parallele a celle du sujet jeune,
mais a un niveau plus €élevé, aussi bien la nuit que le jour (fig. 6.30.a). De méme, le
taux du cortisol plasmatique est en général plus élevé chez la personne agée que chez
le jeune (fig. 6.30.b). A I’acrophase, qui survient au méme moment dans les deux cas
pour le cortisol, les valeurs sont a peu pres similaires, tandis que les valeurs mini-
mum (nadir) sont significativement plus élevées chez la personne agée. Autrement
dit, les sécrétions de mélatonine et de cortisol ont une évolution inverse au cours du
vieillissement, le taux de la mélatonine s’abaisse tandis que celui du cortisol s’éleve.
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Figure 6.30 - Courbes circadiennes de la sécrétion de I’ACTH (a)
et du cortisol (b) plasmatiques (d’aprés Ferrari et coll., 1995)

Selon Touitou et coll. (1982 et 1983a), si la variation circadienne du cortisol persiste
chez la personne agée, le rythme saisonnier a disparu. Toutefois, I’augmentation de la
fraction active libre du cortisol plasmatique, que 1’on peut observer chez la personne
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agée, pourrait étre la conséquence de la diminution de concentration des protéines de
liaison, et/ ou d’une diminution de la capacité de liaison de ces protéines au cours du
vieillissement.

Chez I’animal, des travaux expérimentaux démontrent que, si le vieillissement n’af-
fecte en rien la capacité de déclencher la sécrétion de glucocorticoides en réponse a un
stress, il altere la capacité de I’interrompre le moment venu (Sapolsky et coll., 1983).
L’existence de ce déreglement a été confirmée a plusieurs reprises chez le rat agé.

De nombreux résultats suggerent que 1’hypersécrétion de glucocorticoides durant le
vieillissement serait due a des modifications dégénératives au niveau de 1’hippo-
campe, ou I’on a pu mesurer une perte des neurones et une diminution d’environ
50% du nombre de récepteurs de glucocorticoides. Le dommage hippocampique
aurait pour effet de désensibiliser I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien a la
rétroaction négative exercée par les glucocorticoides, d’ou 1’élévation de ceux-ci.
Inversement, les glucocorticoides peuvent progressivement endommager 1’hippo-
campe au cours du temps. D’ou un cercle de dégénérescence, décrit par Sapolsky et
coll., sous le nom de “cascade glucocorticoide”.

Chez I’homme, 1’exposition prolongée a des concentrations élevées de glucocorti-
coides semble accélérer le processus de vieillissement cérébral et pourrait étre a la
base des troubles cognitifs observés a 1’Age avancé.

6.2. L’ALDOSTERONE

Le vieillissement s’accompagne d’une diminution de la sécrétion d’aldostérone
plasmatique, qui peut étre attribuée a la diminution de I’activité de la rénine (Cugini et
coll., 1982 ; Haus et coll., 1989).

6.3. LES HORMONES ANDROGENES

Les taux plasmatiques de DHEA et de DHEA-S s’abaissent progressivement dans
les deux sexes au cours du vieillissement, tandis que la réponse de ces stéroides a
I’ACTH est progressivement diminuée (Parker et coll., 1981). C’est ce que les
chercheurs anglo-saxons appellent “adrénopause”.

Le taux plasmatique de DHEA-S, qui apparait a I’age de 7 ans, atteint un maximum
entre 20 et 30 ans puis décroit d’environ 2% par an entre 80 et 90 ans (Migeon et
coll., 1957 ; Orentreich et coll., 1984).

L’intérét du DHEA-S est que sa concentration est relativement constante au cours de
la journée (contrairement a celle du cortisol) et il parait un des meilleurs indicateurs
mesurables du vieillissement. Son action préventive ou curative a cet égard a été
expérimentée chez I’animal et méme chez ’homme. Le DHEA ingéré se transforme
en grande partie en DHEA-S. Aussi, des doses relativement faibles de DHEA
(50 mg jour) ont été données pendant 6 mois en double aveugle, comparativement a
un placebo, par Morales et coll. (1994).
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Le résultat est net :

* une augmentation du bien-étre (well-being) de I’ordre de 80% chez les femmes et
67% chez les hommes au bout de 3 mois, alors que 1’effet du placebo restait
inférieur 2 10% ; mais il n’y a pas de changement de la libido (!) ;

* une élévation dans le sang du taux de I’IGF1 (dont on sait qu’il décroit avec
I’age), avec abaissement corrélatif de sa protéine porteuse.

Beaulieu, qui rapporte ces résultats (1995), suggere que I’amélioration du bien-étre
peut étre rapportée a 1’augmentation de I’IGF1, ou a un effet cérébral direct de la

DHEA (dont la forme libre pénétre facilement dans le cerveau), ou a un autre
mécanisme.






CHAPITRE 7

LE PANCREAS ENDOCRINE

1. CARACTERISTIQUES GENERALES

1.1. RAPPEL EMBRYOLOGIQUE

C’est un dérivé endodermique du tube digestif, au niveau de 1’ébauche hépatique.

Le pancréas exocrine provient des deux bourgeons ventraux et d’une partie du
bourgeon dorsal.

Le pancréas endocrine provient du seul bourgeon dorsal.

Le pancréas mesure de 15 a 20 cm de long et pese environ 100 g chez I’homme.

1.2. HISTOLOGIE

A I'inverse du foie, le pancréas comporte deux parties anatomiquement et physiolo-

giquement différentes :

* une partie exocrine, constituée par les acini ; les canaux de Wirsung et Santorini
déversent dans I’intestin le suc pancréatique dont les enzymes dégradent lipides,
glucides, protides ;

* une partie endocrine qui présente 1’aspect d’une glande séreuse, avec de
nombreux ilots (décrits par Langerhans), notamment dans la région de la queue de
la glande et pres des vaisseaux (au nombre de 1 a 2 millions). Ils ont un diametre
variant de 0,1 a 0,2 mm ; leur poids total ne constitue qu’environ 1% du poids
total de la glande.

Elles déversent dans le sang des hormones qui contrdlent le métabolisme glucidique.

Laguesse, dés 1893, associe la fonction endocrine du pancréas aux filots de

Langerhans.

On distingue aisément par immunofluorescence au moins trois types cellulaires : les
cellules A2 qui sécretent un facteur hyperglycémiant, le glucagon ; les cellules B qui
sécretent la seule hormone hypoglycémiante, 1’insuline ; un troisieme type cellulaire
(cellules Al ou D) sécrete la somatostatine, isolée initialement a partir de I’hypo-
thalamus. Le pancréas sécrete encore un polypeptide de 36 AA (cellules PP ou F) qui
exerce des effets biologiques sur le tractus digestif.
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Chaque ilot contient environ 3 000 cellules productrices d’hormones, avec la distri-
bution suivante (tab. 7.1). Les cellules A2, A1 et PP sont plut6t en périphérie de I'1lot,
alors que les cellules B occupent plutdt une position centrale.

Tableau 7.1 - Répartition des différents types cellulaires
dans les ilots pancréatiques

Cellules B (ou B) A2 (ou2) | Al (ouD) PP (ou F)

dans un 1lot dorsal

(queue et corps) 66% 28% 4% 29
d ilot ventral
S R i B

Les structures exocrine et endocrine fonctionnent indépendamment I’une de 1’autre ;
si on pratique une ligature des canaux de Wirsung et Santorini, la partie externe
s’atrophie, tandis que les ilots de Langerhans restent intacts et continuent de sécréter
leurs hormones.

1.3. VASCULARISATION ET INNERVATION

Les arteres proviennent du tronc cceliaque et de I’artere mésentérique supérieure.
L’irrigation propre aux flots de Langerhans est moins intense que celle que regoit, par
exemple, la glande thyroide.

L’innervation provient des plexus ccelique et mésentérique supérieur. Cette inner-
vation des ilots de Langerhans est vagosympathique.

2. ETUDE EXPERIMENTALE
La pancréatectomie peut étre chirurgicale ou chimique.

2.1. PANCREATECTOMIE CHIRURGICALE
2.1.1. Ablation totale

La premiere ablation a été effectuée par Von Mering et Minkovski (1889) :
» elle est incompatible avec la vie, chez le chien, le chat, ’homme ;
* clle n’est pas mortelle chez le mouton, le lapin, le singe.

Quand elle est réalisée, on observe :

* une action directe sur le métabolisme des glucides, qui se manifeste par une
élévation du taux de la glycémie (hyperglycémie) : le taux du glucose passe de 0,8
as5-7g/l
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Cette élévation de la glycémie provoque un syndrome associé de :

— glycosurie, ¢’est-a-dire de sucre dans les urines (de 10 g a 100 g/jour) ;
polyurie par diurése osmotique ;

polydipsie (soif intense) ;

polyphagie (due a I’insuffisance de production de calories).

L’ensemble de ces phénomenes caractérise le diabete sucré.

* Il s’accompagne :

— d’une diminution du glycogene hépatique ;

— pour compenser la glycogénolyse hépatique, il y a néoglucogenese a partir des
protéines dont le catabolisme est accéléré (amaigrissement). Pour compenser
la diminution de I’utilisation du glucose dans les cellules, I’organisme réagit
par un catabolisme accru des lipides, d’ou élévation de la lipémie et en
particulier des acides gras libres (AGL). Le foie est débordé par cette
inondation d’AGL dont il ne peut oxyder la plus grande partie que jusqu’au
stade acétylcoenzyme A, d’ou la formation d’acide acéto-acétique et d’acide [3-
hydroxybutyrique qui passent dans le sang, ce qui entraine :

— une cétonémie et une cétonurie. L’intensité de 1’acidose sanguine prouve la
gravité du diabete ; il y a dénutrition et baisse du métabolisme de base. La
mort survient, en général, 10 jours apres 1’ablation.

2.1.2. Ablation partielle (ablation des 3/5 de la glande)

L’animal ne manifeste aucun trouble de la régulation des glucides, il ne présente pas
de diabete. La partie restante de la glande suffit a assurer une sécrétion suffisante
d’hormones, il n’y a pas d’hyperglycémie (il y a, en effet, néo-formation de cellules
endocrines a partir de cellules de réserve).

En 1892, Hedon recherche une amélioration de la technique opératoire pour
distinguer, avec précision, les conséquences dues au choc opératoire et celles dues a
I’ablation de la glande : c’est la technique de la marcotte pancréatique. On laisse sous
la peau une portion de la glande (“marcotte”) pendant quelques jours, pour diminuer
les effets du choc opératoire ; puis on pratique 1’ablation de la marcotte sous
anesthésie cutanée : il y a apparition d’un diabéte grave. Il est donc bien di a la
pancréatectomie effectuée et non au choc opératoire. En pratiquant cette ablation, les
parties exocrine et endocrine sont éliminées en méme temps. Il faut déterminer la
nature du role de chacune d’elles.

2.1.3. Ligature des canaux de Wirsung et Santorini

A la suite d’une ligature des canaux de Wirsung et Santorini, il n’y a plus d’enzymes
pancréatiques dans le duodénum, d’ol apparition de troubles digestifs. Mais il n’y a
pas de variation de la glycémie.

Les ilots de Langerhans, qui constituent la partie endocrine du pancréas, contiennent le
principe hypoglycémiant capable de diminuer le taux du glucose dans le sang.
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2.14. Greffe d’un fragment de pancréas

En revanche, la greffe au cou, chez un animal pancréatectomisé, d’un fragment de
pancréas en relation avec des vaisseaux et, par 1a, avec le reste de 1’organisme,
provoque la disparition du diabete ; c’est 1a une preuve supplémentaire en faveur de
I’ origine hormonale du diabete sucré.

2.2. PANCREATECTOMIE CHIMIQUE

Une vérification expérimentale est effectuée par Dunn et coll. (1943), ils pratiquent
une pancréatectomie chimique a I’aide de I’alloxane. L’alloxane est un produit qui, par
injection (200 mg/kg), provoque effectivement 1’apparition du diabete sucré. Or
I’observation de coupes histologiques du pancréas révele une altération des cellules 3
des flots de Langerhans. Ce sont donc les cellules B de ces ilots qui sécrétent un
principe hypoglycémiant, appelé insuline.

NB - Certains sulfamides sont hypoglycémiants (étude de Loubatieres en 1955). Ils
stimulent la sécrétion des cellules B des ilots de Langerhans et permettent ainsi le
traitement de certains diabetes de type II (voir page 325), lorsque les cellules 3 ne
sont pas trop altérées.

3. L’INSULINE

Elle est isolée en 1922 par Banting, Best, Collip et Mac Leod.

De 1944 a 1953, Sanger (prix Nobel, 1958) étudie la molécule d’insuline, la purifie
et, pour la premiere fois, détermine la séquence complete d’une protéine. Sanger
découvre la présence de groupements S-S ; par réduction, les ponts S-S se rompent,
se transforment en groupements SH et liberent deux chaines polypeptidiques
différentes.

L’insuline est une hormone protéique constituée de 51 aminoacides, répartis en deux
chaines (fig. 7.1.a) :

* chaine A : 21 AA

* chaine B : 30 AA.

La partie spécifique (caractéristique d’une espece) porte sur quelques acides aminés
seulement (les radicaux 8-9-10 et 12-14 de la chaine B, et en particulier B30).

Malgré sa spécificité, I’insuline reste active chez tous les animaux, la séquence active
est déterminée par une portion qui est donc restée constante dans sa configuration
spatiale au cours de I’évolution (B23 a B25, plus A1, AS, A19 et A21).

L’unité constitutive a un poids moléculaire de 5 734 chez I’homme.
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Figure 7.1 - L’insuline

En fait, 'insuline est fabriquée dans le pancréas endocrine sous la forme d’une pré-
pro-insuline, de PM environ 12000 (fig. 7.1.a), codée par un gene dont la séquence
est connue depuis 1980. La séquence “pré” ! est probablement coupée a I’intérieur de
la citerne du réticulum endoplasmique pour libérer la pro-insuline de 86 AA chez
I’homme (84 AA chez le porc). Celle-ci est alors transportée par des vésicules vers
I’appareil de Golgi ou des enzymes vont la scinder en un peptide C 2, constitué par

1 Cette séquence constitue une "séquence signal" qui permet a la protéine élaborée par les
polyribosomes de pénétrer dans les cavités du réticulum endoplasmique.

2 Le role de la séquence pro- (peptide C) est encore mal établi. Elle permet sans doute la
mise en place de la structure tertiaire de l'insuline, et peut étre une protection de l'insuline
contre les enzymes protéolytiques de la cellule.
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33 AA (PM 3000), et en insuline. La transformation de la pro-insuline en insuline
s’achéve 3 dans les vésicules sécrétoires, qui vont libérer par exocytose ’insuline et le
peptide C en quantités équimolaires. Chez le diabétique insulinotraité, le peptide C
constitue le seul marqueur fiable de I’insulinosécrétion résiduelle puisque uniquement
d’origine endogene (pas de peptide C dans les insulines injectées), et du fait de
I’absence d’interférence dans le dosage radioimmunologique de I’insuline avec les
anticorps anti-insuline générés par le traitement insulinique chronique. Chaque
vésicule libere pres de 8 000 molécules d’insuline. L’exocytose est un phénomene
complexe qui fait intervenir les ions Ca+ (voir fig. 7.2 et 7.3).

L’insuline, la pro-insuline et le peptide C sont présents dans le plasma sous une
forme libre, non-liée a une protéine (94% d’insuline + peptide C et pres de 6% de
pro-insuline + des fragments intermédiaires qui peuvent étre immunoréactifs a des
anticorps anti-insuline).

L’unité internationale d’insuline est la quantité de substance nécessaire pour abaisser
la glycémie d’un lapin de 2 kg (a jeun depuis 24 h) du niveau normal a 0,45 g/1, dans
un délai de 5h. Un mg d’insuline correspond a une activité de 24,5 Ul (ou
10 pUI = 0,4 ng).

Le foie est un site important d’action et de dégradation de I’insuline. A I’état basal,
I’insulinémie périphérique est de 0,4-0,6 ng/ml (soit ~ 0,1 nmol/1). Le peptide C est
présent dans le sang a une concentration de 1 a 2 ng/ml. L’insulinémie portale est de
1,2-1,6 ng/ml.

La demi-vie de I’insuline est breéve, environ 5 min. La dégradation se fait essen-
tiellement dans le foie et les reins, probablement sous 1’effet de protéases membra-
naires, au moment de I’impact hormonal sur les cellules cibles.

4. ACTIONS PHYSIOLOGIQUES ET MODE D’ACTION
DE L’INSULINE

4.1. EFFETS DE L’INSULINE

L’insuline stimule le processus anabolique et la mise en réserve de 1’énergie. Elle agit
essentiellement sur trois organes cibles et sur le métabolisme glucidique et lipidique
des divers tissus périphériques. Son action métabolique générale s’exerce de deux
facons :

e en favorisant I’entrée de certains substrats dans les cellules ;

* en agissant sur le métabolisme cellulaire de ces substrats.

3 Les insulines commerciales, isolées a partir de pancréas de porc ou de beeuf, contiennent
toutefois environ 2% de pro-insuline. Pour éviter la formation d'anticorps contre ces
insulines "étrangeres", les laboratoires Lilly fabriquent depuis 1982 une insuline humaine

obtenue par génie génétique (Umuline).
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Figure 7.2 - Biosynthése de l'insuline (d’aprés Orci, 1984)
GC: granule de condensation (ou recouvert) ; GS : granule de sécrétion (ou non-recouvert) ;
REG : réticulum endoplasmique granulaire.
L’incorporation de la 3H-Leucine par des cellules B en culture permet de déterminer
simultanément la nature de la molécule hormonale marquée et la localisation du marquage
a un instant donné aprés l’injection de I’'acide aminé marqué.
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Figure 7.3 - Etapes cellulaires de la biosynthése de I'insuline
(d’aprés Orci et coll., 1988)
Cette figure illustre les différentes étapes de la biosynthése de I’hormone, depuis I’élabo-
ration du précurseur (pré-pro-insuline) par les polyribosomes (1), la libération de la pro-
insuline dans les cavités du réticulum endoplasmique (2), le transfert de la pro-insuline
dans les vésicules de I'appareil de Golgi (3) et la scission dans les vésicules sécrétoires de
la pro-insuline en peptide C et insuline (4) qui sont libérées par exocytose (5).
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4.1.1. Effets sur le foie

Le foie est le siege principal de la néoglucogenese (fabrication de glucose & partir de
précurseurs issus du catabolisme protidique et lipidique). C’est le sicge exclusif de la
cétogenese. Le glucose y pénétre par simple diffusion 4.

L’insuline stimule la synthese de glucokinase, qui est une hexokinase spécifique du
foie, favorisant la formation de glucose-6-phosphate et sa transformation en
glycogene (ce qui accroit son effet hypoglycémiant) ou son utilisation (glycolyse).
Elle stimule aussi la lipogenese hépatique et inhibe I’effet cétogéne du glucagon. Elle
possede également sur les protides une action a la fois anabolique et anticatabolique.

4.1.2. Effets sur le tissu adipeux

C’est le principal réservoir d’énergie de I’organisme et la source des AGL (acides
gras libres). Il représente 15 kg de tissu chez I’homme. L’insuline stimule la lipo-
genese (stockage de triglycérides), c’est aussi la seule hormone antilipolytique de
I’organisme. Elle diminue la glycogénolyse et la protéolyse. Elle s’oppose a I’effet
cétogénique du glucagon et favorise 1’utilisation périphérique des corps cétoniques.

4.1.3. Effets sur le muscle strié (squelettique et cardiaque)

L’insuline stimule la synthése du glycogene (par stimulation de I’hexokinase), mais
elle stimule surtout la glycolyse. Elle inhibe la protéolyse et la lipolyse musculaires et
favorise le transport actif de certains acides aminés a travers la membrane cellulaire.

Dans le tissu adipeux, comme dans le muscle strié, il n’y a pas de G-6-phosphatase.
La glycogénolyse aboutit non au glucose, mais au lactate.

4.1.4. Effets périphériques (adipocytes et muscles)

L’insuline stimule le transport du glucose par I’intermédiaire des transporteurs du
glucose. Parmi les différentes formes de transporteurs aujourd’hui identifiés (glut 1 a
glut 6), seul le glut 4, présent principalement dans les tissus adipeux et musculaires,
voit son activité et sa synthese accrues par I’effet de I’insuline. Les glut 1 ubiquitaires
sont, pour I’essentiel, régulés par la concentration du glucose (Km bas) assurant un
apport énergétique en glucose aux tissus dont la fourniture en glucose est vitale
(systeme nerveux, placenta en particulier).

Les glut 2, présents dans le foie et les cellules B pancréatiques, sont eux-mémes
régulés par la glycémie et non par I’insuline, mais a des niveaux de glycémie (Km
plus élevé) en rapport avec leurs fonctions dans I’homéostasie du glucose. Le glucose
est transformé ensuite en G-6-P dont les trois voies métaboliques (glycolyse, voie des

4 Au taux habituel de la glycémie et en l'absence d'insuline, la membrane cellulaire
constitue une barriere imperméable (a 1'exception de la cellule hépatique, des cellules
sanguines, de la cellule nerveuse et de la cellule B des ilots de Langerhans). Elle cesse
d'étre imperméable lors d'une hyperglycémie.
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pentoses-phosphates et glycogénogenese) sont stimulées par 1’insuline. La lipogenése
est accrue, la cholestérolémie augmente. Sur les protéines, I’insuline exerce un double
effet anabolique et anticatabolique.

4.2. MODE D’ACTION DE L’INSULINE (voir chap. 2, § 2.1.2 et 3, § 1)

Le récepteur a I’insuline est une glycoprotéine a fonction tyrosine kinase (voir
fig. 7.4.a). Le nombre total de molécules d’insuline qui peut €tre 1ié par une cellule
varie entre 1000 et 200 000. Le mécanisme moléculaire d’action de I’insuline est un
mécanisme qui implique une autophosphorylation du récepteur lui-méme. L’insuline
a, en effet, un mode de transduction membranaire similaire a celui de certains facteurs
de croissance. La figure 7.4.b montre les principales voies de transduction du signal
insuline. Ainsi, dans le cas de la phospho-énol-pyruvate-carboxykinase, il a été
montré que I’insuline régule directement la transcription du gene spécifique (Granner
et coll., 1988).

5. LE GLUCAGON

C’est une hormone sécrétée par les cellules o2 des lots
de Langerhans. C’est un polypeptide de PM voisin de
3485 chez ’homme, composé de 29 AA (fig. 7.5). Il
est élaboré sous la forme d’un précurseur, un pré-pro-
glucagon, puis un pro-glucagon a 37 AA, dont le PM
varie de 12000 chez le poisson a 18 000 chez le rat.

Le pro-glucagon est transformé en glucagon par
élimination d’un octopeptide a I’extrémité C-terminale.

La structure du glucagon ne semble pas avoir beaucoup
varié au cours de I’évolution.

Comme I’insuline, le glucagon circule sous forme
libre, non-lié a une protéine. Sa concentration est
d’environ 0,1 ng/ml (0,05 nM/I). La dégradation est
essentiellement hépatique.

Figure 7.5
Structure du glucagon

5.1. EFFETS DU GLUCAGON

Le glucagon agit sur la glycogénolyse hépatique, comme I’adrénaline, mais seulement
au niveau du foie ; il accroit donc la production hépatique du glucose. Il stimule la
néoglucogenese (les glucocorticoides exercent un effet “permissif” sur cet effet). Il
inhibe la glycolyse en inhibant 1’isoenzyme L de la pyruvatekinase et la phospho-
fructokinase.
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Membrane

a - Représentation schématique du récepteur a I'insuline (d’aprés Clauser, 1988)
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b - Représentation schématique des voies de transduction stimulées par I'insuline
(d’aprés Roques et Pinget, 1996)

AA : acides aminés ; Glut 4 : transporteur du glucose ; GRB2 : growth factor receptor
bound protein 2 ; IRS : insulin receptor substrat; MAPK : mitogen activated protein
kinase ; Sos : son of sevenless.

La liaison de I'insuline a son récepteur conduit a plusieurs cascades de phosphorylation
qui débutent par la phosphorylation de SHC et des IRS1 et 2. Enfin, la phosphorylation
de la MAPK conduit d’une part, via I’activation de la glycogéne synthase, a la stimulation
de la synthése du glycogéne et, d’autre part, & une action au niveau du noyau. La phos-
phorylation de la phosphatidylinositol-3-kinase provoque la translation des transporteurs
du glucose du cytoplasme vers la membrane.

Figure 7.4 - Le récepteur a I'insuline et la transduction du signal insuline
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Le glucagon inhibe la lipogenese hépatique mais stimule la cétogenese. Il a, sur les
protéines, un effet catabolique. Le glucagon exerce enfin un effet insulinosécréteur,
qui est accru par I’hyperglycémie, réduit par I’hypoglycémie et inhibé par les
catécholamines.

Certains diabetes de type I pourraient résulter d’altérations de la production (et/ou de
la transduction) de glucagon.

5.2. MODE D’ACTION DU GLUCAGON

Le récepteur du glucagon (présent surtout dans la cellule hépatique) est une protéine
de PM 62000 (Kp = 0,3 nM). Il ne se lie ni a la sécrétine ni au VIP, malgré les
homologies de structure et de fonction de ces trois peptides. Ce récepteur est couplé a
une protéine G stimulatrice qui provoque, via 1’activation de I’adénylate cyclase, la
synthese d’ AMPc (fig. 7.6).

Introduction de I'hormone at=0 - 24

1 1 1 1 1 1 1

0O 10 20 30 40 50 60
Temps (s)

|
Y]
Phosphorylase a (unités/g) ----

a - Action du glucagon (108 M) sur des hépatocytes isolés de rat (d’aprés Exton, 1987)
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Activité de I'adénylate cyclase ----
(nmol/mg de protéine)

b - Corrélation entre la liaison du glucagon et I’activité de I’adénylate cyclase activée
par cette hormone sur des membranes d’hépatocytes de rat (d’aprés Soman et Felig, 1977)
La liaison spécifique du glucagon et I'activité de I’enzyme sont indiquées en fonction de

la concentration du glucagon dans le milieu.

Figure 7.6 - Mode d’action du glucagon
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6. REGULATION DE LA SECRETION DES HORMONES

PANCREATIQUES

6.1. FACTEURS DECLENCHANT L’INSULINOSECRETION

6.1.1. La glycémie

La sécrétion d’insuline est essentiellement déterminée par un facteur humoral, la
glycémie (le taux moyen du glucose sanguin est de 0,80 g a 1 g/1). La preuve en est
apportée par une greffe, au cou, d’un fragment de pancréas qui permet a un chien

dépancréaté de réguler sa glycémie ; on étudie le sang veineux effluent :

I’arrivée d’un sang riche en glucose provoque une libération d’insuline ;
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I’arrivée d’un sang hypoglycémique provoque, au contraire, I’arrét de la sécrétion

De méme, chez I’homme apres un repas glucidique, I’insuline est déversée dans la cir-
culation. Quand la glycémie redevient normale, le taux d’insuline diminue (fig. 7.7).
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Figure 7.7 - Réponse des hormones pancréatiques aprés un repas riche en glucides
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L’insuline est déversée dans la circulation “a la demande” (suivant le taux du glucose

sanguin). Il y a autorégulation. Mais elle est élaborée dans la glande d’une maniere
continue (comme le lait dans la glande mammaire). La figure 7.8 schématise les

mécanismes de la stimulation de la sécrétion d’insuline par le glucose.
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Dépolarisation
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ATP/

Figure 7.8 - Représentation schématique des mécanismes impliqués
dans la libération d’insuline (d’aprés Henquin et Gilon, 1995)
L’augmentation de la glycémie entraine une production d’ATP qui provoque la fermeture
des canaux potassiques sensibles a la teneur cytoplasmique en ATP. La dépolarisation
membranaire qui en résulte induit I’ouverture des canaux calciques sensibles au voltage.

Cette entrée de calcium est alors responsable de la sécrétion d’insuline.

6.1.2. Les acides aminés, acides gras et corps cétoniques

La plupart des acides aminés, en particulier I’arginine, et & un moindre degré les acides
gras et les corps cétoniques stimulent également la sécrétion d’insuline (fig. 7.9).
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Figure 7.9 - Effet de I'arginine sur la sécrétion des hormones pancréatiques
(d’aprés Unger et Lefebvre, 1972)
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6.1.3. Les hormones gastro-intestinales

Les différentes hormones gastro-intestinales (gastrine, sécrétine, CCK, entérogluca-
gon et le glucagon) stimulent la sécrétion d’insuline. Elle stimulent également I’ effet
insulinosécréteur des stimulus primaires, tels que le glucose et les acides aminés
(médiation hormonale “entéro-insulaire”). La sécrétion d’insuline sera donc plus
fortement stimulée par un apport oral de glucose ou d’acides aminés que par une
injection intraveineuse d’une méme quantité de ces nutriments.

6.1.4. La somatostatine

La somatostatine inhibe la sécrétion d’insuline.

6.1.5. Le mécanisme nerveux

Comme pour la médullo-surrénale, la sécrétion insulinique peut étre déclenchée par
un mécanisme nerveux. L’importance de ce contrdle est secondaire : apres énervation
du pancréas, hyper- et hypoglycémie sont corrigées, mais plus lentement. La sécré-
tion pancréatique est déclenchée par I’intermédiaire des pneumogastriques apres exci-
tation nerveuse centrale. Le centre gluco-sensible serait situé dans le tronc cérébral.

La région ventro-médiane de 1’hypothalamus exerce un effet inhibiteur sur la
sécrétion d’insuline, tandis que la région ventrale accroit le tonus vagal et stimule ainsi
la sécrétion d’insuline. La sécrétion de base de I’insuline est enfin modulée par le
tonus adrénergique (stimulation au niveau des B-récepteurs) : les agents B-bloquants
diminuent cette sécrétion.

6.2. REGULATION DE LA SECRETION DU GLUCAGON

Les principaux facteurs qui interviennent dans cette régulation sont :

6.2.1. Le glucose

Contrairement a la régulation de I’insuline, ’hyperglycémie (> 1,5 g/1) déprime et
I’hypoglycémie (< 0,5 g/1) augmente la sécrétion de glucagon. La réponse est aussi
rapide que la réponse symétrique de I’insuline (voir fig. 7.7).

6.2.2. Les acides gras et les corps cétoniques

Leur élévation diminue la sécrétion de glucagon (qui est cétogene).

6.2.3. Les acides aminés ou protéines

Ils stimulent la sécrétion du glucagon (voir fig. 7.9). C’est la seule situation physio-
logique dans laquelle les sécrétions de glucagon et d’insuline sont modifiées dans le
méme sens.
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6.2.4. Les hormones gastro-intestinales

Le CCK stimule la sécrétion de glucagon et accroit la sécrétion de glucagon stimulée
par un apport oral d’acides aminés (médiation hormonale entéro-insulaire). La
sécrétine accroit ’inhibition de la sécrétion provoquée par le glucose lorsque celui-ci
est administré par voie orale.

6.2.5. Les mécanismes nerveux

* Les agonistes B-adrénergiques provoquent la sécrétion de glucagon (et les -blo-
quants I’inhibent), de méme que :
— la stimulation de I’hypothalamus ventro-médian ;
— lactivation du sympathique.

* Au contraire, les cholinergiques diminuent la sécrétion de glucagon.

NB - Insuline et glucagon sont également présents dans le cerveau. S’ils fonctionnent
la comme neurotransmetteurs, 1’insuline serait le plus gros neurotransmetteur connu.

6.3. CORRELATIONS AVEC LES AUTRES GLANDES ENDOCRINES

Toutes les hormones qui agissent sur le métabolisme des glucides, & 1’exception de
I’insuline, sont des facteurs hyperglycémiants (fig. 7.10).

6.3.1. L’hypophyse

* L’hormone somatotrope antéhypophysaire (GH) provoque :
— une hyperglycémie suivie de glycosurie ;
— une diminution de la sensibilité de 1’animal a I’insuline.
Cet effet diabetogene est I’action essentielle de la GH chez I’adulte.

Mode d’action : La GH favorise la néoglucogenese a partir des lipides et des
protéines, elle s’oppose a ce niveau a I’action de I’insuline ; elle agit également sur
la glucokinase, en antagonisme avec 1’insuline.

Une injection de doses importantes et répétées de GH provoque un diabete
(diabete de Jung).

L’hypophysectomie chez I’animal dépancréaté entraine une “amélioration” du
diabete (chien de Houssay). Si le niveau de la glycémie est devenu normal, sa
régulation reste néanmoins précaire.

* Simultanément, ’hypophyse exerce une action indirecte sur la glycémie par
I’intermédiaire de deux stimulines : ACTH et TSH.

6.3.2. La corticosurrénale

La sécrétion des hormones dites glucocorticoides (corticostérone, cortisol) active la
néoglucogenese a partir des protides et accessoirement des lipides. L’injection
prolongée de ces hormones peut provoquer un diabete (diabete “cortisonique™). Au

contraire, la surrénalectomie améliore le diabéte pancréatique expérimental.
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Figure 7.10 - Régulation endocrine de la glycémie

6.3.3. La thyroide

Elle n’a qu’un effet hyperglycémique peu important.
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6.3.4. La médullo-surrénale

L’adrénaline a une activité hyperglycémiante. Elle provoque la glycogénolyse dans le
foie et les muscles par activation de la phosphorylase b. Cette action entraine la
libération du glucose au niveau du foie, mais pas dans les muscles.

L’adrénaline assure dans des limites larges la régulation de la glycémie ; son action
est rapide, efficace, mais transitoire. Elle peut étre relayée par I’action des hormones
corticosurrénales, dont 1’action est lente, mais durable.

7. METHODES D’INVESTIGATION
DE LA FONCTION PANCREATIQUE

7.1. METHODE DYNAMIQUE : L’HYPERGLYCEMIE PROVOQUEE

L’épreuve de I’hyperglycémie provoquée (fig. 7.11) permet la mise en évidence d’un
diabete latent ou cliniquement asymptomatique. Elle doit €tre pratiquée apres :

* une activité physique normale ;

* un régime glucidique suffisant (250 g/24 h) pendant les 3 jours précédents.

Pratiquée per os (voie orale) 3, ou en injection intraveineuse, 1’épreuve est complétée
par le dosage radioimmunologique de I’insuline.
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Figure 7.11 - Hyperglycémie provoquée par voie orale (d’aprés Rosselin, 1968)

5 Par absorption de 50 g de glucose pur et anhydre ou, si l'on veut étre plus rigoureux, en
fonction du poids corporel (1,75 g de glucose/kg) ou de la surface corporelle (45 g/m?2),
cas de la figure 7.11.
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Sur 5 h, elle permet d’apprécier :

* latolérance au glucose (premicre partie de la courbe de glycémie) ;

e 1’élévation insulinémique (le pic est souvent retardé et étalé dans le temps dans le
diabete léger) ;

* leretour a la normale de la glycémie et de I’insulinémie.

Il peut étre intéressant de suivre la variation précoce de 1’insulinémie, qui présente
normalement deux phases sécrétoires sous 1’effet de la stimulation glucidique
(fig. 7.12). La disparition du pic précoce est caractéristique du diabete de type II ; elle
peut précéder parfois de 10 ans 1’apparition de ce diabéte dont elle constitue un test
prédictif.

Test de stimulation au glucose

Variations
de la 1% phase (libération rapide)
" . sécrétion
Figure 7.12 - Etude précoce . o
insulinique A

de I'insulinosécrétion o
2° phase

Taux de base

Temps

7.2. METHODES STATIQUES

Elles sont habituellement réalisées apres un jeline de 12 a 15 h.
* le dosage de la glycémie : 0,75 a 1,10 g/1 (4 & 6 mmol/1).
* le dosage de I'insulinémie : 0,4 a 0,6 ng/ml.

* le dosage du glucagon plasmatique : 0,05 a 0,15 ng/ml.

7.3. LES DIFFERENTS TESTS DE STIMULATION DE L’INSULINE

e le test au tolbutamide (sulfamide hypoglycémiant).

* e test au glucagon.

* e test a la leucine ou le test a I’arginine (acides aminés qui stimulent la sécrétion
d’insuline).

7.4. LES TESTS EVALUANT LA SENSIBILITE A L’ INSULINE

¢ Le clamp euglycémique hyperinsulinique : il consiste en la perfusion continue
intraveineuse d’insuline a débit fixe chez un sujet (ou un animal) a jeun, et a la
perfusion simultanée de glucose afin d’assurer le maintien d’un niveau stable et
normal de glycémie (0,8 & 1 g/1), en évitant ainsi I’hypoglycémie induite par
I’infusion d’insuline. Apres quelque temps nécessaire a I’atteinte d’un état d’équi-
libre, la quantité de glucose requise pour le maintien de la glycémie définit le degré
de sensibilité a I’insuline de 1’animal ou de 1’individu entier (foie et tissu muscu-
laire principalement) pour un palier donné d’insuline. La perfusion d’un traceur
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isotopique, stable ou radioactif du glucose, permet de plus de distinguer les effets
différentiels de I’insuline sur le foie (réduction de la production endogene de
glucose) des effets périphériques (stimulation du captage et/ou de I’utilisation du
glucose par le muscle surtout). Plus la quantité de glucose perfusée est élevée et
plus la sensibilité a I’insuline est grande. Ce test est a la base des principales
données ayant permis d’affirmer et de chiffrer I’insulinorésistance de nombreux
états physiologiques (vieillissement, grossesse) ou pathologiques (obésité,
diabetes de type II, stress, effets des hormones diabétogenes, catécholamines,
hormone de croissance, glucorticoides...).

* Le SSPG (steady state plasma glucose) s’apparente au précédent. Il consiste en la
perfusion de somatostatine afin d’inhiber I’insulinosécrétion, d’une quantité
donnée d’insuline et d’une quantité constante de glucose, et enfin a observer la
dérive de la glycémie vers le haut puis s’y stabiliser. Plus le plateau de glycémie
atteint est élevé, plus les sujets sont considérés comme résistants a ’action de
I’insuline. Toutefois, ce test plus global ne permet pas de distinguer les effets de
I’insuline sur le foie de ceux exercés sur le muscle.

8. LES DIABETES SUCRES

8.1. DEFINITION (tab. 7.2)

Les diabetes sucrés constituent un groupe hétérogeéne d’affections dont le dénom-
brement est en cours. Toutefois, ils ont en commun, d’une part, leur définition, un
état d’hyperglycémie chronique et, d’autre part, leur propension a développer des
complications.

Tableau 7.2 - Définition du diabéte

* deux glycémies a jeun > 1,40 g/1

* glycémie a jeun < 1,40 g/1 et glycémie Diabete
2¢ heure au cours d’une hyper-
glycémie provoquée > 2 g/1

e glycémie a jeun < 1,40 g/1 et glycémie
2¢ heure au cours d’une hyper- Intolérance aux hydrates de carbone
glycémie provoquée entre 1,40 et 2 g/1

Selon les criteres de ’OMS, le diabéte sucré est défini par la détermination indépen-
dante de deux glycémies a jeun supérieures a 1,40 g/1 (7,7 mmol/I). La mesure est
réalisée sur sang veineux a I’aide de la glucose oxydase.

Lorsque la glycémie a jeun est inférieure a 1,40 g et supérieure a 1,15 g ou qu’un
doute persiste, compte tenu par exemple d’antécédents diabétiques, on a recours a
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I’hyperglycémie provoquée per os (HGPO), qui consiste a administrer en 5 min 75 g
de glucose dilué dans 200 ou 300 ml d’eau chez 1’adulte (ou 1,75 g/kg chez
I’enfant) ; on parle alors de diabete lorsque la glycémie a la 2¢ heure est supérieure ou
égale a 2 g/1 (soit 11 nmol/1), et d’intolérance aux hydrates de carbone lorsque la
glycémie a jeun est inférieure a 1,40 g et la glycémie a la 2¢ heure entre 1,40 g et
2 g/1. Cette notion d’intolérance aux hydrates de carbone n’est pas simplement
spéculative car 7% de ces sujets développent, chaque année, un diabete authentique et,
contrairement a des idées recues, pour ces sujets, le risque de mortalité coronarienne
est doublé.

De nouvelles normes actuellement discutées ont été proposées par I’ADA (American
Diabetes Association) ; le diabete serait alors défini par une glycémie > 1,26 g
(7,0 mmol/1).

8.2. CLASSIFICATION (tab. 7.3)

On oppose les diabétes primitifs ou essentiels (classiques diabétes insulino-
dépendants : DID, et non-insulinodépendants : DNID), de loin les plus fréquents et
d’étiologie mal connue, aux diabétes secondaires de cause bien établie.

Tableau 7.3 - Les diabetes sucrés

DID (type I) - 15 2 20%
Primitifs
DNID (type II) - 80%

* pancréatite chronique
Pancréatiques  * hémochromatose
* cancer

* Cushing

* acromégalie
Endocriniens ¢ phéochromocytome

* glucagonome

Secondaires ¢ somatostatinome

(rares) )
e corticoides

Jatrogenes * diurétiques
* cestroprogestatifs
* Turner

Génétiques * Klinefelter
* trisomie 21

Insulinopathies (exceptionnelles)

Hormis les diabetes d’origine pancréatique, et notamment la pancréatite chronique
calcifiante qui se rencontre avec une relative fréquence, les diabétes secondaires
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s’averent étre des raretés ; leur intérét réside dans leur physiopathologie ; c’est le cas
des diabetes survenant au cours d’endocrinopathies ; généralement dans ces affections
I’hyperglycémie est modérée, révélant souvent un terrain diabétique et réversible avec
la guérison de la maladie causale ; c’est ainsi, par exemple, qu’au cours des
hypercorticismes type syndrome de Cushing, I’hyperglycémie a jeun, due a I’hyper-
sécrétion de cortisone, ne se rencontre que chez 20% des patients ; en revanche,
I’administration de corticoides, méme en infiltration intra-articulaire, entrainera un
déséquilibre glycémique parfois sévere chez le diabétique.

De méme, le diabete de I’hémochromatose s’explique aisément par la surcharge en
fer des ilots de Langerhans qui entraine une atrophie de ces derniers.

Le diabete gestationnel qui peut entrainer des risques feetaux apparait au cours du
2¢ trimestre de la grossesse et disparait apres I’accouchement ; les critéres retenus,
lors d’une hyperglycémie per os avec 100 g de glucose sont : une glycémie a jeun
inférieure a 5,8 mmol/1 (1,05 g/1), une glycémie a 1 h inférieure a 10,6 mmol/1
(1,90 g/1) et une glycémie a 2 h inférieure 2 9,2 mmol/1 (1,65 g/1).

Des diabetes sont associés a des maladies génétiques ; citons les plus fréquentes : le
mongolisme ou trisomie 21, le syndrome de Klinefelter (caryotype XXY), le syn-
drome de Turner (caryotype XO), le syndrome de Wolfram (diabete sucré, diabete
insipide, cécité, surdité).

Les insulinopathies, s’accompagnant d’une affection dermatologique, 1I’Acanthosis
nigricans, d’une extréme rareté, illustrent de facon exemplaire les anomalies du
récepteur a I’insuline, soit par la présence d’auto-anticorps antirécepteurs, soit par la
diminution, d’origine génétique, du nombre de récepteurs.

Dans cette classification, il ne faut pas perdre de vue que les diabétes sucrés sont
dominés en fréquence et en importance par les diabetes insulinodépendants (type I) et
surtout non-insulinodépendants (type II). Les autres étiologies s’averent étre rares ou
exceptionnelles et ne conservent souvent leur intérét que sur le plan physio-
pathologique.

8.3. EPIDEMIOLOGIE

Les diabetes sucrés représentent des affections fréquentes estimées a 100 millions
dans le monde et qui devraient atteindre 200 millions en 2020.

La prévalence (pourcentage de la population atteinte par la maladie) varie d’un pays a
I’autre ; elle est de 2 a 5% dans les pays européens et le Canada, 5 a 10% aux Etats-
Unis et de 1 2 2% en Afrique. En France, on I’estime de 3 a 4%, soit 1,5 a 2 millions
de personnes : 6% des lits d’hopitaux sont occupés par des diabétiques. Le diabete a
le triste privilege d’€tre la premicre cause de cécité de 1’adulte, la premicre cause
d’amputation des membres inférieurs et la premiere cause de déces par insuffisance
rénale chez les sujets jeunes.

La maladie est en constante progression, comme 1’atteste 1’incidence (nombre de
nouveaux cas par an). En Finlande, on compte 42 nouveaux cas de diabéte insulino-
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dépendant pour 100000, 16 aux Etats-Unis. En France, I’incidence du diabéte
insulinodépendant est de 7,2 cas pour 100000 chez les enfants de moins de 19 ans
(Technical reports, 1985).

La fréquence du diabete varie également en fonction de 1’dge : rare chez I’enfant
(1%o0), il augmente réguli¢rement pour atteindre 7% chez les personnes dgées. Le sexe
ne semble pas jouer de role déterminant.

8.4. LES DIABETES PRIMITIFS OU ESSENTIELS

Ils constituent la trés grande majorité des diabetes. Leur étiologie étant méconnue, on
les divise en fonction du traitement, en diabéte insulinodépendant et non-insulino-
dépendant.

8.4.1. Le diabete insulinodépendant (DID) ou diabete de type I
(diabete maigre)

Généralités

Il représente en France 15 a 20% des diabetes et survient essentiellement chez le sujet
jeune avant 20 ans. Il peut aussi atteindre des adultes jeunes, voire des sujets d’age
mir (environ 50% des diabetes de type I). Son début est souvent brutal mais chez
I’adulte volontiers plus progressif et trompeur, d’ot son nom de type I lent de
I’adulte. Il semble exister un gradient Nord-Sud, les pays scandinaves et notamment

la Finlande ayant I’incidence la plus élevée, alors que la France se situe parmi les pays
a incidence faible.

11 est la conséquence de la destruction des flots B de Langerhans aboutissant a une
carence profonde en insuline. C’est dans cette forme que 1’on observe les symptdomes
classiques tels que la polyurie et la polydypsie ; un coma acido-cétosique peut surve-
nir lorsque le traitement par insuline n’a pas été assez rapidement institué.

Physiopathologie

Le diabete insulinodépendant fait partie des maladies auto-immunes comme la
maladie de Basedow, la thyroidite de Hashimoto, la sclérose en plaques ou I’insuffi-
sance surrénale.

La destruction du potentiel insulinosécréteur est secondaire a une réaction auto-
immune provoquée par un ou plusieurs facteurs d’environnement (virus, toxiques,
stress) sur un terrain génétique prédisposé. La production de monoxyde d’azote (NO)
par les macrophages semble impliquée dans ce processus.

Réle de Phérédité (Maugendre et coll., 1993)

1l est bien établi, mais il ne confere qu’une susceptibilité a la maladie. Cette prédispo-
sition au diabete insulinodépendant est attestée par un risque de 5% chez les enfants
dont I’un des parents est atteint ; de méme, le risque par la fratrie est de 3 a 8% alors
que, dans la population générale, il ne représente que 0,2%.
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Le terrain génétique est lié principalement a des genes codant pour les antigenes de
classe II du complexe majeur 