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CSF : Colony stimulating factor 

DAG :    Diacylglycérol 

DBH : Dopamine-β-hydroxylase 

DMSO :    Diméthylsulfoxide 

E1 à e4 :    Domaines extracellulaires 1 à 4 du récepteur β3-AR  

EDHF Endothelial derived hyperpolarising factors : facteurs 

hyperpolarisants dérivés de l’endothélium 

EDTA :    Acide éthylène diamine tétraacétique 

EGF : Epidermal growth factor 

EMT :    Extraneuronal monoamine transporter 

ERK :     Extracellular signal-regulated kinase 

FAK : Focal adhesion kinase 

GAP :    GTPase activating protein 

GCs :    Guanylate cyclase soluble 

GDP : Guanosine diphosphate 

GMCSF : Granulocyte macrophage colony stimulating factor 

GMPc :    Guanosine 3’, 5’-nosine monophosphate cyclique 

GRK :  G protein-coupled receptor kinase : kinase des récepteurs 

couplés aux protéines G 

GTP :    Guanosine triphosphate 

HB-EGF :  Heparin binding-epidermal growth factor-like growth factor 

HGF : Hepatocyte growth factor 
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HIF-1 : Hypoxia inducible factor-1 

HMGB1 :  High mobility group box 1 

HSP27 :  Heat shock protein 27 

i1 à i4 :    Domaines intracellulaires 1 à 4 du récepteur β3-AR  

ICAM-1 :  Intercellular adhesion molecule-1  

IGF :  Insulin like growth factor 

IKK : I kappa B kinase 

IL-1 : Interleukine-1 

IL-1β : Interleukin-1β 

IL-4 Interlukine-4 

IL-6 : Interleukine-6 

IL-8 : Interleukine-8 

IL-10 : Interleukine-10 

IL-12 : Interleukine-12 

IL-13 : Interleukine 13 

IL-18 : Interleukine-18 

IL-1R1 :  récepteur de type 1 de l’IL-1 

INF : Interféron 

IP3 : Inositol triphosphate 

IRAK : IL-1R1-associated kinase 

IRF :  Interferon regulatory factor 

ISRE :  Interferon stimulated responsive element 

KATP : Canaux potassiques ATP-dépendant 

kb :     Kilobase 

KV :  Canaux potassiques voltage-dépendant 

KvLQT1/minK :  Voltage(v)-gated potassium (K) channel long (L) QT subtype 1/ 

minimal potassium channel : canal potassique voltage dépendant 

du syndrome du QT long de type 1/régulateur membranaire de 

KvLQT1 

L-748,337 : ((S)-N-N-[4-[2-[3-[3-(acetamido methyl)phenoxy]-2 

hydroxypropyl]amino]ethyl phenylbenzensulfonamide) 

LBP :  LPS binding protein 

L-NAME :    Ng-nitro-L-arginine méthyl ester 

L-NMMA :    Ng-monométhyl-L-arginine monoacétate 
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LPS : lipopolysaccharide 

MAPK :    Mitogen-activated protein kinase 

MEK :  MAPK and ERK kinase : kinase de MAPK et de ERK 

MLC :    Myosin light chain 

MLCK :   Myosine light chain kinase 

MLCP :   Myosin light chain phosphatase 

MMP :  Matrix metalloproteinase 

MOF : Multiple organ failure 

MyD88 : Myeloid differentiation protein 88 

NADPH-oxydase : Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxydase 

NF-κB :    Nuclear factor κB 

NGF :     Nerve Growth Factor : facteur de croissance nerveuse 

NHE-RF :  Na+/H+ exchanger regulator factor (facteur régulateur de 

l’échangeur sodium/proton) 

NO :     Monoxyde d’azote 

O- : Anion superoxyde 

ONO O- : peroxynitrite 

PAF :  Platelet activating factor 

PAMP : Pathogen-associated molecular pattern 

PARP : poly(adenosine 5’-diphosphate [ADP]-ribose) polymerase 

PBS :     Tampon phosphate salin 

PDE :     Phosphodiestérase 

PDGF : Platelet deriver growth factor 

PECAM-1 : platelet-endothelium cell adhesion molecule-1 

PEGF : Pigment epithelial derived factor 

PGE2 :  Prostaglandine de type E2

PGF2α :  Prostaglandine de type F2α 

PGI2 :  Prostaglandine de type I2 ou prostacycline 

PI3K :     phosphatidylinositol-3 kinase 

PIP2 :  Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate 

PKA :     protéine kinase AMPc-dépendante 

PKC :     Protéine kinase dépendante du calcium et des phospholipides 

PKG :     Protéine kinase dépendante du GMPc 

PLA2 :     Phospholipase A2
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PLCb :  Phospholipase C de type b 

PLCγ :  Phospholipase C de type γ 

PlGF : Placenta growth factor 

RTK : Récepteur tyrosine kinase 

RT-PCR :  Reverse transcriptase-polymerase chain reaction : transcription 

réverse suivie d’une PCR 

SDMV : Syndrome de défaillance multiviscérale 

SIRS : Systemic inflammatory response syndrome 

SKca Canaux potassiques dépendants du calcium de petite 

conductance 

SNA :     Système nerveux autonome 

SR 58611A :  (RS)-N-[(25)-7-éthoxycarbonylméthoxy-1,2,3,4-

tétrahydronapht-2-yl]-(2R)-2-(3-chlorophényl)-2-

hydroéthannamine 

SR 59230A :  3-(2-ethylphénoxy)-1-[(1S)1,2,3,4-tétrahydronaphth-1-

ylaminol]-2(S)-2-propanolol oxalate 

TGF-β : Transforming growth factor-β 

TIMP : Tissue inhibitor métalloproteinase 

TIR : Toll/IL-1R : domaine cytoplasmique des TLR semblable à la 

portion cytoplasmique de IL-1R1 

TLR : Toll-like receptor 

TM1 à 7 :    Domaine transmembranaire 1 à 7 du récepteur β3-AR  

TNF-α : Tumor necrosis factor-α 

TRAF6 :  Tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 

TSAd : T-cell-specific adaptator 

TSH : Thyroid stimulating hormone 

TXA2 : Thromboxane A2 

VCAM-1:  Vascular cell adhesion molecule-1 

VEGF : Vascular endothelial growth factor 

VEGFR1 : VEGF receptor 1 : récepteur de type 1 du VEGF 

VEGFR2 : VEGF receptor 2 : récepteur de type 2 du VEGF 

VIP : Vasoactive intestinal peptide 

VPF : Vascular permeability factor 
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VRAP : VEGF receptor associated protein 

α-MSH :  α-Melanocyte stimulating hormone 
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Le maintien de l’homéostasie s’effectue notamment grâce et sous le contrôle du système 

nerveux autonome (SNA). A l’origine des processus de régulation réflexe, son intégrité 

conditionne les facultés d’adaptation de l’organisme face aux différents stress. Au niveau 

cardiovasculaire, le rôle du SNA est large et repose d’une part sur la modulation du tonus 

vasomoteur sous la dépendance sympathique et d’autre part sur l’optimisation de la fonction 

cardiaque qui dépend à la fois du contrôle vagal et du contrôle sympathique.  

 Un des principes de l’anesthésie-réanimation est de maintenir l’homéostasie malgré les 

agressions importantes que peut subir l’organisme telles qu’une intervention chirurgicale, un 

traumatisme ou une infection par exemple. Son objectif est donc de moduler la réponse du 

SNA au cours de la prise en charge de différentes agressions. En effet, la réponse à ces 

agressions se caractérise par une libération massive d’hormones neuroendocrines, 

responsables de perturbations hémodynamiques, énergétiques et métaboliques pouvant 

s’avérer délétères avec le risque de majorer la morbidité notamment en cas de pathologies 

préexistantes. La libération de catécholamines endogènes simultanément à l’agression initiale, 

joue un véritable rôle de starter dans ces réactions. Une bonne connaissance de la 

pharmacologie du SNA est nécessaire pour produire des interactions utiles entre les 

médicaments de l’anesthésie et le SNA, et éviter des interactions ou des effets propres 

néfastes. De nombreuses pathologies cardiovasculaires se caractérisent par des altérations du 

SNA : hypertension artérielle systémique, insuffisance cardiaque, diabète par exemple. De 

plus, ces patients bénéficient le plus souvent de traitements dont la cible est le SNA et en 

particulier le système sympathique. Ces éléments sont à prendre en compte par un 

anesthésiste-réanimateur lors de la prise en charge de tels patients.  

 Dans ce contexte, la mise en évidence en 1989 chez l’homme, d’un troisième sous-

type de récepteur β-adrénergique (β-AR) au niveau du système sympathique, constitue un 

sujet de recherche majeur pouvant avoir des implications fondamentales dans l’exercice de 

l’anesthésie-réanimation. Cet intérêt est d’autant plus important que les actions de ce 

récepteur s’exercent notamment sur le système cardiovasculaire et que certains agonistes et 

antagonistes β-ARs, d’ores et déjà disponibles en clinique, ont potentiellement des propriétés 

agonistes β3-ARs. 

Au cours de mon travail de thèse, j’ai été impliqué dans différents projets de 

recherches complémentaires, dont un certain nombre sont publiés ou en cours de finalisation 

avant publication (cf. résultats) mais j’ai également pu participer à la rédaction de revues et de 
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chapitres d’ouvrage portant sur le récepteur β3-adrénergique (β3-AR) au sein du système 

cardiovasculaire (cf. Annexes du document) 

Par différentes approches expérimentales, j’ai cherché à déterminer les rôles 

physiologiques et physiopathologiques du récepteur β3-AR. Les différents modèles s’inspirent 

de situations cliniques où le récepteur β3-AR peut être impliqué. De plus, je me suis attaché à 

évaluer les propriétés β3-ARs d’un β-bloquant, le nébivolol, qui est indiqué notamment dans 

la prise en charge de l’insuffisance cardiaque et l’hypertension chez l’homme et dont tous les 

effets ne sont pas parfaitement caractérisés. 

J’ai effectué ce travail de recherche dans deux laboratoires qui collaborent depuis de 

nombreuses années : d’une part de novembre 2001 à mars 2005 dans le groupe de Chantal 

Gauthier de l’unité INSERM U533 de Nantes dirigée par le Pr Denis Escande et d’autre part 

de mars 2005 à août 2006, dans le cadre d’une mobilité, dans l’unité de pharmacothérapie du 

Pr Jean-Luc Balligand à l’Université Catholique de Louvain à Bruxelles. 

 

 - 15 -



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

INTRODUCTION 

 - 16 -



 
Au niveau du système sympathique, les récepteurs adrénergiques sont les cibles des 

catécholamines endogènes : l’adrénaline circulante qui est libérée principalement par la 

médullosurrénale et agit comme neuromodulateur, et la noradrénaline qui est libérée par les 

terminaisons nerveuses sympathiques et joue le rôle de neurotransmetteur. Les 

catécholamines ont des actions physiologiques diverses et régulent notamment les fonctions 

cardiovasculaires, respiratoires et métaboliques. C’est Alquist en 1948, qui proposé pour la 

première fois l’existence de récepteurs α-adrénergiques (α-AR) et β-ARs, pour expliquer les 

effets opposés « excitateurs » ou « inhibiteurs » de la noradrénaline et de ses analogues sur 

différents tissus musculaires lisses (Alquist, 1948).  

Plus tard, les récepteurs β-ARs ont été subdivisés en récepteurs β1 et β2-ARs à partir 

de l’activité relative d’une série d’agonistes β-ARs dans plusieurs tissus (Lands et coll., 

1967a). L’ordre de puissance des catécholamines est :  

Isoprénaline* > Noradrénaline ≥ Adrénaline, pour le récepteur β1-AR, 

Isoprénaline* > Adrénaline > Noradrénaline, pour le récepteur β2-AR. 

(*catécholamine de synthèse) 

Cette classification a été confirmée d’une part, par le développement d’agonistes et 

d’antagonistes spécifiques et d’autre part, par le clonage des deux gènes codant pour ces 

récepteurs (Dixon et coll., 1986; Frielle et coll., 1987).  

 Au niveau cardiaque, les récepteurs β1-ARs sont couplés aux protéines Gs et par le 

biais de cette protéine ils activent l’adénylate cyclase catalysant la formation de l’adénosine 

3’, 5’ monophosphate cyclique (AMPc). Il en résulte une activation de la protéine kinase 

AMPc-dépendante (PKA), conduisant à la phosphorylation des protéines régulatrices de la 

fonction cardiaque. Il en résulte des effets inotrope et lusitrope positifs (Steinberg, 1999). En 

revanche, le récepteur β2-AR cardiaque est couplé à de nombreuses voies de signalisation. Les 

récepteurs β2-ARs cardiaques sont comme les récepteurs β1-ARs couplés aux protéines Gs 

mais également aux protéines Gi. L’importance relative ainsi que les possibles substitutions 

de ces différents couplages, en particulier dans des circonstances pathologiques restent à 

préciser (Steinberg, 1999). 

L’activation de récepteurs β1 et β2-ARs vasculaires est responsable d’un effet vasodilatateur. 

Les récepteurs β2-ARs sont prédominants dans la plupart des lits vasculaires, néanmoins les 

récepteurs β1-ARs sont majoritaires au niveau coronaire et cérébral (Guimaraes et Moura, 
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2001). La vasodilatation induite par les agonistes β2-ARs dépend de récepteurs présents sur 

les cellules musculaires lisses vasculaires et de l’activation de l’adénylate cyclase par le biais 

d’une protéine Gs mais également de récepteurs endothéliaux qui activent la voie de la 

monoxyde d’azote (NO) synthase (Ferro et coll., 2004). 

Cependant, tous les effets des catécholamines dans différents tissus ne pouvaient 

s’expliquer par la classification en récepteurs β1 et β2-ARs. Dès 1984, des études réalisées 

avec une nouvelle classe de substances ayant une action thermogène suggèrent la présence de 

récepteurs β-AR atypiques (Arch et coll., 1984). Depuis, un gène codant pour un troisième 

sous-type de récepteur β-AR a été cloné chez l’homme Emorine et coll., 1989), puis dans de 

nombreuses espèces animales (pour revue Rozec et Gauthier,2006). Plus récemment, il a été 

suggéré l’existence d’un état de faible affinité du écepteur β1-AR. Sa stimulation conduit à 

l’activation de la voie adénylate cyclase-AMPc 

 Etant donné le rôle prépondérant des catécholamines dans le contrôle du système 

cardiovasculaire, il est donc paru important d’évaluer l’implication du récepteur β3-AR dans 

les effets β-ARs non β1 et β2-ARs. 
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I. Le récepteur β3-adrénergique dans le système cardiovasculaire 

A. Structure et caractéristiques du récepteur β3-adrénergique 

1. Structure du gène 

Le gène codant pour le récepteur β3-AR humain a été cloné en 1989 (Emorine et coll., 1989). 

Depuis lors, le gène de ce récepteur a été cloné chez de nombreuses autres espèces : rat, 

souris, bovins, singes, chien, brebis, chèvre (Strosberg, 1997; Forrest et Hickford, 2000). 

Dans les différentes espèces, la comparaison des séquences nucléotidiques du gène et de 

l’ADNc correspondant a mis en évidence des différences de longueur et de séquence dans la 

région C-terminale du récepteur. A la différence des gènes codant pour les récepteurs β1- et 

β2-ARs, le gène codant pour le récepteur β3-AR comporte des introns. La présence d’introns 

permet, par épissage alternatif, la synthèse de plusieurs isoformes de la protéine qui ont 

potentiellement des caractéristiques pharmacologiques distinctes (Figure 1).  

 Chez l’homme, le gène du récepteur β3-AR est situé sur le chromosome 8. Le nombre 

d’exons et d’introns est sujet à controverse. La première structure proposée comporte 2 exons 

et 1 intron. Le premier exon de 1,7 kb a une grande homologie avec celui des rongeurs. Il 

code pour les 402 premiers acides aminés du récepteur. Le second exon code pour les 6 

derniers acides aminés de la partie C-terminale et de la région 3’ non traduite de l’ARN 

messager (Granneman et coll., 1992; Granneman et coll., 1993; Van Spronsen et coll., 1993). 

Cette structure à 2 exons/1 intron a été également décrite chez le singe et le chien (Walston et 

coll., 1997; Lenzen et coll., 1998). Dans ce cas, 2 isoformes avec des parties C-terminales 

différentes peuvent exister : une isoforme de 402 acides aminés (isoforme A) et une isoforme 

allongée de 6 acides aminés (isoforme C). Une autre structure avec 3 exons et 2 introns a 

également été proposée pour le gène humain (Levasseur et coll., 1995). Cependant, le site 

d’épissage alternatif du second exon ne semble pas fonctionnel (Granneman et coll., 1992) et 

renforce l’hypothèse d’une structure à 2 exons. 
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Figure 1 : Schéma du gène du récepteur β3-AR et structure des isoformes potentielles 

obtenues après épissage alternatif chez l’homme (A), le rat (B) et la souris (C). 

E : exon ; I : intron ; * : codon stop ; aa : acide aminé. 

 

Chez les rats et les souris, le gène codant pour le récepteur β3-AR contient 3 exons et 2 

introns. Le premier exon de 1,4 kb code pour les 388 premiers acides aminés. Chez le rat, le 

second exon de 0,7 kb code pour les 12 derniers acides aminés de la partie C-terminale. Dans 

cette espèce, 2 isoformes du récepteur β3-AR peuvent être retrouvées : une isoforme A et une 

isoforme B de 388 et 400 acides aminés respectivement (Van Spronsen et coll., 1993). Chez 

la souris, 2 sites dans l’exon 2 permettent un épissage alternatif et donc la production de 2 

isoformes β3a et β3b (Evans et coll., 1999). Le récepteur β3b-AR possède une partie C-

terminale de 17 acides aminés suivant la séquence codée par le premier exon, alors que le 

récepteur β3a-AR ne présente que 13 acides aminés dans cette même région. Le niveau 
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d’expression de ces isoformes varie suivant le type de tissu considéré, les taux d’ARN 

messager de l’isoforme β3a-AR étant plus élevés dans l’hypothalamus, le cortex, le tissu 

adipeux blanc et brun, le muscle lisse de la partie basse de l’iléon (Evans et coll., 1999). 

2. Structure de la protéine 

Le récepteur β3-AR appartient à la famille des récepteurs couplés aux protéines G. Ces 

récepteurs sont caractérisés par leur structure à sept domaines hydrophobes 

transmembranaires d’environ 22 à 28 acides aminés chacun (TM 1 à 7), reliés entre-eux par 

des boucles hydrophiles successivement intra (i1 à i3) et extracellulaires (e2 à e4) (Figure 2). 

L’extrémité N-terminale (e1) est extracellulaire et possède 2 sites de N-glycosylation. 

L’extrémité C-terminale (i4) est cytoplasmique et présente un site de palmitoylation assurant 

son ancrage à la membrane. Les domaines transmembranaires TM3, TM4, TM5 et TM6 sont 

essentiels pour la liaison aux ligands (Strosberg et Pietri-Rouxel, 1996). Les récepteurs β-ARs 

contiennent des cystéines qui permettent la formation de ponts di-sulfures impliqués dans la 

stabilité de la structure tridimensionnelle des protéines. Le pont disulfure entre la cystéine 110 

et la cystéine 189, dans la 3ème boucle extracellulaire est essentielle pour la liaison aux ligands 

et l’activité du récepteur (Moffet et coll., 1993). Il existe une homologie de séquence des 

acides aminés entre les récepteurs β1-, β2- et β3-ARs d’environ 40 à 50% chez l’homme et le 

rat. Cette homologie est essentiellement retrouvée dans les 7 domaines transmembranaires et 

dans la plupart des régions proches de la membrane plasmique des boucles intracellulaires. 

Les récepteurs β3-ARs de l’homme et du rat présentent une homologie d’environ 79%, les 

plus grandes différences étant retrouvées dans la partie C-terminale et la 3ème boucle 

intracellulaire (Figure 2). Par une approche de gène-candidat, une mutation ponctuelle du 

gène β3-AR correspondant à la substitution du tryptophane par une arginine en position 64 

(mutation W64R) a été découverte chez 30% des Indiens Pimas (Walston et coll., 1995). Cette 

mutation naturelle est en fait un polymorphisme. Elle est également observée chez 8 à 10% 

des Européens et Américains du Nord et 25% des Afro-américains. 
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Figure 2 : Structure primaire du récepteur β3-AR. Les résidus mentionnés par les cercles 

noirs sont communs aux trois sous-types de récepteurs β-ARs. e : régions extracellulaires ; I : 

régions intracellulaires, TM : domaines transmembranaires. 

 

 La régulation du récepteur β3-AR diffère de celle des récepteurs β1- et β2-ARs. 

Classiquement, la désensibilisation des récepteurs β1- et β2-ARs, après une stimulation 

prolongée, est secondaire à la phosphorylation, le découplage et l’internalisation des 

récepteurs dont le site de liaison est occupé par un agoniste (Summers et coll., 1997). Les 

récepteurs β1- et β2-ARs possèdent des résidus sérines et thréonines dans leur portion C-

terminale, qui se comportent comme des substrats pour les kinases des récepteurs couplés aux 

protéines G (GRK), et comme séquence consensus de phosphorylation par la PKA. Le 

récepteur β3-AR est dépourvu de site de phosphorylation pour la PKA et présente moins de 

résidus sérine et thréonine au niveau de sa partie C-terminale. Il a été démontré que le 

récepteur β3-AR est résistant aux phénomènes de désensibilisation induits par les agonistes 

(Nantel et coll., 1994). Des études réalisées sur des récepteurs β2/β3-ARs chimériques ont 

montré que la partie C-terminale et les 2ème et 3ème boucles intracellulaires du récepteur β2-AR 

sont des éléments essentiels pour le phénomène de désensibilisation (Liggett et coll., 1993; 

Jockers et coll., 1996). Ainsi, au niveau du myomètre humain, l’exposition prolongée au 

salbutamol entraîne une diminution du nombre de récepteurs β2-ARs. Au contraire, une 

stimulation prolongée avec un agoniste β3-AR ne modifie pas la réponse fonctionnelle, ni le 

nombre de sites de liaison aux agonistes β3-ARs (Rouget et coll., 2004). Ces données 
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suggèrent donc, qu’après une activation prolongée du système nerveux sympathique, la 

réponse β3-AR pourrait être préservée alors que les réponses β1- et β2-ARs seraient diminuées. 

 Chez la souris, il a été montré que le récepteur β3b-AR diffère du récepteur β3a-AR par 

la présence au niveau de sa portion C-terminale de 2 sérines supplémentaires. Ceux-ci 

pourraient constituer des sites potentiels de phophorylation impliqués dans les phénomènes de 

désensibilisation (Evans et coll., 1999). Ainsi, il serait intéressant de déterminer les sites 

potentiels de phosphorylation mais aussi les mécanismes de désensibilisation associés du 

récepteur β3b-AR. Les phénomènes de désensibilisation ont été essentiellement étudiés dans 

des cellules transfectées (Chinese Hamster Ovary, CHO), les adipocytes, et le tube digestif, 

aucune donnée n’est actuellement disponible concernant le système cardiovasculaire. 

 La quantification des récepteurs β3-ARs en comparaison aux autres sous-types de 

récepteurs β-ARs est difficile. En effet, les études de liaisons de radioligands aux récepteurs 

β-ARs utilisent des composés tel que le [125I] iodocyanopindolol et le [3H] 4-[3-t-butylamino-

2hydroxypropoxy]benzimidazol-2-one (CGP 12177A). Or ces composés ont une faible 

affinité pour les récepteurs β3-ARs et se lient aux récepteurs β1- et β2-ARs ainsi qu’aux 

récepteurs β1-ARs de faible affinité. Un énantiomère tritié du BRL 37344 ([3H]SB 206606), 

un agoniste β3-AR, semble permettre une reconnaissance spécifique d’une seule population de 

récepteurs dans la graisse brune de rat, cependant son utilisation n’a pas été rapportée dans les 

tissus où le niveau d’expression est plus faible (Klaus et coll., 1995). 

B. Pharmacologie des récepteurs β3-adrénergiques 

Les récepteurs β3-ARs sont caractérisés par plusieurs critères pharmacologiques : 

 Une faible affinité pour les agonistes β-ARs de référence (comme l’adrénaline et la 

noradrénaline) (Emorine et coll. 1994) ; 

 Une forte affinité et une puissance élevée pour des agonistes de synthèse comme le 

BRL 37344, le CL 316 243 et le SR 58611A (Arch et Kauman, 1993; Emorine et coll., 

1994; Strosberg et Pietri-Rouxel 1996) ; 

 Une activité agoniste partielle de plusieurs antagonistes β1- et/ou β2-ARs, comme le 

CGP 12177A (Liggett, 1992; Blin et coll., 1993; Kaumann et Molenaar, 1996), le 

bucindolol et le pindolol (Blin et coll., 1993) ; 

 Une faible affinité pour les antagonistes β-ARs conventionnels comme le propranolol 

et le nadolol.  

Pendant longtemps, le récepteur β3-AR était également caractérisé par des indices de 

stéréospécificité faible pour les énantiomères des agonistes et des antagonistes de référence 

 - 23 -



comparativement aux récepteurs β1- et β2-ARs (Arch et Kaumann, 1993; De Ponti et coll., 

1996). Cependant, des expériences réalisées avec des antagonistes β3-ARs ont montré des 

effets différents entre les énantiomères S,S (SR 59230A) et R,R (SR 59483A) (De Ponti et 

coll., 1996; Manara et coll., 1996). Plus récemment, il a été montré que le degré de 

stéréospécificité varie entre les espèces : le récepteur β3-AR humain présente des degrés 

d’affinité et des rapports énantiomèriques plus élevés que le récepteur β3-AR de souris ou de 

rat. Le niveau de stéréospécificité est relativement faible pour des agonistes tels que 

l’isoprenaline et la noradrénaline, mais plus élevé pour des antagonistes et en particulier le 

tertatolol et le propranolol (Popp et coll., 2004). 

Récemment, il a été suggéré sur la base d’expériences pharmacologiques menées sur des 

cellules de type CHO (Chinese Hamster Ovary), qu’à l’instar du récepteur β1-AR, le récepteur 

β3-AR humain pourrait se présenter sous 2 conformations différentes avec une forme de haute 

et une forme de basse affinité pour les agonistes β3-ARs (Baker, 2005). En effet, les réponses 

fonctionnelles induites par certains ligands, comme le cimaterol et le fenoterol, sont inhibées 

dans ce modèle facilement par des antagonistes alors que d’autres ligands (comme 

l’alprenolol et le SR 59230) sont plus résistants. De plus, l’alprenolol inhibe l’effet agoniste 

β3-AR du fenoterol, mais à plus haute concentration il a un effet agoniste β3-AR. Un agoniste 

β3-AR, le ZD 7114 ((S)-4-[2-Hydroxy-3-phenoxypropylaminoethoxy]-N-(2-

methoxyethyl)phenoxyacetamide), présente une réponse fonctionnelle à 2 composantes, dont 

la première est plus facilement inhibée que la seconde. L’ensemble de ces résultats suggèrent 

à l’auteur que le récepteur β3-AR possède 2 états de conformation, l’un avec une faible et 

l’autre avec une forte affinité pour les agonistes β3-ARs. Ces agonistes étant eux-même 

capables de modifier la conformation du récepteur β3-AR. 

1. Les agonistes β3-ARs 

Le récepteur β3-AR est activé par les catécholamines (Figure 3) mais à des concentrations 

beaucoup plus élevées que pour les récepteurs β1- et β2-ARs avec une constante d’inhibition 

(Ki) de l’ordre de 1 µM (Strosberg 1997) suggérant que le récepteur β3-AR pourrait être activé 

dans des situations où le tonus sympathique est élevé. L’ordre d’affinité et l’ordre de 

puissance des catécholamines pour le récepteur β3-AR sont similaires : 

Isoprénaline ≥ Noradrénaline > Adrénaline 

 Les récepteurs β3-ARs sont activés avec une affinité et une puissance élevées par des 

agonistes sélectifs appartenant à deux classes. La première est celle des phényléthanolamines 

(Figure 3), comprenant le BRL 37344 (Arch et coll., 1984), le SR 58611A (Bianchetti et 
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Manara, 1990) et le CL 316 243 (Dolan et coll., 1994). Cependant, certains de ces composés 

tels que le BRL 37344 et le SR 58611A possèdent également une faible affinité pour les 

récepteurs β1- et β2-ARs (Dolan et coll., 1994). La seconde classe est celle des 

aryloxypropranolamines (Figure 3), tel que le CGP 12177A (Pietri-Rouxel et Strosberg, 1995; 

Lenzen et coll., 1998) et le cyanopindolol. Le CGP 12177A est un antagoniste β1- et β2-AR et 

un agoniste β3-AR partiel. L’efficacité et la puissance du CGP 12177A comme agoniste β3-

AR varie de façon importante avec le niveau d’expression du récepteur β3-AR (Wilson et 

coll., 1996) comme précédemment décrir pour des agonistes d’autres récepteurs couplés aux 

protéines G, Il est important de noter que les récepteurs β3a et β3b de souris exprimés dans des 

cellules CHO présentent des degrés d’affinité et de puissance équivalents pour tous les ligands 

β-AR testés (Hutchinson et coll., 2002). 

 Les études réalisées in vitro et in vivo montrent la complexité de la pharmacologie du 

récepteur β3-AR suggérant des profils pharmacologiques hétérogènes dans une espèce donnée 

notamment et une variabilité inter-espèces. Par exemple, les agonistes présentent des 

différences d’efficacité et de puissance entre l’homme et les rongeurs. De plus, l’affinité et la 

puissance varient en fonction du type d’expérience réalisée. Certains agonistes ont été évalués 

par la mesure de la production d’AMPc dans des cellules entières transfectées avec le 

récepteur β3-AR humain, alors que d’autres ont été testés sur des préparations membranaires 

pour mesurer la production d’AMPc par l’adénylate cyclase (Sennit et coll., 1998). Non 

seulement les agonistes sont plus puissants sur des cellules entières mais la puissance relative 

diffère entre les 2 types d’expériences, les phényléthanolamines étant plus puissantes que les 

aryloxypropranolamines sur cellules entières que sur préparations membranaires. De plus, 

dans des mesures de liaisons utilisant le [125I] iodocyanopindolol comme radioligand, les 

résultats de puissance relative d’une série d’agonistes sont complètement à l’opposé des 

valeurs obtenues avec la mesure de la production d’AMPc (Arch, 2002). 
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2. Les antagonistes β3-ARs 

Les récepteurs β3-ARs sont inhibés par des antagonistes β-ARs non sélectifs tels que le 

bupranolol (Langin et coll., 1991, Galitzky et coll., 1993) (Figure 3). Comme pour les 

agonistes β3-ARs, la puissance des antagonistes β3-ARs peut varier. Les récepteurs β3-ARs 

sont également inhibés par un antagoniste sélectif, le SR 59230A. Cependant, alors que ce 

composé est un antagoniste sélectif des récepteurs β3-ARs de rongeurs (Kaumann et 

Molenaar, 1996; Manara et coll., 1996; Kubo et coll., 1997), sa sélectivité chez l’humain est 

bien moins certaine (Arch, 2002). De plus, il a été montré récemment chez le rat que le SR 

59230A est un antagoniste compétitif du récepteur α1-AR (Leblais et coll., 2004). Deux 

antagonistes sélectifs du récepteur β3-AR humain, le L-748,328 et le L-748,337, ont été 

synthétisés (Candelore et coll., 1999). Le L-748,328 est un antagoniste sélectif du récepteur 

β3-AR humain et de singe rhésus qui possède une spécificité 90 fois supérieure pour le 

récepteur β3-AR par rapport au récepteur β1-AR et 20 fois supérieure à celle du récepteur β2-

AR. Le L-748,337 a une sélectivité 90 fois supérieure pour le récepteur β3-AR humain par 

rapport au récepteur β1-AR et 45 fois supérieure à celle du récepteur β2-AR (Candelore et 

coll., 1999). Le L-748,337 présente une affinité 100 fois plus faible pour le récepteur β3-AR 

de rat (Ki= 3.4 ± 1.0 nM) que pour le récepteur humain (Ki= 315 ± 52 nM), dans des systèmes 

de ré-expression hétérologue (Candelore et coll., 1999). 
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Figure 3 : Structure chimique des agonistes et des antagonistes β3-ARs. Représentation des 3 

grandes classes chimiques : les catécholamines, les phényléthanolamines et les 

aryloxypropranolamines. 
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C. Les récepteurs β3-adrénergiques cardiaques 

Le système β-AR constitue un des éléments essentiels pour améliorer la performance 

cardiaque lors d’un stress aigu ou chronique. Jusqu’à cette dernière décennie, il était admis 

que seuls les récepteurs β1- et β2-ARs étaient présents au niveau cardiaque dans un rapport de 

densité de 80/20 respectivement (Bristow et coll., 1986). Les effets des récepteurs β1- et β2-

ARs cardiaques sont relativement bien établis chez l’homme et la plupart des mammifères. 

Leur stimulation est responsable d’un effet chronotrope et inotrope positif. Concernant le 

récepteur β1-AR, on considère classiquement que sa stimulation engendre l’activation de la 

voie de signalisation Gs-adénylate cyclase-AMPc-PKA. Des études récentes utilisant des 

récepteurs β-ARs recombinant ou des souris génétiquement déficientes pour les différents 

récepteurs β-ARs, ont permis d’établir l’existence d’une nouvelle conformation du récepteur 

β1-AR, décrit comme étant une conformation de faible affinité (Granneman, 2001). La 

stimulation du récepteur β1-AR dans cette conformation induit également un effet inotrope 

positif par activation de la voie de l’AMPc (Sarsero et coll., 2003) (Figure 4).  

 Les voies de signalisation couplées aux récepteurs β2-ARs ne sont pas toutes 

parfaitement connues. A l’instar du récepteur β1-AR, le récepteur β2-AR est couplé aux 

protéines Gs. Dans le cœur humain, il a été rapporté que le récepteur β2-AR induit ses effets 

maximaux ou sub-maximaux (inotrope positif et lusitrope) par son couplage à la voie de 

signalisation protéine Gs-AMPc-PKA (Kaumann et coll., 1999). Outre les protéines Gs, le 

récepteur β2-AR cardiaque est couplé aux protéines Gi sensibles à la toxine pertussique (Xiao 

et coll., 1999). C’est par le biais de ces protéines Gi, que le récepteur β2-AR active la voie de 

signalisation phospholipase A2 cytosolique/acide arachidonique (Pavoine et coll., 1999; 

Pavoine et Defer, 2005). L’implication de la voie de signalisation récepteurs β2-ARs-Gi serait 

plus importante chez les rongeurs que chez l’homme. Cependant, dans des conditions 

pathologiques, il a été suggéré qu’au cours de l’insuffisance cardiaque chez l’homme, cette 

voie de signalisation pourrait se substituer à la voie protéine Gs-adénylate cyclase en cas de 

déficience de cette dernière (Pavoine et coll., 2003). Enfin, il a été décrit une association 

directe induite par un agoniste du récepteur β2-AR avec l’échangeur Na+/H+ de type 3 (Hall et 

coll., 1998). Cette interaction pourrait avoir un rôle majeur pour une transduction spécifique 

et rapide du signal depuis le récepteur jusqu’à cet effecteur. Néanmoins, le rôle physiologique 

d’un tel mécanisme reste à être précisé (figure 4).  
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Figure 4 : Représentation schématique des voies de signalisations activées par les récepteurs 

β1 et β2-ARs dans les cardiomyocytes. ADC : adénylate cyclase ; NHERF : Na+/H+ exchanger 

regulator factor (d’après Steinberg, 1999). 
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La présence du récepteur β3-AR a été décrite dans le cœur humain et dans d’autres espèces. 

L’activation des récepteurs β3-ARs induit une diminution de la contractilité cardiaque 

(Gauthier et coll., 1996) (Figure 5). 
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Figure 5 : Effets de la stimulation des différents sous-types de récepteurs β-ARs sur la 

contractilité de biopsie endomyocardique humaine.(d’après Gauthier et coll., 1996) 

1. Effets sur la contractilité 

Chez l’homme, des études in vivo ont montré que les agonistes β3-ARs étaient responsables 

d’un effet chronotrope positif, qui était inhibé en présence d’antagonistes β1- ou β2-ARs, et 

semblait être en rapport avec une activation du baroréflexe secondaire aux effets 

vasodilatateurs de ces agonistes β3-ARs (Wheeldon et coll., 1993; Wheeldon et coll., 1994). 

Sur des biopsies endomyocardiques humaines obtenues à partir de prélèvements réalisés sur 

des cœurs transplantés, il a été démontré que l’isoprenaline produit un effet inotrope positif 

classique. En revanche, en présence de nadolol, un antagoniste β1- et β2-AR qui présente une 

faible affinité pour le récepteur β3-AR natif ou recombinant (Emorine et coll., 1989; Galitzky 

et coll., 1993) l’isoprénaline induit un effet inotrope négatif (Gauthier et coll., 1996). Des 

effets inotropes négatifs similaires ont été obtenus avec plusieurs agonistes β3-ARs comme le 

BRL 37344, le SR 58611A et le CL 316 243. Ces agonistes diminuent la contractilité 

myocardique dans une gamme de concentrations comprises entre 0,1 nM à 1 µM avec une 

puissance de l’ordre du nanomolaire. L’ordre de puissance des agonistes β3-ARs obtenu sur le 

myocarde humain : 
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BRL 37344 > SR 58611A ≈ CL 316 243 >> CGP 12177A (Gauthier et coll., 1996) 

est similaire à celui retrouvé dans des cellules CHO transfectées avec le récepteur β3-AR 

humain (Pietri-Rouxel et Strosberg, 1995). Le CGP 12177A, un agoniste β3-AR partiel est 

responsable d’un effet dépresseur myocardique qui est plus faible que celui obtenu avec les 

agonistes β3-ARs préférentiels (Gauthier et coll., 1996). En présence d’une association 

d’antagonistes des récepteurs α1-ARs et β1-/β2-ARs (telle que l’association de prazosine et de 

nadolol), la noradrénaline, une des catécholamines endogènes, est responsable d’effets 

agonistes β3-ARs, à des concentrations correspondant à des situations physiopathologiques 

(Gauthier et coll., 1998). De plus, l’effet inotrope négatif des agonistes β3-ARs n’est pas 

modifié en présence de métoprolol (un antagoniste β1-AR) ou de nadolol, mais est inhibé en 

présence de bupranolol (Gauthier et coll., 1996) qui associe des propriétés antagonistes β1-, 

β2- et β3-ARs (Langin et coll., 1991 ; Galitzky et coll., 1993). La présence du récepteur β3-AR 

dans des ventricules de cœur humain non insuffisant a été renforcée par la mise en évidence 

de transcrits codant pour ce récepteur par PCR (Gauthier et coll., 1996) et de la protéine par 

immuno-empreinte et immunohistochimie (Moniotte et coll., 2001). 

 Un autre groupe ne retrouve pas cet effet dépresseur myocardique chez l’homme des 

agonistes β3-ARs, dont le BRL 37344, en présence de nadolol, à la fois au niveau auriculaire 

et ventriculaire (Kaumann et Molenaar, 1997; Molenaar et coll., 1997). De plus, dans 

l’oreillette humaine, le pindolol qui présente des propriétés agonistes partielles vis-à-vis du 

récepteur β3-AR et du récepteur β1-AR de faible affinité, induit un effet inotrope positif qui 

n’est pas inhibé en présence d’un antagoniste sélectif, le L-748,337 (Joseph et coll., 2003) 

suggérant que cet effet n’est pas du à l’activation des récepteurs β3-ARs. Cependant, par 

immunohistologie, en utilisant un anticorps monoclonal sélectif dirigé contre le récepteur β3-

AR (Mab 72c), la présence de ce récepteur a été décrite au niveau de l’oreillette (Chamberlain 

et coll., 1999) et du ventricule (Moniotte et coll., 2001) humains. Plus récemment, il a été 

montré que le BRL 37344 induit une augmentation de la contractilité de trabécules provenant 

de l’oreillette droite humaine. Cet effet est aboli en présence de nadolol, indiquant que le BRL 

37344 est responsable d’une activation des récepteurs β1- et β2-ARs dans l’oreillette humaine 

(Pott et coll. 2003) et n’entraîne pas d’effet inotrope négatif comme dans le ventricule humain 

(Gauthier et coll., 1996). Ainsi la présence et surtout le rôle du récepteur β3-AR au niveau 

auriculaire doivent être précisés. 

 Il a été montré que les effets cardiaques de plusieurs agonistes β3-ARs préférentiels 

étaient sujets à une grande variabilité suivant l’espèce considérée et que le profil 

pharmacologique obtenu sur le myocarde humain ne pouvait pas être extrapolé aux autres 
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modèles animaux usuels. Par ailleurs, l’utilisation de différentes approches peut engendrer des 

résultats contradictoires. Ainsi, dans l’oreillette de cobaye, le SR 58611A (Bianchetti et 

Manara, 1990) et le CL 316 243 (Dolan et coll., 1994) ne modifient pas la contractilité et la 

fréquence cardiaque, alors que dans des cœurs perfusés par la technique de Langendorff, la 

stimulation β3-AR induit un effet inotrope négatif (Kitamura et coll., 2000). 

 Chez le chien, l’administration intraveineuse d’agonistes β3-ARs entraîne un effet 

chronotrope positif (Tavernier et coll., 1992). Cette tachycardie n’est pas observée chez 

l’animal dénervé, et est potentiellement due à une activation du baroréflexe en réponse à la 

chute de pression artérielle secondaire aux effets vasodilatateurs des agonistes β3-ARs (Berlan 

et coll., 1994; Shen et coll., 1994; Shen et coll., 1996). Cependant, après blocage du système 

nerveux autonome, le CL 316 243 produit toujours un effet inotrope positif chez le chien 

conscient, alors que son effet sur la fréquence cardiaque est aboli (Shen et coll., 1996). Les 

effets chronotropes et inotropes positifs ont également été retrouvés sur des auricules de chien 

isolées et perfusées avec le sang d’un chien donneur ayant été traité par du BRL 37344. Ces 

effets ont été attribués à une stimulation β1-AR (Takayama et coll., 1993) et pourraient être 

dus aux catécholamines sécrétées par le chien donneur après activation de son arc baroréflexe. 

Sur du muscle papillaire de chien, plusieurs agonistes β3-ARs induisent un effet inotrope 

négatif, bien que moins marqué que dans le myocarde humain (30% contre 50% 

respectivement). Cependant, l’ordre de puissance des agonistes β3-ARs observé est bien 

différent de celui obtenu chez l’homme :  

CGP 12177A > BRL 37344 ≈ SR 58611A >> CL 316 243 (Gauthier et coll., 1999). 

Cet effet inotrope négatif est associé à la détection du transcrit codant pour le récepteur β3-AR 

dans les mêmes tissus (Gauthier et coll., 1999). Dans les cardiomyocytes de chien, le BRL 

37344 est responsable d’une diminution concentration-dépendante de la contraction et de la 

relaxation. Ces effets ne sont pas modifiés par le prétraitement des cardiomyocytes par des 

antagonistes β1-ARs et β1/β2-ARs, confirmant que ces effets ne sont pas dus à l’activation des 

récepteurs β1- et/ou β2-ARs. En revanche, ils sont complètement inhibés par le bupranolol, 

antagoniste β-AR non sélectfif et le L-748,337, antagoniste β3-ARs, confirmant que l’effet 

inotrope négatif du BRL 37344 est bien secondaire à l’activation des récepteurs β3-ARs. La 

pertinence de ces résultats a été renforcée par la détection des transcrits du récepteur β3-AR et 

de la protéine chez le chien (Cheng et coll., 2001). 

 Dans l’auricule de rat, plusieurs agonistes β3-ARs préférentiels (CL 316 243, ZD 2079 

et SR 58611A), utilisés à des concentrations micromolaires, ne modifient pas l’inotropisme ni 

le chronotropisme alors qu’à des concentrations plus faibles (de l’ordre du nanomolaire), ils 
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sont responsables d’une relaxation du muscle lisse digestif (Kaumann et Molenaar, 1996). De 

même, il n’a pas été observé d’effet de plusieurs agonistes β3-ARs sur des préparations 

d’oreillette (Cohen et coll., 1999) et de ventricule de rat en dehors d’un effet modéré du BRL 

37344 (Gauthier et coll., 1999). Ces données fonctionnelles ont été renforcées par l’absence 

ou le très faible niveau d’expression du récepteur β3-AR dans le myocarde de rat (Gauthier et 

coll., 1999). Dans une autre étude, les transcrits du récepteur β3-AR et la protéine ont pourtant 

été détectés dans le cœur normal de rat (Dincer et coll., 2001). Cependant, cette étude 

n’excluait pas la possibilité que le récepteur β3-AR provienne du tissu adipeux, dans la 

mesure où aucune évaluation des marqueurs du tissu adipeux, comme l’adipsine, n’était 

réalisée. Dans les cardiomyocytes de rats nouveau-nés, aucune réponse fonctionnelle n’a été 

observée, suggérant une absence d’expression de ce récepteur dans ces cellules (Germack et 

Dickenson, 2006). 

 Chez la souris sauvage, les agonistes β3-ARs ne modifient pas la contractilité 

myocardique. Cette observation a été renforcée par l’absence de détection de la protéine 

(Tavernier et coll., 2003). Cependant, la surexpression cardiomyocytaire du récepteur β3-AR 

humain chez la souris, reproduit ex vivo l’effet inotrope négatif obtenu après stimulation β3-

AR dans le ventricule humain (Tavernier et coll., 2003). En revanche, dans une autre étude 

réalisée sur le même modèle de souris transgénique, l’administration d’un agoniste β3-AR, le 

L-755-507, est responsable d’une réponse inotrope positive (Kohout et coll., 2001). Les 

différentes approches expérimentales, ex vivo vs in vitro, et le terrain génétique des souris 

(respectivement hybride B6D2/F1 vs B6S/F1) pourraient en partie expliquer ces différences. 

De plus, une seule lignée de souris a été utilisée dans la première étude alors que les données 

recueillies dans la seconde provenaient d’expériences menées sur plusieurs lignées. Enfin, le 

choix de l’agoniste β3-AR ainsi que les concentrations utilisées, peuvent être sujets à 

controverse. 

2. Les effets électrophysiologiques 

Les mécanismes responsables de la diminution de la contractilité myocardique sont loin d’être 

connus, mais plusieurs travaux suggèrent l’implication d’altération dans le couplage 

excitation-contraction et les activités de canaux ioniques transmembranaires. Peu de travaux 

ont évalué les effets électrophysiologiques de la stimulation β3-AR. Dans les cardiomyocytes 

de chien et de rat, ainsi que dans des cœurs battants de cobaye, l’effet inotrope négatif du 

BRL 37344, est associé à une inhibition des canaux calciques de type L et une diminution 

d’amplitude du transitoire calcique intracellulaire (Kitamura et coll., 2000; Cheng et coll., 
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2001; Zhang et coll., 2005a). Dans des biopsies endomyocardiques humaines, les agonistes 

β3-ARs sont responsables d’une diminution d’amplitude et d’une accélération de la phase de 

repolarisation du potentiel d’action ventriculaire dans un même ordre de grandeur que la 

diminution de contractilité (Gauthier et coll., 1996). Ces effets ne sont pas observés dans des 

prélèvements ventriculaires de cœur de patients porteurs de la mucoviscidose (cystic fibrosis 

des anglo-saxons) (Leblais et coll., 1999). Cette pathologie est due à des mutations du gène 

codant pour le régulateur de conductance transmembranaire (Cystic Fibrosis Transmembrane 

conductance Regulator = CFTR) (Riordan et coll., 1989). Dans la mesure où le CFTR est 

exprimé dans le cœur humain (Levesque et coll., 1992; Warth et coll., 1996), les différences 

de résultats obtenus concernant le potentiel d’action ventriculaire des patients porteurs ou non 

de mucoviscidose, pourraient s’expliquer par la modification de l’activation d’un courant 

chlore repolarisant. En effet, ce courant n’est pas fonctionnel dans les cardiomyocytes des 

patients porteurs de la mucoviscidose. Dans un système d’expression hétérologue, co-

exprimant le récepteur β3-AR humain et le CFTR, les agonistes β3-ARs sont responsables 

d’une activation de CFTR par le biais d’une voie de signalisation indépendante de la voie 

AMPc-PKA (Leblais et coll. 1999). La modulation de la repolarisation du potentiel d’action 

par le récepteur β3-AR pourrait également résulter de l’action de certains canaux potassiques. 

Cependant, les données existantes sur l’implication des canaux potassiques sont actuellement 

contradictoires. Dans un système recombinant, il a été suggéré que la stimulation du récepteur 

β3-AR soit à l’origine d’une activation du canal potassique KvLQT1/MinK (Kathofer et coll., 

2000). Cependant, dans cette étude, des agonistes β3-ARs préférentiels n’ont pas été utilisés. 

Dans les cardiomyocytes de cobaye, le BRL 37344 inhibe le courant potassique Iks conduisant 

à une augmentation de la durée du potentiel d’action (Bosh et coll., 2002). Des travaux 

supplémentaires sont nécessaires pour déterminer de façon précise le rôle potentiel du 

récepteur β3-AR dans la régulation de la repolarisation cardiaque. 

 Concernant la régulation de la fréquence cardiaque par la stimulation du récepteur β3-

AR, plusieurs études in vivo utilisant des agonistes β3-ARs préférentiels comme le BRL 

37344 et le CL 316 243, ont mis en évidence un effet chronotrope positif chez le chien et le 

rat (Tavernier et coll., 1992; Shen et coll., 1994; Shen et coll., 1996). Cependant, cet effet est 

sans doute à mettre en rapport avec des mécanismes réflexes plutôt qu’à une activation directe 

du récepteur β3-AR cardiaque, dans la mesure où il disparaît après dénervation sinoaortique 

chez le chien (Tavernier et coll., 1992) ou l’utilisation d’antagonistes β1- et β2-ARs (Shen et 

coll., 1996). De même, chez l’homme, l’effet chronotrope positif induit par la stimulation β3-

ARs est inhibé par l’administration d’antagonistes β1- et β2-ARs et résulte probablement de 
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l’activation du baroréflexe, secondaire à la vasodilatation induite par l’agoniste β3-AR 

(Wheeldon et coll., 1993; Wheeldon et coll., 1994). Chez les souris sur-exprimant le récepteur 

β3-AR humain, la fréquence cardiaque est significativement augmentée (Tavernier et coll., 

2003) alors que dans une autre étude elle n’est pas significativement modifiée (Kohout et 

coll., 2001). L’augmentation de la fréquence cardiaque rapportée par Tavernier et coll., 

pourrait être la conséquence de l’activation de KvLQT1 qui est présent dans le système de 

conduction de la souris (Wang et coll., 1996) ou par la présence de récepteurs β3-ARs 

constitutivement actifs en raison de leur surexpression comme cela a déjà été décrit pour les 

récepteurs β2-ARs (Milano et coll., 1994). Dans la mesure où Iks est absent dans le cœur de 

souris adulte (Kupershmidt et coll., 1994), ce courant potassique ne peut pas être impliqué 

dans les effets observés sur la fréquence cardiaque. Enfin, une étude menée sur des oreillettes 

de rats et de souris, a montré que le ZD 7114, un agoniste β3-AR, a un effet chronotrope 

positif sur ces préparations (Sterin-Borda et coll., 2006). Cet effet, dépendant d’une élévation 

des taux d’AMPc, serait partiellement contre-balancé et limité par l’activation d’une voie 

protéine Gi/NO synthase/guanosine 3’, 5’ monophosphate (GMPc) par le récepteur β3-AR. 

Ces résultats indiquent une action anti-arrythmique potentielle de l’activation du récepteur β3-

AR. Cette propriété pourrait être particulièrement importante en cas d’insuffisance cardiaque, 

où il existe un risque élevé de troubles du rythme en raison d’un tonus adrénergique élevée. 

Dans ces conditions, l’augmentation d’expression du récepteur β3-AR observée, pourrait être 

considérée comme un phénomène adaptatif protecteur. Inversement, une étude menée chez 

des chiens porteur d’une cardiopathie ischémique suggère que l’augmentation de l’expression 

ventriculaire du récepteur β3-AR induite par l’administration de NGF (Nerve Growth Factor) 

dans le ganglion stellaire gauche pourrait être responsable d’une augmentation d’incidence de 

troubles du rythme (Zhou et coll., 2005).  

3. Les voies de signalisation 

Au niveau cardiaque, à la différence des récepteurs β1- et β2-ARs, le récepteur β3-AR n’est 

pas couplé aux protéines Gs, mais aux protéines Gi (Figure 6). Le prétraitement de tissu 

ventriculaire humain de chien et de rat par la toxine pertussique abolit la réponse inotrope 

négative secondaire à la stimulation β3-AR (Gauthier et coll., 1996; Cheng et coll., 2001; 

Zhang et coll., 2005a). Dans les adipocytes de rongeur, les récepteurs β3-ARs sont à la fois 

couplés aux protéines Gs et aux protéines Gi (Chaudhry et coll., 1994; Begin-Heick, 1995). 

Récemment, il a été montré dans un système recombinant, que l’isoforme β3b du récepteur β3-

AR de souris pouvait être couplé à la fois aux protéines Gs et aux protéines Gi, alors que 
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l’isoforme β3a était couplée uniquement aux protéines Gs (Hutchinson et coll., 2002). La 

même équipe a émis l’hypothèse, après étude dans un système recombinant du récepteur β3-

AR muté, que cette différence de couplage aux protéines G pouvait être soit liée à des 

modifications de la conformation du récepteur β3a induites par des protéines interagissant avec 

la partie C-terminale du récepteur, soit à une compartimentalisation intracellulaire particulière 

de ce récepteur secondaire à des interactions protéiques (Sato et coll., 2005). Il convient de 

souligner qu’à l’heure actuelle, les voies de signalisations activées par la stimulation des 

récepteurs β3a- et β3b-ARs n’ont jamais été étudiées dans un système cellulaire natif. De 

même, la présence de ces 2 isoformes au niveau cardiaque n’a pas été démontrée. 

 Dans le ventricule humain, l’activation des protéines Gi, ne semble pas être 

responsable d’une inhibition de l’adénylate cyclase, mais plutôt d’une activation de la voie du 

NO, impliquant notamment la NO synthase endothéliale (Gauthier et coll., 1998) (Figure 6), 

qui est exprimée dans les cellules endothéliales et les cardiomyocytes (Schulz et coll., 2006). 

Chez des souris dépourvues du gène codant pour les récepteurs β3-ARs (β3-KO), la réponse 

contractile myocardique à l’isoprénaline est augmentée par rapport aux souris contrôles. Cette 

réponse n’est pas modifiée après inhibition des NO synthases par le Ng-monométhyl-L-

arginine monoacétate (L-NMMA) chez les souris β3-KO, mais est potentialisée chez les souris 

contrôles (Varghese et coll., 2000). Comme aucun transcrit pour le récepteur β3-AR, ni 

aucune protéine n’ont été détectés dans le myocarde des souris contrôles, l’effet observé 

pourrait être secondaire à l’activation des récepteurs β3-ARs endothéliaux. De plus, cette 

étude suggère que la voie de signalisation β3-AR-NO pourrait agir comme une boucle de 

régulation négative s’opposant aux effets inotropes positifs des catécholamines dans le cœur. 

L’activation de la NO synthase endothéliale peut se faire suivant 2 mécanismes : (i) la 

translocation, dépendante de sa liaison au complexe calcium-calmoduline (la liaison du 

complexe calcium-calmoduline à la eNOS lève l’interaction inhibitrice de la cavéoline) 

(Feron et coll., 1998; Wu, 2002) et (ii) et la phosphorylation de la protéine au niveau du 

résidu sérine 1177 (Goligorsky et coll., 2002). Chez l’homme, il semble que le premier 

mécanisme d’activation de la NO synthase endothéliale soit prédominant au niveau 

auriculaire alors que le second prédomine au niveau ventriculaire gauche (Brixius et coll., 

2004). Une étude récente révèle également que le couplage du récepteur pourrait se faire avec 

des isoformes de NO synthase différentes suivant la cavité cardiaque considérée. En effet, 

Sterin-Borda et coll., ont mis en évidence un couplage préférentiel du récepteur β3-AR à la 

NO synthase neuronal au niveau auriculaire (Sterin-Borda et coll., 2006). Dans des souris 

déficientes en gène codant pour la NO synthase endothéliale, l’effet chronotrope positif induit 
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par la stimulation β3-AR sur l’oreillette n’est pas modifié, alors que l’inhibition de la NO 

synthase neuronale chez ces animaux, entraîne une augmentation de la fréquence en présence 

d’agoniste β3-AR. Dans ce travail, les auteurs soulignent la possibilité d’un couplage du 

récepteur β3-AR à la fois à la voie protéine Gs-adénylate cyclase-AMPc mais aussi à la voie 

protéine Gi-NO-guanylate cyclase-GMPc . 

 

β3-AR

Gi/0 eNOS

NO GCs

GTP GMPc

-

+
+

Ca2+

Canal Ca2+

de type L  
Figure 6 : Voies de signalisation du récepteur β3-AR dans les cardiomyocytes ventriculaires 

humains. Ca2+ : calcium ; GTP : guanosine triphosphate ; GMPc : guanosine monophosphate 

cyclique ; GCs : guannylate cyclase soluble; NO : monoxyde d’azote; eNOS : NO synthase 

endothéliale; Gi/0 : protéine Gi/0 ; + : activation ; - :inhibition 

 
 La production de NO est responsable d’une activation de la guanylate cyclase soluble 

entraînant une augmentation de la concentration intracellulaire de GMPc (Gauthier et coll., 

1998). Des résultats similaires démontrant l’implication de la même voie de signalisation ont 

été obtenus dans les cardiomyocytes de rat et de chien (Cheng et coll., 2001; Zhang et coll., 

2005a). L’augmentation de GMPc pourrait agir sur différentes cibles : (i) la protéine kinase 

dépendante du GMPc, qui diminue le courant calcique via la régulation des canaux calciques 

de type L (Mery et coll., 1991; Wahler et Dollinger, 1995) ou qui diminue la réponse 

contractile des myofilaments indépendamment des changements de transitoire calcique (Shah 

et coll., 1994; Goldhaber et coll., 1996; Yasuda et Lew, 1997) et (ii) le GMPc est responsable 

de l’activation des phosphodiestérases de type II (Beavo, 1995) conduisant à une diminution 
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des taux d’AMPc intracellulaire (Mery et coll., 1993). Une étude récente met en évidence une 

compartimentalisation des récepteurs β-ARs, de l’adénylate cyclase et de la 

phosphodiestérase de type II, renforçant le concept de rétrocontrôle négatif, que pourrait jouer 

le récepteur β3-AR vis-à-vis de la stimulation β1-/β2-AR (Figure 7) (Mongillo et coll., 2005). 

Parallèlement, le NO régule la fonction cardiaque d’une manière GMPc-indépendante par des 

modifications directes de protéines clefs telles que la cytochrome c oxydase (Torres et coll., 

1995), la créatine phosphokinase (Gross et coll., 1996) ou les canaux calciques de type L 

(Campbell et coll., 1996). Cependant, le mécanisme d’inhibition des canaux calciques de type 

L par la stimulation β3-AR dans les cardiomyocytes de chien et de rat reste à préciser (Cheng 

et coll., 2001; Zhang et coll., 2005a). Il faut en particulier remarquer que chez le rat le faible 

niveau d’expression du récepteur β3-AR au niveau myocardique peut difficilement rendre 

compte de cette inhibition. Il peut s’agir d’une évolution spontanée connue sous le nom du 

phénomène dit de « run down » des canaux calciques. 

 

NA

 
Figure 7 : Représentation schématique de la boucle de rétrocontrôle négatif de la stimulation 

β1-/β2-AR par le récepteur β3-AR. Un compartiment cellulaire précis contient les récepteurs 

β-ARs, un stock spécifique d’adénylate cyclase (AC), la NO-syntase endothéliale (eNOS), et la 

phosphodiestérase de type II (PDE2). sGC : guanylate cyclase soluble, NA : noradrénaline 

(d’après Mongillo et coll., 2006) 
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 Dans les trabécules auriculaires humains, le BRL 37344 ne modifie pas la force de 

contraction par activation du récepteur β3-AR. Cependant, cette activation entraîne une 

augmentation de production du NO par activation de la NO synthase endothéliale (Pott et 

coll., 2003). Ce résultat indique que le rôle fonctionnel de la stimulation β3-AR n’est pas le 

même suivant la cavité cardiaque considérée. Cela peut s’expliquer par (i) un couplage et/ou 

des effecteurs du récepteur β3-AR différents dans le ventricule et l’oreillette, (ii) un niveau 

d’expression du récepteur plus faible au niveau de l’oreillette droite par rapport au ventricule 

et une expression plus importante de la NO synthase endothéliale dans l’oreillette (Bloch et 

coll., 1999). Il a été proposé que le récepteur β3-AR auriculaire pourrait être à l’origine d’un 

rétrocontrôle négatif prévenant la survenue de tachycardie sinusale et d’arythmies secondaires 

à une stimulation β1-/β2-AR excessive. Cependant, cette hypothèse est en désaccord avec les 

résultats obtenus avec les souris surexprimant le récepteur β3-AR humain spécifiquement dans 

les cardiomyocytes, chez qui une augmentation de la fréquence cardiaque de base est obtenue 

(Tavernier et coll., 2003). Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que les 

prélèvements d’oreillette droite humaine sont obtenus à partir de patients porteurs de 

cardiopathies ischémique ou valvulaire nécessitant différents traitements pouvant modifier la 

réponse β3-AR.  

 Enfin, tout récemment, une équipe a montré la présence de récepteurs β1- et β3-AR au 

niveau de la membrane nucléaire de cardiomyocytes de rat et de souris (Boivin et coll., 2006). 

Ces auteurs montrent que l’application de BRL 37344 est responsable d’une augmentation de 

la synthèse d’ARN sur des préparations nucléaires de cardiomyocyte. Par ailleurs, il semble 

que les effets de la stimulation du récepteur β3-AR nucléaire soient partiellement inhibés par 

un prétraitement à la toxine pertussique, soulignant la participation de protéines Gi (présentes 

également dans les fractions nucléaires) à la transduction du signal. Les auteurs soulignent la 

possibilité pour les ligands d’atteindre ces récepteurs β3-ARs nucléaires grâce à des systèmes 

de transporteurs tels que l’EMT (extraneuronal monoamine transporter ou OCT3) présents au 

niveau cardiaque (Jonker et Schinkel, 2004). 
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D. Les récepteurs β3-adrénergiques vasculaires 

Au cours des 20 dernières années, les connaissances concernant la physiologie et la 

pharmacologie vasculaire ont considérablement évolué, avec en particulier la mise en 

évidence du rôle de l’endothélium dans la régulation du tonus vasomoteur. L’activation de 

récepteurs endothéliaux peut être responsable d’une vasodilatation (Furchgott et Zawadzki, 

1980) ou d’une vasoconstriction (De Mey et Vanhoutte, 1982).  

La stimulation des cellules musculaires lisses par des agonistes vasoconstricteurs tels 

que l’angiotensine II, l’endothéline-1, la noradrénaline ou le thromboxane A2 induit une 

augmentation rapide de la concentration calcique cytosolique ([Ca2+]i) qui atteint en quelques 

secondes une valeur maximale (Figure 8). Cette augmentation est consécutive à l’entrée de 

Ca2+ produite par l’ouverture des canaux calciques dépendants du potentiel membranaire et à 

la libération du Ca2+ stocké dans le réticulum sarcoplasmique par l’activation des récepteurs-

canaux de l’inositol triphosphate. 

 Le Ca2+ cytosolique se lie à la calmoduline (CAM) et forme le complexe Ca2+-CAM 

quiactive la Myosine Light Chain Kinase (MLCK). La MLCK phosphoryle la Myosin Light 

Chain (MLC). La protéine G monomérique Rho et son effecteur Rho kinase sont capables, par 

l’inhibition de la phosphatase des chaînes légères de la myosine (MLCP), de réguler la 

phosphorylation des chaînes légères de la myosine (MLC) et, par conséquent, d’augmenter la 

sensibilité de la cellule au calcium intracellulaire. 
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Figure 8 : Signalisation intracellulaire de la contraction des cellules musculaires lisses 

vasculaires. L’activation des récepteurs à 7 domaines transmembranaires par un 

vasoconstricteur produit à la fois l’activation de la MLCK (kinase de la chaine légère de la 

myosine) consécutive à l’augmentation de la [Ca2+]i et l’inhibition de la MLCP (phosphatase 

de la chaine légère de la myosine). La MLCP est composée de la sous-unité régulatrice 

MYPT et de la sous-unité catalytique PP1-c. L’inhibition de la MLCP est sous le contrôle de 

la voie Rho-Rho kinase. Rho est active lorqu’elle est liée à la guanosine triphosphate (GTP). 

Les facteurs d’échange des nucléotides guanidiques (GEF) favorisent l’échange de la 

guanosine diphosphate pour du GTP. Les protéines stimulatrices de l’activité GTPase (GAPs) 

favorisent la dégradation du GTP en GDP par Rho. Rho, liée au GDP, est inactive. 

Abréviations : DAG : diacyglycérol, IP3 : inositol tri-phosphate, MLC : chaine légère de la 

myosine, PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-biphosphate, PKC : protéine kinase de type C, 

PLCb : phospholipase C de type b (Selon Loirand et Douillon, 2002). 
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Des travaux récents indiquent de nouvelles perspectives concernant la signalisation β-

AR vasculaire, en particulier depuis la description d’un troisième sous-type de récepteur β-

AR. La stimulation β-AR est responsable d’une relaxation des cellules musculaires lisses 

vasculaires et contrôle ainsi le flux sanguin dans différents organes. Les récepteurs β1- et β2-

ARs sont tous deux responsables d’une vasodilatation. Classiquement, le récepteur β2-AR est 

considéré comme le récepteur β-AR vasculaire prédominant (Lands et coll., 1967b). 

Cependant, l’implication de chaque sous-type de récepteur β-AR varie suivant le lit vasculaire 

et l’espèce considérés (Osswald et Guimaraes, 1983). Par exemple, le récepteur β1-AR semble 

être prédominant au niveau des vaisseaux coronaires et cérébraux (Edvinsson et Owman, 

1974 ; O’Donnell et Wanstall, 1985). De plus, Krauss et coll. ont montré que l’amplitude de 

la réponse β-AR dans les artères coronaires épicardiques était inversement proportionnelle à 

la taille du vaisseau (Krauss et coll., 1992). Dans un même modèle, des résultats 

contradictoires sont parfois observés. Ainsi dans l’aorte de rat, il a été démontré que la 

réponse vasodilatatrice à l’isoprénaline pouvait être indépendante, partiellement dépendante 

ou totalement dépendante de l’endothélium (Konishi et Su, 1983, Brawley et coll., 2000). 

Pour expliquer ces différences, Guimaraes et Moura ont proposé plusieurs hypothèses, 

suggérant que la vasorelaxation induite par les agonistes β-ARs pouvait varier en fonction : (i) 

de l’agent précontractant utilisé, (ii) du niveau de précontraction et (iii) du niveau 

d’expression des récepteurs β-ARs (Guimaraes et Moura, 2001). L’ensemble de ces 

considérations rend compte de la difficulté à comparer les différentes études traitant du rôle 

des récepteurs β-ARs sur le tonus vasculaire. 

1. Les études in vivo 

Des études in vivo ont été menées dans différents modèles, pour établir les effets d’agonistes 

β3-ARs sur l’hémodynamique systémique et la distribution des flux sanguins régionaux. 

 Chez des rats conscients, Shen et coll., ont montré que le CL 316 243 et le BRL 

37344, 2 agonistes β3-ARs, étaient responsables d’une hypotension avec une vasodilatation 

périphérique qui persistent en présence d’antagonistes β1- et β2-ARs (Shen et coll., 1994; 

Shen et coll., 1996). Des microsphères marquées ont été utilisées pour évaluer les effets des 

agonistes β3-ARs sur certains débits sanguins régionaux chez le rat anesthésié. Dans ce 

travail, ni le CL 316 243, ni le BRL 26880A n’a induit de variation significative de la pression 

artérielle. Néanmoins, il est constaté une augmentation du flux sanguin au niveau des îlots de 

Langerhans sous l’action du CL 316 243 (Atef et coll., 1996) et au niveau de la graisse brune 
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par le BRL 26880A (Takahashi et coll., 1992). De plus, plusieurs agonistes β3-ARs (BRL 

35135, CL 316 243, SR 58611A) induisent une augmentation du flux sanguin au niveau de 

l’antre gastrique chez des rats anesthésiés à l’halothane (Kuratani et coll., 1994). 

 Des techniques d’invalidation de gènes chez la souris ont permis d’évaluer le rôle de 

chaque sous-type de récepteurs β-ARs. Rohrer et coll. ont observé une augmentation 

compensatrice de la réponse β3-AR vasculaire chez des souris déficientes en récepteurs β1- et 

β2-ARs (Rohrer et coll., 1999). Ainsi, chez ces souris anesthésiées, le CL 316 243 induit une 

réponse hypotensive plus marquée que chez les souris contrôles. 

 Chez le chien conscient, Tavernier et coll. ont montré que le BRL 37344 était 

responsable d’une hypotension (Tavernier et coll., 1992). Cette hypotension est conservée 

chez l’animal ayant subit une dénervation sinoaortique (Berlan et coll., 1994). L’évaluation du 

flux sanguin cutané par une technique de laser-döppler a révélé une augmentation de la 

perfusion cutanée. Chez le chien conscient après un blocage pharmacologique du système 

nerveux autonome, l’évaluation des modifications du flux sanguin régional par microbilles 

radioactives après traitement par le BRL 37344 a confirmé la baisse de la pression artérielle 

secondaire à une augmentation de la conductance périphérique et à une vasodilatation au 

niveau cutané et du tissu adipeux (Shen et coll., 1994). De la même façon, chez le chien 

normal, l’administration de SR 58611A induit une hypotension par vasodilatation 

périphérique qui est résistante au blocage β1- et β2-AR (Donckier et coll., 2001). Comme chez 

le rat, le CL 316 243 semble être un agoniste β3-AR plus spécifique que le BRL 37344 chez le 

chien (Shen et coll., 1996). Il est important de noter que les effets vasculaires induits par la 

stimulation β3-AR sont plus marqués chez le chien que dans les autres espèces étudiées (Shen 

et coll., 1996). 

 De manière plus anecdotique le BRL 37344 est responsable d’une augmentation dose-

dépendante du flux sanguin au niveau de la muqueuse nasale (reflet de la capacitance 

vasculaire) chez le porc anesthésié (Lacroix et coll., 1995). 

 Peu d’études ont évalué les effets de la stimulation β3-AR chez l’homme et les 

primates non humains. Le CL 316 243 et le BRL 37344 ne modifient aucun paramètre 

cardiovasculaire chez des singes conscients (Shen et coll., 1996). Chez l’homme, le CGP 

12177A, agoniste β3-AR partiel, est responsable d’une augmentation modérée du flux sanguin 

au niveau du tissu adipeux (Barbe et coll., 1996). Chez des volontaires sains, Wheeldon et 

coll., ont évalué les effets d’un autre agoniste β3-AR, le BRL 35315 qui est rapidement 

transformé in vivo en son métabolite dé-estérifié, le BRL 37344 (Wheeldon et coll., 1994). 

Dans cette étude il semble que les effets observés du BRL 35315 soient aboli par un β-
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bloquant non sélectif β1- et β2-AR. Dans une étude clinique récente portant sur l’intérêt d’un 

agoniste β3-AR, le L-796,568, dans la prise en charge de l’obésité, les paramètres 

cardiovasculaires ne sont pas significativement modifiés durant les 28 jours de traitement 

(Larsen et coll., 2002). 

2. Les artères de conduction 

Dans l’aorte thoracique de rat, le pindolol, un agoniste β-AR non spécifique possédant des 

propriétés agonistes β3-ARs, provoque une vasodilatation résistante au prétraitement du 

vaisseau par du propranolol suggérant la présence d’un récepteur β-AR atypique (Clark et 

Bertholet, 1983). Plus tard, plusieurs études montrent que la vasodilatation induite par 

l’isoprénaline est en partie résistante au blocage des récepteurs β1- et β2-ARs dans l’aorte 

thoracique et la carotide de rat (Oriowo, 1994; MacDonald et coll., 1999; Trochu et coll., 

1999). 

 Le BRL 37344 induit une vasorelaxation concentration-dépendante d’anneaux d’aorte 

thoracique de rat précontractés à la phényléphrine (agoniste α1-AR) (Oriowo, 1995). Le même 

effet relaxant est obtenu avec le SR 58611A, sans modification par un prétraitement au 

nadolol (antagoniste β1-/β2-AR), mais inhibé en présence de SR 59230A (antagoniste β3-AR) 

(Trochu et coll., 1999). La désendothélialisation réduit de manière significative la relaxation 

induite par la stimulation β3-AR, suggérant une localisation endothéliale prépondérante du 

récepteur β3-AR (Trochu et coll., 1999). Cette localisation endothéliale a été confirmée par la 

suite grâce à des approches de biologie moléculaire et des techniques d’immunohistochimie 

(Rautureau et coll., 2002). Cependant, ces résultats ont été contestés. En effet, dans le même 

lit vasculaire, Brahmadevara et coll., ont mis en évidence que la relaxation induite par 

l’isoprénaline présentait une composante résistante au prétraitement par le propranolol, dans 

des anneaux précontractés à la phényléphrine mais pas sur des anneaux précontractés par le 

PGF2α (un dérivé des prostaglandines) (Brahmadevara et coll., 2003). Sur les anneaux 

précontractés à la phényléphrine, l’antagoniste β3-AR, le SR 59230A, n’est pas parvenu à 

bloquer la relaxation induite par le BRL 37344 et le SR 58611A. De plus, le CL 316 243 

n’entraîne pas de relaxation. Sur les anneaux précontractés par le PGF2α, seul le SR 58611A 

entraîne une relaxation qui n’est pas inhibée par le SR 59230A. Certaines études 

phamacologiques tendent à montrer que le récepteur β3-AR est présent au niveau de l’aorte 

thoracique de rat, mais que son effet vasodilatateur est affecté par la nature de l’agent 

vasoconstricteur utilisé. Le choix de ce dernier, comme le suggèrent certains auteurs 

(Kozlowska et coll., 2005) doit être fait avec beaucoup de précaution dans le cadre de l’étude 
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de l’effet vasodilatateur des agonistes β-ARs. Le récepteur β3-AR pourrait être également 

impliqué dans la relaxation β-AR de l’aorte abdominale de rat (Matsushita et coll., 2003). 

Cependant, ces résultats doivent être pris avec précaution car seul un agoniste β3-AR partiel a 

été utilisé et la désendothélialisation n’a pas été testée. 

 Dans la carotide de rat, comme au niveau de l’aorte, le propranolol déplace la courbe 

concentration-relaxation de l’isoprénaline vers la droite sans modifier l’effet maximal obtenu. 

De plus, le BRL 37344 est également responsable d’une vasodilatation sur des anneaux 

artériels précontractés par la phényléphrine. Cette relaxation est endothélium-indépendante et 

n’est pas modifiée par un prétraitement des anneaux par du propranolol (Oriowo, 1994). Des 

résultats comparables ont été obtenus après précontraction avec un analogue du thromboxane 

A2 (U-44619) (MacDonald et coll., 1999). Néanmoins, dans cette dernière étude, il a été 

suggéré que le rôle joué par l’endothélium dans les effets β-ARs classiques et β3-ARs, serait 

différent, avec une moindre implication de l’endothélium dans la relaxation induite par le 

récepteur β3-AR. Dans le tronc de l’artère mésentérique de rat, il a été rapporté la présence 

d’un récepteur β-AR atypique (Kozlowska et coll., 2003). Au cours de cette étude, plusieurs 

agonistes β3-ARs ont induit une vasorelaxation. Néanmoins, pour ces auteurs, la comparaison 

détaillée de l’ordre de puissance des agonistes β3-ARs semble indiquer la présence d’un 

récepteur β-AR atypique autre que le récepteur β3-AR ou que le récepteur β1-AR de faible 

affinité. 

 Chez les souris déficientes pour le gène codant pour les récepteurs β1- ou β2-ARs (β1-

KO ou β2-KO), l’isoprénaline est responsable d’une relaxation d’anneaux artériels provenant 

de l’aorte thoracique, de la carotide et de l’artère fémorale. Chez les souris déficientes pour 

les 2 gènes (β1/β2-KO), la relaxation induite par l’isoprénaline est abolie, ce qui semble 

indiquer une absence de récepteurs β3-ARs (Chruscinski et coll., 2001). Dans les mêmes 

animaux β1/β2-KO, il est intéressant de constater que in vivo des effets cardiovasculaires du 

CL 316 243, sont significativement augmentés (Rohrer et coll., 1999), suggérant donc une 

compensation de l’absence des récepteurs β1- et β2-ARs par une réponse β3-AR accentuée. 

 L’artère de conduction la plus souvent étudiée chez l’homme est l’artère mammaire 

interne. Les fragments de ce vaisseau permettant de réaliser des études en cuve à organes 

isolés, sont recueillies lors de la réalisation des pontages aortocoronariens. Sur des anneaux 

d’artère mammaire interne désendothélialisés et précontractés à la phényléphrine, il a été mis 

en évidence un effet vasodilatateur du BRL 37344, concentration-dépendant, en rapport avec 

la stimulation d’un récepteur β-AR atypique, peut être le récepteur β3-AR qui serait localisé 

au niveau des cellules musculaires lisses (Shiafiei et coll., 2001). L’effet tocolytique des 
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agonistes β3-ARs, a conduit certaines équipes à se pencher sur les effets de ces agonistes sur 

la circulation ombilicale et placentaire. Dans l’artère ombilicale humaine, le BRL 37344 est 

responsable d’une faible vasodilatation (Dennedy et coll., 2002). Dans des artères placentaires 

prélevées sur le placenta de femmes ayant eu une grossesse normale ou compliquée d’une 

pré-éclampsie, le SR 59119A induit une vasodilatation. La présence du récepteur β3-AR dans 

ce lit vasculaire a été confirmée récemment par des techniques de biologie moléculaire et 

biochimiques (Rouget et coll., 2005). 

3. Les artères de résistance 

Peu d’études ont été menées concernant la présence et le rôle du récepteur β3-AR dans des 

artères de diamètre compris entre 2 et 300 µm, correspondant aux artères de résistances. 

 Briones et coll., ont montré que dans les microartères mésentériques, la relaxation β-

AR était essentiellement due à la stimulation des récepteurs β1-ARs présents dans les cellules 

musculaires lisses (avec une localisation intracellulaire périnucléaire préférentielle) (Briones 

et coll., 2005). Dans ce travail, les auteurs présentent des résultats écartant la participation de 

récepteurs β2-ARs ou β3-ARs. Ainsi, sur des microartères mésentériques précontractées à la 

phényléphrine, bien que le salbutamol (agoniste β2-AR), le BRL 37344 (agoniste β3-AR) et le 

CGP 12177A (agoniste du récepteur β1-AR de faible affinité) entraînent une vasodilatation 

ceux-ci sont respectivement 144, 100 et 263 fois moins puissants que l’isoprénaline. Le CL 

316 243 n’entraîne pas de relaxation. Sur des artères précontractées à la sérotonine ou par un 

analogue du thromboxane A2, l’isoprénaline provoque une relaxation concentration-

dépendante, alors que le salbutamol, le BRL 37344, le CGP 12177A et le CL 316 243, n’y 

parviennent pas. De plus, les propriétés vasodilatatrices du BRL 37344 et du SR 59230A 

pourraient être en rapport avec un effet antagoniste compétitif α1-AR (Briones et coll., 2005). 

 Chez les souris transgéniques, β1-KO, β2-KO et β1/β2-KO, la vasodilatation β-AR a été 

évaluée dans plusieurs artères de résistance de différents lits vasculaires (fémoral, 

épigastrique, mésentérique) (Chruscinski et coll., 2001). Dans ces différents vaisseaux, 

l’isoprénaline a eu un effet vasodilatateur uniquement dans les artères mésentériques et sans 

doute par le biais d’une stimulation β1-AR. En effet, chez les animaux β1-KO, cet effet 

vasodilatateur est totalement aboli. Cependant, en vidéomicroscopie, il a été montré que le 

nébivolol (antagoniste β1-AR avec des propriétés agonistes β3-ARs) entraîne une relaxation 

dose dépendante de microartères de résistance coronaires de souris précontractées par du 

PGF2α. Cette vasodilatation est inhibée par les antagonistes des NO synthases. De plus, elle 

n’est pas altérée en présence de nadolol (antagoniste β1/β2-AR), mais est complètement 
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inhibée par le bupranolol (antagoniste β1/β2/β3-AR). De plus, le nébivolol n’entraîne pas de 

vasodilatation de ces mêmes microartères coronaires issues de souris déficientes en gène 

codant pour le récepteur β3-AR (Dessy et coll., 2005). 

 Dans des microartères coronaires humaines, il a été mis en évidence la présence du 

transcrit codant pour le récepteur β3-AR et la protéine. Sur des vaisseaux précontractés par de 

l’endothéline-1, le BRL 37344 et le nébivolol, produisent une vasodilatation confirmant la 

présence d’un récepteur β3-AR fonctionnel. Cette relaxation n’est pas affectée par un 

prétraitement par le nadolol (éliminant par-là même une implication des récepteurs β1- et /ou 

β2-ARs) mais est complètement inhibée par le bupranolol (Dessy et coll., 2004; Dessy et coll., 

2005). 

4. La circulation pulmonaire 

La circulation pulmonaire diffère de la circulation systémique par de nombreux aspects, le 

plus remarquable étant l’existence d’une vasoconstriction pulmonaire secondaire à l’hypoxie. 

Les mécanismes sous-jacents à cette vasoconstriction-hypoxique sont loin d’être parfaitement 

connus. Les effets vasodilatateurs de trois agonistes β3-ARs sélectifs sur la vasoconstriction 

hypoxique ont été évalués dans un modèle de poumons de rat, isolés et perfusés (Dumas et 

coll., 1998). Les trois agonistes β3-ARs ont entraîné une vasodilatation concentration-

dépendante. Le SR 59230A (antagoniste β3-AR) a inhibé l’effet vasodilatateur du SR 59104A 

mais pas celui du SR 59119A et du SR 58611A, comme cela est le cas du propranolol. En se 

basant sur ces résultats, les auteurs ont émis l’hypothèse de la présence d’un récepteur β-AR 

atypique dans la circulation pulmonaire de rat. Dans la même espèce, sur des artères 

intralobaires isolées précontractées avec de la PGF2α, l’isoprénaline entraîne une 

vasodilatation qui n’est pas totalement inhibée en présence de nadolol. Cependant la 

relaxation résiduelle persiste même en présence de SR 59230A. De plus, le BRL 37344, le SR 

58611A et le CGP 12177 n’induisent pas de vasodilatation, suggérant l’absence de récepteur 

β3-AR dans ce lit vasculaire (Pourageaud et coll., 2005). Néanmoins, en fonction de la taille 

des vaisseaux, les sous-types de récepteurs β-ARs pourraient être très différents comme cela 

est suggéré par le fait que la relaxation β-AR est principalement NO-dépendante dans les 

grosses artères pulmonaires, alors qu’elle est largement NO-indépendante, dans les artères de 

plus petit calibre (Priest et coll., 1997). 

 Dans des anneaux d’artères pulmonaires de chien précontractés à la phényléphrine, le 

CL 316 243 et le BRL 37344 sont capables d’induire une vasorelaxation, mais avec une 

 - 47 -



moindre puissance que l’isoprénaline et le salbutamol, suggérant ainsi la présence de 

récepteurs β3-ARs dans ce lit vasculaire (Tagaya et coll., 1999). 

5. Le système veineux 

Sur des segments de veine porte de rat, le BRL 37344 inhibe les contractions induites 

électriquement, d’une manière concentration-dépendante. Cette inhibition n’est pas levée par 

un prétraitement au propranolol des préparations. De plus, il semble, selon ces auteurs, que le 

BRL 37344 inhibe la transmission adrénergique dans ces vaisseaux par le biais d’un récepteur 

β-AR atypique préjonctionnel, autre que le récepteur β3-AR (Youssif et Oriowo, 2002). 

 Dans les veines digitées de cheval, plusieurs agonistes β3-ARs (SR 58611A, ZD 2079 

et ZM 215001) sont capables d’induire une relaxation endothélium-dépendante. La relaxation 

induite par le SR 58611A n’est pas modifiée par le nadolol, mais elle est réduite de manière 

significative en présence de ZM 215001 (2 µM), utilisé comme un antagoniste β3-AR. De 

même, la désendothélialisation et le prétraitement par les inhibiteurs des NO synthases 

inhibent cette relaxation, suggérant une localisation endothéliale et une voie de signalisation 

dépendante du NO (Mallem et coll., 2003). Le rôle du récepteur β3-AR dans ce lit vasculaire 

reste à préciser. 

6. Corps caverneux 

Dans le corps caverneux humain, des récepteurs β3-ARs ont été localisés essentiellement au 

niveau des muscles lisses. Leur activation par le BRL 37344 entraîne une relaxation de 

bandelettes longitudinales de corps caverneux. Cette relaxation est inhibée de façon sélective 

par le SR 59230A (Cirino et coll., 2003). Le récepteur β3-AR pourrait donc être impliqué dans 

les phénomènes vasculaires de l’érection et constituer une cible thérapeutique. 

7. Voies de signalisations au niveau vasculaire 

Peu de travaux ont tenté de déterminer avec précision les voies de signalisations impliquées 

dans l’activation du récepteur β3-AR. Comme nous l’avons vu, la localisation cellulaire du 

récepteur β3-AR varie en fonction du lit vasculaire considéré, de la taille du vaisseau et de 

l’espèce. Dans l’aorte thoracique de rat, les récepteurs β3-ARs sont principalement situés dans 

les cellules endothéliales, ils agissent de concert avec les récepteurs β1- et β2-ARs pour 

induire une vasodilatation par le biais d’une activation de la voie du NO et l’augmentation 

consécutive de GMPc (Figure 9) (Trochu et coll., 1999). Dans le même modèle, Rautureau et 

coll., ont démontré que les effets induits par la stimulation du récepteur β3-AR, à la différence 
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de ce qui se passe au niveau cardiaque, étaient indépendants de l’activation de protéines G 

sensible à la toxine pertussique (Rautureau et coll., 2002). Dans ce lit vasculaire, la 

vasodilatation β3-AR implique l’activation de plusieurs canaux potassiques (Figure 9). Le 

prétraitement des anneaux aortiques par l’iberiotoxine, le glibenclamide, la tolbutamide ou la 

4-aminopyridine, diminue de façon significative la relaxation β3-AR-dépendante. Ces 

résultats indiquent donc, que la vasodilatation β3-AR résulte respectivement de l’activation 

des canaux potassiques dépendants du calcium de grande conductance (BKca), ATP-dépendant 

(KATP) et voltage-dépendant (Kv) (Figure 9). Cependant, l’inhibition n’est pas complète dans 

chaque condition expérimentale, ce qui tend à démontrer la participation de plusieurs classes 

de canaux pour obtenir un effet global. La participation des canaux potassiques dans les effets 

relaxants des agonistes β3-AR a également été rapportée dans les préparations de poumons 

isolés-perfusés de rat. Les agonistes β3-ARs induisent la vasodilatation pulmonaire en partie 

par l’activation des canaux potassiques dépendants du calcium de grande (BKca) ou de petite 

(SKca) conductance et la synthèse de NO (Dumas et coll., 1999). Dans la veine porte de rat, 

l’activation des récepteurs β3-ARs stimule les canaux calciques de type L, via la stimulation 

par une protéine Gs de la voie AMPc/PKA responsable de la phosphorylation de ces canaux 

(Viard et coll., 2000). Cependant, il faut remarquer que dans cette étude, aucun agoniste β3-

AR préférentiel n’a été testé, seulement le CGP 12177A qui associe des propriétés agonistes 

pour le récepteur β3-AR et le récepteur β1-AR de faible affinité. 

 

 - 49 -



eNOS

β3-AR

NOL-ARGININE

NO

GMPc GTP

GCs

RELAXATION

+

+

?

+

Canaux potassiques
(BKCa, SKCa, KATP,KV, …)

EDHF

?

EFFECTEURS ? 

β3-AR

Gs
AC

ATP
AMPc

PKA
+

Canal Ca2+ de 
type L

+
+

EFFECTEURS ? 
RhoA/Rho-kinase

-

Cellule endothéliale

Cellule musculaire lisse

eNOS

β3-AR

NOL-ARGININE

NO

GMPc GTP

GCs

RELAXATION

+

+

?

+

Canaux potassiques
(BKCa, SKCa, KATP,KV, …)

EDHF

?

EFFECTEURS ? 

β3-AR

Gs
AC

ATP
AMPc

PKA
+

Canal Ca2+ de 
type L

+
+

EFFECTEURS ? 
RhoA/Rho-kinase

-

Cellule endothéliale

Cellule musculaire lisse

 
Figure 9 : Principales voies de signalisation du récepteur β3-AR au niveau vasculaire. 

EDHF : endothelial-derived hyperpolarising factor ; eNOS : NO synthase endothéliale ; NO : 

monoxyde d’azote ; GCs : guannylate cyclase soluble ; GTP : guanosine triphosphate ; 

GMPc : guanosine monophosphate cyclique; BKca : canaux potassiques dépendants du 

calcium de grande conductance ; SKca : canaux potassiques dépendants du calcium de petite 

conductance ; KATP : canaux potassiques ATP-dépendant ; Kv : canaux potassiques voltage-

dépendant ; PKA : protéine kinase dépendant de l’AMPc ; AMPc : adénosine monophosphate 

cyclique ; AC : adénylate cyclase ; Gs : protéine Gs ;+ : activation ; ? :éléments à clarifier. 

 
 La voie de signalisation de l’AMPc serait également impliquée dans la signalisation 

β3-AR dans l’artère pulmonaire de chien. Dans ce vaisseau, l’effet vasodilatateur du CL 316 

243 est endothélium-indépendant et entraîne une augmentation de l’AMPc dans les cellules 

musculaires lisses (Tamaoki et coll., 1998). 

 Dans des microcoronaires humaines précontractées par du KCl (ce qui prévient 

l’hyperpolarisation), la relaxation induite par le BRL 37344 est diminuée, et totalement 

inhibée par un inhibiteur des NO synthases (Dessy et coll., 2004). La relaxation NO-

indépendante est totalement inhibée par les inhibiteurs des canaux potassiques dépendant du 
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calcium, l’apamine et la charybdotoxine. Cette observation serait en faveur d’une réponse de 

type EDHF, d’autant plus que la mesure du potentiel de membrane confirme cette 

hyperpolarisation secondaire à la stimulation β3-AR. Dans les artères placentaires humaines, 

le SR 59119A est responsable d’une vasodilatation endothélium-indépendante secondaire à 

une élévation des concentrations intracellulaires d’AMPc sans modification des taux de 

GMPc (Rouget et coll., 2005) 

 Dans les corps caverneux humains, la relaxation β3-AR est dépendante du GMPc mais 

indépendante du NO. Par ailleurs, l’activité du récepteur β3-AR est liée à l’inhibition de la 

voie Rho/Rho kinase (Cirino et coll., 2003) 

E. Implication des récepteurs β3-adrénergiques dans les pathologies 

cardiovasculaires 

1. L’insuffisance cardiaque 

L’insuffisance cardiaque chez l’homme est caractérisée par une forte activation du système 

nerveux sympathique. Les taux de catécholamines très élevés permettent à court terme de 

maintenir la performance cardiaque, en augmentant la contractilité et la fréquence. 

Initialement bénéfique, ce tonus adrénergique soutenu peut à long terme être délétère pour le 

myocarde. 

 Dans tous les modèles étudiés, l’expression des récepteurs β3-ARs est augmentée, dans 

le cœur humain (Moniotte et coll., 2001) aussi bien que dans les cardiomyocytes issus de 

chien insuffisant cardiaque (Morimoto et coll., 2004). Cependant, les changements dans la 

réponse contractile ne sont pas strictement parallèles aux modifications du niveau 

d’expression du récepteur β3-AR. Chez l’homme, l’effet inotrope négatif induit par le BRL 

37344 est diminué dans le myocarde provenant de patients insuffisants cardiaques par rapport 

aux prélèvements pratiqués sur des cœurs sains (Moniotte et coll., 2001) (Figure 10). Dans les 

modèles animaux, l’augmentation d’expression du récepteur β3-AR est corrélée avec une 

augmentation de l’effet inotrope négatif induit par les agonistes β3-ARs (Cheng et coll., 2001; 

Morimoto et coll., 2004; Zhang et coll., 2005a). Ces différences peuvent s’expliquer par la 

variabilité interespèce de la réponse β3-AR, par les degrés divers d’insuffisance cardiaque, et 

par la prise de différents traitements chez le patient insuffisant cardiaque. Dans le modèle 

d’insuffisance cardiaque développé chez le rat où ce phénomène est étudié, la mortalité est de 

40 à 48% durant la période étudiée (4 mois), sans précision concernant la gravité de 

l’insuffisance cardiaque développée (Zhang et coll., 2005a). Ce taux est supérieur à ce que 
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l’on retrouve dans une population de patients insuffisants cardiaques. De plus, dans les 

modèles de rat et de chien, les auteurs examinent un cardiomyocyte isolé, issu de cœur 

défaillant après traitement par isoprénaline chez le rat (Zhang et coll., 2005a) ou par 

tachycardie-entraînée chez le chien (Morimoto et coll., 2004). Au contraire, Moniotte et coll., 

font une évaluation sur des muscles papillaires ventriculaires obtenus chez des patients 

présentant une insuffisance cardiaque ischémique ou dilatée (Moniotte et coll., 2001). D’un 

point de vue fonctionnel, dans un modèle d’insuffisance cardiaque ischémique chez le rat, une 

équipe a mis en évidence le renforcement du contrôle par le récepteur β3-AR d’un courant 

activé par l’hyperpolarisation (If) qui est fortement augmentée dans le cas de l’insuffisance 

cardiaque ischémique (Sartiani et coll., 2006). Il est également important de noter que 

l’insuffisance cardiaque est caractérisée par une altération de la vasomotricité conduisant à 

une altération de la vasodilatation et à une vasoconstriction inadaptée. Ces effets sont dus à 

l’activation des systèmes neurohumoraux et à une dysfonction endothéliale. Il est donc capital 

de prendre en compte le rôle des cellules endothéliales dans la réponse cardiaque. 
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Figure 10 : Atténuation des réponses inotropiques à l’isoprénaline, un agoniste non sélectif 

des récepteurs β-adrénergiques, et au BRL 37344 , un agoniste préférentiel des récepteurs β3-

adrénergiques dans l’insuffisance cardiaque. Non IC : non insuffisant cardiaque, CMI : 

cardiomyopathies ischémiques, CMD : cardiomyopathies dilatées (d’après Moniotte et al., 

2001). 

 La comparaison de l’expression des différents sous-types de récepteurs β-ARs, a 

montré que dans le cas de l’insuffisance cardiaque, il y a une augmentation relative de 

l’expression des récepteurs β2-ARs en raison d’une diminution importante de l’expression des 

récepteurs β1-ARs, sans modification de la densité globale des récepteurs β2-ARs. Dans ce 

contexte, l’importance des récepteurs β3-ARs dans le développement de l’insuffisance 

cardiaque s’appuie sur plusieurs arguments : (i) les récepteurs β3-ARs sont couplés aux 
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protéines Gi/0 dont l’expression est augmentée durant l’insuffisance cardiaque (El-Armouche 

et coll., 2003) ; (ii) le récepteur β3-AR est relativement résistant à la désensibilisation 

secondaire à l’activation par un agoniste (Strosberg, 1997) ; (iii) le récepteur β3-AR est 

également résistant au phénomène de désensibilisation hétérologue en raison de l’absence de 

séquences consensus nécessaire à la phosphorylation par la PKA et la kinase des récepteurs β-

AR (β-ARK : β-adrenergic receptor kinase) (Strosberg, 1997) ; (iv) le récepteur β3-AR est 

activé par des concentrations de catécholamines plus élevées que pour les récepteurs β1- et β2-

ARs (Pietri-Rouxel et Strosberg, 1995) et enfin (v) l’expression du récepteur β3-AR au niveau 

cardiaque est augmentée à la phase terminale de la maladie (Moniotte et coll., 2001). Par 

conséquent, au cours de l’insuffisance cardiaque, pathologie au cours de laquelle le tonus 

sympathique est fortement augmenté, il est vraisemblable que la réponse β3-AR soit préservée 

alors que les réponses β1- et β2-ARs sont diminuées (Moniotte et Balligand, 2002). La 

régulation de la contractilité myocardique par les catécholamines au cours de l’insuffisance 

cardiaque, repose donc sur des modifications compensatoires entre les récepteurs β1-/β2-ARs 

et les récepteurs β3-ARs. Plusieurs études ont également rapporté des modifications similaires 

des récepteurs β-ARs mais en dehors de l’insuffisance cardiaque. Kohout et coll., ont mis en 

évidence un niveau d’expression plus faible des récepteurs β1-ARs chez des souris 

transgéniques surexprimant le récepteur β3-AR humain (Kohout et coll., 2001). Inversement, 

chez les souris dont le gène codant pour le récepteur β3-AR a été invalidé, une augmentation 

des taux d’ARN messager des récepteurs β1-ARs est observée dans le tissu adipeux blanc et 

brun (Susulic et coll., 1995). Récemment, il a été démontré une augmentation de l’expression 

et des effets des récepteurs β3-ARs dans des cardiomyocytes de rats nouveau-nés exposés de 

manière prolongée à la noradrénaline, alors que l’expression des récepteurs β1- et β2-ARs était 

diminuée (Germack et Dickenson, 2006). 

Les changements opposés d’abondance des récepteurs β1-ARs par rapport aux 

récepteurs β3-ARs (augmentation par un facteur de 2 à 3) au cours de l’insuffisance cardiaque, 

avec le déséquilibre entre leurs effets sur la contractilité, pourraient être à l’origine de la 

dégradation de la fonction cardiaque. Cependant, à un stade plus précoce de la maladie, 

l’augmentation d’expression du récepteur β3-AR pourrait être considérée comme un 

mécanisme compensatoire, limitant les lésions cardiomyocytaires. Chez les souris 

surexprimant le récepteur β3-AR humain, les études histologiques ne rapportent pas 

d’hypertrophie cardiomyocytaire, ni de développement de fibrose (Tavernier et coll., 2003), 

suggérant que l’activation du récepteur β3-AR ne serait pas à l’origine de lésions 

cardiomyocytaires. A contrario, Engelhardt et coll. ont montré que la stimulation β1-AR 
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prolongée est responsable d’une hypertrophie, d’une fibrose interstitielle et d’une insuffisance 

cardiaque chez les souris surexprimant le récepteur β1-AR (Engelhardt et coll., 2002). Il 

semble donc que la surexpression du récepteur β3-AR protège des altérations induites par les 

taux élevés de catécholamines au stade initial de la pathologie. Les effets protecteurs de la 

stimulation β3-AR pourraient résulter de (i) la diminution de l’activation des canaux calciques 

de type L et donc de la surcharge calcique, (ii) d’une meilleure fonction diastolique due à 

l’augmentation de production de NO, (iii) du maintien des stocks énergétiques (ATP et 

créatine phosphate) et enfin (iv) de l’effet vasodilatateur (la vasorelaxation artériolaire et 

veineuse en diminuant respectivement post- et pré-charge, améliore le rapport apport 

d’oxygène/consommation d’oxygène). De la même manière, dans le cœur sain, l’effet 

inotrope négatif de la stimulation β3-AR pourrait jouer le rôle de « soupape de sécurité » lors 

des activations intenses du système sympathique (stress, effort physique important…). 

Inversement, au cours de l’évolution de l’insuffisance cardiaque vers ses stades ultimes, 

l’activation des récepteurs β3-ARs pourrait être délétère, en raison de son effet inotrope 

négatif persistant. Chez le rat insuffisant cardiaque, les agonistes β3-ARs aggravent de façon 

notable la fonction cardiaque et favorisent l’apoptose cardiomyocytaire. Ainsi, si la densité de 

récepteurs β3-ARs est trop élevée, ils pourraient contribuer à la perte de la fonction cardiaque 

et constituer la base de la dégradation fonctionnelle observée (Kong et coll., 2004). Des 

expériences utilisant des approches complémentaires (in vivo, ex vivo et in vitro) sur des 

modèles animaux appropriés sont donc nécessaires pour préciser le rôle des récepteur β3-ARs 

au xstades précoce et tardif de l’insuffisance cardiaque. 

Les effets potentiellement bénéfiques de la stimulation β3-AR ont également été 

suggérés par des résultats récents concernant l’utilisation de β-bloquants de troisième 

génération dans le traitement de l’insuffisance cardiaque. Ainsi, bien qu’il ait été prouvé que 

l’utilisation des β-bloquants augmente la survie des patients insuffisants cardiaques, le 

mécanisme responsable est mal connu. Ces effets bénéfiques pourraient être en partie liés aux 

effets vasculaires de ces produits. En effet, les β-bloquants de troisième génération sont 

caractérisés par des propriétés vasodilatatrices (Toda, 2003) et pourraient être plus efficaces 

que les β-bloquants dépourvus de cette propriété. L’utilisation de tels produits semble 

particulièrement appropriée pour améliorer la tolérance chez les patients insuffisants 

cardiaques âgés qui présentent une réserve vasodilatatrice endothéliale limitée, un remodelage 

fibreux avec l’âge du nœud sinusal, un risque plus élevé de bradycardie et d’hypotension. Des 

études récentes concernant ces populations sont particulièrement encourageantes (Flather et 

coll., 2005). Par ailleurs, les patients avec une hypertrophie ventriculaire gauche semblent être 
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particulièrement sensibles aux actions bénéfiques du NO sur la fonction diastolique (Matter et 

coll., 1999). Des essais chez des patients avec une dysfonction ventriculaire ont montré une 

amélioration plus importante des paramètres de fonction diastolique associée à une meilleure 

tolérance à l’effort, lors de l’administration de nébivolol comparativement aux β-bloquants 

des générations précédentes (Nodari et coll., 2003). Tous les β-bloquants susceptibles 

d’induire la production de NO et de chélater les radicaux libres possèdent potentiellement des 

atouts supplémentaires comme la capacité d’inhiber l’apoptose, la nécrose et/ou la 

prolifération de cellules myocardiques. De plus, certains de ces β-bloquants, comme le 

bucindolol et le nébivolol, ont été décrits comme étant des agonistes β3-ARs potentiels, avec 

des propriétés vasodilatatrices endothélium-dépendantes (Gosgnach et coll., 2001; De Groot 

et coll., 2003). Un essai clinique (BEST) évaluant l’intérêt du bucindolol dans le traitement de 

l’insuffisance cardiaque à un stade avancé n’a pas permis de trouver un effet bénéfique sur la 

survie globale et a été abandonné (Beta-Blocker Evaluation of Survival Trial Investigators, 

2001). Cependant, il est difficile de tirer des conclusions définitives sur l’absence de bénéfice 

de l’utilisation du bucindolol dans l’insuffisance cardiaque. En effet, dans cet essai la 

population étudiée présentait des différences notamment en terme de critère d’exclusion 

(concernant l’âge, la pression artérielle et la fréquence cardiaque) et de sélection raciale, par 

rapports aux autres études concluant à l’intérêt de l’utilisation des bêta-bloquants dans 

l’insuffisance cardiaque (CIBIS-II, COPERNICUS et MERIT-HF). En tenant compte de ces 

critères afin d’obtenir un sous-groupe dans l’étude BEST comparable aux populations des 3 

autres essais, une étude conclue à une réduction significative de la mortalité chez les patients 

traités par bucindolol (Domanski et coll., 2003). 

2. Hypertension artérielle systémique 

L’hypertension résulte essentiellement d’un déséquilibre entre des mécanismes 

vasodilatateurs et vasoconstricteurs, en partie en rapport avec des anomalies du système 

nerveux sympathique au niveau pré- et post-synaptique (De Champlain, 2001). Il est reconnu 

qu’au cours de l’hypertension artérielle systémique, il existe une diminution de la réponse β-

AR chez l’homme (Michel et coll., 1990) et dans différents modèles animaux (Feldman, 

1987; Michel et coll., 1990; Doggrell et Surman, 1995). Les principaux éléments connus de 

cette dysfonction sont : la diminution d’expression des récepteurs β-ARs, la diminution des 

protéines G et des anomalies de couplage β-AR-protéine G-effecteurs (Werstiuk et Lee, 

2000). Cependant, certaines études ont rapporté que la relaxation β-AR de l’aorte thoracique 

de rat et d’artères mésentériques de rats hypertendus n’était pas modifiée (Borkowski et coll., 
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1992; Boonen et coll., 1993) voire augmentée (Carvalho et coll., 1987) par rapport aux rats 

normotendus. Il y a plusieurs explications à ces résultats contradictoires concernant la 

vasorelaxation β-AR au cours de l’hypertension artérielle. Ainsi, la relaxation β-AR va 

dépendre : (i) du niveau d’hypertension (Borkowski et coll., 1992), (ii) de l’agent utilisé pour 

précontracter les vaisseaux (Konishi et Su, 1993; Carvalho et coll., 1987) et (iii) du niveau de 

précontraction (Konishi et Su, 1993; Carvalho et coll., 1987). Il est important de remarquer 

que dans toutes ces études, la relaxation β-AR était étudiée en utilisant l’isoprénaline, un 

agoniste β-AR non spécifique et que la participation de chaque sous-type de récepteurs β-ARs 

à cette vasodilatation n’était pas évaluée. Il existe peu de données concernant le rôle potentiel 

du récepteur β3-AR vasculaire dans l’hypertension. Dans un modèle d’hypertension 

périnéphritique chez le chien, il a été établi que la stimulation β3-AR avait un effet bénéfique 

(Donckier et coll., 2001). En effet, chez ces animaux hypertendus, le SR 58611A est 

responsable d’une diminution de la pression artérielle supérieure à celle observée chez les 

animaux normotendus. Chez les chiens hypertendus uniquement, de la contractilité 

myocardique est augmentée en présence de cet agoniste β3-AR. Chez des rats spontanément 

hypertendus âgés de 12 semaines, l’expression du récepteur β3-AR est augmentée mais n’est 

pas corrélée à une augmentation de la vasodilatation induite par les agonistes β3-ARs (Mallem 

et coll., 2004). 

 Concernant la place des β-bloquants dans le traitement de l’hypertension, le nébivolol, 

qui présente des propriétés agonistes β3-ARs, semble être un des β-bloquants les plus 

prometteurs pour la prise en charge de l’hypertension modérée (Czuriga et coll., 2003). De 

plus, seul le nébivolol avec ses propriétés NO-dépendantes, a pu démontrer un effet bénéfique 

sur la dysfonction endothéliale (Thuillez et Richard, 2005).  

 Une mutation ponctuelle du gène β3-AR, correspondant à la substitution du 

tryptophane par une arginine en position 64 (mutation W64R) a été décrite (Walston et coll., 

1995; Widen et coll., 1995; Clement et coll., 1995). Cette mutation naturelle est en fait un 

polymorphisme qui est associé à plusieurs états morbides : (i) insulinorésistance (Widen et 

coll., 1995) à la fois chez l’adulte (Clement et coll., 1995; Kurabayashi et coll., 1996; Mitchell 

et coll., 1998) et l’enfant (Endo et coll., 2000) ; (ii) hyperinsulinisme (Xiang et coll., 1998), 

(iii) une augmentation de la tendance à la prise de poids (Clement et coll., 1995) ; (iv) une 

augmentation des taux de lipoprotéines de haute densité (Thomas et coll., 2000) et (v) une 

augmentation de la glycémie (Corella et coll., 20001). Ce polymorphisme a également été 

associé au développement de l’hypertension artérielle systémique (Tableau 1) (Tonolo et coll., 

1999; Ringel et coll., 2000; Hao et coll., 2004). Une étude clinique menée dans une large 
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population du sud de l’Italie, a permis de mettre en évidence une association entre le 

polymorphisme W64R, la prise de poids abdominale et une élévation de pression artérielle 

(Strazzullo et coll., 2001). Dans un essai randomisé, en double aveugle, contre placebo, une 

équipe a comparé l’effet de l’administration de noradrénaline chez 8 patients normotendus 

non diabétiques présentant le polymorphisme W64R avec 8 patients ne présentant pas ce 

polymorphisme. Le polymorphisme semble conférer une plus grande sensibilité en terme 

d’élévation de la pression artérielle à la phényléphrine (Melis et coll., 2002). Ce 

polymorphisme semble donc faciliter la survenue d’une hypertension en cas d’élévation du 

tonus adrénergique. Néanmoins, il faut prendre beaucoup de précaution concernant 

l’association du polymorphisme d’un seul gène et d’une pathologie multifactorielle comme 

l’hypertension artérielle. Il faut notamment prendre en compte les éléments environnementaux 

et d’éventuels polymorphismes associés synergiques, qui peuvent expliquer des résultats 

contradictoires. L’hypertension est un désordre génétique complexe secondaire aux 

interactions entre plusieurs gènes (hérédité dans environ 30% des cas) et des facteurs 

environnementaux. La plupart des études sur la génétique de l’hypertension utilisent 

l’approche du gène candidat et les deux conclusions les plus souvent faites sont: (i) qu’il n’y a 

pas d’association avec le gène considéré, ou (ii) que le phénotype associé à l’hypertension est 

hétérogène et que l’association de certains polymorphismes avec des sous-groupes de patients 

hypertendus ne peut être faite en raison d’un bruit de fond important. Il semble bien que cette 

dernière conclusion corresponde le mieux à la réalité (Agarwal et coll., 2005). 

 Pour illustrer ces considérations, dans le cas de la pré-éclampsie, certains auteurs 

estiment qu’il n’y a pas de lien entre le polymorphisme W64R du récepteur β3-AR et cette 

pathologie (Malina et coll., 2004), alors qu’une autre équipe évoque un lien complexe, tenant 

compte d’autres éléments environnementaux ou génétiques (Zhang et coll., 2005b). Enfin in 

vitro, il a été décrit une altération de la réponse vasculaire β3-AR chez des femmes présentant 

une pré-éclampsie au cours de leur grossesse (Rouget et coll., 2005).  
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Population Nombre de sujets / détails sur 

la population 
Association Commentaires Références 

Caucasienne 
(Hongrie) 

147 enfants sains / 295 enfants 
obèses 

Oui Bien que la prévalence du 
polymorphisme soit similaire 
chez les enfants, il semble y 
avoir une association avec la 
prise de poids et une 
élévation des taux d’insuline 

Erhardt et coll., 
2005 

Japonaise  160 hommes non obèses 
normotendus 

Oui Augmentation de la pression 
artérielle après 5 ans 

Masuo et coll., 
2005 

Européenne 121 adolescents normotendus,  
54 adolescents hypertendus 

Non Le polymorphisme pourrait 
favoriser la prise de poids 

Porto et coll., 
2004 

Japonaise 1685 issus de la cohorte de la 
Funagata Diabetes Study 

Non Le génotype Arg/Arg est 
associé avec l’obésité et le 
diabète de type II 

Oizumi et coll., 
2001 

Caucasienne 
(Espagne) 

87 hypertendus Non Polymorphisme associé avec 
une modification de la 
composition lipidique des 
membranes et du contre-
transport Na/Li 
érythrocytaire 

Pamies-Andreu et 
coll., 2000 

Caucasienne  
(Allemagne) 

417 diabétiques de type II Oui chez les 
hommes 

Pas d’association avec des 
complications vasculaires 

Ringel et coll., 
2000 

Chinoise 802 Non Aucun lien avec le 
développement de diabète, 
d’hypertension, ou de 
dyslipidémie, mais 
association avec le 
développement de l’obésité 

Thomas et coll., 
2000 

Sarde 494 Oui Association avec des taux de 
triglycérides élevés 

Tonolo et coll., 
1999 

Japonaise 83 diabétique de type II Non  Baba et coll., 
1998 

Caucasienne 
(Allemagne) 

6450 Non Pas d’association avec 
l’obésité, le diabète de type 
II, les dyslipidémies 

Buettner et coll., 
1998) 

Caucasienne 
(Finlande) 

375 Non Pas d’association avec 
l’obésité abdominale, 
l’augmentation d’oxydation 
des lipides, ni la survenue 
précoce d’un diabète de type 
II 

Rissanen et coll., 
1997 

Japonaise 173 Non Pas d’association avec la 
sensibilité à l’insuline ou le 
taux de catécholamine chez 
les patients hypertendus 

Fujisawa et coll., 
1997 

 

Tableau 1 : Polymorphisme W64R du récepteur β3-ARs et hypertension. 

 

3. Obésité et diabète 

L’obésité est devenue dans nos sociétés occidentales un sujet majeur de recherche pour le 

développement de nouveaux traitements, non seulement pour agir sur l’obésité elle-même, 
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mais également sur les pathologies qui lui sont associées comme le diabète et les pathologies 

cardiovasculaires. Parmi les produits étudiés, les agonistes β3-ARs font parti des agents qui 

permettent une augmentation de la dépense énergétique. Par ailleurs, le diabète est une 

pathologie fréquente avec des complications vasculaires souvent associées comme la 

microangiopathie et l’athérosclérose. Bien que les mécanismes de la dysfonction vasculaire ne 

soient pas totalement élucidés, plusieurs études ont suggéré qu’il existe des altérations de la 

réponse vasculaire aux agents vasoactifs. De plus, des travaux menés chez l’animal (Turner et 

White, 1996) et chez l’humain (Johnstone et coll., 1993) ont révélé une altération de la 

vasodilatation endothélium-dépendante en cas de diabète. Chez le rat diabétique, les effets des 

agonistes β-ARs sur la pression artérielle diastolique sont abolis (Gallego et coll., 2002). Par 

ailleurs, il a été montré, comme dans l’insuffisance cardiaque, une diminution de densité des 

récepteurs β1-ARs associée à une augmentation des récepteurs β3-ARs dans les cœurs de rats 

porteurs d’un diabète ancien (Dincer et coll., 2001). Il a été suggéré que l’administration 

prolongée d’agonistes β3-ARs aurait un effet antidiabétique puissant dans des modèles de 

diabète chez les rongeurs (Arch et Wilson, 1996).  

La rétinopathie diabétique est la première cause de cécité chez l’adulte entre 20 et 74 

ans (Klein, 1996). Cette complication du diabète implique notamment une prolifération 

vasculaire anormale. Une dysfonction du système nerveux sympathique au cours du diabète 

pourrait en partie expliquer ces anomalies. Dans ce contexte, des récepteurs β3-ARs ont été 

mis en évidence dans les cellules endothéliales rétiniennes, leur activation étant responsable 

d’une augmentation de la prolifération et de la migration cellulaire, qui sont deux éléments 

fondamentaux dans les phénomènes d’angiogenèse (Steinle et coll., 2003; Steinle et coll., 

2005).  

 La mutation ponctuelle W64R du récepteur β3-AR semble favoriser la survenue de 

l’obésité, de l’insulinorésistance et du diabète de type II (Tableau 1 et Tableau 2). Ce 

polymorphisme semble être associé à la survenue précoce de diabète de type II (Walston et 

coll., 1995), de rétinopathie et de néphropathie diabétiques chez des patients japonais porteurs 

d’un diabète de type II (Sakane et coll., 1997; Sakane et coll., 1998). Plus récemment, il a été 

montré que la mutation W64R homozygote était associée avec la survenue de diabète (Xiu et 

coll., 2004).  

4. Coronaropathie 

La mise en évidence du récepteur β3-AR au niveau des microartères coronaires chez l’homme 

indique son rôle potentiel au cours de la coronaropathie (Dessy et coll., 2004). De plus, le 
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nébivolol est susceptible d’entraîner un effet pro-angiogénique par le biais de ses propriétés 

agonistes β3-ARs (Dessy et coll., 2005). Cependant, le rôle précis des récepteurs β3-ARs dans 

les phénomènes d’ischémie-reperfusion n’est pas connu. De même, l’intérêt dans la protection 

myocardique de la stimulation β3-AR reste à déterminer. Néanmoins, il est probable que 

l’effet vasodilatateur couplé à un effet inotrope négatif, aboutisse à une amélioration du 

rapport apport/consommation d’oxygène au niveau myocardique. 

 Les études concernant l’association de la mutation W64R du récepteur β3-AR avec la 

survenue d’une coronaropathie sont encore une fois contradictoires (Tableau 2). Une étude, 

portant sur une large population de patients bien caractérisés sur le plan phénotypique a 

montré que la présence de cette mutation ne constituait pas un facteur de risque majeur pour 

la survenue de lésions coronaires significatives (Stangl et coll., 2001). De même, ce 

polymorphisme ne serait pas un facteur prédictif d’athérosclérose coronaire, ni d’accidents 

coronaires dans une population blanche nord américaine (Morrisson et coll., 199). En 

revanche, si la présence de cette mutation ne constitue pas un facteur prédictif indépendant de 

coronaropathie, son association avec d’autres facteurs de risque de coronaropathie en fait un 

marqueur potentiel de la survenue d’atteintes coronariennes dans une population arabe (Abu-

Amero et coll., 2005). 
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Population Nombre de sujets / détails 

sur la population 
Association Commentaires Références 

Arabe 495 Pas de lien direct Association en cas de 

présence de facteur de 

risque de coronaropathie 

Abu-Amero et 

coll., 2005 

Caucasienne 

(Allemagne) 

1000 patients coronariens  

1000 patients sains 

non Pas d’association en 

fonction du sexe et des 

facteurs de risque 

d’athérosclérose 

Stangl et coll., 

2001 

Indo-

mauritienne 

338 coronariens  

148 sujets contrôles 

Pas de lien direct Le polymorphisme est 

associé avec une 

modulation des effets des 

β-bloquants sur les 

concentrations de 

triglycérides et de 

cholestérol 

Manraj et coll., 

2001 

Caucasienne 

(USA) 

271 coronariens  

700 sujets contrôles 

Non Le polymorphisme n’est 

pas un facteur prédictif 

d’athérosclérose 

Morrisson et coll., 

1999 

Caucasienne 

(Finlande) 

185 coronariens non 

diabétiques  

119 coronariens 

diabétiques de type II  

Non Pas de liaison significative 

avec l’insulino-résistance 

Pulkkinen et coll., 

1999 

Japonaise 428 Non  Tamaki et coll., 

1999 

Chinoise 137 coronariens  

188 patients sains 

Non Pas d’association avec le 

syndrome d’insulino-

résistance  

Sheu et coll., 

1999 

 

Tableau 2 : Polymorphisme W64R du récepteur β3-ARs et coronaropathie. 
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II. Angiogenèse 

A. Vasculogenèse-Angiogenèse-Artériogenèse 

Le fonctionnement normal d’un tissu dépend d’un apport adéquat de nutriments et d’oxygène. 

La diffusion de l’oxygène est rapidement limitée au sein d’un tissu (100-200 µm), ce qui rend 

nécessaire la mise en place d’un réseau vasculaire capable de subvenir à la vie cellulaire. Le 

développement de vaisseaux dépend de phénomènes indispensables à la croissance et 

l’homéostasie appelés : vasculogenèse, angiogenèse et artériogenèse (Figure 11).  

 

 
Figure 11 : Formation du réseau vasculaire. Durant la vasculogenèse, des cellules 

progénitrices vont donner naissance à un réseau vasculaire primitif.Puis au cours de 

l’angiogenèse, le réseau se développe, les péricytes (PC) et des cellules musculaires lisses 

(CML) couvrent les canaux endothéliaux et des réseaux vasculaires organisés apparaissent. 

Les vaisseaux lymphatiques se constituent par transdifférenciation (d’après Carmeliet, 2005). 

 

Au cours de l’embryogenèse, il y a différenciation de cellules mésenchymateuses 

embryonnaires (précurseurs endothéliaux ou angioblastes) pour former, localement, des 

tubules de cellules endothéliales qui se réunissent eux-mêmes en plexus vasculaires peu ou 

pas organisés (Flamme et coll., 1997). Il faut noter que les précurseurs endothéliaux partagent 

une origine commune avec les cellules progénitrices hématopoïétiques : les hémangioblastes. 
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Ce lien étroit entre les cellules sanguines et le système vasculaire est très important tout au 

long de la vie (Carmeliet, 2005). Ensuite, ce réseau primitif va être le siège d’une croissance 

et d’un remodelage (Carmeliet, 2000). Il s’agit là véritablement d’angiogenèse, alors 

qu’initialement ce terme était uniquement utilisé pour décrire la croissance de bourgeons 

endothéliaux à partir de veinules. En parallèle, des précurseurs des cellules musculaires lisses 

et des péricytes vont au cours d’une phase dite d’artériogenèse, recouvrir les tubes 

endothéliaux naissant et ainsi stabiliser les vaisseaux (inhibition de la prolifération 

endothéliale, production de matrice extracellulaire) et permettre la régulation de la perfusion 

des vaisseaux (Carmeliet, 2005). La dernière étape de la maturation est la spécialisation de la 

paroi des vaisseaux et de leur réseau suivant le tissu ou l’organe considéré (Jain, 2003). Au 

cours de cette phase, des phénomènes de régression, de ramification ainsi que de formation de 

jonctions intercellulaires (homotypiques, hétérotypiques, gap-junction) se produisent.  

Longtemps, il a été considéré qu’en période postnatale, seuls des phénomènes 

d’angiogenèse pouvaient rendre compte de la néovascularisation et que la vasculogenèse était 

limitée à la vie embryonnaire. Cependant, des cellules progénitrices endothéliales ont été 

mises en évidence dans la moelle osseuse et le sang périphérique (Carmeliet, 2000). Ces 

cellules peuvent être recrutées par des sites de néo-angiogenèse (Ashara et coll., 1999). Les 

cellules endothéliales sont en grande majorité à l’état quiescent mais elles possèdent une 

capacité de « réactivation » sous l’effet de stimuli divers comme l’inflammation pour les 

vaisseaux lymphatiques et l’hypoxie pour les vaisseaux sanguins (Carmeliet, 2003). Dans des 

conditions physiologiques, les vaisseaux adultes sont dans un état quiescent et des 

phénomènes d’angiogenèse sont uniquement identifiables lors des processus de cicatrisation 

et au niveau de l’appareil génital féminin (ovulation, cycle menstruel, implantation 

embryonnaire, grossesse) (Carmeliet, 2005). 
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B. Régulateurs de l’angiogenèse 

La formation de néovaisseaux consiste en une série d’événements régulés au cours du temps: 

• Une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité capillaire qui 

favorisent l’adhésion et la migration, facilitée par un réseau de fibrine, des 

cellules endothéliales (Van Hinsbergh et coll., 2001) ; 

• La stimulation des cellules endothéliales par des facteurs de croissance 

comme le facteur de croissance endothelial vasculaire (VEGF : vascular 

endothelial growth factor) (Thomas, 1996) ; 

• La dégradation par protéolyse de la membrane basale résultant de la 

sécrétion et l’activation des métalloprotéinases (MMP) en réponse à des 

signaux exogènes tels que des cytokines, des facteurs de croissance et des 

interactions cellule-matrice (Kalebic et coll., 1983) ; 

• Migration et prolifération des cellules endothéliales dans la matrice 

extracellulaire sous l’effet de facteurs de croissance, métalloprotéinases et 

des intégrines (Cornelius et coll., 1995; Senger et coll., 1996) ; 

• Formation et maturation de nouveaux tubes capillaires impliquant la 

différenciation des cellules musculaires lisses et des péricytes (Doherty et 

Canfield, 1999) ; 

• Remodelage vasculaire par le biais de phénomènes apoptotiques. 

 

L’initiation de la réponse angiogénique est dépendante d’une balance dynamique entre 

des stimuli endogènes et exogènes (facteurs pro-angiogéniques) et d’inhibiteurs (facteurs anti-

angiogéniques) agissant dans l’environnement proche des cellules endothéliales (Tableau 3 et 

Tableau 4) (Figure 12). Lorsque la balance « penche » du côté pro-angiogénique, le processus 

d’angiogenèse se déclenche (angiogenic switch des anglosaxons). 
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Facteurs pro-angiogéniques Facteurs anti-angiogéniques 
VEGF 

Fibroblast growth factor (FGF) 

Angiogénine 

Angiopoïétine-1 

Récepteur Tie-2 

Epidermial growth factor (EGF)  

Hepatocyte growth factor (HGF) 

IL-8 

Placenta growth factor (PlGF) 

Platelet-derived growth factor (PDGF) 

Transforming growth factor- β (TGF-β)

Tumor necrosis factor-α (TNF-α) 

Activateurs du plasminogène 

NO synthase 

Cyclo-oxygénase de type 2 

Bradykinine 

Angiotensine II 

VEGFR-1 soluble 

Angiostatine 

Endostatine  

Angiopoïétine-2 

Facteur 4 plaquettaire 

Fragments de la prolactine 

IL-10, IL-4, IL-12, IL-18 

TIMP (tissue inhibitor metalloproteinase) 

Interférons α, β, γ 

Protamine 

TGF-β  

Trombospondine-1 

Thromboxane 

Endothéline 

 

Tableau 3 : Liste non exhaustive de quelques facteurs pro- et anti-angiogéniques (d’après 

Silvestre et Levy, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 - 65 -



 
Facteurs pro-angiogéniques Facteurs anti-angiogéniques 

Facteurs Activités biologiques Facteurs Activités biologiques 
Famille des VEGF 
 
 
 
 
Famille des FGF 

 
 
 
Angiopoïétine 1 

 
Angiopoïétine 2 

 
 
PDGF-BB 

 
TGF-β 
 
 

TNF-α 
 

EGF 

CSFs 

Angiogenin 

Angiotropin 

Chémokines avec 
le motif ELR 

IGF1 

 
HGF 

 
PECAM-1 

 
 
Intégrines 

 
VE-cadhérine 
 

Métalloprotéinases 

Erythropoïétine 

Perméabilité ↑, activateurs du 
plasminogène ↑, collagénase ↑, 
prolifération CE, apoptose CE ↓, 
migration CE, angiogenèse in vivo 

Prolifération CE, activateurs du 
plasminogène ↑, intégrine α5β3 et autres 
molécules d’adhésion ↑, migration CE, 
angiogenèse in vivo 

Bourgeonnement CE, stabilisation 
vaisseaux 

Prolifération CE, migration CE, 
bourgeonnement CE seulement en 
présence de VEGF 

Prolifération CML et péricytes, 
stabilisation vaisseaux 

Formation de tubes in vitro (faibles 
concentrations), angiogenèse in vivo dans 
un contexte inflammatoire 

Migration CE formation de tubes in vitro, 
angiogenèse in vivo 

Prolifération CE, angiogenèse in vivo 

Prolifération CE, migration CE 

Prolifération CE 

Migration CE, formation de tubes, 
angiogenèse in vivo 

Prolifération CE, migration CE, 
angiogenèse in vivo 

Prolifération CE, apoptose CE ↓, induction 
VEGF, activateurs du plasminogène ↑ 

Migration et prolifération CE et CML, 
angiogenèse in vivo 

Agrégation CE, formation de tube, 
migration CE, stabilisation vaisseaux, 
essentielle lors angiogenèse par FGF 

Adhésion CE, migration CE, apoptose CE 
↓, essentielle lors angiogenèse par FGF 

Stabilisation vaisseaux, apoptose CE ↓, 
essentielle lors angiogenèse in vivo 

Dégradation matrice extracellulaire 

Prolifération CE, angiogenèse in vivo 

Angiostatine 
 
 
 
Endostatine 
 
 
 
Angiopoïétine-2 
 
 
 
TGF-β 
 
 
 
TNF-α 
 
 
Chémokines sans le 
motif ELR 
 
 
Thrombospondine 1 
et 2 
 
 
Métalloprotéinases 
 
PEDF 

Prolifération CE ↓, apoptose CE ↑, 
migration CE ↓, formation de tubes ↓, 
angiostatique in vivo 
 
Prolifération CE ↓, migration CE ↓ (?), 
migration CE ↓ (?), inhibition des 
métalloprotéinases, angiostatique in vivo 
 
Déstabilisation vasculaire par inhibition 
angiopoïétine-1, apoptose CE ↑ 
 
 
Prolifération CE ↓, migration CE ↓, 
activateurs du plasminogène ↓, TIMPs ↑, 
migration CE ↓ 
 
Inhibition de la prolifération CE induite 
par FGF in vitro, apoptose CE ↑ 
 
Inhibition de la liaison du FGF et du 
VEGF avec leurs récepteurs, angiostatique 
in vivo 
 
Migration CE ↓, apoptose CE ↑, 
angiostatique in vivo 
 
 
Formation d’angiostatine 
 
 
Migration CE ↓, prolifération CE ↓, 
angiostatique in vivo 
 

 

Tableau 4 : Les principales fonctions des facteurs pro et anti-angiogéniques. CE : cellule 

endothéliale ; CML : cellule musculaire lisse ; CSF : colony stimulating factor ; IGF : insulin like 

growth factor ; HGF : hepatocyte growth factor, PDGF : platelet derived groxth factor ; PECAM-1 : 

platetel endothelial cell adhesion molecule ; PEDF pigment epithelial derived factor. (d’après Distler 

et coll., 2003) 
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Figure 12 : La balance angiogénique (d’après Bergers et Benjamin, 2003) 

 

1. Les métalloprotéinases 

Ces métalloprotéinases agissent non seulement pour libérer de l’espace pour les cellules 

endothéliales migrantes mais aussi pour libérer des facteurs de croissance (VEGF, FGF). 

 Il existe plus de 25 protéines appartenant à la famille des métalloprotéinases, qui ont 

des domaines fonctionnels et des mécanismes de régulation en commun (Bellon et coll., 2004) 

(Figure 13). Ce sont des endopeptidases dépendantes du zinc qui sont actives à un pH neutre 

(Vu et Werb, 2000). Selon leur structure et leur substrat, les métalloprotéinases sont divisées 

en plusieurs sous-groupes : les collagénases (actives sur le collagène sous forme fibrillaire), 

les gélatinases (actives sur les collagènes dénaturés), les stromélysines (actives sur les 

composants autres que le collagène des matrices extracellulaires), les métalloélastases, la 

matrylysine et les métalloprotéinases de type membranaire (Bellon et coll., 2004). 

 Classiquement les métalloprotéinases sont constituées de plusieurs domaines (Figure) : 

- un pré-domaine correspondant à un peptide signal pour la sécrétion 

- un pro-peptide dont le clivage permet l’activation de la métalloprotéase par 

protéolyse 

- un domaine catalytique contenant un ion zinc 

- un domaine hemopexine-like carboxyterminal, contenant le site de fixation pour 

les TIMPs (Tissue Inhibitors MétalloProtéinases) 
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Figure 13 : Structure et classification des métalloprotéinases. Elles sont groupées en six 

classes en fonction de leur structure. Chaque métalloprotéinase est dénommée par un numéro 

ou par un nom descriptif en rapport avec ces différentes classes (d’après .  

 

Les métalloprotéinases sont impliquées dans divers processus physiologiques et 

pathologiques comme le remodelage des tissus, la morphogenèse, la polyarthrite rhumatoïde, 

les ostéoarthrites, la cicatrisation, l’athérosclérose, la croissance tumorale, l’angiogenèse 

(Nelson et coll., 2000). 

 L’activité des métalloprotéinases est contrôlée de trois manières : 

- la régulation transcriptionnelle et la stabilisation de leur ARN messager par les 

facteurs de croissance, les cytokines (Bond et coll., 1998) ; 
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- le clivage par protéolyse de leur prodomaine ; 

- la régulation par les TIMPs (Brew et coll., 2000). 

2. Les facteurs pro-angiogéniques 

Il existe plusieurs dizaines de facteurs pro-angiogéniques (Tableau 3). Les trois principaux 

groupes de facteurs pro-angiogéniques sont les VEGF, les FGF et les angiopoïétines. En 

raison de son rôle crucial tant dans l’angiogenèse physiologique et pathologique, nous allons 

nous focaliser sur une des principales familles de facteurs pro-angiogéniques : les VEGF 

(Ferrara, 2004). 

(a) Structure et régulation de l’expression du VEGF 

Le VEGF est une glycoprotéine, sécrétée sous forme dimérique d’environ 40 kDa. La famille 

des VEGF comporte 5 membres : VEGF-A, B, C, D, E. Le VEGF-A possède 4 isoformes 

dont la plus abondante est l’isoforme VEGF165 qui est composée de 165 acides aminés (Figure 

14). La capacité de liaison à l’héparine et à la matrice extracellulaire permettent de déterminer 

la capacité de diffusion du VEGF. C’est une propriété biologique importante du VEGF 

variable selon l’isoforme considérée. L’isoforme VEGF165 possède des capacités de diffusion 

intermédiaire, elle peut être sécrétée, mais une partie non négligeable reste liée aux cellules 

endothéliales et à la matrice extracellulaire (Grunstein et coll., 2000). En plus de ces 5 

facteurs de croissance, le PlGF est un facteur de croissance très proche de la famille des 

VEGF qui active le récepteur R1 du VEGF (Luttun et coll., 2002). 

 

 

Exons

VEGF206

VEGF189

VEGF165

VEGF121

Site de liaison au 
VEGFR1

Site de liaison au 
VEGFR2

Site de liaison à 
l’héparine

Exons

VEGF206

VEGF189

VEGF165

VEGF121

Site de liaison au 
VEGFR1

Site de liaison au 
VEGFR2

Site de liaison à 
l’héparine

 
Figure 14 : Structure des isoformes du VEGF-A (d’après Crosset coll., 2003). 
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 La distribution du VEGF-A dans l'organisme est très large. Il est possible de l'isoler 

dans les cardiomyocytes, la glande pituitaire, le rein, le foie et l'ovaire (Ferrara, 2004). Le 

VEGF-A est aussi exprimé par les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les 

monocytes/macrophages, les fibroblastes, les chondrocytes, les adipocytes, et plusieurs autres 

cellules (Ferrara, 2004). 

L’expression du VEGF est régulée par de très nombreux facteurs, notamment des 

facteurs de croissance, des cytokines et des hormones. Plusieurs facteurs de croissance 

augmentent l’expression du VEGF comme l’EGF, le TGF-α, le TGF-β, l’IGF-I, le FGF et le 

PDGF (Ferrara, 2004). Parmi les cytokines, l’IL-1β et l’IL-6, augmentent la production de 

VEGF (Ferrara, 2004) alors que l’IL-13 et l’IL-10 l’inhibent (Matsumoto et coll., 1997). 

Enfin, certaines hormones, telles que la TSH (Thyroid Stimulating Hormone) et l’ACTH 

(AdrenoCorticoTropin Hormone) peuvent augmenter l’expression du VEGF (Ferrara et coll., 

2004). Cependant, il convient de souligner le rôle majeur de l’hypoxie dans la régulation de la 

production du VEGF (Shweiki et coll., 1992). L’hypoxie va induire la transcription de l’ARN 

messager du VEGF par la fixation de HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1) sur un site du 

promoteur du VEGF (Levy et coll., 1995). 

(b) Fonctions du VEGF 

Le VEGF a des effets bien connus sur la prolifération des cellules endothéliales et 

l’angiogenèse (Ferrara, 2004). Mais ces effets s’accompagnent d’autres actions qui in fine 

favorisent l’effet pro-angiogénique.  

Le VEGF augmente la survie des cellules endothéliales par son action anti-apoptotique 

(Gerber et coll., 1998). Il augmente la perméabilité vasculaire (il était initialement désigné 

comme étant le VPF, vascular permeability factor) (Dvorak et coll., 1995). Cet effet est 

essentiellement NO-dépendant (Parenti et coll., 1998) et implique la NO synthase endothéliale 

(Fukumura et coll., 2001). Au niveau de la coagulation, il module l’activité fibrinolytique des 

cellules endothéliales (Prager et coll., 2004). Par ailleurs, le VEGF induit une vasodilatation 

endothélium-dépendante (Wei et coll., 2004). L’injection chez le rat est responsable d’une 

hypotension, d’une tachycardie et d’une baisse du débit cardiaque (Yang et coll., 1996). Ces 

effets sont attribués à une vasodilatation NO-dépendante, prédominante au niveau veineux 

(Yang et coll., 1996). Enfin, le VEGF permet une mobilisation des cellules progénitrices 

endothéliales vers les sites d’angiogenèse (Ashara et coll., 1999).  
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D’autres cellules peuvent être la cible du VEGF, il a été décrit notamment un effet 

neuroprotecteur du VEGF, en particulier sur les neurones dopaminergiques impliqués dans la 

maladie de Parkinson (Yasuhara et coll., 2005).  

(c) Voies de signalisation du VEGF 

Le VEGF exerce ses différentes fonctions par le biais de récepteurs appartenant à la famille 

des récepteurs tyrosine kinase (RTK). La famille des récepteurs au VEGF comprend 3 

membres : (i) VEGFRl ou Flt-1, (ii) VEGFR2 ou KDR/Flk-1 et (iii) VEGFR3 ou Flt-4. Le 

VEGFR2 est le récepteur responsable de la majeure partie des effets physiologiques et 

physiopathologiques du VEGF. Il régule en effet la prolifération, la différenciation et la 

migration des cellules endothéliales mais aussi la perméabilité vasculaire et la vasodilatation. 

Le rôle de VEGFR1 est sujet à de nombreuses controverses et les effets observés après son 

activation semblent varier suivant le type cellulaire et le stade de développement (Ferrara, 

2004). Le VEGFR3 a un rôle essentiel dans le développement des vaisseaux lymphatiques 

(Olsson et coll., 2006).  

Ces protéines possèdent un domaine extracellulaire de sept sous-unités présentant des 

analogies avec les chaînes d'immunoglobuline et responsable de la liaison des ligands, un 

domaine transmembranaire et une région cytoplasmique portant l'activité tyrosine kinase. La 

liaison de VEGF à ces récepteurs provoque la dimérisation de ces derniers, ce qui déclenche 

l'activité catalytique et conduit ainsi à la phosphorylation de résidus tyrosine présents sur le 

récepteur lui-même et sur les substrats cytoplasmiques (Cèbe-Suarez et coll., 2006).  

Après dimérisation et auto-phosphorylation de différents sites du récepteur VEGFR2, 

de multiples voies de signalisation sont activées (Figure 15).  

 Le VEGFR2 active la PLCγ (PhosphoLipase Cγ) et la PI3K.  

La PLCγ se lie au résidu Tyr1175 phosphorylé et active la cascade MAPK/ERK1/2 et la 

prolifération des cellules endothéliales (Takahashi et coll., 2001). La PLCγ active la PKC 

(Protein Kinase C) par le biais de la formation de diacylglycérol et l’augmentation de calcium 

intracellulaire. En outre, le même résidu Tyr1175 est responsable de l’activation de PI3K 

induite par le VEGF (Dayanir et coll., 2001). La sérine/thréonine kinase AKT/PKB est ensuite 

activée par la PI3K et favorise la survie des cellules endothéliales (Fujio et Walsh, 1999). 

AKT/PKB régule l’activité de la production de NO par phosphorylation et l’activation de la 

NO synthase endothéliale. Le VEGF est responsable de l’activation de Ras qui est couplée à 

un phénotype angiogénique des cellules endothéliales (Meadows et coll., 2001).  
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 Facteurs impliqués dans la migration cellulaire 

Le site de phosphorylation Tyr951 est un site de liaison et d’activation de la protéine VRAP 

(VEGF receptor associated protein encore appelée TSAd pour T-cell-specific adaptor), qui 

régule la migration des cellules endothéliales (Matsumoto et coll., 2005). La phosphorylation 

du résidu Tyr1212 du VEGFR est impliquée dans la réorganisation du réseau d’actine par le 

biais de l’activation de la MAPK p38 (Lamalice et coll., 2005). De plus, l’activation de la 

MAPK p38 entraîne la phophorylation de la HSP27, une molécule qui favorise la 

réorganisation du cytosquelette d’actine induite par le VEGF et la migration (Rousseau et 

coll., 1997). Par ailleurs, des molécules comme FAK et son substrat, la paxilline, sont 

impliquées dans le « turnover » des complexes d’adhérence durant la migration cellulaire (Le 

Bœuf et coll., 2004). La mobilité cellulaire est aussi régulée par une molécule partenaire du 

VEGFR2, IQGAP1, qui se lie et active Rac1 par inhibition de son activité intrinsèque 

GTPasique (Yamaoka-Tojo., 2004). 
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Figure 15 : Sites de phosphorylation du VEGFR2 et principales voies de signalisation. DAG : 
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diacylglycerol ; eNOS : NO synthase endothéliale ; FAK : focal adhesion kinase; HSP2 : 

heat-shock protein-27; IQGAP1 : IQ motif containing GTPase activating protein 1 ; MAPK : 

mitogen-activated protein kinase; MEK : kinase de MAPK et de ERK; PI3K : 

phosphatidylinositol 3′ kinase; PKC : protein kinase C; PLCγ : phospholipase C-γ; Shb, SH2 

and β-cells; TSAd, T-cell-specific adaptor (d’après Olsson et coll., 2006) 
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les fragments protéolytiques, les interleukines et les inhibiteurs tissulaires de 

métalloprotéinases. 

angiogéniques ont été décrits dans la littérature. Ils sont divisés en 4 groupes : les interférons, 

les fragments protéolytiques, les interleukines et les inhibiteurs tissulaires de 

métalloprotéinases. 

ines ont été initialemines ont été initialem

classes : α, β et γ. Ces protéines exercent des effets inhibiteurs directs et/ou indirects de 

l’angiogenèse. L’interféron-α, par exemple, est capable d’inhiber la mobilité cellulaire 

(Brouty-Boye et Zetter, 1980) mais également l’expression du VEGF (Wu et coll., 2005).  

classes : α, β et γ. Ces protéines exercent des effets inhibiteurs directs et/ou indirects de 

l’angiogenèse. L’interféron-α, par exemple, est capable d’inhiber la mobilité cellulaire 

(Brouty-Boye et Zetter, 1980) mais également l’expression du VEGF (Wu et coll., 2005).  
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(b) Les interleukines 

Actuellement plus d’une trentaine d’interleukines ont été identifiées. Ce sont des protéines 

sécrétées par les leucocytes (cytokines) qui sont responsables d’actions très nombreuses et 

variées : prolifération, activation et différenciation cellulaire notamment.  

 Certaines de ces interleukines sont dotées d’activité anti-angiogénique. Par exemple, 

l’IL-12, en diminuant l’expression de facteurs pro-angiogéniques (FGF, VEGF) et en 

augmentant la sécrétion de facteurs anti-angiogéniques (interféron γ), diminue la densité du 

réseau vasculaire (Duda et coll., 2000). 

 Il est à noter que les propriétés anti- ou pro-angiogéniques d’une cytokine sont liées 

respectivement à l’absence ou la présence d’un résidu de 3 acides aminés (un motif 

Glutamine-Leucine-Arginine, ELR) situé à la partie N-terminale de la cytokine (Strieter et 

coll., 2005). A titre d’exemple, l’IL-8 qui présente ce résidu a des propriétés pro-

angiogéniques, alors que l’IL-4 qui ne possède pas de séquence ELR à la partie N-terminale 

inhibe l’angiogenèse. 

(c) Fragments protéolytiques 

De nombreux agents anti-angiogéniques sont en fait des fragments protéolytiques de certaines 

protéines. Ces fragments sont généralement issus de protéines constitutives de la matrice 

extracellulaire comme le collagène, la fibronectine ou d’enzymes comme le plasminogène. 

Les 2 inhibiteurs de l’angiogenèse les plus connus de ce groupe sont l’angiostatine et 

l’endostatine. 

 Angiostatine 

L’angiostatine est un facteur circulant anti-angiogénique dérivé du plasminogène (qui ne 

possède pas de propriété anti-angiogénique lui même). Plusieurs métalloprotéinases en 

dégradant le plasminogène sont capables de générer de l’angiostatine : MMP-2, MMP-3, 

MMP-7, MMP-9, MMP-12 (Cornelius et coll., 1998; O’Reilley et coll., 1999; Pozzi et coll., 

2000). Les métalloprotéinases sont donc au centre d’un système de régulation complexe : 

elles favorisent la migration cellulaire par la dégradation de la matrice extracellulaire, mais 

dans le même temps par la génération d’angiostatine, elles produisent un effet angiostatique. 

L’angiostatine bloque la prolifération, la migration, la différenciation des cellules 

endothéliales ainsi que la formation de tubes endothéliaux (Claesson-Welsh et coll, 1998). 

Plusieurs mécanismes d’action ont été proposés. L’angiostatine pourrait inhiber les ATPases 
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situées à la surface cellulaire et limiter l’apport énergétique nécessaire à la prolifération des 

cellules endothéliales (Moser et coll., 1999). Elle pourrait également agir par le biais d’une 

liaison à l’intégr V 3 urber cette voie de signalisation de ine α β  (facteur pro-angiogénique) et pert

l’angiogenèse (Tarui et coll., 2001).  

 Endostatine 

L’endostatine est un autre exemple d’agent angiostatique obtenu par digestion enzymatique 

d’un précurseur dépourvu d’effet sur l’angiogenèse. L’élastase et la cathepsine L, mais pas les 

métalloprotéinases, sont capables de générer de l’endostatine par digestion du collagène 

XVIII (Felbor et coll., 2000). L’endostatine bloque la prolifération et la migration des cellules 

ement un objectif clé (Distler et coll., 2003). Les inhibiteurs tissulaires 

des métalloprotéinases (TIMPs) jouent donc un rôle important dans l’inhibition du 

s facteurs anti-angiogéniques ont été décrits (Tableau 3). Parmi ceux-ci, il faut 

citer les thrombospondi  Arispe, 2004). Ces glycoprotéines exercent un effet 

endothéliales, tout en activant les voies de l’apoptose (Boehm et coll., 1997). De plus, elle 

inhibe l’angiogenèse induite par le FGF et le VEGF (Yamaguchi et coll., 1999). 

(d) Inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases 

Pour inhiber la croissance d’un vaisseau sanguin, il est important d’agir sur la croissance 

cellulaire et la migration, mais l’inhibition de la protéolyse des constituants de la matrice 

extracellulaire est égal

remodelage de la matrice extracellulaire. Par ailleurs, certains TIMPs présentent des 

propriétés indépendantes de leurs effets sur les métalloprotéinases et notamment sur la 

migration et la prolifération des cellules endothéliales (Lambert et coll., 2004). 

(e) Autres molécules angiostatiques 

Plusieurs autre

nes 1 et 2 (Iruela-

angiostatique endogène. En se liant à son récepteur, le CD36, elles modulent l’adhésion, la 

migration et la prolifération des cellules endothéliales et activent des voies pro-apoptotiques. 

4. Le NO : un facteur angiogénique 

Il est maintenant bien établi que le NO joue un rôle majeur dans l’angiogenèse. Il s’agit d’un 

facteur de survie cellulaire inhibant l’apoptose (Dimmeler et coll., 1999a; Rossig et coll., 

1999) et augmentant la prolifération des cellules endothéliales (Ziche et coll., 1997). De plus, 

le NO augmente les phénomènes de migration cellulaire (Ziche et coll., 1994; Murohara et 

coll., 1998a), que certains auteurs ont décrit sous le terme de « podokinesis » (Noiri et coll., 

1998). Le NO augmente également les interactions matrice extracellulaire-cellules 
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endothéliales en induisant l’expression de l’intégrine αVβ3 (Murohara et coll., 1998a). Il faut 

souligner que l’effet vasodilatateur du NO peut jouer un rôle dans son action angiogénique. 

L’augmentation du flux sanguin et des forces de cisaillement (shear stress) au niveau de la 

microcirculation pourrait être à l’origine d’une augmentation de la prolifération cellulaire 

(Hudlicka, 1998). Le O la dégradation de la matrice extracellulaire par 

capillaires et la migration cellulaire par l’activation de la PKC, et de la phosphorylation de 

ERK et de c  inhibent cette réponse 

l’angiogenèse 

induite par le VEGF (Ziche et coll., 1997). Chez les souris déficientes en NO synthase 

endothéliale, l émie du membre postérieur est altérée 

 

plus de pre  du VEGF (Dulak et coll., 2000; Zhang et 

 

N  augmente 

augmentation d’expression dépendante du bFGF d’activateurs du plasminogène de type 

urokinase (Ziche et coll., 1997). 

La régulation de la croissance capillaire est complexe en raison des effets à la fois 

angiogéniques et angiostatiques du NO (Lau et Ma, 1996 ; RayChaudhury et coll., 1996, 

Ziche et coll., 1994). Il a été récemment démontré que sur des cellules endothéliales 

microvasculaires gastriques, de faibles concentrations de NO induisent la formation de tubes 

-Jun, alors que de fortes concentrations de NO

angiogénique (Jones et coll., 2004).  

Le NO joue également un rôle important dans les voies de signalisations sous-jacentes 

à la prolifération des cellules endothéliales induites par le VEGF. Cependant, la place exacte 

du NO dans cette voie de signalisation (en amont ou en aval) est sujet à controverse 

(Milkiewicz et coll., 2006). Le VEGF induit l’expression de la NO synthase endothéliale et la 

production de NO par l’activation de la cascade des MAPK (Papapetropoulos et coll., 1997 ; 

Parenti et coll., 1998). L’inhibition de la NO synthase par le L-NAME inhibe 

a réponse angiogénique lors d’une isch

(révélant par la même le rôle prépondérant de cette isoforme de NO synthase). 

L’administration de VEGF ne permet pas d’améliorer la perfusion (Murohara et coll., 1998b). 

La NO synthase endothéliale est également impliquée dans les phénomènes de recrutement 

des cellules progénitrices endothéliales (Yu et coll., 2005). Parallèlement, il y a de plus en

uves que le NO augmente l’expression

coll., 2003). Selon les études le NO augmente ou diminue la production de VEGF par 

modulation de l’expression de HIF-1. Des auteurs rapportent que le NO est responsable d’une 

suppression de la production de VEGF dépendante de l’hypoxie dans les cellules musculaires 

lisses par diminution des capacités de liaison de HIF à l’ADN (Huang et coll., 1999; Sogawa 

et coll., 1998), alors que d’autres équipes décrivent une augmentation de cette capacité dans 

les cellules musculaires lisses de rat (Dulak et coll., 2000).  
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C. Rôle des catécholamines dans l’angiogenèse 

Bien que des taux élevés de catécholamines soient retrouvés dans de nombreuses pathologies 

cardiovasculaires (insuffisance cardiaque, hypertension artérielle) et que bon nombre de leurs 

traitements ont pour cibles les récepteurs adrénergiques, les effets des catécholamines sur 

l’angiogenèse sont relativement mal connus.  

De nombreuses études ont été menées concernant le remodelage vasculaire en 

particulier dans le cadre de l’athérosclérose ou de la resténose. La stimulation des récepteurs 

α1-AR

e et coll., 2004). En effet, la stimulation α -AR sur les 

cellules

s ne leur permet pas de mettre en 

évidence de différence significative entre les souris trangéniques et leurs contrôles, l’étude 

s exerce une activité équivalente à un facteur de croissance sur les cellules musculaires 

lisses vasculaires (Blaes et Boisel, 1983; Chen et coll., 1995) et sur les fibroblastes de la paroi 

vasculaire (Faber et coll., 2001). Cet effet est indépendant des phénomènes hémodynamiques 

rencontrés au cours des études in vivo et où le remodelage de la paroi vasculaire peut être 

associé aux effets hémodynamiques des agonistes et antagonistes utilisés (Erami et coll., 

2002). Cet effet sur les cellules musculaires lisses et les fibroblastes semble dépendant de la 

production de radicaux libres (Bleek 1

 musculaires lisses entraîne la production NADPH-oxydase dépendante de radicaux 

libres, la sécrétion d’HB-EGF (heparin binding epidermal growth factor-like growth factor), 

la transactivation des récepteurs à l’EGF et la stimulation de ERK1/2 (Bleeke et coll., 2004; 

Zhang et coll, 2004). De plus, l’inhibition des récepteurs α1-ARs est responsable d’une 

diminution de la synthèse de l’ADN de l’angiotensine II dans les cellules musculaires lisses 

(van Kleef et coll., 1992) et d’une inhibition des phénomènes d’athérosclérose (Makaristsis et 

coll.,1998). L’inhibition des autres sous-types de récepteurs ARs (α2 et β-AR) ne modifie pas 

cette réponse (Erami et coll., 2002; Zhang et Faber, 2001). Il a également été rapporté que les 

catécholamines via l’activation de récepteurs β-AR, pouvaient moduler la croissance des 

cellules musculaires lisses par le biais d’un mécanisme endothélium-dépendant (Damon, 

2000). 

Dans la littérature, quelques études suggèrent un rôle potentiel des catécholamines sur 

les phénomènes d’angiogenèse. Dans un travail mené sur un modèle d’ischémie du membre 

postérieur chez des souris transgéniques dont le gène codant pour la dopamine-β-hydroxylase 

(enzyme nécessaire à la synthèse des catécholamines) est invalidé (Souris DBH-/-), 

Chalothorn et coll. mettent en évidence l’implication des catécholamines dans le remodelage 

de la circulation collatérale mais aussi dans l’angiogenèse induite par l’ischémie (Chalothorn 

et coll., 2005). En effet, si l’étude des flux sanguins cutané
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histolo u membre ischémique est 

secondaire à l’inhibition de la dopamine-β-

hydrox

alisation a révélé que le récepteur β2-AR régulait la prolifération des cellules 

endoth

gique révèle que l’augmentation de densité capillaire d

inhibée chez les souris DBH-/-. Les modifications observées ne semblent pas être en rapport 

avec les conditions hémodynamiques systémiques qui sont similaires chez les 2 souches 

d’animaux. En revanche, l’augmentation des taux de dopamine (qui possède un effet anti-

angiogénique (Chakroborty et coll., 2004), 

ylase, peut être en partie responsable de ce défaut d’angiogenèse.  

Chez des patients atteints de cancer de la prostate, le traitement par α1-bloqueur 

(prescrit pour ses effets sur le syndrome obstructif vésical) est responsable d’une 

augmentation de l’apoptose des cellules tumorales ainsi que d’une diminution de la 

vascularisation de la lésion (Keledjian et coll., 2001). Cet effet anti-angiogénique des 

antagonistes α1-ARs dérivés de la quinazoline a été confirmé par ces mêmes auteurs. En 

présence de ces agents, ilsont mis en évidence dans des cellules endothéliales humaines une 

diminution de l’adhérence et de la migration cellulaire, ainsi qu’une inhibition des effets pro-

angiogéniques du VEGF et du FGF (Keledjian et coll., 2005). Cependant, ces résultats sont à 

considérer avec prudence. En effet, au niveau endothélial, il est classiquement admis que les 

récepteurs α-ARs prépondérants sont de type α2 (Guimaraes et Moura, 2001). De plus, 

l’utilisation des antagonistes α1-ARs peut être responsable d’un effet pro-angiogénique 

indirect par augmentation des forces de cisaillement (van Gieson et Skalak, 2001). 

Une équipe a récemment démontré que les récepteurs β2-ARs étaient impliqués dans la 

régulation de la néoangiogenèse en réponse à une ischémie chronique chez le rat (Iaccarino et 

coll., 2005). Dans ce modèle d’ischémie du membre postérieur, les auteurs ont démontré 

l’effet bénéfique sur le flux sanguin de l’expression du récepteur β2-AR humain (par transfert 

adénoviral de gène) au niveau de l’endothélium de l’artère fémorale. Les analyses 

histologiques ont confirmé l’augmentation de la densité capillaire. L’étude, in vitro, des voies 

de sign

éliales par activation directe de la voie de ERK mais aussi par l’induction de la 

sécrétion de VEGF. Dans ce travail, il est également fait état des actions à la fois pro- et anti-

apoptotiques de la stimulation β2-AR sur les cellules endothéliales. Ce résultat permet 

d’expliquer les effets apparemment opposés sur la survie cellulaire dépendants de l’intensité 

et de la durée de la stimulation adrénergique (Iaccarino et coll., 2005). 

Quelques travaux rapportent un rôle potentiel du récepteur β3-AR dans l’angiogenèse. 

Dans des cellules endothéliales rétiniennes humaines, Steinle et coll., ont montré qu’un 

agoniste β3-AR était capable de stimuler la prolifération et la migration (Steinle et coll., 
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2003). Le nébivolol, un β-bloquant qui possède des propriétés agonistes β3-AR, augmente la 

réponse angiogénique sur des anneaux d’aorte de souris placés dans un gel de collagène 

(Dessy et coll., 2005). Cet effet est dépendant de la présence des récepteurs β3-ARs et des NO 

synthases endothéliales. En effet, l’action pro-angiogénique de ce produit est abolie sur les 

anneaux d’aorte d’animaux transgéniques déficients en récepteur β3-AR ou en NO synthase 

endothéliale.  

 

mpathique 

régulai

Indirectement, le système adrénergique peu agir sur la réponse angiogénique suivant 

un mode de sécrétion paracrine. En effet, il est maintenant établi que sous l’effet des 

catécholamines, un certain nombre de types cellulaires est capable de sécréter des agents 

modulant la réponse angiogénique. Au niveau cardiaque, la noradrénaline augmente 

l’expression du VEGF par les cardiomyocytes par le biais d’un mécanisme paracrine, 

probablement en favorisant la sécrétion de TGF-β par des cellules non-myocytaires 

(fibroblastes, cellules endothéliales, cellules musculaires lisse) (Weil et coll., 2003). Ces 

données sont en accord avec une étude qui montre qu’en l’absence de gène codant pour le 

VEGF dans les cardiomyocytes, la densité de microvaisseaux est diminuée (Giordano et coll., 

2001). L’interleukine-18, une molécule anti-angiogénique peut également être sécrétée par les 

cardiomyocytes et les cellules endothéliales cardiaques par le biais d’une stimulation β2-AR 

(Chandrasekar, 2004). Il a également été démontré que l’activité du système sy

t l’expression du VEGF dans la graisse brune (Tonello et coll., 1999). La noradrénaline 

peut augmenter de manière dose- et temps-dépendants le niveau d’expression de ce facteur de 

croissance. Il a été souligné, le rôle important des récepteurs β3-ARs (Frederiksson et coll., 

2000). Les macrophages sous l’effet d’agonistes β2-ARs sont susceptibles de sécréter du 

VEGF qui pourrait également être responsable de phénomènes angiogéniques (Verhoeckx et 

coll., 2006). 
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D. Angiogenèse : implications pathologiques et thérapeutiques 

Des anomalies de l’angiogenèse ont été décrites dans plus de 70 pathologies différentes, et la 

liste ne cesse de s’allonger (Carmeliet, 2005). Dans de nombreuses maladies, les stimuli 

responsables de l’activation des phénomènes d’angiogenèse s’avèrent excessifs et la balance 

angiogénique « penche » vers les facteurs pro-angiogéniques entraînant le déclenchement de 

cascades signalétiques. Ces anomalies ont été largement décrites dans le cancer, de 

nombreuses pathologies oculaires et dans les phénomènes inflammatoires mais également 

dans plusieurs autres processus morbides : obésité, asthme, diabète, cirrhose, endométriose, 

SIDA, infections bactériennes et les pathologies auto-immunes (Tableau 5) 

 
Organe Pathologies 

Tous Cancer et métastases, pathologies infectieuses (bactérie, HIV), pathologies 

autoimmunes (sclérodermie, maladie de Sjögren) 

Vaisseaux Malformations vasculaires (hémangiomes, lymphangiomes), athérosclérose, 

artériopathie post-transplantation 

Tissu adipeux Obésité 

Peau Psoriasis, dermite allergique, cicatrices chéloïdes, sarcome de Kaposi 

Yeux Rétinopathies (diabétique, prématurés), dégénérescence maculaire 

Poumon Hypertension artérielle pulmonaire primitive, asthme, polypes nasaux, rhinites, 

mucoviscidose 

Tube digestif Pathologies inflammatoires (colite) , cirrhose, ascites 

Appareil génital Endométriose, métrorragies, patholog es ovariennes (kystes) i

Os-articulation Arthrite, ostéomyélite, formation ostéophyte,  

Rein Néphropathie diabétique 

 

Tableau 5 : Exemples de pathologies associées à un excès d’angiogenèse. (d’après Carmeliet, 

2003) 

 Inversement, l’angiogenèse est insuffisante dans d’autres pathologies, notamment la 

cardiopathie ischémique ou la pré-éclampsie, qui se caractérisent par des dysfonctions 

endothéliales, des malformations ou involutions vasculaires, des défauts de revascularisation 

ou de régénération (Tableau 6). 
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Organe Pathologies 

Syst tique, 

sclérose latérale amyotrophique 

ème nerveux Maladie d’Alzheimer, accidents vasculaires cérébraux, neuropathie diabé

Vaisseaux Diabète, hypertension, athérosclérose, resténose, lymphœdème  

Tube digestif Maladie de Crohn, ulcère gastrique 

Peau Alopécie, lupus, télangiectasies 

Appareil génital Pré-éclampsie 

Poumon Fibrose pulmonaire, syndrome de détresse respiratoire néonatal 

Rein Néphropathies (liées à l’âge, syndrome métabolique), glomérulosclérose 

Os Ostéoporose, défaut de cicatrisation et de consolidation de fractures 

Cœur Cardiopathie ischémique, insuffisance cardiaque 

 

Tableau 6 : Exemples de pathologies associées à un défaut d’angiogenès. (d’après Carmeliet, 

200

 

 s près d’ e 

développer des straté nt d’augmenter la vascularisation dans les 

tissus ischém raire, d’inhiber l’angiogenèse au cours du cancer, et de 

certaines pathologies o

 ellement, it 

essentiellement d’inhibiteurs de la voie du VEGF. Leurs indications sont reconnues pour le 

trai ancer rative (Ferrara et Kerbel, 

200 , d ue clinique, sont en 

cours d’une part pour connaître l’intérêt d’inhibi

r optimiser ces traitements. En effet, il apparaît que des traitements « combinés » 

rs résultats (Gasparini et coll., 2005). Encore faut-il mettre en évidence les meilleures 

socia

rtérielle, décompensation d’une pathologie ischémique sous-

jacente. 

 La possibilité que des traitements pharmacologiques des pathologies ischémiques 

soient un jour disponibles est particulièrement attrayante, dans la mesure où il n’existe pas 

actuellement d’alternative aux procédures de revascularisation interventionnelles ou 

3) 

Depui une dizaine d’années, de nombreuses équipes ont étudié la possibilité d

gies thérapeutiques permetta

iques ou, au cont

culaires, ostéo-articulaires et cutanées. 

Actu les traitements anti-angiogéniques sont utilisés en clinique, il s’ag

tement du c  et de la dégénérescence maculaire dégéné

5). Néanmoins ’autres recherches, tant sur le plan expérimental q

teurs d’autres voies de signalisation et d’autre 

part pou

(association d’agents anti-angiogéniques et d’agents anti-mitotiques) permettent d’obtenir de 

meilleu

as tions suivant le type de tumeur et la séquence d’administration des traitements (Ferrara 

et Kerbel, 2005). Il ne faut pas perdre de vue les effets secondaires potentiels de ces 

traitements qui s’expliquent pour la plupart par le déséquilibre de la balance angiogénique 

créé : thrombose, hypertension a
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chirurgicales. De nombreux facteurs pro-angiogéniques ont été testés avec succès dans des 

modèle ux (Ferrara et Alitalo, 1999). Su  de ces données pré-cliniques, 

plusieurs facteurs angiogéni 1, FGF-2, FGF-4) ont été testés 

che tients thie des membres 

inf ns, inaires 

sem nt prometteurs, aucune étude clinique rigoureuse n’a permis d’obtenir de résultats 

con er 2002; Henry et coll., 2003). Une explication possible tient au 

fait éponse p

qu’un individu porteur d’athérosclé

(Le n et coll., ontré que l’utilisation 

e régulateurs clefs situés en amont de la réponse angiogénique (comme HIF), est plus 

nistration de facteurs de croissance peut-être à l’origine d’effets secondaires. 

’hypotension est le plus fréquent, en particulier avec le VEGF et dans une moindre mesure 

l’administration de facteurs de 

oissa

acebo, afin de confirmer cette tendance à plus long terme. 

s anima r les bases

ques (VEGF-A, VEGF-C, FGF-

z des pa porteurs de cardiopathie ischémique ou d’artériopa

érieurs (Simo 2005). Bien que les premiers résultats obtenus lors d’essais prélim

blaie

vaincants (Led man et coll., 

 que la r ro-angiogénique peut être satisfaisante chez un animal jeune et sain alors 

rose étendue est réfractaire aux facteurs pro-angiogéniques 

derma 2002; Henry et coll., 2003). Récemment, il a été m

d

efficace que l’utilisation d’un seul facteur angiogénique (Heinl-Green et coll., 2005). 

L’admi

L

avec le FGF (Simons et Ware, 2003). L’administration de VEGF induit la constitution d’un 

œdème. Il existe en théorie un risque de constitution ou d’aggravation des pathologies 

associées à une angiogenèse en particulier au niveau oculaire. Il n’y a pas, pour le moment, de 

preuve d’un tel effet indésirable (Simons, 2005). De même, 

cr nce doit faire impérativement rechercher chez un patient l’existence d’un cancer, au 

risque de voir la croissance de ce dernier s’accélérer. Cependant, il n’a pas été rapporté 

d’apparition de néoplasie de novo. 

 La transplantation de cellules d’origine médullaire ou de sang périphérique, pour le 

traitement des pathologies ischémiques, constitue une alternative qui suscite actuellement 

beaucoup d’intérêts (Rafii et Lyden, 2003). Dans une étude préliminaire, 22 patients, porteurs 

d’une artériopathie sévère des membres inférieurs, ont bénéficié de l’injection intramusculaire 

de cellules autologues mononuclées d’origine médullaire (Tateishi-Yuyama et coll., 2002). Ce 

traitement a permis d’améliorer de façon notable la situation clinique de ces patients en 

augmentant la perfusion des membres inférieurs. Des essais cliniques de transplantation 

cellulaire ont également montré une amélioration de la perfusion myocardique (Henry et coll., 

2003). Des essais doivent être menés avec de plus grands effectifs de patients, randomisés 

contre pl
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III. Le choc septique 

A. Définitions et épidémiologie 

Du grec Σήψις (putréfaction), le sepsis se définit comme la réaction systémique d’un hôte à 

une infection par des germes pathogènes. En 1879-80, Louis Pasteur a montré, pour la 

première fois, la présence de bactéries dans le sang de patientes atteintes de fièvre puerpérale. 

Depuis lors, le sepsis est associé à la présence de bactéries dans le flux sanguin (bactériémie) 

et les termes sepsis et septicémie sont souvent confondus en clinique. Il a fallu attendre les 

dernières décennies pour voir apparaître des définitions précises de ce tableau clinique. En 

1989, Bone et coll. ont établi une définition simple du syndrome septique, basée sur des 

symptômes cliniques spécifiques et incluant l’existence d’un foyer infectieux connu (Bone et 

coll., 1989). Les signes cliniques du sepsis sont, cependant, retrouvés chez des patients pour 

qui une bactériémie n’est pas mise en évidence, comme chez ceux présentant une pancréatite 

aiguë (Goris et coll., 1985) ou encore des traumatismes sévères (Nuytinck et coll., 1988). Ces 

discordances ont été prises en compte dans une conférence de consensus en 1992 (Society of 

Critical Care Medicine and the American College of Chest Physicians). Au cours de cette 

conférence, il a été établi que le terme de « SIRS » (Systemic Inflammatory Response 

Syndrome, ou syndrome de réponse inflammatoire systémique) désignerait ces circonstances 

où l’infection bactérienne n’est pas avérée (pancréatites, grands brûlés, traumatisme sévère) 

(Bones et coll., 1992) (Figure 16). De même, les termes de sepsis sévère et de choc septique 

ont été à l’occasion introduits pour différencier les différents stades de la pathologie (Tableau 

7). 

Cependant, au cours d’une conférence de consensus plus récente, si la valeur et 

l’intérêt des définitions du SIRS, sepsis, choc septique et SDMV ont été reconnus, leurs 

limites apparaissent pour établir le pronostic de la réponse de l’hôte à l’infection (Levy et 

coll., 2003). Au cours de cette même conférence, outre la mise à jour des critères cliniques et 

biologiques pour le diagnostic du SIRS et du sepsis, il a été proposé un nouveau système de 

classification prenant modèle sur celui utilisé pour le cancer, le système PIRO : Prédisposition 

(spécialement les facteurs génétiques), Infection (type d’infection, agent responsable, etc…), 

Response (réponse de l’hôte, SIRS, sepsis, recherche de marqueurs comme l’interleukine 6, la 

protéine C, le TNF), Organ dysfunction. Ce modèle devrait permettre de mieux caractériser ce 

syndrome sur la base de facteurs prédisposants et d’états prémorbides, la nature de l’infection 
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sous-jacente, les caractéristiques de la réponse de l’hôte et l’étendue des dysfonctions 

d’organes résultantes. 

 
SIRS 

(System

Au moins 2 des manifestations suivantes : 

 Température > 38° ou < 36°C ic Inflammatory Response Syndrome) 

 Fréquence cardiaque > 90 battements/min. 

 Fréquence respiratoire > 20 cycles/min. ou 

PaCO2<32 mmHg 

 Leucocytes sanguins > 12000/ ou < 4000/ mm3 ou 

présence de plus de 10% de formes immatures de 

neutrophiles. 

Sepsis SIRS + présence d’un foyer infectieux documenté 

Sepsis sévère Sepsis + défaillance d’organe, hypoperfusion ou 

hypotension associée à une acidose lactique, une 

oligurie, une encéphalopathie aiguë, une hypoxémie 

inexpliquée, une coagulopathie. 

Choc septique Hypotension secondaire au sepsis (pression artérielle 

systémique < 90 mmHg ou diminution de plus de 40 

mmHg par rapport aux valeurs habituelles) malgré un 

remplissage vasculaire adéquat, avec persistance des 

anomalies de perfusion incluant l’acidose lactique, 

l’oligurie ou l’encéphalopathie aiguë. Les patients 

traités par des agents vasopresseurs ou inotropes 

peuvent ne pas être hypotendu au moment de l’examen.

SDMV = MOF 

Syndrome de défaillance multiviscérale = Multiple 

Organ Failure 

Deux ou plusieurs dysfonctions d’organe chez un 

patient de réanimation dans une situation telle que 

l’homéostasie ne peut être maintenue sans intervention 

thérapeutique. 

 

 
Tableau 7 : Définition clinique du sepsis (d’après Bone et coll., 1992) 
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Sepsis
sévère

Infection
Sepsis

SIRS Pancréatite

Brûlé

Traumatisme

Sepsis
sévère

Infection
Sepsis

SIRS Pancréatite

Brûlé

Figure 16 : Le concept de SIRS (adapté d’après

Ces discussions autour des définition

tableaux cliniques rencontrés, rendent comp

épidémiologiques menées pour déterminer l

mortalité et les coûts de cette pathologie dans l

différents pays. Une étude rétrospective men

prenant en compte des critères définis par 

ision, Clinical Modificatio

i 750 millions d’hospitalisations au

83 pour 100 000 en 1979 et de 240 pour 100 0 oit une augmentation annuelle de 

,7%. Les auteurs retrouvent une diminution de la mortalité intra-hospitalière qui passe de 

7,8% pendant la période 1979-1984 à 17.9% pendant la période 1995-2000 (Martin et coll., 

 chez les hommes que 

hez les femmes (risque relatif annuel moyen de 1,28 (intervalle de confiance à 95%, 1,24 à 

1,32). Une étude plus ancienne (1995) a estimé que 751 000 cas de sepsis sévère étaient 

diagnostiqués par an aux USA, avec un taux de mortalité de 28,6% et un coût moyen de 22 

100 $ par patient. La mortalité augmente avec l’âge pour passer de 10% chez l’enfant à 38,4% 

à plus de 85 ans. Selon ce travail, en 1995, aux USA, le nombre de décès liés au sepsis sévère 

était équivalent au nombre de décès après infarctus du myocarde (Angus et coll., 2001). 

Alberti et coll. ont étudié 14 364 patients de réanimation de 8 pays différents (Europe, Israël, 

Traumatisme

 
 Bone et coll., 1992) 

 

s du sepsis associées à l’hétérogénéité des 

te de la difficulté à comparer les études 

’incidence, la prévalence, la morbidité, la 

es populations générales ou de réanimation de 

ée sur 22 ans aux USA dans 500 hôpitaux 

l’ICD-9-CM (International Classification of 

Diseases, Ninth rev n) a identifié plus de 10 millions de sepsis 

 cours de cette période, avec une incidence de 

00 en 2001, s

sévères parm

8

2

2003). Le risque relatif de survenue d’un sepsis sévère est plus élevé

c
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Canada) en utilisant les critères de la conférence de consensus de 1992. Ils ont trouvé une 

incidence de sepsis sévère de 21% avec des taux de mortalité pouvant atteindre 56% chez les 

patients de réanimation porteurs d’une infection nosocomiale (Alberti et coll., 2002). En 

France, l’étude EPISEPSIS menée pendant 15 jours dans 206 services de réanimation a mis en 

évidence une incidence de 14,6% d’épisodes de sepsis sévère sur les 3738 patients 

hospitalisés en réanimation avec une mortalité à 30 jours de 35% (Brun-Buisson et coll., 

2004). Le coût global d’un patient présentant un tel syndrome a été estimé, dans une étude 

prospective, à environ 19 000 Euros (Brun-Buisson et coll., 2003). Globalement, les études 

épidémiologiques sont trop hétérogènes pour permettre une comparaison entre pays. Cette 

comparaison pourra être faite si : (i) les études prennent la même définition du sepsis, (ii) si 

les populations sont comparables (type d’établissement, de services), (iii) si les pratiques 

cliniques sont identiques.  

L’isolement microbiologique de l’agent infectieux est obtenu dans environ 60 à 70% 

a répartition des agents 

fectieux responsables de sepsis sévère semble évoluer au cours du temps. Effectivement, 

alors q

des cas de sepsis (Bernard et coll. 2001 ; Vincent et coll., 2006). L

in

ue les bactéries Gram négatif étaient prédominantes avant les années 70-80, 

actuellement les bactéries Gram positif sont prépondérantes (Martin et coll., 2003 ; Vincent et 

coll., 2006). De plus, il a été rapporté, durant la même période, une augmentation de 200% du 

taux d’infections fongiques (Martin et coll., 2003). Les sepsis sévères sont dus à des 

infections polymicrobiennes dans 16 à 55% (Angus et coll., 2001 ; Brun-Buisson et coll., 

2004 ; Alberti et coll., 2003 ; Vincent et coll., 2006). Les localisations des foyers infectieux 

les plus fréquentes sont pulmonaires (40 à 60% des cas) et abdominales (10 à 30% des cas) 

(Brun-Buisson et coll., 1995 ; Angus et coll., 2001 ; Alberti et coll., 2003 ; Vincent et coll., 

2006).  

B. Physiopathologie 

Le sepsis implique des voies de signalisation et des cascades immunologiques extrêmement 

nombreuses et complexes.  

 Plusieurs étapes caractérisent le sepsis. A la phase initiale, de fortes concentrations 

d’antigènes de micro-organismes pathogènes apparaissent dans le flux sanguin (il peut s’agir 

de micro-organismes entiers ou de certains de leurs composants ou sécrétions), ce qui survient 

lorsque la population microbienne d’un foyer infectieux atteint un seuil. L’étape suivante est 

la reconnaissance par le système immunitaire de ces différents antigènes. La concentration de 

ces molécules nécessaires pour une activation importante des monocytes/macrophages va 
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dépendre du type d’infection, de son importance et de sa localisation. Une fois activé, le 

système monocytaire/macrophagique va produire et sécréter de nombreux facteurs solubles 

qui vont à leur tour activer différentes fonctions (immunitaire, coagulation, cellules 

endothéliales). Les facteurs les mieux caractérisés sont des peptides avec des activités pro-

inflammatoires : le TNF-α, l’IL-1β et l’IL-6. Ces cytokines, directement ou indirectement, 

sont responsables d’altérations cellulaires, tout d’abord au niveau vasculaire et immunitaire, 

puis dans tout l’organisme (Fantuzzi, 2000). Les lymphocytes T (CD4+) vont alors 

reconnaître les antigènes présentés par les cellules présentatrices d’antigènes (CPA : 

macrophages, monocytes, cellules endothéliales…). Ils vont proliférer et se différencier. Les 

lymphocytes CD4+ activés peuvent dans ce cas prendre plusieurs orientations fonctionnelles : 

(i) « type 1 Helper T cells » où elles vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires 

(Interleukine-12, Interféron-γ) qui amplifient encore la réponse inflammatoire ; (ii) « type 2 

Helper

polysaccharides sont les composants majeurs de la membrane externe des bacilles à 

Gram négatif, comme Escherichia coli ou Salmonella typhimurium (Figure 17). Les 

lipopolysaccharides sont des complexes macromoléculaires toxiques présents de manière 

harides (LPS) sont constitués d'un lipide A et d'une partie 

 T cells » où elles vont produire des cytokines de type anti-inflammatoire (IL-4 et IL 

10) ; (iii) l’anergie (absence de prolifération ou de sécrétion) (Hotchkiss et Karl, 2003). Les 

facteurs déterminant le type de réponse ne sont pas encore identifiés mais il semble que le 

type d’agent pathogène, la taille de l’inoculum et la localisation de l’infection soient 

déterminants. 

1. Signaux et récepteurs  

Le système immunitaire reconnaît des éléments spécifiques produits par les micro-organismes 

(Anderson 2000). Ces éléments sont appelés PAMP (pathogen-associated molecular patterns). 

Parmi ces PAMP, le mieux caractérisé est l’endotoxine ou lipopolysaccahride bactérien 

(LPS). La présence d’endotoxine au niveau sanguin est connue sous le nom d’endotoxémie. 

Les lipo

constitutive dans la membrane externe de toutes les bactéries à Gram négatif. Sur le plan 

structural, les lipopolysacc

polysaccharidique débordant la membrane externe. Le lipide A est doué de propriétés 

toxiques. La fraction polysaccharidique constitue l'antigène O et elle est responsable de la 

spécificité antigénique O permettant de décrire des sérovars au sein d'une même espèce 

bactérienne (Caroff et Karibian, 2003). La chaîne O spécifique est la partie la plus variable du 

LPS. Elle est constituée de chaînons répétitifs comprenant chacun 3 à 8 sucres et dont le 

nombre varie de 20 à 40 chez les salmonelles. Le premier de ces chaînons peut avoir une 
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structure légèrement différente de celle des autres chaînons. Les sucres constituant ces 

chaînons sont des hexoses « classiques » (glucose, galactose, mannose...) mais aussi des 

sucres plus particuliers comme le tyvélose, le paratose, l'abéquose, le colitose (Whitfield et 

coll., 2003). Entre le lipide A et l’antigène O, se trouve un polysaccharide central, le noyau ou 

le core avec une partie externe vers l’antigène O constitué d'un nombre variable de résidus 

d'hexoses ou d'hexosamines et une partie interne qui contient deux sucres inhabituels, 

l'heptose et l'acide désoxy-manno-octulosonique (KDO), vers le lipide A (Figure 18) (Raetz et 

Whitfield, 2002). D’autres molécules peuvent être responsables de l’activation du système 

immunitaire, tel que l’acide lipoteichoïque présent dans la paroi des bactéries Gram positif ou 

les ergostérols dérivés de la membrane des levures. 

 

 
Figure 17 : Structure des parois des bactéries Gram négatives (d’après Raetz et Whitfield, 

2002). 

 - 88 -



P

P

P P Ethanolamine

P

Acide gras

Glucosamine

KDO

Heptose

n

Chaine O 
spécifique

Noyau   
externe

Noyau   
interne

Po
ly

sa
cc

ha
rid

e 
ce

nt
ra

l

man abe

rha

gal

gal

galglc

glc

glc

Nacglc

Lipide A

Partie 
extram

em
branaire

Partie m
em

branaire

P P

P

P P Ethanolamine

Acide gras

Glucosamine

KDO

Heptose

n

Chaine O 
spécifique

Noyau   
externe

Noyau   
interne

Po
ly

sa
cc

ha
rid

e 
ce

nt
ra

l

man abe

rha

gal

gal

galglc

glc

glc

Nacglc

Lipide A

Partie 
extram

em
branaire

Partie m
em

branaire

 
Figure 18 : Structure de l’endotoxine (Salmonella typhi murium). Abe : abequose ; Gal : 

galactose ; Glc : glucose, rha : rhamnose, Nacglc : N-acétyl-glucosamine ; KDO : acide 

déoxy-manno-octulosonique (d’après Raetz et Whitfield, 2002). 

 

 Les récepteurs les plus importants et les mieux caractérisés pour la reconnaissance des 

antigènes bactériens (notamment des endotoxines) sont les récepteurs de la famille « toll-like 

receptor ». La protéine toll est considérée comme une molécule essentielle au développement 

de l’axe dorsoventral de l’embryon de la drosophile. Les TLR (Toll-like receptors) sont les 

homologues de cette protéine chez les mammifères et ils sont exprimés à la surface des 

cellules présentatrices d’antigènes. Ces cellules sont rapidement activées par les micro-

maine extracellulaire possède plusieurs motifs riches en leucine, tandis que leur 

domaine cytoplasmique est très semblable à la portion cytoplasmique du récepteur de type I 

de l’interleukine 1 (IL-1RI), communément appelé domaine TIR (Toll/IL-1R) (Akira et coll., 

2001). Des TLR distincts reconnaissent les principaux PAMP produits par les bactéries à 

Gram négatif ou à Gram positif. Actuellement, une dizaine de représentants de ces récepteurs 

sont connus et la liste de leurs ligands va en augmentant (Yamamoto et coll., 2004). TLR2 

reconnaît de façon très stricte les éléments produits par les bactéries à Gram positif et TLR4 

lie les PAMP des bactéries à Gram négatif (Figure 19). 

organismes qui lient un ou plusieurs membres de la famille des TLR de façon très spécifique. 

Leur do
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Figure 19 : La famille des toll-like receptors (TLR) chez les mammifères. Les TLR sont des 

protéines membranaires (mp : membrane plasmique) dont les ectodomaines sont composés de 

otifs LRR (rectangles) et de motifs flanquants riches en cystéine (demi-cercles). Leur m

domaine intracellulaire, le domaine TIR, est similaire à celui du récepteur de l’IL-1 (ovale). 

Les TLR sont activés sélectivement par différents types de PAMP, parmi lesquels des 

lipopeptides bactériens (BLP) di- ou triacylés, des lipopolysaccharides (LPS), des acides 

nucléiques (ARN double brin ou motif CpG d’ADN) ou des protéines (flagelline). TLR7 et 

TLR8 sont activés par des molécules de la famille des imidazoquinolines, comme le 

resiquimod ou R-848 (d’après Akira et Sato, 2003) 
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Dans le sang, les endotoxines se fixent à une protéine de transport, la « LPS Binding Protein » 

ou LBP, une glycoprotéine de 60 kDa. Il s’agit d’une protéine de la phase aiguë synthétisée 

par le foie. Le complexe formé par LPS et LBP va interagir avec CD14 (une glycoprotéine de 

membrane de 55 kDa qui est présente dans de nombreuses cellules du système immunitaire). 

Ce complexe agit de concert avec les récepteurs toll, responsables de la transduction du 

signal. Le domaine TIR des TLR et de l’IL-1R1 interagit avec MyD88 (Myeloid 

differentiation protein 88). Cette protéine adaptatrice possède un domaine de mort (death 

domain) amino-terminal qui s’associe à IRAK (IL-1R-associated kinase), ainsi qu’à une 

sérine kinase qui active une autre molécule adaptatrice, TRAF6 (tumor necrosis factor 

receptor-associated factor 6). Le recrutement de TRAF6 mène à l’activation de la protéine 

kinase IKK (IκB kinase), qui est composée de deux sous-unités catalytiques (IKKα et IKKβ) 

et d’une sous-unité régulatrice (IKKγ/NEMO) (Chu et coll., 1999). IKKγ est nécessaire pour 

l’activation de NF-κB (nuclear factor of the kappa chain of immunoglobulins in B cells) par 

stimuli, bien que seule la sous-unité IKKβ soit essentielle pour l’activation de ce plusieurs 

facteur de transcription par les cytokines et les PAMP. En effet, IKKβ est la cible des signaux 

en amont produits par les stimulus pro-inflammatoires qui mènent à la phosphorylation et à la 

dégradation d’IκB (Delhase et coll., 1999 ; Hu et coll., 1999). Le recrutement du complexe 

MyD88/IRAK/TRAF6 dans le domaine cytoplasmique du récepteur peut aussi activer la voie 

des kinases MAPK (mitogen-activated protein kinase), en particulier la voie de signalisation 

de la kinase JUN avec l’activation du facteur de transcription AP-1 (activator protein 1). 

L’activation de la transcription de la grande majorité des gènes qui prennent part à la réponse 

immunitaire innée est attribuable à la translocation nucléaire d’AP-1 (Figure 20). 
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Figure 20 : Voies de signalisation intracellulaires induite par le LPS. CRE : cyclic AMP-

responsive element ; CREB : CRE binding protein ; Ecsit : evolutionarily conserved 

signalling intermediate in toll pathways ; MD2 : myeloid differentiation 2 ; AP-1 : activator 

protein-1 ; erk : extracellular signal-regulated kinase ; IKK2 : I kappa B kinase 2 ; IRF : 

interferon regulatory factor ; ISRE : interferonstimulated responsive element ; IRAK : 

interleukin-1 receptor-associated kinases ; MAPK : mitogen activated protein kinase ; MEKK 

: mitogen-activated protein kinase/ERK kinase ; MyD88 : myeloid differentiation protein 88 ; 

Mal : MyD88 adaptor-like ; MyD88s : MyD88 short ; NF-κB : nuclear factor-κB ; pI : 

phosphoinositide ; SIGIRR : single immunoglobulin interleukin-1R-related molecule ; Sp1 : 

stimulating protein 1 ; SOCS : suppressor of cytokine signalling ; TANK : TRAF-associated 

NF-κB kinase ; TBK : TANK-binding kinase ; TRIF : TIR (toll/interleukin-1 receptor) 

domain-containing adaptor protein inducing interferon β ; TICAM : TIR-containing adaptor 

molecule ; TIRAP : TIR domain-containing adaptor protein ; Tollip : toll-interacting protein ; 

TLR : toll-like receptor ; TRAF : tumour necrosis factor receptor-associated factor ; TRAM : 

TRIF-related adaptor molecule. (D’après Annane et coll., 2005) 
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2. Le rôle de NF-κB 

NF-κB est un des principaux facteurs transcriptionnels impliqué et étudié dans la réponse 

immunitaire dans le sepsis. NF-κB joue un rôle primordial au cours du développement du 

choc septique et en particulier dans deux étapes majeures qui sont d’une part l’activation du 

système monocytaire/macrophagique avec comme conséquence la sécrétion rapide de fortes 

concentrations de cytokines et d’autre part l’activation des cellules endothéliales (Caamano et 

coll., 2002). 

 Dans les conditions de base, NF-κB est situé dans le cytoplasme associé à la protéine 

inhibitrice IκB. Son activation se fait globalement en trois phases. Au cours de la première, 

IKK (IκB kinase), un complexe multiprotéique de haut poids moléculaire (700-900 kDa) est 

activé. Dans un second temps, IKK phosphoryle deux résidus sérine spécifiques sur IκB, 

provoquant son ubiquitination puis sa dégradation par le protéasome, ceci permet la libération 

de NF-κB qui rejoint le noyau (Karin et Ben Neriah, 2002). Dans le noyau, NF-κB se lie à des 

séquences d’ADN spécifiques localisées dans des régions promotrices et participe à 

l’activation de nombreux gènes de cytokines, chemokines, protéines de la phase aiguë, 

t montré que cet inhibiteur 

iminuait l’expression des gènes de protéines pro-inflammatoires (TNF-α, COX-2, ICAM-1) 

en bloquant la translocation de NF-κB vers le noyau (Liu et coll., 2000). La création 

d’animaux génétiquement modifiés a confirmé que la réponse immunitaire induite par le LPS 

était dépendante de NF-κB. En effet, une souris trangénique surexprimant la sous-unité p50 de 

peptides antimicrobiens et antiapoptotiques (Karin et Lin, 2002). 

 Il existe une famille de récepteurs NF-κB dont au moins 5 membres ont été retrouvés 

chez les mammifères (p50, p65, Relb, C-Rel et p52). Ils présentent des propriétés de 

répression ou d’activation de gènes variables en fonction de leur homo ou hétérodimérisation 

(Gilmore, 1999). De même, leurs différentes organisations dimériques rend compte 

d’interactions avec des membres de la famille des IκB qui sont sensibles à divers stimuli 

extracellulaires (Chen et coll., 1999). 

 NF-κB joue également un rôle dans de nombreuses pathologies comme la polyarthrite 

rhumatoïde, le cancer, l’asthme, l’arthérosclérose et l’infection par le virus HIV (Lavon et 

coll., 2000 ; Yamamoto et Gaynor, 2001 ; Baldwin, 2001). 

 L’importance de ce facteur transcriptionnel dans le développement du choc septique a 

été mise en évidence par de multiples approches expérimentales chez l’animal et in vitro. Des 

inhibiteurs spécifiques de NF-κB comme la pyrrolidine dithiocarbamate, un agent anti-

oxydant, protège des souris d’une dose létale de LPS, sans modifier la production d’ IL-1β ou 

d’IL-6 (Lauzurica et coll., 1999). D’autres études in vivo on

d
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NF-κB don nhibe la réponse transcriptionnelle, présente une tolérance 

 Les cytokines pro-inflammatoires 

tokine ou son récepteur 

ulantes ne sont que « la partie émergée de l’iceberg » 

atiques d’histamine 

t l’hétérodimérisation i

au LPS. Cette tolérance serait notamment liée à une baisse de la production de TNF-α et à une 

faible activation des cellules endothéliales (Bohuslav et coll., 1998). 

 Il est intéressant de noter que le LPS peut activer les cellules endothéliales en y 

induisant la translocation de NF-κB, de façon équivalente aux cytokines pro-inflammatoires 

produites par le système monocytaire/macrophagique. 

3.

Une fois activés, les macrophages ont un rôle sécrétoire fondamental dans le système 

immunitaire. Plus d’une centaine de produits de sécrétion des macrophages ont été identifiés, 

avec des poids moléculaires très variés : de 32 Da pour l’ion superoxyde jusqu’à 400 kDa 

pour la fibronectine (Tak et Firestein, 2001).  

 Durant presque une quinzaine d’années, des expériences démontrant l’effet protecteur 

des cytokines vis-à-vis des infections ont été menées en utilisant des cytokines recombinantes 

(comme le TNF, l’IL-1 et l’interféron-γ), des anticorps dirigés contre ces cytokines et avec 

des souris génétiquement modifiées dont un gène codant pour une cy

était invalidé. Ces expériences permettent de conclure aux effets létaux du TNF, de l’ IL-1β, 

l’IL-12, IL-18, de l’interféron-γ, du GMCSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating 

Factor), du MMIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor), de l’interféron-β et de HMGB1 

(High Mobility Group Box 1). Chez l’homme, les cytokines sont produites en grande quantité, 

détectables au niveau plasmatique où elles sont normalement absentes (Cavaillon et coll., 

2003). Cependant, ces cytokines circ

(Cavaillon et coll., 1992), une sécrétion paracrine des cytokines peut être identifiée, sans 

qu’elle soit détectable au niveau plasmatique (Munoz et coll., 1991). 

 Le sepsis est associé à une augmentation des concentrations plasm

provenant des mastocytes et/ou des polynucléaires basophiles après activation de la voie du 

complément avec une augmentation de l’expression des anaphylatoxines C3a et C5a (Brackett 

et coll., 1990). Alors que l’histamine exogène et les agonistes spécifiques des récepteurs de 

type H2 à l’histamine ont un effet protecteur au cours du choc endotoxémique (Nakamura T et 

coll., 1997), les anaphylatoxines augmentent la perméabilité vasculaire, la contraction des 

cellules musculaires lisses vasculaires, et ont un effet chemoattractant pour les leucocytes. De 

plus, les souris déficientes pour le gène codant pour C5 présentent une élévation moins 

importante de TNF ainsi qu’une réponse de moindre sévérité après endotoxémie. De même, 
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les anticorps anti-C5a ou anti-récepteurs au C5a réduisent la mortalité liée au sepsis (Fisher et 

coll., 1997). 

 Les cytokines pro-inflammatoires induisent la synthèse de la phospholipase A2, de la 

teurs couplés aux protéines G et ils 

amplifient la réponse inflammatoire, altèrent les réponses vasomotrices et augmentent la 

perméabilité vasculaire. teur de la phospholipase A2 sont 

ponse inflammatoire due au sepsis en bloquant 

intera

mmatoires et protègent 

cyclo-oxygénase inductible, de la 5-lipo-oxygénase et de l’acétyltransférase qui contribuent à 

la synthèse des eicosanoïdes (prostaglandines et leucotriènes) et du Platelet Activating Factor 

(PAF). Ces facteurs agissent par le biais de récep

 Les souris déficientes en récep

résistantes à un choc endotoxémique (Hanasaki et coll., 1997). 

 L’anion superoxyde produit par la NADPH-oxydase, est responsable d’oxydation et 

d’altération de protéines et des acides gras insaturés des phospholipides. Cependant, des 

phospholipides oxydés peuvent prévenir la ré

l’ ction entre les lipopolysaccharides et CD14 (Bochkov et coll., 2002).  

 Les souris déficientes en NO synthase inductible présentent une hypotension moins 

sévère après injection d’une dose létale d’endotoxine (Laubach et coll., 1995). Chez l’homme, 

les endotoxines ou certaines cytokines pro-inflammatoires sont responsables de la sécrétion de 

grandes quantités de NO par la NO synthase inductible au niveau tissulaire (Annane et coll., 

2000a ; Sharshar et coll., 2003). Cette surproduction de NO peut être tenue pour responsable 

du développement d’altérations microcirculatoires, de l’hyporéactivité vasculaire et de la 

dysfonction d’organe, probablement par induction de l’apoptose (Sharshar et coll., 2003). 

4. Les cytokines anti-inflammatoires 

Des cytokines anti-inflammatoires et des récepteurs solubles sont produits en grande quantité 

durant le sepsis. Ils diminuent la production de cytokines pro-infla

donc l’individu du sepsis et du choc endotoxinique. Ces effets sont clairement démontrés pour 

l’IL-10 (bien que les effets de cette cytokine varient en fonction du temps, de sa concentration 

et de son site d’expression), pour le Transforming Growth Factor β (TGF- β), l’interféron-α, 

l’IL-4, l’IL-6 et l’IL-13. Plus récemment, l’antagoniste du récepteur de l’IL-1, la LBP et le 

CD-14 soluble ont été identifiés comme des protéines de la phase aiguë. L’IL-6 induit la 

synthèse de protéines de la phase-aiguë qui limitent l’inflammation (comme la protéine C-

réactive), mais dans le même temps cette interleukine pourrait induire une dépression 

myocardique, comme dans la méningococcémie (Pathan et coll., 2004). Bien que des taux 

circulant élevés d’antagoniste du récepteur de l’IL-1 et de récepteurs solubles au TNF ont été 
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rapportés au cours du sepsis, il n’est pas clairement démontré que ces taux soient suffisants 

pour contrecarrer les effets des cytokines pro-inflammatoires (Cavaillon et coll., 2003). 

production in vitro (Severn et 

sont secondaires 

 de 

cytokines pro-inflammatoires (Delgado et coll., 1999). 

 Les interactions entre les cytokin ones constituent un élément 

l’hypotension et la mortalité liées à ce tableau (Annane et coll., 2000b ; Landry et coll., 1997). 

 Des neuromédiateurs jouent également un rôle majeur dans le contrôle de la réponse 

inflammatoire. La substance P augmente la production de cytokines. L’histamine sécrétée lors 

de la dégranulation des polynucléaires basophiles et des mastocytes diminue l’adhésion 

leucocytaire, le chemotactisme et la perméabilité vasculaire. Les catécholamines interfèrent 

avec la production de cytokines de diverses manières. La noradrénaline, par le biais des 

récepteurs α2-ARs augmente la production de TNF (Spengler et coll., 1990), alors que 

l’adrénaline en activant les récepteurs β2-ARs diminuent cette 

coll., 1992) et in vivo chez des volontaires ayant reçu du LPS, où en outre elle augmente la 

production d’IL-10 (van der Poll et coll., 1996). De plus, l’adrénaline augmente la production 

d’IL-8 (van der Poll et Lowry, 1997) et bloque la production de NO par les macrophages 

(Zinyama et coll., 2001). Les effets anti-inflammatoires des agonistes β-ARs 

à une diminution de la dégradation de IκB (Farmer et Pugin, 2000). Le VIP (Vasoactive 

Intestinal Peptide) et le PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase Activating Peptide) sont deux 

neuropeptides anti-inflammatoires qui inhibent la production de cytokines (Delgado et coll., 

1999 ; Martinez et coll., 2002). Chez des rats traités avec du LPS, la stimulation vagale 

atténue l’hypotension et réduit les concentrations de TNF plasmatiques et hépatiques 

(Borovikova et coll., 2000). Enfin, l’αMSH (α-Melanocyte Stimulating Hormone), un autre 

neuro-médiateur peut diminuer la réponse inflammatoire par inhibition de la production

es et les neuro-horm

essentiel dans la restauration de l’homéostasie au cours d’un stress (Chrousos, 2000). La 

production et la sécrétion de vasopressine et d’hormone corticotrope (CRH) sont augmentées 

par le TNF, l’IL-1, l’IL-6 et l’IL-2 circulants, par le NO et l’IL-1β sécrétés localement et par 

les fibres afférentes vagales. De plus, la synthèse du cortisol est modulée par l’expression 

locale d’IL-6 et de TNF-α. Les hormones dont l’expression est augmentée permettent de 

maintenir l’homéostasie cardiovasculaire et le métabolisme cellulaire. L’altération des 

réponses endocrines au cours du sepsis pourraient être due aux cytokines, à l’apoptose 

neuronale, aux anomalies métaboliques et ischémiques au niveau de l’axe hypothalamo-

hypophysaire et des glandes surrénales ainsi qu’aux traitements administrés (Prigent et coll., 

2004). L’insuffisance surrénalienne et l’altération de la production de vasopressine sont 

retrouvées respectivement dans la moitié et le tiers des cas de choc septique, contribuant à 
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D’autres anomalies endocriniennes ont été constatées durant le sepsis mais dont les 

mécanismes et les conséquences restent à préciser : système rénine/angiotensine/aldostérone, 

ormon

es vasculaires systémiques élevées. 

éanm

h es thyroïdiennes, insuline, hormones de croissances... 

C. Le système cardiovasculaire au cours du choc septique 

Le profil hémodynamique du choc est caractérisé par l’association à des degrés variables de 

composantes hypovolémique, obstructive, cardiogénique, distributive ou cytotoxique. Ce 

profil est modifié par une restauration volémique, mais la persistance d’une hypotension signe 

le choc septique. Même si le débit cardiaque semble normal, voire élevé, il existe des preuves 

de l’altération des propriétés contractiles du myocarde (Gibot et coll., 2004). D’une manière 

très schématique, le tableau clinique cardiovasculaire au cours d’un choc septique peut se 

résumer le plus souvent comme une dysfonction vasculaire associée à une myocardiopathie 

compensée. 

1. Dysfonction cardiaque au cours du sepsis 

(a) Historique 

Avant l’utilisation des techniques invasives de mesures hémodynamiques, il était décrit deux 

phases au cours du choc septique : une phase hyperkinétique (« choc chaud » avec un débit 

cardiaque élevé) observée au stade initial, puis une phase hypokinétique avec un bas débit 

cardiaque (« choc froid »), cette seconde phase étant attribuée principalement à une 

dépression myocardique sévère avec des résistanc

N oins, Wilson et coll. démontrèrent que le choc septique chez l’homme était associé à 

un débit cardiaque normal associé à des résistances vasculaires basses (Wilson et coll., 67). 

L’avènement des mesures hémodynamiques par cathéter artériel pulmonaire (cathéter de 

Swan-Ganz) permit de confirmer que chez les patients ayant bénéficié d’un remplissage 

initial, le profil hémodynamique était de type hyperkinétique avec un haut débit cardiaque et 

des résistances vasculaires systémiques basses (Winslow et coll., 1973), même chez les 

patients qui ne survivaient pas (Parker et coll., 1987). Néanmoins, l’idée d’une altération 

myocardique persistait. Confirmant cette hypothèse, Parker et coll. ont rapporté une baisse de 

la fraction d’éjection ventriculaire malgré un débit cardiaque normal ou élevé chez des 

patients en choc septique (Parker et coll., 1984). Ces résultats furent confirmés par des études 

cliniques (Ellrodt et coll., 1985) et expérimentales (Natanson C et coll., 1989). Il est 

maintenant clairement démontré qu’il existe une détérioration de la fonction systolique 
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pendant la phase précoce du choc septique chez l’homme, et notamment par les études 

échocardiographiques (Monsalve et coll., 1984). La question de l’altération de la fonction 

diastolique est moins clairement élucidée. La réduction de la compliance ventriculaire gauche 

se manifestant comme une diminution de la vitesse de remplissage a été décrite chez des 

patient ltération de la 

e caractérisé par une augmentation du débit cardiaque avec une dilatation 

biventriculaire associée à une dim laires systémiques. 

Paradoxalem nt, le débit cardiaque normal ou élevé est associé à une diminution de la fraction 

d’éjection des deux ventricules. Ces anomalies se normalisent en 7 à 10 jours chez les patients 

la sécrétion de facteurs paracrines agissant sur les cardiomyocytes (Grocott-Mason et Shah, 

s en choc septique (Jafri et coll., 1990 ; Poelaert J et coll., 1997). L’a

relation précharge-volume d’éjection systolique de Franck-Starling, va également dans le sens 

d’une atteinte diastolique (Ognibene et coll., 1988). L’atteinte du ventricule droit est aussi très 

fréquente en cas de sepsis ou de choc septique (Parker et coll., 1990 ; Dhainaut et coll., 1997). 

Cette dysfonction peut être associée à la dysfonction ventriculaire gauche ou être isolée 

(Vieillard Baron et coll., 2001). L’ensemble des données de ces études hémodynamiques 

permet de décrire l’histoire naturelle de la dysfonction myocardique. Chez des patients en 

choc septique ayant reçu un remplissage vasculaire adéquat, se développe un état 

hyperkinétiqu

inution des résistances vascu

e

survivants. A partir des années 1990, des recherches ont porté sur l’étude des mécanismes 

impliqués dans cette dysfonction myocardique intrinsèque au cours du choc septique. 

(b) Hypoperfusion coronaire 

Une des premières hypothèses proposées pour expliquer la dysfonction myocardique au cours 

du choc septique a été la diminution du débit coronaire. Des mesures directes du débit sanguin 

coronaire et des paramètres métaboliques myocardiques au cours d’études cliniques, ont 

permis d’écarter l’idée d’une ischémie myocardique globale (Cunnion et coll., 1986 ; 

Dhainaut et coll., 1987). Néanmoins, plusieurs études cliniques ont révélé que la présence de 

taux plasmatiques élevés de troponine en cas de sepsis sévère et de choc septique était 

corrélée à la gravité de l’atteinte myocardique (Fernandes et coll., 1999 ; Metha et coll., 

2004). Il n’a cependant pas été possible de mettre en évidence des signes patents de nécrose 

du myocarde ou des muscles squelettiques chez des patients décédés de choc septique 

(Lanone et coll., 2000). L’augmentation de troponine plasmatique peut résulter de 

l’augmentation transitoire de la perméabilité de la membrane cellulaire des cardiomyocytes 

sous l’effet de cytokines (Wu, 2001). De plus, la dysfonction endothéliale présente au cours 

du choc septique peut être à l’origine d’altérations microcirculatoires (microthrombus) ou de 
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1998). Les altérations du rapport apport/consommation d’oxygène en résultant, pourraient 

expliquer l’apparition de zones d’ischémie myocardique. 

(c) Facteurs circulants 

La présence de facteurs circulants dépresseurs de la fonction myocardique au cours du choc 

septique a été évoquée voilà près de 60 ans (Wiggers, 1947). Parrillo et coll. ont confirmé 

cette hypothèse chez l’homme en montrant que le sérum obtenu de patients à la phase initiale 

d’un choc septique, diminuait à la fois l’amplitude et la vitesse de raccourcissement de 

cardiomyocytes de rats nouveau-nés (Parrillo et coll., 1985). Certaines cytokines ont été 

proposées comme de potentiels « facteurs circulants dépresseurs myocardiques », c’est le cas 

du TNF-α et l’IL-1β. Ces deux cytokines sont présentes dans le plasma lors du sepsis (Finkel 

et coll., 1992) et sont responsables, in vitro, d’un effet inotrope négatif direct mais transitoire 

(Kumar et coll., 1996). Cependant, bien que les cytokines puissent rendre compte d’un effet 

dépresseur myocardique à la phase initiale du sepsis, le profil de sécrétion de ces substances 

rend plus improbable un effet retardé et prolongé. En effet, la performance myocardique est, 

comme nous l’avons vu, altérée pour une période de 7 à 10 jours chez la plupart des individus, 

alors que les taux de TNF-α et l’IL-1β retrouvent une valeur normale 48 heures environ après 

le début du choc septique. De plus, plusieurs études réalisées sur des muscles papillaires de 

lapin (Tavernier et coll., 2001a ; Mebazaa et coll., 2001) ou des cardiomyocytes de rat (Abi-

Gerges et coll 1), prélevés à la phase aiguë du choc septique ., 1999 : Tavernier et coll., 200

décrivent une diminution prolongée de la contractilité, à un niveau comparable à celui qui est 

observé in vivo, et ce en absence de contact direct avec le plasma. 

(d) Mécanismes cellulaires intrinsèques 

Comme nous l’avons vu, les deux hypothèses précédemment développées ne permettent pas 

d’expliquer à elles seules la dysfonction myocardique observée au cours du choc septique. 

Plusieurs observations vont dans le sens d’une atteinte intrinsèque du myocarde au cours du 

sepsis. Si les cytokines ne sont pas directement responsables de la dysfonction myocardique 

prolongée, elles peuvent en revanche initier ces altérations cellulaires. 

 Homéostasie calcique et couplage excitation-contraction 

Au cours du choc septique, l’homéostasie calcique est altérée par : (i) réduction des courants 

calciques et (ii) diminution de la sensibilité des myofilaments au calcium.  

Chez des lapins traités par endotoxine, le nombre de canaux calciques de type L est 

diminué (Lew et coll., 1996) et cette diminution est directement corrélée chez l’homme, in 
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vivo à l’altération de la fonction ventriculaire gauche (Silverman et coll., 1993). Au niveau du 

réticulum sarcoplasmique, l’activité du récepteur à la ryanodine dépendante de la production 

de NO est également réduite, ce qui pourrait accentuer la diminution de contractilité (Cohen et 

coll., 2006). Certains auteurs suggèrent que les anomalies du transitoire calcique induites par 

 calcium des myofilaments 

est associée ardiomyocytes et de distensibilité 

le sepsis varient au cours du temps (Ren et coll., 2002). 

Parallèlement, il a été démontré que la diminution de sensibilité des myofilaments au 

calcium joue un rôle crucial dans la dysfonction myocardique dans le sepsis (Tavernier et 

coll., 1998 ; Powers et coll., 1998; Tavernier et coll., 2001a; Tavernier et coll., 2001b, 

Behrends et Peters, 2003) même en l’absence de modification des courants calciques (Yasuda 

et Lew, 1997). Cette diminution de sensibilité au calcium en cas d’endotoxémie est 

concentration-dépendante et réversible au cours du temps. Le mécanisme exact reste inconnu, 

mais des phosphorylations protéiques semblent être impliquées. Ainsi, la phosphorylation de 

la troponine I a été décrite (Tavernier et coll., 2001b), conduisant à une diminution de la 

capacité du calcium à activer les myofilaments. L’implication de ce mécanisme dans 

l’altération de la contractilité au cours du sepsis est confortée par l’utilisation d’un modèle de 

souris transgénique. Ainsi, la substitution de la troponine I cardiaque par la troponine I 

squelettique qui ne présente pas de site de phosphorylation pour la protéine kinase A protège 

le myocarde de l’endotoxémie (Layland et coll., 2005). Le NO pourrait également par la voie 

des kinases dépendante du GMPc, induire la phosphorylation de la troponine I et ainsi réduire 

la sensibilité des myofilaments au calcium. Cette altération de la sensibilité au calcium de 

l’appareil contractile cardiaque pourrait participer à la dilatation ventriculaire retrouvée chez 

les patients septiques. En effet, cette diminution de sensibilité au

à une augmentation de longueur des c

ventriculaire (Shah et MacCarthy, 2000).  

Récemment, une nouvelle molécule, le levosimendan qui agit tel un sensibilisateur 

calcique des myofilaments, a permis une amélioration des fonctions cardiaques dans des 

modèles animaux et chez des patients septiques (Faivre et coll., 2005 ; Morelli et coll., 2005). 

 La voie du monoxyde d’azote et du peroxynitrite 

Le NO, principalem portant dans le 

piration 

mitochondriale. 

ent produit par la NO synthase inductible joue un rôle im

développement de la cardiomyopathie septique notamment par modification de la 

contractilité, mais aussi des nitrosylations protéiques et l’altération de la res
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 Les lipopolysaccharides induisent une augmentation de l’expression de la NO synthase 

inductible associée à une forte augmentation de production de NO. Cependant, l’effet direct 

du NO ainsi produit sur la contractilité n’est pas définitivement démontré. En effet, alors 

qu’au niveau vasculaire, l’inhibition de la NO synthase inductible restaure le tonus vasculaire, 

cette inhibition ne corrige pas l’altération de contractilité des cardiomyocytes isolés, muscles 

papilla

cardiaq

chaîne re r rmet l’activation d’une enzyme 

 de la fonction myocardique et le niveau d’activité de cette enzyme (Soriano 

et coll., 2006). De plus, l’inhibition PARP in vitro améliore la contractilité (Boulos et coll., 

2003). 

ires ou cœurs isolés d’animaux traités par endotoxine (Finkel et coll., 1992 ; Tavernier 

et coll., 2001b). De même, chez des patients en état de choc septique, l’administration d’un 

inhibiteur non spécifique de NO synthases (le Nω-monomethyl-L-arginine) permet une 

augmentation de la pression artérielle mais entraîne une diminution du débit cardiaque 

(Grover et coll., 1999). 

 Le NO pourrait également réagir avec l’anion superoxyde (O-) et donner du 

peroxynitrite (ONOO-). Comme cela a été suggéré dans la dysfonction du muscle squelettique 

chez les patients en état de choc septique, le peroxynitrite, plus que le NO, diminuerait la 

contractilité musculaire (Lanone et coll., 2000). Cette hypothèse semble confirmée chez des 

souris transgéniques, où il existe une corrélation entre le niveau de surexpression de la NO 

synthase inductible, la production de peroxynitrite et la survenue d’atteinte cardiaque 

(Mungrue et coll., 2002). Une autre étude récente va dans le même sens en démontrant un 

effet bénéfique d’un inhibiteur de la formation de peroxynitrite sur la défaillance myocardique 

des rats endotoxémiques (Lancel et coll., 2004). Au niveau myocytaire, le peroxynitrite 

pourrait altérer la contractilité en modifiant les courants calciques (Ishida et coll, 1996), en 

perturbant la respiration mitochondriale (Xie et coll., 1998) et en inhibant l’isoforme 

cardiaque de la créatine kinase (Mihm et coll., 2001).  

 Outre les effets toxiques de dérivés comme le peroxynitrite (qui inhibe les complexes 

I, II et III de la chaîne respiratoire), le NO produit au cours du sepsis peut, au niveau 

ue se lier au complexe IV de la chaîne respiratoire et l’inhiber (Levy coll., 2004). La 

liaison compétitive NO-oxygène sur ce complexe, explique l’augmentation de production de 

radicaux libres. A des concentrations plus élevées, le NO inhibe tous les complexes de la 

spi atoire. Il a été récemment montré que le sepsis pe

nucléaire, la PARP (poly(adenosine 5'-diphosphate [ADP]-ribose) polymerase ), à l’origine 

d’atteintes tissulaires dans différentes pathologies (ischémie/reperfusion myocardique), par le 

biais d’une dysfonction mitochondriale. Dans le cas du choc septique, il existe une corrélation 

entre l’altération
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 Apoptose 

L’apoptose constitue une forme particulière de mort cellulaire. Les effecteurs de l’apoptose 

sont des protéases, les caspases (Green, 1998). Deux voies de signalisation convergent vers 

ces effecteurs. La première déclenche la sécrétion par les mitochondries de facteurs 

proapoptotiques comme le cytochrome c. La seconde voie est indépendante des mitochondries 

et implique le recrutement et l’activation de procaspases qui sont activées par des récepteurs, 

telle que la famille des récepteurs au TNF.  

Les caspases sont activées au niveau cardiaque par les endotoxines (Nevière et coll., 

2001 ; Fauvel et coll., 2001). L’inhibition des caspases (en particulier la caspase 3) permet de 

prévenir la dysfonction cardiaque du sepsis et les phénomènes d’apoptose (Nevière et coll., 

2001 ; Fauvel et coll., 2001). Cependant, si l’amélioration de la contractilité myocardique peut 

être liée à la diminution de la mort cellulaire par apoptose, l’inhibition des caspases est 

associée à d’autres phénomènes. Ainsi, en présence d’inhibiteur des caspases, la production 

de cytokines est diminuée (Wang et Lenardo, 2000). La voie des caspases peut participer à 

l’altération de l’homéostasie calcique cardiomyocytaire, car l’activation de la caspase 3 par 

l’endotoxine entraîne une modification de la réponse des myofilaments au calcium, un clivage 

des protéines contractiles et une désorganisation sarcomérique (Lancel et coll., 2005a). De 

plus, la ciclosporine A, en bloquant le relargage de cytochrome c par les mitochondries, 

prévient la survenue de la dépression myocardique suggérant un rôle potentiel d’un pore 

mitochondrial MPT (Mitochondrial Permeability Transition) dans la cardiomyopathie 

septique (Fauvel et coll., 2002). La surexpression de la protéine antiapoptotique Bcl-2, qui 

pourrait réguler l’ouverture de MPT, semble avoir également un rôle protecteur dans ce 

contexte (Lancel et coll., 2005b). Cependant, l’évolution de l’atteinte myocardique au cours 

du sepsis (récupération totale en 7-10 jours), relativise l’implication de l’apoptose cardiaque 

dans ce phénomène. 

 Les récepteurs β-adrénergiques 

En amont des modifications intrinsèques de contractilité au cours du choc septique, il est 

important de considérer les altérations des récepteurs β-ARs et de leurs voies de signalisation. 

En effet, ceux-ci sont impliqués dès l’induction du choc septique par le biais de l’activation 

du système sympathique (avec augmentation des concentrations plasmatiques de 

catécholamines) (Jones et Romano, 1984) conduisant à une altération de la régulation 

cardiovasculaire (Annane et coll., 1999). Le rôle des récepteurs β-ARs est d’ailleurs étayé par 
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le fait que les catécholamines ainsi que les agonistes β-ARs font partie de l’arsenal 

998). Les mêmes constatations ont été faites dans 

un mod

 suggèrent que les modifications de réponses β-ARs myocardiques au 

cours du o rs du temps. Tang et coll. rapportent, dans un 

modèle de ligature-ponction cæcale chez le rat, une redistribution biphasique des récepteurs β-

thérapeutique utilisé classiquement dans ce tableau de défaillance circulatoire.  

Les études sur les récepteurs β-ARs myocardiques au cours du choc septique sont 

contradictoires. Sur des cardiomyocytes isolés, les cytokines (produites par application de 

LPS sur des macrophages) induisent une diminution de la réponse à l’isoprénaline, sans 

modification ni de la densité, ni de l’affinité des récepteurs β-ARs, l’activité de l’adénylate-

cyclase n’étant pas modifiée (Joe et coll., 1

èle de ligature-ponction cæcale chez le rat (Mansart et coll., 2003). Après avoir réalisé 

une bactériémie chez des rats, Boillot et coll. ne constatent pas de modification de la densité 

et de l’affinité des récepteurs β-ARs, mais une réduction de la synthèse d’AMPc après 

stimulation par l’isoprénaline (Boillot et coll., 1996). En revanche, l’incubation de 

cardiomyocytes de rats nouveau-nés par du sérum de patients en état de choc septique, produit 

une diminution de la densité des récepteurs β-ARs, de l’activité de l’adenylate cyclase, ainsi 

qu’une augmentation de la sous-unité α des protéines Gi (Reithmann et coll., 1993). Il est 

cependant important de souligner que ces patients étaient traités par de la noradrénaline, lors 

du prélèvement de sérum. Dans une situation proche du choc septique, un SIRS expérimental 

chez le rat (brûlure de 40% de la surface corporelle), l’affinité des récepteurs β-ARs est 

diminuée sans modification de leur densité. L’activité adénylate cyclase est également 

diminuée conduisant à une altération des mécanismes transductionnels (Wang et Martyn, 

1996). Parallèlement, des travaux menés sur les effets du choc septique sur les voies de 

signalisation β-ARs dans les cellules mononucléées circulantes, démontrent une très nette 

diminution des taux d’AMPc intracellulaire après stimulation β-AR corrélée à une 

augmentation de l’activité des protéines Gi (Bernardin et coll., 2003). Il convient cependant de 

rester prudent avant d’étendre ces résultats aux cardiomyocytes.  

Plusieurs travaux

 ch c septique sont variables au cou

ARs en fonction de leur niveau de phosphorylation : au stade initial, il y a une externalisation 

des récepteurs β-ARs corrélée à une diminution de leur phosphorylation, alors qu’à un stade 

tardif une augmentation de la phosphorylation des récepteurs β-ARs s’accompagne d’une 

internalisation (Tang et coll., 1998). Une cinétique identique a été observée dans la régulation 

β-AR des canaux calciques de type L : sous l’effet d’une stimulation β-AR, les auteurs 

constatent une augmentation de ce courant 12h après l’injection de LPS, mais qui est suivie 
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d’une diminution significative après 36 H (Abi-Gerges et coll., 1999). Ces modifications 

pourraient être le reflet d’une augmentation de l’activité de l’adenylate cyclase au temps 

pré

asculaires en raison d’une 

hyp

coce, mais que celle-ci est transitoire du fait de l’internalisation des récepteurs β-

adrénergiques associée à l’augmentation de l’expression des protéines Gi. La kinase des 

récepteurs β-ARs pourraient être également impliquée au cours du choc endotoxémique chez 

le rat, une étude rapportant une augmentation progressive de sa fraction membranaire et donc 

une facilitation de l’internalisation (Kadoi et coll., 2002). 

2. Dysfonction vasculaire au cours du sepsis 

La défaillance vasculaire est une constante au cours du choc septique. Elle se traduit par une 

vasodilatation intense, touchant à la fois le système artériel et veineux. Cette vasodilatation est 

responsable d’une chute de la postcharge cardiaque. De manière réactionnelle et 

compensatoire, plusieurs axes neurohumoraux sont activés (le système nerveux sympathique, 

l’axe rénine-angiotensine-aldostrérone) et la sécrétion de vasopressine est augmentée (Schrier 

et Wang, 2004). Il est important de souligner que la chute des résistances vasculaires est 

répartie de manière inégale entre les organes et au sein d’un même organe. Les causes de cette 

hétérogénéité de distribution du flux sanguin sont mal connues. L’hypotension induite est 

relativement résistante aux agents vasoconstricteurs endogènes ou exogènes. Outre ces 

altérations de la vasomotricité, il existe des anomalies de perméabilité vasculaire et de 

coagulation qui impliquent une dysfonction endothéliale. 

(a) Les mécanismes responsables de la vasodilatation 

La vasodilatation réfractaire du choc septique est due à une perte de la fonction contractile de 

la cellule musculaire lisse vasculaire. Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer 

cette défaillance contractile, notamment la mort de cellules v

otension prolongée (Byrne, 1966), des anomalies d’extractions de l’oxygène par les tissus 

(Parillo, 1993) ou l’augmentation d’activité de prostaglandines ayant des propriétés 

vasodilatatrices (Bernard et coll., 1997). Certaines de ces hypothèses ont été testées 

cliniquement ou expérimentalement (comme l’augmentation d’apport d’oxygène (Yu et coll., 

1993) et l’inhibition de synthèse des prostaglandines (Bernard et coll., 1997) avec un effet 

bénéfique très limité. 

Des travaux plus récents ont clarifié les mécanismes sous-jacents à l’altération de la 

fonction contractile musculaire lisse vasculaire. Trois mécanismes par ailleurs communs à 

d’autres pathologies comme certaines intoxications (monoxyde de carbone, metformine), ou 
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d’autres états de choc (cardiogénique, hémorragique) sont impliqués : l’activation des canaux 

potassiques ATP-dépendant (KATP) de la membrane cytoplasmique de la cellule musculaire 

lisse, l’activation de la NO synthase inductible et le déficit en vasopressine (Landry et Oliver, 

2001). 

 Activation des canaux potassique ATP-dépendant dans les cellules musculaires 

lisses vasculaires 

La vasoconstriction requiert l’activation de récepteurs membranaires présents sur la 

membrane leurs ligands spécifiques comme  plasmique des cellules musculaires lisses par 

l’angiotensine II ou la noradrénaline. Cette activation engendre une augmentation de la 

concentration intracellulaire de calcium dans le cytosol (par influx calcique depuis l’espace 

extracellulaire et par le biais de canaux calciques voltage-dépendants, mais aussi par 

recrutement des stocks intracellulaires). Le calcium va former un complexe avec la 

calmoduline et ce complexe active une kinase qui phosphoryle la chaîne légère de la myosine. 

La phosphorylation de la myosine va permettre la stimulation de l’activité ATPasique de la 

myosine et ainsi, générer la contraction (Kamm et Stull, 1985) (Figure 21). Inversement, des 

vasodilatateurs tel que le peptide atrial natriurétique et le NO vont activer une kinase qui par 

interaction avec la myosine phosphatase, déphosphoryle la chaîne légère de la myosine et 

empêche la survenue d’une contraction. 
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Figure 21 : Régulation du tonus musculaire lisse. La phosphorylation (P) de la myosine est 

l’étape critique de la contraction musculaire lisse. Par le biais de seconds messagers, des 

vasoconstricteurs comme l’angiotensine II ou la noradrénaline, induisent une augmentation 

du calcium cytosolique, qui active la kinase de la myosine. Des vasodilatateurs comme le 

peptide atrial natriurétique et le NO activent la phosphatase de la myosine qui en 

déphosphorylant la myosine, entraîne une vasorelaxation. La membrane plasmique est 

montré à un état de potentiel de repos (signes +). 

 

 Il a été démontré qu’en plus de ces mécanismes très connus, le potentiel de membrane 

de la cellule musculaire lisse joue un rôle majeur dans la contraction de la cellule musculaire 

lisse vasculaire. Le potentiel membranaire de repos des cellules musculaires lisses est compris 

entre -30 et –60 mV suivant le type cellulaire. Une dépolarisation (potentiel plus positif) 

entraîne l’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants, augmente la concentration 

cytosolique de calcium et induit une contraction (Jackson, 2000). Inversement, une 

hyperpolarisation ferme ces canaux, diminue la concentration cytosolique en calcium et induit 

une relaxation. De plus, comme une vasoconstriction prolongée requièrt une entrée de 

calcium extracellulaire dans la cellule, l’hyperpolarisation membranaire inhibe la 

vasoconstriction même en présence d’agents vasoconstricteurs (Jackson, 2000). Les canaux 

potassiques contribuent au potentiel membranaire de la cellule musculaire lisse. Parmi les 4 
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classes de canaux potassiques présentes sur la cellule musculaire lisse vasculaire (Jackson, 

2005), les canaux potassiques ATP-dépendants jouent un rôle capital dans les chocs 

vasoplégiques. 

L’ouverture des canaux KATP permet la sortie du potassium entraînant une 

hyperpolarisation et empêchant l’entrée de calcium. Ces canaux KATP sont activés 

physiologiquement par la diminution de la concentration intracellulaire d’ATP et par 

l’augmentation des concentrations d’ion H+ et de lactate intracellulaire (Davies 1990; Quayle 

et coll., 1997) (Figure 22). Il apparaît que dans des conditions basales, les canaux KATP sont 

fermés et que leurs inhibiteurs tels que les sulfonylurées (antidiabétiques oraux) n’entraînent 

pas de vasoconstriction. Lors d’hypoxie ou d’augmentation du métabolisme tissulaire, 

l’activation de ces canaux est responsable d’une vasodilatation qui est inhibée par les 

sulfonylurées (Quayle et coll., 1997). 
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Figure 22 : Effets du potentiel de membrane sur la régulation du tonus vasculaire. Les 

vasoconstricteurs comme l’angiotensine II et 

 vasculaire par les canaux calciques voltage-dépendants , les 

canaux potassiques ATP-dépendants (KATP) restant fermés. L’acidose lactique favorise la 

vasodilatation en activant les canaux KATP. La sortie de potassium par ces canaux, provoque 

une hyperpolarisation de la membrane plasmique et l’inactivation des canaux calciques 

voltage- dépendants. 

 

L’activation des canaux KATP artériolaires est un mécanisme essentiel dans l’hypotension 

et la vasodilatation observées au cours du choc septique. Cela est démontré par les effets des 

sulfonylurées qui augmentent la pression artérielle et les résistances artérielles après 

administration de LPS (Landry et Oliver, 1992 ; Geisen et coll., 1996, Gardiner et coll., 
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1999a). Néanmoins, l’intérêt de ces inhibiteurs reste discuté dans le cadre du choc septique 

(Preiser et coll., 2003), un essai clinique utilisant un bloqueur de ces canaux KATP chez des 

patients en état de choc septique n’a pas montré d’effet sur la restauration de la réactivité à la 

nor

 de NO

adrénaline (Warrillow et coll., 2006). De plus, des substances présentes au niveau 

plasmatique en grande quantité au cours du choc septique peuvent activer les KATP : le peptide 

atrial natriurétique (ANP), le peptide associé au gène de la calcitonine (Calcitonin-related 

peptide), le VIP et l’adénosine (Brayden, 2002). Il faut également souligner que ces canaux 

sont activés par le NO de façon dépendante du GMPc (Murphy et Brayden, 1995 ; Wu et 

coll., 2004). Une étude récente rapporte que l’amélioration de l’hyporéactivité vasculaire par 

les corticoïdes pourrait, en partie, être due à la modulation de l’activité des KATP 

(d'Emmanuele di Villa Bianca et coll., 2003). 

 Augmentation de synthèse  

u cours du choc septique, l’augmentation de l’expression de la NO synthase inductible et 

donc de synthèse de NO sont pour une large part responsables de la vasoplégie constatée 

(Landry et Oliver, 2001). Cette augmentation concerne plusieurs types cellulaires, y compris 

au niveau vasculaire les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses (Titheradge, 

1999). De plus, l’utilisation d’animaux transgéniques a démontré qu’en l’absence du gène 

codant pour la NO synthase inductible, il n’y a pas d’augmentation de la synthèse de NO au 

cours du sepsis (MacMicking et coll., 1995 ; Laubach et coll., 1995). Les mécanismes 

responsables de l’augmentation de l’expression de la NO synthase inductible et les facteurs de 

régulation transcriptionnelle sont imparfaitement connus. De plus, ces mécanismes diffèrent 

 l’

ription) et/ou le facteur de transcription NF-κB (Kleinert et coll., 2004). 

Par ailleurs, il a été suggéré récemment que la NO synthase endothéliale pourrait être 

imp

A

suivant le type cellulaire et l’espèce considérée (Kleinert et coll., 2004). Néanmoins, plusieurs 

cytokines sont impliquées : l’IL-1β, l’IL-6, le TNF α, l’interferon γ (Kleinert et coll., 2004). 

Ces composés sont capables à eux seuls d’induire l’expression de la NO synthase inductible 

chez le rat et la souris. En revanche, chez homme, il semble qu’une association de plusieurs 

cytokines soit nécessaire. L’ensemble des signaux induisant l’expression de la NO synthase 

inductible, converge en général vers le système JAK/STAT (janus kinase/signal transducer 

and activator of transc

liquée dans l’augmentation d’expression de la NO synthase inductible (Figure 23), ce qui 

lui confèrerait un rôle « pro-inflammatoire » au cours du sepsis (Vo et coll., 2004 ; Connelly 

et coll., 2005). Inversement, le thromboxane A2 dont la synthèse est augmentée au cours du 
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choc septique (Bernard et coll., 1997), pourrait inhiber l’expression de la NO synthase 

inductible et limiterait l’hyporéactivité vasculaire ( Yamada et coll., 2003). 

 
 

Figure 23 : Mécanisme de régulation par la NO synthase endothéliale de l’induction de la 

NO synthase inductible par le LPS. AKT : protéine kinase B ; CAM : calmoduline ; HSP90 : 

Heat Shock Protein 90; LPS : lipopolysaccharide; eNOS : NO synthase endothelial ; iNOS : 

NO synthase inductible.. 

 

L’inhibition non spécifique des NO synthases augmente la pression artérielle d’animaux 

en état de choc septique. Cependant, différentes études expérimentales démontrent l’effet 

délétère d’une telle inhibition sur la fonction de plusieurs organes et la survie (Fink, 1999 ; 

Cobb, 2001). Chez des souris génétiquement modifiées, dépourvues du gène codant pour la 

NO synthase inductible, il est constaté une très faible hypotension en réponse à 

l’administration d’endotoxine (MacMicking et coll., 1995). L’utilisation d’inhibiteurs 

spécifiques de la NO synthase inductible au cours du choc septique est actuellement en cours 

d’évaluation. Les résultats sont parfois contradictoires. Chez le rat, l’inhibition spécifique de 

la NO synthase inductible restaure l’hémodynamique après ligature-ponction cæcale, mais 

n’améliore pas les fonctions neurologiques des animaux (Kadoi et Goto, 2004). Dans un 

modèle de sepsis chez le mouton, cette inhibition n’a pas d’effet sur la pression artérielle 

(Enkhbaatar et coll., 2006). Certaines études remettent également en cause le rôle de la NO 
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synthase inductible dans l’hyporéactivité vasculaire (Heesen et coll., 1994 ; Wang et coll., 

2004). Dans un modèle de ligature-ponction cæcale chez le rat, les auteurs constatent, que 

l’inhibition des NO synthases et de la guanylate cyclase soluble (GCs) ne permet pas de 

restaurer la réactivité musculaire lisse vasculaire (Wang et coll., 2004). 

Le NO produit active la GCs dans la cellule musculaire lisse qui catalyse la transformation 

du GTP en GMPc. Les protéines kinases activées par le GMPc (PKG) exercent de nombreux 

effets responsables de la relaxation de la cellule musculaire lisse. L’effet vasodilatateur du 

NO est principalement du à l’activation de la phosphatase de la chaîne légère de la myosine et 

donc à la désensibilisation de l’appareil contractile au Ca2+ (Landry et Oliver, 2001). 

Cependant, le NO peut également être responsable d’une vasodilatation par 

hyperpolarisation dépendant de divers canaux potassiques membranaires : BKCa (Bolotina et 

coll., 1994 ; Archer et coll., 1994) ou KATP (Murphy et Brayden, 1995; Quayle et coll., 1997). 

L’intérêt tout particulier porté à ces canaux dans le cadre du choc septique, tient au fait 

qu’étant activé par le calcium cytosolique, une de leurs fonctions est de bloquer les effets 

d’agents vasoconstricteurs (Jaggar et coll., 2000). Cet effet permet d’expliquer le caractère 

réfractaire de nombreux états de choc (et en particulier le choc septique) aux 

vasoconstricteurs. Le NO peut activer ces canaux par le biais d’une PKG (Archer et coll, 

; Hollenberg et coll., 1997) et d’avantage encore si cet inhibiteur est 

pécifique de la NO synthase inductible (Pullamsetti et coll., 2006). La réponse vasopressive 

aux

1994) mais aussi directement par nitrosylation du canal (Bolotina et coll., 1994) 

L’hyporéactivité vasculaire aux catécholamines et à l’endothéline au cours du choc 

septique est nettement améliorée par l’administration d’inhibiteur des NO synthases 

(Hollenberg et coll.,1993 

s

 catécholamines est meilleure chez les souris génétiquement modifiées dépourvues du 

gène codant pour la NO synthase inductible (Hollenberg et coll., 2000).  

 Déficit en vasopressine 

La vasopressine a un effet hormonal antidiurétique sous le contrôle de la pression osmotique 

qui s’exerce au niveau du tubule collecteur du néphron. Cette neurohormone, intervient 

également dans l’homéostasie cardiovasculaire, et sa sécrétion se fait sous le contrôle d’un arc 

baroréflexe, et entraîne une vasoconstriction. Dans les conditions physiologiques, la 

vasopressine ne joue qu’un rôle mineur dans la régulation de la pression artérielle, mais en cas 

d’hypotension (comme après une hémorragie (Errington et coll., 1972) ou un choc septique 

(Wilson et coll, 1981), elle est sécrétée par la posthypophyse et ses taux plasmatiques 

augmentent. La vasopressine restaure le tonus vasculaire par quatre mécanismes connus : (i) 
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l’activation des récepteurs à la vasopressine de type 1 (V1) présents sur les cellules 

musculaires lisses vasculaires en grande densité, (ii) la régulation des canaux K , (iii) la 

régulation de la voie du NO et (iv) la potentialisation de l’effet des agents vasoconstricteurs et 

notamment des catécholamines. De plus, la vasopressine active les réc

ATP

epteurs V1 qui par le 

bia

Toutefois, le 

mé

tions indispensables 

au maintien de l’homéostasie : régulation de la vasomotricité, perméabilité vasculaire 

sélective et prévention des botiques (Grandel et Grimminger, 2003). La 

is d’une protéine Gq/11 stimule la voie de la phospholipase C conduisant à l’augmentation 

intracellulaire d’inositol trisphosphate (IP3) et de diacylglycérol. L’activation de la protéine 

kinase C (PKC) par ces seconds messagers provoque l’élévation du calcium intracellulaire et 

permet la contraction (Holmes et coll., 2004). 

 La vasopressine aurait la capacité de fermer les canaux KATP des cellules musculaires 

lisses vasculaires, favorisant ainsi la contraction (Wakatsuki et coll., 1992). 

 La vasopressine est capable par le biais des récepteurs V1 (Kusano et coll., 1997 ; 

Yamamoto et coll., 1997) d’inhiber la synthèse de NO synthase inductible après endotoxémie 

(Umino et coll., 1999). De plus, la vasopressine restaure le tonus vasculaire en bloquant 

l’élévation de GMPc induite par le NO (Umino et coll., 1999) et l’ANP (Nambi et coll., 1986) 

par le biais de l’activation de la PKC. 

 La potentialisation de l’effet d’agents vasoconstricteurs par la vasopressine est bien 

connue, notamment pour la noradrénaline, (Noguera et coll., 1997) et l’angiotensine II 

(Caramelo et coll., 1990 ; Emori et coll., 1991 ; Iversen et Arendshorst, 1998). 

canisme sous-jacent à cette potentialisation n’est pas connu. 

(b) La défaillance endothéliale 

L’endothélium joue un rôle central dans la physiopathologie du sepsis. Nous l’avons vu, il 

participe, par son activation, à l’extension de la réponse de l’hôte à l’agression par le 

microorganisme (cf. supra). L’endothélium participe à de multiples fonc

phénomènes throm

dysfonction endothéliale constatée après une endoxémie, peut-être due aux effets directs du 

LPS (Figure 24) ou aux médiateurs de l’inflammation secondairement sécrétés. 
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Figure 24 : Voies de signalisation activées par le LPS dans les cellules endothéliales. La 

stimulation des cellules endothéliales par le LPS conduit à une activation de TRAF6 qui 

induit l’activation de multiples voies de conduction (dont NFκB, et JNK) amenant à la 

production de molécules pro-inflammatoires. Ces mêmes voies de signalisation sont 

es. L’activation de 

TRAF6 est é  la voie PI3K/Akt qui stimule la synthèse 

responsables de phénomène de bourgeonnement des cellules endothélial

galement responsable de l’activation de

de molécules inflammatoires mais inhibe aussi l’apoptose. Enfin ERK est suceptible d’être 

activée dans les cellules endothéliales indépendamment de l’activation de TRAF6. (D’après 

Dauphinee et Karsan, 2006) 

 Vasomotricité 

La cellule endothéliale sécrète de manière paracrine de nombreux agents capables de moduler 

le tonus vasculaire en agissant sur les cellules musculaires lisses (Sumpio et coll., 2002) 

(Tableau 8) 
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Agents vasoconstricteurs Agents vasodilatateurs 

Angiotensine 

Endothéline 

TXA2/PGF2α 

EDCF 

Radicaux libres 

Leucotriènes 

NO 

PGE2/PGI2

EDHF 

 

Tableau 8 : Agents vasoactifs synthétisés par les cellules endothéliales. TXA2 : thromboxane 

A2 ; EDCF : endothelilal-derived contracting factor; PG : prostaglandine; EDHF : 

endothelial deriver hyperpolarizing factor 

 

 Comme nous l’avons vu précédemment, le LPS va provoquer une augmentation de 

expression de la NO synthase inductible au niveau des cellules endothéliales, conduisant à l’

une augmentation de la production de NO (Morikawa et coll., 2000) 

 Perméabilité vasculaire 

L’endothélium se comporte comme un filtre sélectif pour l’échange de macromolécules et de 

liquide du compartiment vasculaire vers les tissus environnants (Grandel et Grimminger, 

2003). L’augmentation de la perméabilité vasculaire dépend de phénomènes de rétraction des 

cellules endothéliales et de la phosphorylation de la chaîne légère de la myosine (Yuan, 

2002). Le LPS est capable d’induire la dépolymérisation de l’actine et d’augmenter la 

perméabilité vasculaire directement (Bannerman et coll., 1998a). L’endotoxine peut 

également être responsable par la voie des caspases, du clivage des protéines de jonction 

impliquées dans la régulation du transport entre l’espace intravasculaire et les tissus 

(Bannermann et coll., 1998b) 

 Recrutement et adhésion leucocytaire 

La diapédèse leucocytaire constitue une étape fondamentale dans tout processus 

inflammatoire et en particulier lors du sepsis, puisque cette diapédèse va permettre une 

accumulation de leucocytes au niveau du site d’infection (Kubes, 2002). La diapédèse 

leucocytaire est constituée d’une cascade d’événements divisée schématiquement en cinq 

étapes : (i) la capture, (ii) le roulement, (iii) le roulement lent et l’activation endothéliale, (iv) 

l’adhérence et l’étalement, (v) la migration transendothéliale. La phase de capture des 
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leucocytes à la surface endothéliale, requiert la présence sur les membranes cellulaires de 

molécules d’adhéren s la P-sélectine sur les 

cellules endothéliales (Kubes, 2002). Dans les phénomènes de roulement, les sélectines sont à 

nouveau sollicitées d es protéines d es intégrines. Les intégrines sont 

des molécules hétér exprimées à ce des leucocytes et qui facilitent 

l’association avec le les d’adhésions cellulaires (CAM : cell-adhesion molecule) sur 

la surface des cellule tivées (ICAM-1, VCAM-1) (Ulbrich et coll., 2003). Le 

LPS augmente direc e la E-sélectine et des récepteurs aux intégrines 

ush et coll., 2003) et la localisation nucléaire de NF-κB augmente l’expression des 

ouche de souris transgéniques déficientes pour les 

électines endothéliales présente une augmentation de la survie dans un modèle de choc 

ce : la L-sélectine pour le  leucocytes et la E- et 

e même que l e la famille d

odimériques la surfa

s molécu

s endothéliales ac

tement l’expression d

(L

molécules d’adhésion (Boyle et coll., 1998 ; Collins et coll., 1995). Chez les patients en état 

de choc septique, un taux élevé de sélectines endothéliales est corrélé à un mauvais pronostic 

(Cummings et coll., 1997). De plus, une s

s

septique (Matsukawa et coll., 2002) 

 Hémostase 

Dans les conditions normales, l’endothélium est maintenu dans un état d’anticoagulation par 

l’action d a es cellules endothéliales (Wu et Thiagarajan, 1996). La e l  thrombine à la surface d

thrombine en se liant à la thrombomoduline clive la protéine C en une forme active, qui inhibe 

les facteurs activés de la coagulation, Va et VIIa (Dahlback et Villoutreix, 2005). Lors du 

sepsis, l’endothélium passe d’un état anticoagulant à un état procoagulant, par diminution 

d’expression des protéines anticoagulantes comme la thrombomoduline, favorisant ainsi la 

constitution de caillots de fibrine (Moore et coll., 1987 ; Pawlinski et Mackman, 2004). De 

plus, le LPS peut directement favoriser le passage à l’état procoagulant par augmentation de 

l’expression du facteur tissulaire par un mécanisme dépendant de NF-κB (Parry et Mackman, 

1995). L’ensemble contribue à la coagulation intravasculaire disséminée caractéristique des 

états de choc septiques. 

(c) Microcirculation 

Le rôle central de la microcirculation est de fournir un apport en oxygène suffisant aux 

cellules des différents tissus, ce qui lui confère une importance capitale. Lors du choc 

septique, Sakr et coll., ont montré que l’absence de correction de la dysfonction 

microcirculatoire dans les 24 H suivant le début d’un choc septique, était le seul facteur 

indépendant prédictif de l’évolution du patient (Sakr et coll., 2004). 
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 La microcirculation est constituée par les vaisseaux (artérioles, capillaires et veinules) 

de diamètre inférieur à 100 µm. C’est au niveau de ces microvaisseaux que s’effectue les 

échanges gazeux. La structure et les fonctions de la microcirculation sont très hétérogènes 

suivant l’organe considéré. D’une manière générale, la pression sanguine, le tonus artériolaire 

et la rhéologie sont les principaux déterminants du débit microcirculatoire. 

 Régulation de la microcirculation 

Les mécanismes de régulation de la perfusion microcirculatoire sont : (i) myogéniques 

(régulation en fonction des contraintes mécaniques), (ii) métaboliques (régulation en fonction 

des pressions partielles en O , CO  des concentrations en lactate et en ion H ) et (iii) 

neurohumoraux (Ince, 2005). Ce système de contrôle nécessite des interactions autocrines et 

paracrines pour adapter le flux sanguin microcirculatoire aux besoins en oxygène des tissus. 

Les cellules endothéliales jouent un rôle central dans ce système, et notamment comme 

« senseur » du flux sanguin, mais aussi des signaux métaboliques et des substances 

régulatrices de la contractilité des 

2 2,
+

muscles lisses vasculaires et du recrutement capillaire 

(Vallet, 2 2 isation intercellulaire endothéliale permet la transmission en amont 00 ). La signal

des informations sur les conditions hémodynamiques sous-jacentes (Lidington et coll., 2002). 

 Altération de la régulation de la microcirculation 

Les mécanismes d’autorégulation, et donc des fonctions de la microcirculation, sont 

profondément perturbés au cours du sepsis, et leur dysfonction est un élément essentiel dans 

la physiopathologie du sepsis (Spronk et coll., 2004). La dysfonction microcirculatoire est 

caractérisée par des anomalies hétérogènes du flux sanguin, avec des capillaires hypoperfusés, 

alors que d’autres ont un flux normal voire augmenté (Lam et coll., 1994 ; Nakajima et coll, 

2001 ; De Backer et coll., 2002 ; Spronk et coll., 2002; Bateman et coll., 2003). 

Fonctionnellement très vulnérables, les unités microcirculatoires deviennent hypoxiques, ce 

qui explique le défaut d’extraction d’oxygène associé au sepsis (Lam et coll., 1994 ; Nakajima 

et coll, 2001 ; Goldeman et coll., 2004 ; Ince et Sinaasappel, 1999 ; Sinaasappel et coll, 1999). 

Dans ces cond lle en O2 au niveau de la microcirculation baisse en 

et pas une détection 

satisfaisante de la défaillance microcirculatoire. 

itions, la pression partie

dessous de la pression partielle en O2 veineuse. Cette différence est appelée le « pO2 gap », qui 

est une mesure de la sévérité du shunt fonctionnel et qui est plus sévère dans le choc septique 

que dans le choc hémorragique (Ince et Sinaasappel, 1999 ; Sinaasappel et coll, 1999, 

Schwarte et coll., 2005) (Figure 25). C’est pour cela que le monitorage des variables 

hémodynamiques et d’oxygénation systémiques globales ne perm
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Figure 25 : Shunt fonctionnel observé au cours du choc septique dans une unité 

microcirculatoire. A : artériole ; V : veinule 

 

 Au cours du sepsis, les cellules endothéliales microcirculatoires perdent leurs 

fonctions régulatrices en raison de perturbations importantes de leurs voies de signalisation, 

de leurs interactions électrophysiologiques et de leur contrôle du tonus vasculaire (Lidington 

et coll., 2002; Vallet, 2002). Comme nous l’avons vu, un des éléments essentiels dans ces 

perturbations est la modification de la voie du NO, avec en particulier une augmentation 

hétérogèn s e inductible, responsable d’un 

s et d’autres facteurs de 

l’inflammation altèrent la perméabilité vasculaire au niveau microcirculatoire, au niveau des 

e uivant les tissus de l’expression de la NO synthas

effet shunt pathologique (Morin et coll., 1998; Revelly et coll., 1996). Comme la NO synthase 

inductible n’est pas exprimée dans tous les lits vasculaires, les zones où elle est absente 

présentent une vasodilatation moins importante et sont hypoperfusées (baisse de la pression 

de perfusion globale et constitution de thrombi). Les cellules musculaires lisses des artérioles 

qui régulent la perfusion des organes, perdent leur sensibilité aux catécholamines (Price et 

coll., 1999). Les globules rouges perdent leur déformabilité et ont tendance à former des 

agrégats (Piagnerelli et coll., 2003). Les globules rouges peuvent également jouer un rôle 

important dans la régulation du flux sanguin microcirculatoire, par leur capacité à secréter du 

NO lors d’une hypoxie et donc entraîner une vasodilatation (Cosby et coll., 2003 ; Singel et 

Stamler, 2005). Cette propriété régulatrice des globules rouges est également affectée lors du 

sepsis. Ces différentes altérations, associées aux perturbations de l’hémostase, au cours du 

sepsis contribuent à aggraver la perfusion et la fonction microcirculatoire (Morin et coll., 

1998 ; Revelly et coll., 1996). De plus, l’activation des leucocytes au cours des phénomènes 

inflammatoires entraîne la formation de radicaux libres qui altèrent directement les structures 

microcirculatoires, les interactions cellulaires et la coagulation (Cerwinka et coll., 2003; 

Martins et coll., 2003; Victor et coll., 2004). Ces radicaux libre
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jonctions intercellulaires et potentiellement du glycocalyx endothélial. Cette augmentation de 

perméabilité est responsable de la constitution d’un œdème tissulaire important qui aggrave le 

défaut d’extraction de l’oxygène cellulaire (Fink, 2003 ; van den Berg et coll., 2003). 

 Dysfonction mitochondriale 

La part de l’hypoxie des unités microcirculatoires et/ou de la dysfonction mitochondriale 

associée au sepsis reste un sujet de controverse dans le défaut d’extraction de l’oxygène 

tissulaire (Ince et Sinaasappel, 1999 ; Fink, 1997). Dans le cœur de rat, l’endotoxémie à un 

stade précoce peut induire des zones d’hypoxie au niveau microcirculatoire (Ince et 

e, 2005). Il est possible qu’initialement le sepsis 

’accompagne ou soit potentiellement du à une dysfonction de la microcirculation, évoluant 

Sinaasappel, 1999 ; Avontuur et coll., 1995). Cependant, dans ce modèle, aucune dysfonction 

mitochondriale n’a été mise en évidence (Inc

s

jusqu’à une forme tardive sévère, où le sepsis est responsable d’une dysfonction 

mitochondriale. Brealey et coll. ont montré que la dysfonction endothéliale joue un rôle 

important dans le sepsis où le niveau de dysfonction mitochondriale est corrélé à l’évolution 

du patient (Brealey et coll., 2002). La défaillance mitochondriale associée au sepsis contribue 

à la détresse respiratoire, en particulier dans les zones hypoxiques (Dubois et coll., 2003) et 

conduit donc à la défaillance multiviscérale. 

 Syndrome de détresse microcirculatoire et mitochondriale 

La réanimation de la détresse circulatoire du sepsis, basée sur la correction des variables 

systémiques globales d’hémodynamique et d’oxygénation, mais où la dysfonction 

microcirculatoire persiste, a été désignée comme le syndrome de détresse microcirculatoire et 

mitochondriale (Ince, 2005). Ce concept a été développé afin de rendre compte des anomalies 

masquées du transport d’oxygène et de la respiration cellulaire lors du choc septique et qui 

peuvent être responsable d’une défaillance multiviscérale (Figure 26). Les éléments 

définissant la nature et la sévérité du sepsis comprennent la nature de l’agression initiale, les 

facteurs de comorbidité, les déterminants génétiques, les traitements antérieurs et le délai de 

prise en charge. 
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Figure 26 : La microcirculation, pierre angulaire du sepsis. La détresse circulatoire peut être 

déclenchée par de nombreux phénomènes comme le traumatisme, l’infection et l’état de choc. 

Son traitement est initialement basé sur la correction des perturbations systémiques. La 

détresse mic , une situation définit rocirculatoire peut persister et être difficilement détectable

comme le syndrome de détresse microcirculatoire et mitochondrial. Le délai de prise en 

charge et le traitement, participe également à sa constitution. Sans traitement efficace de ce 

syndrome, les différents constituants cellulaires et inflammatoires de cette défaillance 

interagissent et aggravent la situation, conduisant à un stade ultime à la défaillance 

multiviscérale. (Daprès Ince, 2005). 
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(d) Les récepteurs adrénergiques vasculaires au cours du choc septique 

Il est établi depuis de nombreuses années qu’il existe une altération de la réactivité vasculaire 

aux catécholamines au cours du choc septique (Annane et coll., 1998). Cette hyporéactivité 

est en générale mise en grande partie sur le compte de l’induction de la NO synthase de type 

II (cf supra). Néanmoins, un certain nombre de travaux révèle que cette hyporéactivité 

persiste chez de nombreux patients alors même qu’il est constaté une diminution de l’activité 

de la NO synthase inductible (Szabo et coll., 1994). De même, la réponse aux agents 

vasoconstricteurs n’est que partiellement rétablie chez des rats septiques par les inhibiteurs 

des NO synthases (Takakura et coll., 1994). Certaines études rapportent également que 

l’expression de la NO synthase inductible est limitée au tissu où se situe l’infection (Annane 

et coll., 2000a). Il a été proposé que les radicaux libres dont la production est augmentée sous 

l’effet du LPS, pourraient induire une inactivation des catécholamines (l’exposition des 

catécholamines à des radicaux libres conduit à la génération d’adrénochromes, qui sont des 

composés ayant potentiellement des effets cytotoxiques) (Macarthur et coll., 2000). Ces 

hépatosplanchnique et l’extraction tissulaire en oxygène 

(Zhang et coll., 2001). Il est établi que la relaxation β-AR vasculaire au cours du choc 

septique est altérée (Donaltson et Myers, 1996 ; Mallem et coll., 2003). Cette altération est 

dépendante du lit vasculaire considéré. Ainsi, au niveau pulmonaire, l’altération de la 

vasodilatation induite par l’isoprénaline semble être plus importante qu’au niveau aortique 

(McIntyre et coll., 1997). Aucune étude ne se penche précisément sur les sous-types de 

récepteurs β-ARs impliqués. Certains auteurs, soulignent néanmoins l’effet protecteur des 

agonistes β2-AR sur la dysfonction vasculaire induite par le sepsis (Wu et coll., 2000). Cette 

action préventive est due à l’inhibition de la production de TNF-α et de NO par la NO 

synthase inductible mais aussi à l’augmentation de production d’IL-10. Ceci suggère donc une 

mêmes radicaux libres pourraient être à l’origine d’une modification directe des récepteurs 

adrénergiques. Le peroxynitrite induit par exemple une diminution de l’affinité des récepteurs 

α1-ARs pour la noradrénaline (Takakura et coll., 2002). Des phénomènes d’internalisation des 

récepteurs α1-ARs ont également été évoqués (Pleiner et coll., 2002), comme cela a été 

montré au niveau cardiaque (Wu et coll., 1997). L’ensemble de ces données suggère une 

anomalie de transduction du signal des récepteurs α1-ARs au niveau vasculaire. 

 En ce qui concerne les récepteurs β-ARs vasculaires, leur importance a été 

essentiellement soulignée dans leur rôle sur la perfusion hépatosplanchnique. Leur activation 

permet d’augmenter le flux sanguin 
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action des agonistes β -AR sur la réaction inflammatoire vasculaire chez les animaux 

endotoxémiques. 
2

D. Modèle expérimentaux de sepsis 

Durant les 20 dernières années, des résultats encourageants sur le traitement du choc septique 

(agents immunomodulateurs notamment) ont été obtenus sur des modèles animaux. 

Malheureusement, les résultats des essais cliniques menés chez l’homme n’ont pas montré de 

bénéfice évident pour les patients (Deans et coll., 2005), et de nombreux paramètres restent à 

définir pour cibler ces thérapeutiques. Un facteur de l’échec apparent de ces essais, est le 

caractère inappropriée des modèles animaux utilisés à la phase préclinique. Le modèle idéal, 

devrait être simple, reproductible avec une agression initiale suivant une voie et une intensité 

proche de ce qui est observé en clinique humaine. L’animal devrait présenter des signes 

patents de sepsis avec un profil bactériologique et/ou de sécrétion de cytokines adapté. La 

réponse devrait être graduée depuis une réaction localisée, puis systémique et enfin une 

défaillance multiviscérale. (Parker et Watkins, 2001). Plusieurs modèles de sepsis existent 

actuellement (Tableau 9), les plus populaires étant l’injection de LPS (intraveineuse ou 

intrapéritonéale) et la péritonite par ponction-ligature cæcale. 

 

Modèle Agent pathogène Administration 

Endotoxémie LPS : 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 

Intraveineuse 
Intrapéritoné

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella  Orale 
ale 

Bactériémie Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus 

Intraveineuse 
Intrapéritonéale 

Formation d’abcès Staphylococcus, Bacteroides fragilis Intramusculaire 
Sous-cutanée 
Intra-abdominale 

Pneumopathie Streptococcus pneumoniae, Klebsiella 
pneumoniae 

Intranasale 
Intratrachéale 
Intraveineuse 

Péritonite Selles autologues ou hétérologues 
Flore digestive indigene :  
Escherichia coli, Klebsiella, Proteus, 
Psudomonas aeruginosa, Enterococcus, 
streptocoques anaérobies 

Intrapéritonéale 
Ligature-ponction cæcale 

 

Tableau 9 : Les différents modèles de sepsis (d’après Parker et Watkins, 2001). 
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1. Sélection de l’espèce animale 

Les petits animaux sont fréquemment utilisés dans la recherche sur le sepsis en raison de leur 

faible c  constitue le critère de jugement habituel. 

Les gros anim

is. Les petits animaux et les 

abouins sont relativement résistants aux effets de l’endotoxine, alors que les lapins, moutons 

et chi présentent une sens uskey et coll., 198  est 

haque e LPS, celle-ci étant variable suivan cernée. Par 

exemple, la dose lé  celle de 

hez la férents LPS 

suivant leur origine b  modèle. 

i e dose de LPS en bolus induit une 

vasodilatation, un collapsus cardiovasculaire et un décès précoce. ose plus 

e une augmentation 

précoce du débit car r et Watkins, 2001). Néanmoin  

dynamiqu aussi simple que cela. Après injection 

d’endotoxine en bolu

fait en absence de va  ce cas secondaire à une 

chute importante du er et coll., 1999b). De plus, au cours de 

inistration prolongée de LPS, bien qu’il apparaît une vasodilatation, celle-ci varie 

oût et la simplicité de la logistique. La survie

aux permettent un monitoring invasif plus simple. Le porc est assez souvent 

utilisé en raison de ses grandes homologies anatomiques et physiologiques avec l’homme. 

L’utilisation des primates et des chiens est limitée pour des raisons éthiques et logistiques. 

 La sensibilité au LPS varie suivant les espèces (Redl et coll., 1993; Jesch et coll., 

1997). De plus, à l’intérieur d’une même espèce, la réponse à l’infection peut varier suivant 

plusieurs facteurs. Le sexe (Losonczy et coll., 2000), l’âge (Wachulec et coll., 1997), le 

régime alimentaire (Spolarics et Meyenhofer, 2000), le stade du cycle menstruel (Zellweger et 

coll., 1997) influencent la résistance à l’infection. Les rats nouveau-nés ont des capacités 

limitées de résistance à l’infection qui augmentent rapidement avec l’âge (Lassiter et coll., 

1997).  

2. Modèles d’endotoxémie  

Le LPS, composé stable et relativement pur, administré en perfusion prolongée ou en bolus, 

constitue un modèle simple et aisément réalisable de seps

b

mpanzés ibilité accrue (McC 4). Une dose létale

définie pour c  type d t l’espèce con

tale du LPS de Bacteroides fragilis est 700 fois inférieure à

Salmonella c souris. Bien que peu d’auteurs les aient com

actérienne, peuvent influencer les effets observ

parés, les dif

és dans un même

 Chez le rat, l est classiquement admis qu’une fort

A l’opposé, une d

faible engendr  réponse cardiovasculaire hyperdynamique,

diaque (Parke

 avec une 

s, pour certains auteurs, le

profil hémo e après injection de LPS n’est pas 

s chez le rat conscient, l’hypotension précoce et profonde constatée se 

sodilatation rénale et mésentérique et serait dans

 débit cardiaque (Gardin

l’adm

suivant les organes et le temps (Gardiner et coll., 1995).  
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L’e ’être de réalisation aisée, reproductible et 

odérés, alors que des doses massives sont responsables d’une réponse 

biphasique avec d’abord une augmentation du débit cardiaque associée à une vasodilatation, 

puis une ch ue (Parker et Watkins, 2001).  

 

après l’intervention) hypodynamique caractérisé par une diminution du flux sanguin 

ndotoxémie présente l’avantage d

induisant une réponse dose-dépendante. Elle permet de plus de « limiter » les voies de 

signalisations impliquées. En revanche, les effets observés sont probablement assez éloignés 

des tableaux retrouvés lors de sepsis de développement plus lent, secondaires à une infection 

mono voire polymicrobienne. Il faut plus parler de « LPS Challenge » que de véritable sepsis. 

3. Perfusion intraveineuse de bactéries 

De nombreux travaux ont étudié la réponse à l’administration intraveineuse de bactéries 

vivantes. De multiples espèces bactériennes ont été étudiées, la plus commune étant 

Escherichia coli. Comme pour l’endotoxémie, la quantité de microorganismes et la durée de 

perfusion vaontconsidérablement influencer la réponse observée. Chez les petits animaux, des 

doses faibles d’Escherichia coli perfusées pendant plusieurs heures n’entraînent que des effets 

précoces et m

ute secondaire du débit cardiaq

4. Modèles de péritonites 

Les péritonites sont induites chez l’animal de différentes manières. Il peut s’agir d’inoculation 

intrapéritonéale de LPS, de bactéries ou de matières fécales. D’autres modèles consistent en 

une ligature d’un segment digestif, conduisant au développement d’une péritonite. 

L’inconvénient de cette méthode est le caractère imprévisible du début de la péritonite qui 

dépend de la survenue d’une perforation. Pour s’affranchir de ce problème, Wichterman et 

coll. ont proposé un modèle simple de ligature et de perforation cæcales (Wichterman et coll., 

1980). Une ligature du cæcum est réalisée à distance de la valvule iléocæcale et une ponction 

du cæcum est réalisée. La mortalité va dépendre du nombre et de la taille de la perforation 

(déterminée par la taille de l’aiguille) (Baker et coll., 1983). Il s’agit bien entendu d’un 

modèle de sepsis polymicrobien qui dépend de la composition de la flore bactérienne colique 

de l’animal. 

 Chez le rat, la réponse cardiovasculaire à ce type d’intervention, se caractérise par une 

phase précoce (5h après l’intervention), hyperdynamique avec une augmentation du débit 

cardiaque, de la perfusion tissulaire (Wang et Chaudry, 1996), une augmentation de l’apport 

et de la consommation d’oxygène (Yang et coll., 1999) et une diminution des résistances 

périphériques (Wang et Chaudry, 1996). Cette phase est suivie par un état tardif (20 à 24 H
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microv

mesures (sur animal conscient, sous anesthésie, type d’anesthésique) sont autant d’éléments 

susceptible dant, dans la littérature, ces différents 

asculaire dans différents tissus (Wang et coll., 1992; Wang et Chaudry, 1996) et une 

diminution de l’apport en oxygène (Yang et coll., 1999) ainsi qu’une augmentation des 

résistances périphériques (Wang et Chaudry, 1996). Il est important de signaler que pour 

l’ensemble des modèles, les soins peropératoires (type d’anesthésie, remplissage vasculaire), 

postopératoires (remplissage vasculaire, analgésie, réchauffement) et les conditions de 

s d’influencer les résultats observés. Cepen

paramètres sont très variables, comme le sont du reste les formes et les tableaux observés en 

clinique humaine. 
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I. Etude de la vasomotricité 

A. Modèles expérimentaux 

ans le cadre de ces expériences, des artères de conductance dont la lumière est d’environ 1 

m de diamètre ont été utilisées. Ces artères ont une paroi constitué de 3 couches 

oncentriques : l’intima, la media et l’adventice (Figure 27). Dans un certains nombre de 

rotocoles expérimentaux, l’adventice et/ou l’intima (correspondant pour l’essentiel à 

endothélium) ont été retirées. 

D

m

c

p

l’

 

 
Figure 27 : Structure de la paroi artérielle. 
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1. Artère mammaire interne humaine 

Les art nt prélevées au cours de pontages aorto-coronariens ères mammaires internes (AMI) so

chez des patients présentant une insuffisance coronarienne d’origine athéromateuse 

(intervention réalisée dans le service de chirurgie cardiothoracique et vasculaire du CHU de 

Nantes). La Figure 28 illustre sommairement le principe du pontage aortocoronarien, qu’il 

soit réalisé avec les AMI ou avec des greffons veineux libres. 

 

 
Figure 28 : Représentation schématique des deux principaux types de pontage 

aortocoronarien : artériel en utilisant l’artère mammaire interne gauche en respe tant son 

de la veine saphène interne (B). 

 

Avant circulation extracorporelle, le chirurgien prélève le pédicule mammaire interne sur une 

longueur maximale en évitant de manipuler l’artère elle-même. En fonction de la longueur 

nécessaire pour l’intervention, l’extrémité distale (proche de la bifurcation en artère 

musculophrénique et artère épigastrique supérieure) (Figure 29) de ce greffon est éliminée. 

C’est cette extrémité, considérée comme déchet chirurgical qui nous est confiée. 

 

c

origine (A) et veineux par un fragment libre 
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Muscle scalène antérieur Artère carotide commune

Tronc artériel innominé

Artère épigastrique supérieure

Artère iliaque externe

Artère musculophrénique

Artères perforantes

Artère mammaire interne

Artère épigastrique inférieure

Muscle scalène antérieur Artère carotide commune

Tronc artériel innominé

Artère épigastrique supérieure

Artère iliaque externe

Artère musculophrénique

Artères perforantes

Artère mammaire interne

Artère épigastrique inférieure

 
Figure 29 : Anatomie de l’artère mammaire interne (Henry Gray : Anatomy of the Human 

Body. 1918). 
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Le prélèvement est transporté le plus rapidement possible jusqu’au laboratoire dans une 

solution de Tyrode (Tableau 10) à température ambiante. Une fiche de renseignements 

concernant le patient (âge, sexe, principaux antécédents, traitement préopératoire, nature de 

l’intervention) est complétée au moment de l’envoi du prélèvement. Les prélèvements ne 

subissent aucun traitement local qui serait de nature à modifier leur vasomotricité (notamment 

par des inhibiteurs des phosphodiestérases telle que la papavérine). 

Dès leur réception, les AMI sont déposées dans une boîte de Pétri contenant de la solution 

de Krebs (Tableau) à température ambiante préalablement oxygénée avec du carbogène (95 % 

O2, 5 % CO2). Les AMI sont alors isolées des tissus conjonctifs et graisseux environnants et 

coupées en anneaux de 4 mm de long. 

 

Composés mM 
NaCl 130 
KCl 5,6 

MgCl2 1 
CaCl2 2 

Glucose 11 
HEPES 8 

pH 7.4 
 

Tableau 10 : Composition du Tyrode-HEPES de transport vasculaire. 

 

Composés mM 
NaCl 118.3 
KCl 4.7 

MgSO4-7H2O 1.2 
KH2PO4 1.2 
NaHCO3 20 
glucose 11.1 

2 2
O2 ≈ 75 KPa 

EDTA 0.016 
CaCl -2H O 2.5 

CO2 ≈ 3.5 KPa 
 

Tableau 11 : Composition et paramètres gazeux de la solution de Krebs. 
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2. Aorte thoracique de rat 

(a) Rats Sprague-Dawley 

Les rats mâles Sprague-Dawley (élevage Janvier, France) sont nourris avec un aliment 

standard et de l’eau fournis ad libitum. Les rats livrés sont laissés au repos au moins une 

sem

(b) Rats Sprague-Dawley endotoxémiques 

Les rats sont anesthésiés par inhala rane (F , Abott), un gaz halogéné, grâce 

à un système d’anesthésie inhalée (TEM, France). L’induction est réalisée par isoflurane à 5 

% en quelques min. dans une chambre d’induction. Les rats sont retirés de la chambre 

d’induction et laissés en ventilation spontanée. L’entretien de l’anesthésie est assuré par un 

masque placé sur le museau de permettant de délivrer un mélange oxygène 

pur/isoflurane (fraction inspirée ent ). Une do  de 5 mg/kg de LPS (Escherichia 

coli, O111B4, Sigma) diluée dans 1 m  sérum physiologique est injectée en intraveineux 

eine dorsale de la verge). Un volume équivalent de sérum physiologique est injecté aux rats 

ice, les animaux sont 

placés dans une cage où de l’eau leur est fournie ad libitum. 

(c) Prélèvement de l’aorte thoracique de rat 

Les rats sont anesthésiés par inje onéale entobarbital sodique (30 mg/kg ; 

Sanofi, France). L’aorte thoracique est prélevée et déposée dans une boîte de Pétri contenant 

la solution physiologique de Krebs rature am e préalablement saturée avec du 

carbogène (95 % O2, 5 % CO2) do diquée dans le Tableau 11. Les 

tissus conjonctifs et adipeux sont retir t aorte e e en anneaux de 3 à 4 mm de 

long. 

Après une induction de quelques minutes par isoflurane à 5% dans une chambre d’induction 

(cf. rague-Dawley endotoxémiques utilisés pour les études de vasomotricité), les rats 

sont retirés de la chambre d’inhalation et laissés en ventilation spontanée. L’entretien de 

aine avant d’être utilisés. Pour nos expériences, les rats sont âgés de 10 semaines, avec un 

poids compris entre 350 et 450 g. Tous les protocoles expérimentaux ont été approuvés par le 

Comité d’Ethique local. 

tion d’isoflu orène®

l’animal, 

re 2 et 3% se

l de

(v

contrôles. Pour leur réveil et durant les 3 H qui précèdent leur sacrif

ction intrapérit  de p

 à tempé biant

nt la composition

l’

 est in

és e st sectionné

B. Etude hémodynamique 

Rats Sp
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l’anesthésie est assuré par un masque placé sur le museau de l’animal, permettant de délivrer 

un mélange oxygène pur/isoflurane. Le débit d’oxygène pur est réglé à 0,4 l/min. et la fraction 

inhalée d’is imal est placé sur un tapis chauffant (Tronic, 

Allemagne) pe  température centrale autour de 37°C. La région 

1 mm. Le signal est amplifié et enregistré grâce au logiciel IOX® 

(EMKA technologies, France). L’analyse des courbes de pression intra-artérielle permet de 

déterminer les

C. Etude en cuves à organes isolés 

à 7,4. Un réservoir de solution de Krebs maintenu sous pression et des robinets à trois 

voies assurent le remplissage des cuves. Un réservoir de vide permet l’ajustement du volume 

des cuv

oflurane abaissée à 2%. L’an

rmettant le maintien d’une

cervicale droite est rasée et désinfectée à l’aide d’une solution iodée (povidone iodée, 

Bétadine dermique® 10%, ASTA Médica). Après incision cervicale verticale, la carotide 

interne droite est disséquée, isolée. Le cathéter de mesure de pression artérielle 2F (SPR-407 

Microtip catheter ; Millar instruments, USA) est introduit après réalisation d’une incision 

longitudinale d’environ 

 paramètres suivants : 

- Fréquence cardiaque 

- Pression artérielle systolique (PAS) 

- Pression artérielle diastolique (PAD) 

- Pression artérielle moyenne (PAM), cette valeur est calculée par le logiciel 

IOX® (EMKA technologies) de la façon suivante PAM = 2/3 PAD + 1/3 PAS 

Après stabilisation des différents paramètres hémodynamiques, l’injection de LPS ou 

de sérum physiologique est réalisée suivant le protocole précédemment décrit. Les mesures 

sont faites sur 3 H : toutes les 3 min. pendant les 15 premières min. puis toutes les 15 min. 

pendant les 165 min. restantes. 

1. Dispositif expérimental 

Nous disposons au laboratoire de deux ensembles de quatre cuves à organes isolés (EMKA 

Technologies, France) (Figure). Chaque cuve est placée dans une enceinte thermostatée à 

37°C par une pompe de thermorégulation. Un bulleur en verre fritté assure la saturation de la 

solution physiologique avec un mélange gazeux (O2 95% ; CO2 5%) qui permet de maintenir 

le pH 

es à 10 ml et leur vidange. 

Chaque cuve est surmontée d’un capteur de force (IT2, EMKA Technologies) dont le 

déplacement vertical sur une crémaillère est assuré par une vis micrométrique. Les capteurs 

de force sont des transducteurs mécano-électriques. 
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semble de 4 cuves à organes isolés (EMKA Figure 30 : Représentation schématique d’un en

Technologies)

bulleur. L’ensemble de ce système est ensuite descendu dans la cuve afin que les anneaux 

soient e Krebs (Tableau 11). Le signal électrique 

correspondant à la tension isométrique développée est amplifié (Amplificateur 4 voies, 

EMKA T  grâce au logiciel d’acquisition IOX (EMKA 

u : 2,5 g pour les anneaux d’artère mammaire interne, 2 g 

pou

 

 

Les anneaux vasculaires sont placés sur deux crochets en acier inoxydable. L’un des 

crochets repose sur la tige du capteur alors que l’autre est fixe et solidaire du support du 

complètement immergés dans la solution d

echnologies) puis enregistré

Technologies). Les tensions sont exprimées en grammes. 

2. Protocoles expérimentaux 

Une tension dite « de repos » est appliquée aux anneaux en les étirant à l’aide d’une vis 

micrométrique. Cette tension de repos revêt une importance particulière, puisque elle va 

influencer la réponse du vaisseau aux agents contractants. Cette tension est différente en 

fonction de chaque type de vaissea

r les anneaux d’aorte thoracique des rats Sprague-Dawley.  
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 Après une période de stabilisation de 30 min., les anneaux vasculaires sont contractés 

deux fois avec du KCl (90 mM) puis rincés, afin d’équilibrer le potentiel membranaire. Cela 

permet de stabiliser les préparations et d’assurer des réponses reproductibles par la suite.  

 L'intégrité de l'endothélium est vérifiée par l’application d’acétylcholine sur des 

anneaux intacts pré-contractés avec la phényléphrine, un agoniste α1-adrénergique. 

L’acétylcholine, un agoniste des récepteurs muscariniques, entraîne la production de facteurs 

vasodilatateurs par les cellules endothéliales lorsqu’elles sont fonctionnelles (Figure 31). Dans 

le cas d’expériences réalisées sur des anneaux dont l’endothélium a été abrasé, la 

désendothélialisation est confirmée par l’absence de relaxation à l’acétylcholine. Suite à ce 

test, les anneaux sont rincés plusieurs fois. 

 
 

2,5  

7 g  

tension  

PE  ACh  

5 min   
 

Figure 31 : Exemple de relaxation obtenue après application de 1 µM d’acétylcholine sur un 

anneau artérielle d’artère mammaire interne précontracté par 1 µM de phényléphrine. 

Pour déterminer les concentrations d’agent vasoconstricteur (phényléphrine, 

endothéline-1) nécessaires pour atteindre les niveaux de précontraction souhaités, des courbes 

concentrations-contractions sont réalisées. 

Lorsque le niveau de tension de repos est restauré, certains anneaux sont soumis à un 

 de la contraction maximale 

(EC80). Dans le cas de l’étude des anneaux aortiques de rat endotoxémiques, les 

concentrations de phényléphrine ont été déterminées de façon à produire des niveaux de 

traitement de 30 min. par différents agents pharmacologiques suivant le protocole choisi 

(nadolol, L-748,337, nébivolol, L-NMMA, etc). 

Pour réaliser les courbes de relaxation, les anneaux sont alors précontractés avec la 

phényléphrine ou l’endothéline. La concentration d’agoniste utilisée est variable selon le type 

de prélèvement vasculaire utilisé, l’objectif étant d’obtenir 80%
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précontractions comparables (en pourcentage de la contraction maximale) sur les vaisseaux 

contrôles et pathologiques. Des courbes concentration-relaxation cumulatives sont construites 

en présence de différents agonistes vasodilatateurs à partir du plateau de précontraction. Les 

D. Analyse statistique 

La contraction obtenue pour différentes concentrations de phényléphrine ou d’endothéline-1 

est exprimée en g ou en pourcentage de la contraction maximale. 

La relaxation est exprimée en pourcentage de la tension développée sous 

phényléphrine ou endothéline-1 avant l'ajout de la première concentration de substance 

vasorelaxante.  

Les résultats sont exprimés sous la forme moyenne ± erreur standard (S.E.M) de n 

expériences.  

L'analyse statistique de l'effet d'une substance sur la relaxation est calculée à l'aide 

d'un test d'analyse de variance (ANOVA) à une voie. Les effets des pré-traitements ou des 

pathologies sur les courbes concentration-relaxation sont anal és à l'aide d'un test ANOVA à 

50

s courbes avec l'équation de Boltzmann : 

relaxations obtenues en réponse aux agonistes β3-ARs (SR 58611A par exemple) présentent 

une cinétique lente et atteignent un état stable après une longue durée (10 à 20 min. pour 

chaque concentration). Afin de s’affranchir d’une évolution de l’état contractile de chaque 

anneau en fonction du temps, la relaxation spontanée est mesurée sur des anneaux témoins en 

absence d’agoniste β3-AR. Pour chaque concentration d’agoniste β3-AR, la vasodilatation 

spontanée correspondante est retirée. 

ys

deux voies (concentration, traitement ou pathologie). Une valeur de P < 0,05 étant considérée 

comme significative. 

La puissance des agonistes est déterminée à partir des courbes concentration-

relaxation. La concentration de l’agoniste produisant la moitié de l'effet maximal (EC ) est 

calculée par modélisation mathématique de

f = a + d [1+(x / c)b]-1 

avec :  

a : relaxation minimale 

d : relaxation maximale   

f : pourcentage de relaxation 

c : valeur au point d'inflexion (EC50) 

x : concentration d'agoniste 

b : coefficient de Hill 
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Les valeurs de pD2 représentant la puissance de l'agoniste sont calculées selon 

l'équation : 

pD2 = -log EC50

La signification de l'effet d'un traitement sur les valeurs de pD2 des différents 

agonistes est évaluée à l'aide d'un test t non apparié (P < 0,05 étant considéré comme 

significatif). 

 Les calculs statistiques ont été réalisés avec le logiciel SigmaStat®2.03 (SSPS 

Inc.). 
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E. Substances pharmacologiques utilisées 

Les substances pharmacologiques utilisées dans les divers protocoles d’étude de la 

contractilité vasculaire sont énumérées dans le Tableau 12 

 

Substances 
pharmacologiques 

Propriétés 
pharmacologiques 

Solvant Concentrations 

utilisées 

Acétylcholine 
(Sigma) 

Agoniste des récepteurs 
muscariniques et 
nicotiniques 

Eau distillée 1 nM à 30 µM 

Dobutamine 

(Sigma) 
Agoniste β1-AR Eau distillée 1 nM à 30 µM 

Endothéline-1 

(Sigma) 

Agoniste des récepteurs 
à l’endothéline 

Eau distillée + 

0,1 % albumine 
bovine 

10 pM à 0,03 µM 

Isoprénaline 
(Sigma) 

Agoniste β-AR non 
sélectif 

Eau distillée 1 nM à 30 µM 

L-748,337  
((S)-N-N-[4-[2-[3-[3-
(acetamido 
methyl)phenoxy]-
2hydroxypropyl]amino]ethy
l 
phenylbenzensulfonamide) 

(Merck) 

Antagoniste β3-AR DMSO 3 à 7 µM 

L-NMMA  
(NG-monomethyl-L-
arginine monoacetate) 

(Calbiochem) 

Inhibiteur des NO 
synthases 

Eau distillée 100 µM 

Nadolol 

(Sigma) 

Antagoniste β1- et β2-
AR 

HCl 10 µM 
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Nébivolol 

(Ména

Antagoniste β1-AR DMSO 0,1 à 10 µM 

rini) 

Nitroprussiate de sodium  Donneur de NO 

(Sigma) 

Eau distillée 0,1 nM à 30 µM 

Phénylé
(Sigm

Ag Eau distillée phrine 
a) 

oniste α1-AR 1 nM à 30 µM 

Salbutamol 

(Sigma) 
Agoniste β2-AR Méthanol 1 nM à 30 µM 

SR 58611A  
7-

onylmethoxy-
1,2,3,4-tetrahydronapht-2-

rophenyl)-
hydroethanamide 

ride] 

(Sanofi) 

Agoniste β3-AR Eau distillée 0,1 µM à 300 µM 

[(RS)-N-[(25)-
ethxycarb

yl]-(2)-2-(3-chlo
2 
hydrochlo

 
Tableau 12 : Liste des su  pharmacologiques utilisées pour les études de 

. 

bstances

vasomotricité
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II. Etudes sur le myocarde humain 

é

myocardiques prélevées au niveau du septum 

du ventricule droit de patients transplantés cardiaques au CHU de Nantes. Ces biopsies sont 

le cadre de stématique du rejet de greffon. Elles sont 

us anesthésie locale à l’aide d’un biotome introduit par la veine jugulaire droite 

ricule droit. Cin ts sont réal  même patient. Après 

ent du patient, un prélèvement d’environ 2 mm est adressé au laboratoire dans une 

solution ès à tem (Tableau 1

opathologie pour le diagnostic du rejet.  

es expériences réalisées, les biopsies proviennent de patients qui ne 

t. Tous les patients étaient sous immunosuppresseurs associés 

iovasculaire (antagonistes calciques, antagonistes α1-

ents ne modifient pas la réponse β-AR. 

s caractéristiques électrophysiologiques et mécaniques des biopsies 

e calcium extracellulaire) sont similaires à celles obtenues sur d’autres 

ents indiquant que ces biopsies constituent un bon modèle pour l’étude de l’activité 

ventriculaire humaine (Gauthier et coll., 1994). 

 

Composés mM 

A. Origine des pr lèvements 

Nos études sont réalisées sur des biopsies endo

effectuées dans la surveillance sy

réalisées so

jusqu’au vent q à 6 prélèvemen isés chez le

consentem

 de Tyrode-Hép pérature ambiante 3). Les autres prélèvements sont 

envoyés en anatom

 Pour l’ensemble d

présentaient aucun signe de reje

parfois à des traitements à visée card

ARs, diurétiques). Ces traitem

 Le

endomyocardiques (adaptation à la fréquence de stimulation, réponses à la stimulation β-AR 

et aux variations d

prélèvem

NaCl 120 
KCl 5 

MgCl2 1,1 
CaCl2 1 

Glucose 5 
NaH2PO4 0,33 
HEPES 10 

pH 7,4 
 

Tableau 13 : Composition et pH de la solution de Tyrode-HEPES de transport des biopsies 

myocardiques. 
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La cuve expérimentale consiste en une gouttière (20 X 8 X 8 mm) fraisée dans un bloc de 

Plexigl  dans la partie centrale permet d’y épingler la 

B. Dispositif expérimental 

as. Une couche de silicone coulée

préparation. Sous loupe binoculaire, la préparation est fixée par l’une des extrémités au fond 

de la cuve, à l’aide d’une minutie. L’autre extrémité est fixée par une minutie en forme de 

crochet à un tube capillaire qui est relié à l’élément sensible d’un transducteur mécano-

électrique (Akers, AE ; Sen Sonor, Norvège) (Figure 32). 

 

t
m

s

Io s

 
Figure 32 : Représentation schématique de la cuve expérimentale. I : arrivée des solutions ; 

 physiologique contrôle est une solution de 

yrode-bicarbonate (Tableau 14), préchauffée permettant d’obtenir une température de 37 ± 

0,5°C dans la cuve. Le pH (7,4) es saturatio la solution avec un mélange 95% 

O2 / 5% CO2. La vidange de la cuve e ue par un ement continu. 

 Les préparations sont stimulées à l’aide d’un 

Medtronic inc., Minéapolis, MN) par médiaire de deux électrodes de platine fixées sur 

les parois latérales de la cuve (stimu  champ). La fréquence de stimulation est de 40 

coups par minute. La durée des stimuli est de 2 à 4 m t leur intensité fixée à deux fois 

celle du seuil d’activation de la préparation.  

La contraction est mesurée à l’aide du transducteur mécano-électrique qui transforme 

ifiable. Elle est recueillie sur un enregistreur thermique (Gould 400 ; Les Ulis) 

m : minutie ; s : électrode de stimulation ; t : transducteur mécano-électrique (D’après 

Gauthier et coll., 1994). 

 

 Les solutions physiologiques sont perfusées à l’aide d’une pompe péristaltique 

(Ismatec) à un débit de 5 ml/mn. La solution

T

t ajusté par n de 

st obten écoul

stimulateur cardiaque (modèle 5328 ; 

 l’inter

lation de

sec e

 

la réponse mécanique de la préparation (c’est à dire la contraction) en un phénomène 

électrique quant
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et sur un enregistreur numérique (DTR-1200 ; Biologic, Claix). Les paramètres de 

contractions sont mesurés sur un oscilloscope numérique (Gould 400). 

 

Composés mM 
NaCl 120 
KCl 5 

MgCl2 1,1 
CaCl2 2,7 

Glucose 5 
NaH2PO4 0,33 
NaHCO3 27 

 

Tableau 14 : Composition de la solution de Tyrode-bicabonate. 

C. Protocole expérimental 

La sélection des préparations se fait essentiellement selon le décours (amplitude et cinétique) 

et la bonne stabilité de la contraction au cours du temps. Chaque préparation est équilibrée 

avec la solution de perfusion contrôle (Tableau 14) pendant 1 H avant le début de 

acologiques sont ajoutés à la solution de Tyrode-bicarbonate. Des 

ulatives sont réalisées en perfusant la préparation avec des 

l’expérience. Une courbe tension longueur est alors réalisée. Les expériences sont effectuées à 

environ 90% de la tension maximale. 

 Les agents pharm

courbes concentration-réponse cum

concentrations croissantes d’agoniste β-AR sans retour à la solution contrôle. Après obtention 

de l’état stable, la concentration supérieure est perfusée. Pour étudier l’effet de différents 

inhibiteurs, les biopsies sont prétraitées pendant 20 min. avant d’établir les courbes 

concentration-réponse. 

D. Analyse des résultats 

L’amplitude de la contraction est mesurée au pic après l’obtention d’un état stable. Elle est 

exprimée en pourcentage de l’amplitude obtenue après l’état basal. Différents temps sont 

également mesurés : le temps au pic, le temps de demi-contraction, le temps de demi-

relaxation et la durée totale. 

 Les résultats sont exprimés sous la forme moyenne ± erreur standard (S.E.M) 

de n expériences.  
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L'analyse statistique de l'effet d'une substance sur la contraction est calculée à l'aide 

d'un test d'analyse de variance (ANOVA) à une voie pour mesures répétées. Les effets des 

ré-traitements sont analysés à l'aide d'un test ANOVA à deux voies, P < 0,05 étant considéré 

comme significatif. 

Les calculs statistiques ont été réalisés avec le logiciel SigmaStat®2.03 (SSPS Inc.). 

p
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armacologiques utilisées dans les divers protocoles d’étude de la 

con

 

E. Substances pharmacologiques utilisées 

Les substances ph

tractilité myocardique sont énumérées dans le Tableau 15. 

Substances 
pharmacologiques 

Propriétés 
pharmacologiques 

Solvant Concentrations 

utilisées 

BRL 37344  
(sodium-4-[-2-[2-hydroxy-
2-(-3 chlorophenyl) 
ethylamino] propyl] 
phenoxyacetate) 

(RBI) 

Agoniste β3-AR Eau distillée 0.1 nM à 10 µM 

L-748337  
((S)-N-N-[4-[2-[3-[3-
(acetamido 
methyl)phenoxy]-
2hydroxypropyl]amino]ethy
l 
phenylbenzensulfonamide) 

(Merk) 

Antagoniste β3-AR DMSO 0,1 à 1 µM 

L-NMMA  
(NG-monomethyl-L-
arginine monoacetate) 

(Calbiochem) 

Inhibiteur des NO 
synthases 

Eau distillée 10 à 100 µM 

Nadolol 

(Sigma) 

Antagoniste β1- et 
β2-AR 

HCl 10 µM 

Nébivolol 

(Ménarini) 

Antagoniste β1-AR DMSO 0,1 à 10 µM 

 

Tableau 15 : Liste des substances pharmacologiques utilisées pour les études sur le 

myocarde. 
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III. 

ans les différents protocoles d’angiogenèse, deux lignées cellulaires humaines ont été 

utilisées : des cellules endothéliales de veine ombilicale humaine (Human Umbilical Vein 

Endo EC) e liale seaux cutanés hu ains 

(Human MicroVascular Endothelial Cell-Dermal : HMVEC-D). Ces deux lignées proviennent 

Ces c ultiv  de 

ilieu de culture respectif. Pour les HUVECs, le milieu utilisé est 

sal de culture des cellules endothéliales (Endothelial 

bral de boeuf (Brain Bovine Extract = BBE), 

e croissance épithélial humain (human Epithelial Growth Factor = hEGF), en 

hydrocortisone, en gentamicin  B et enfin en sérum fœtal bovin (Fetal 

) pour une concentration finale à 5%. Pour HMVEC-D, l’EGM2-MV 

eu de culture adapté aux cellules microvasculaires dont la composition 

M (Clonetics), hydrocortisone, gentamicine, amphotéricine B, 5% de FBS, 

ce [hEGF, facteur de croisance fibroblastique (Fibroblast 

r de croissance insuline-like (Insulin-like Growth Factor (IGF), 

rbique. Pour toutes les expériences, les cellules sont maintenues à 37°C 

idifié e e CO

ilisées po riences sont à un nombre de passages compris entre 

 ensemencées dans des plaques 6 puits de 35 mm de diamètre ou des 

mètre. Quand leur degré de confluence atteint 80 à 90%, les cellules 

t repiquées, soient  différe expériences. A ce degré de 

confluence, pour une boîte de 100 mm et pour un puits de 35 mm, le nombre de cellules 

estim ent de 3.106 et de 106. 

virus 

t expérimental d’ADN dans des cellules eucaryotes ont été 

testées. Deux grandes catégories de vecteurs permettent de délivrer un gène dans une cellule 

 viraux (adénovirus, virus associés à l’adénovirus, rétrovirus, lentivirus, herpès 

Etudes de l’activité angiogénique 

A. Lignées cellulaires 

D

thelial Cell ou HUV t des cellules endothé s de microvais m

des laboratoires Clonetics (Walkersville, MD). ellules sont c ées sur des boîtes

Pétri gélatinisées, dans leur m

de l’EGM-MV (Clonetics) : milieu ba

Basal Media = EBM) supplémenté en extrait céré

en facteur d

e, en amphotéricine

Bovine Serum

(Clonetics) est un mili

est la suivante : EB

plusieurs facteurs de croissan

Growth Factor = FGF), facteu

VEGF] et acide asco

dans un incubateur hum n présence de 5% d

ur les expé
2. 

 Les cellules ut

5 et 7. Les cellules sont

boîtes de 100 mm de dia

sont soien  utilisées pour les ntes 

é est respectivem

B. Les adéno

Diverses méthodes de transfer

afin d’en obtenir une expression : les vecteurs non viraux (plasmides et oligonucléotides) et 

les vecteurs
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virus). Les premiers vecteurs souffrent d’une efficacité faible de transfert et d’une expression 

transitoire, quelles que soient les techniques de délivrance employées (injection directe, 

 à des protéines). Les vecteurs viraux 

ont une efficacité de transfection nettement supérieure, mais ils peuvent induire une réaction 

immun

électroporation, incorporation à des lipides, association

e plus ou moins importante. 

1. Cycle de l’adénovirus sauvage 

L’adénovirus sauvage est un virus composé d’un ADN bicaténaire de 36 kb entouré d’une 

capside icosaédrique protéique de 70 à 100 nm de diamètre (Figure 33). Il existe près d’une 

cinquantaine de sérotypes différents. 

 

fibre
hexon

ADN

penton

penton

fibre
hexon

ADN

penton

penton

 
Figure 33 : Structure d’un adénovirus. 

 
Ce type de virus est fréquemment responsable de pathologies respiratoires chez l’homme. La 

capside psomères, soient 12 pentons et 240 hexons. Chaque penton est  est composée de 252 ca

lui-même composé d’une base et d’une fibre protéique. Ces deux composants interagissent 

avec des récepteurs cellulaires (Russell, 2000). 

 Le cycle de multiplication viral se divise en deux phases. La phase précoce correspond 

à l’entrée du virus dans la cellule, au passage du génome viral dans le noyau puis à la 
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transcription et la traduction de gènes précoces. L’ensemble de ces évènements va permettre 

la mise en place de la phase tardive qui comporte : la duplication de l’ADN viral, la 

transcription et la traduction de gènes tardifs et enfin l’encapsidation et la maturation des 

particules virales. 

 La liaison du virus à la membrane cellulaire dépend de deux interactions : une 

première interaction non spécifique, ou adsorption qui est due à des phénomènes d’attraction 

physico-ch i est spécifique, secondaire à la liaison des 

 faveur d’un phénomène de pinocytose active. Le virus 

st libéré dans le cytoplasme, migre jusqu’au noyau où la décapsidation s’effectue avec 

libération de l’ADN viral (Russell, 2000). La probabilité de rencontre du virus avec une 

cellule est d’autant plus élevée que la multiplicité d’infection est élevée (Multiplicity Of 

Infection = MOI), celle-ci est le rapport entre le nombre de virus par unité de volume de 

milieu de culture et le nombre de cellules dans le même volume. 

 Les gènes viraux précoces sont transcrits au niveau nucléaire et les ARN messagers 

traduits par les ribosomes cellulaires en protéines. Ces protéines précoces vont intervenir dans 

le métabolisme de l’ADN et l’inhibition des synthèses cellulaires. Les gènes précoces sont 

regroupés en 5 « cassettes »: E1 (E1A et E1B), E2, E3, E4. Les gènes E1 sont impliqués dans 

la réplication adénovirale, les gènes E2 codent pour l’ADN-polymérase, les gènes E3 

permettent au virus d’échapper au système immunitaire et enfin les gènes E4 codent pour des 

protéines régulatrices (Russell, 2000). 

2. Vecteurs adénoviraux 

(a) Principes généraux de construction d’un vecteur adénoviral 

Les virus utilisés comme vecteur de transfert de matériel génétique ont été modifiés : le virus 

on génome à la fois pour laisser 

, 1997).  

imique et une seconde interaction qu

fibres virales avec un récepteur membranaire CAR (Coxsakie-virus and Adenovirus 

Receptor). Après cet attachement, il y a interaction entre les intégrines αV et les pentons. Le 

virus pénètre alors dans la cellule à la

e

doit contenir un gène d’intérêt et la délétion d’une partie de s

de la place au gène d’intérêt mais surtout pour bloquer les possibilités de réplications du virus 

dans les cellules ou l’organisme cible. Les gènes E1 correspondant aux protéines essentielles 

pour la réplication virale sont systématiquement délétés, les gènes E3 et E4 sont parfois 

délétés suivant le modèle utilisé (Bowles et coll.

Le principe de préparation d’un adénovirus recombinant est relativement simple 

(Figure 34) : un plasmide contenant à la fois le gène d’intérêt et le génome du virus déficient 
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est introduit dans une lignée cellulaire modifiée, contenant notamment les gènes E1, 

permettant la réplication du virus. Par recombinaison homologue dans les cellules, le génome 

obtenu contient le gène d’intérêt et une partie du génome viral. Les virions provoquent alors 

une lyse cellulaire. Outre l’efficacité de la méthode, elle ne présente que des dangers limités 

puisque les virions produits ne peuvent se multiplier que dans les cellules génétiquement 

modifiées prévues à cet effet. 
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Figure 34 : Principes de construction et d’amplification d’un vecteur adénoviral (Danos, 

1999) 

 
 Dans le cadre de ce travail, le kit de production de virus AdEasy® (Stratagene) utilise 

un adénovirus dérivé du sérotype 5, qui a subi une délétion des gènes E1 et E5. 
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L’amplification des virus se fait en utilisant des cellules HEK-293 (Human Embryonic 

Kidney) modifiées pour une meilleure adhérence, exprimant E1 et appelées Ad-293. 

En raison du nombre limité de sites de restriction dans le génome viral, le gène 

d’intérêt n’est pas directement inséré dans le virus. Le gène est d’abord inséré dans un vecteur 

de transfert (un shuttle vector) qui l’associera par recombinaison homologue au plasmide viral 

pAdEasy-1® (Figure 35). Après recombinaison, et sélection du plasmide, celui-ci est amplifié 

et enfin transfecté dans les cellules Ad-293, qui vont produire des particules virales.  

 

 
Figure 35 : Représentation schématique du système développé par Stratagene®. Le gène 

é par digestion enzymatique et est cotransfecté avec le plasmide viral pAdEasy-1 dans 

scherischia Coli. Les plasmides adénoviraux recombinants sont sélectionnés et validés par 

 

Recombinaison 
homologue dans 
E. Coli 

Linéarisation par 
digestion 

Transfection 
dans AD-293 

Production virale 
par AD-293 

d’intérêt est inséré dans un vecteur de transfert (shuttle vector). Le plasmide obtenu est 

linéaris

E

utilisation d’enzymes de restriction. Le plasmide adénoviral est alors linéarisé et transfecté 

dans des cellules Ad-293 pour produire des particules virales recombinantes.  
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Il faut noter que le vecteur de transfert contient non seulement un site de clonage 

multiple, mais également le gène codant pour une protéine fluorescente verte : la Green 

Fluores

arqueur 

moléculaire. Les cellules infectées par l’adénovirus recombinant vont donc être repérables par 

simple observation microscopique. 

(b) Adénovi plification 

Deux vecteurs adénoviraux ont été construits : 

o Un adénovirus bicistronique, Adβ3-AR, codant pour l’isoforme C du récepteur 

β3-AR humain et la protéine GFP. Ce vecteur a été synthétisé suivant la méthode 

précédemment décrite et à l’aide du plasmide contenant la séquence d’ADN complémentaire 

codant pour cette isoforme du récepteur β3-AR humain (pcDNA3- β3C) ; 

o Un adénovirus codant pour la protéine GFP, AdGFP, servant de vecteur contrôle. 

 

Les deux virus recombinants sont ensuite amplifiés, pour obtenir des solutions à un 

titre viral élevé. Des cellules Ad-293 dans une cinquan e 150 mm de diamètre 

(107 cellules environ par boîte) sont infectées par du milieu de culture sans sérum [(Dubelco’s 

Modified Eagle Medium 4500 (DMEM) (Invitrogen) + 1% pénicilline/streptomycine)] 

contenant un volume de solution stock de virus (obje I). Le milieu de culture 

des Ad-293 (DMEM 4500 + 1% pénicilline/streptomycine + 10% FBS) est retiré et est 

remplacé par un volume de solution virale. Les cellules sont alors incubées 1 

H 30 à 2 H à 37°C. Le mili lété par 9 à 10 ml de milieu de culture complet. Après 

24 à 72 H, lorsque l’effet cytopathique de l’adénovirus apparaît (plages de lyses cellulaires), 

x gradients de 

chlorure de césium permettent de purifier la solution adénovirale. Enfin, une série de 3 

cent Protein (GFP). Cette GFP est une protéine extraite d’une méduse Aequorea 

victoria, de faible toxicité et de haute stabilité. Elle a la particularité d’émettre de la 

fluorescence sous UV sans l’ajout de substrat ou de co-facteurs (longueur d’onde excitatrice, 

λex = 385 nm, longueur d’onde émise λem = 508 nm). Le gène de la GFP est aujourd’hui 

utilisé comme gène rapporteur, comme marqueur cellulaire ou encore comme m

rus utilisés et am

taine de boîtes d

ctif 1 à 10 MO

 9 à 10 ml de la 

eu est comp

les cellules et le milieu sont récupérés, centrifugés 15 min. à 6 000 G à 4°C pendant 15 min.. 

Le culot ainsi que 40 ml de surnageant sont récupérés. L’ensemble subit ensuite 3 cycles de 

congélation/décongélation pour faciliter la libération des particules virales par lyse cellulaire. 

Une nouvelle centrifugation à 2 000 RPM permet de séparer les plus gros débris cellulaires 

(culot) de la solution adénovirale (20-30 ml). Deux ultracentrifugations successives (30 000 

RPM pendant 2 H à 4°C, puis 35 000 RPM pendant 18 H à 4°C) sur deu
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dialyse

othéliales est retiré, et une solution adénovirale infectante 

est appliquée sur les cellules. Cette solution est constituée du milieu de base de culture des 

cellules endoth e de solution adénovirale stock a été 

t être suffisant pour couvrir le fond de la boîte 

de cultur oi

e l’internalisation du 

virus à 3

milieu de culture complet, et les cellules infectées sont maintenues en incubateur pour une 

durée o

s élimine le chlorure de césium et produit une solution concentrée de particules virales 

dans un tampon de stockage contenant 10% de glycérol. Le stock ainsi généré peut être 

conservé à - 80° C. Au final, la solution adénovirale est à un titre compris entre 1010 et 1013 

pfu/ml (plaque forming unit = unité formant plage = nombre de particules virales 

fonctionnelles). Ce titre est évalué en routine par mesure des particules physiques par densité 

optique (absorbtion 260 nm) et confirmé par méthode de mesure des plaques ou plage de lyse. 

(c) Infection des cellules endothéliales 

Le milieu de culture des cellules end

éliales (EBM) sans sérum auquel un volum

ajouté. Le volume de la solution infectante doi

e, s t 500 µL à 1 ml par puit pour les plaques 6 puits ou 2 à 3 ml pour une boîte de 

Pétri de diamètre de100 mm. La quantité de solution adénovirale stock ajoutée est calculée en 

fonction de la MOI souhaitée (dans la plupart des protocoles 500 MOI). La solution infectante 

est laissée en contact avec les cellules pendant 1 H 30 à 2 H, le temps d

7°C. Puis la solution infectante est retirée, et remplacée par un volume suffisant de 

ptimale d’expression du gène d’intérêt (8 H pour les HMVEC-D et 15 H pour les 

HUVEC). Dans l’ensemble des protocoles, 3 conditions étaient réalisées : une infection par 

l’Adβ3-AR, une infection par l’AdGFP et une condition contrôle (uniquement application 

d’EBM). Pour tester l’efficacité de l’infection, nous avons ponctuellement réalisé une 

estimation du taux de cellules exprimant la GFP avec la technique dite « FACS » (Fluorescent 

Activated Cell Sorter). 

C. Lignées de souris utilisées pour les approches ex vivo et in vivo 

1. Expériences in vivo 

Deux lignées de souris sont utilisées pour les expériences de mesure d’angiogenèse in vivo. Il 

s’agit d’une part de souris homozygotes déficientes en récepteur β3-AR (β3-KO), Ardb3tm1Lowl 

(dons des Docteurs P. Valet (INSERM, Hôpital Rangueil, Toulouse, France) et B.B. Lowell 

(Harvard Medical School, Boston, Mass)) et d’autre part, de la lignée sauvage ayant permis la 

construction de cette lignée β3-KO : la lignée FVB/N (Friend Leukaemia Virus B). Les 

animaux utilisés sont des mâles de 8 semaines de poids compris entre 25 et 30 g. Durant toute 
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la durée de l’expérience, ils sont nourris avec une alimentation standard et de l’eau est fournie 

ad libitum. Tous les protocoles expérimentaux ont été approuvés par le Comité d’Ethique 

local. 

2. Expériences ex vivo 

Des souris C57Bl6 ont été utilisées pour ces expériences. Les animaux employés sont des 

mâles de 8 semaines, ayant un poids compris entre 25 et 30 g. Durant toute la durée de 

l’expérience, i ard et de l’eau est fournie ad libitum. ls sont nourris avec une alimentation stand

Tous les protocoles expérimentaux ont été approuvés par le Comité d’Ethique local. 

 

D. Méthodes d’étude de l’angiogenèse 

1. Méthodes in vitro 

(a) Culture de cellules endothéliales sur une matrice de Matrigel® 

 Matrigel® 

Le Matrigel® (BD Bioscience) est un extrait soluble de membrane basale d’un sarcome murin 

(Engelbreth-Holm-Sarm tumor) qui a la particularité de prendre une texture gélatineuse à 

température ambiante, en formant une véritable matrice extracellulaire artificielle (Kleinman 

et coll., 1986). Les principaux composants du Matrigel® sont la laminine, le collagène IV, 

l’entactine et l’héparane sulfate protéoglycane. Le Matrigel® contient également des facteurs 

de croissance, des collagénases et des activateurs du plasminogène (McGuire et Seeds, 1989). 

Une forme purifiée et appauvrie en facteurs de croissance a été développée par Taub et coll. 

(Taub et coll., 1990) : Growth Factor Reduced Matrigel®. La méthode de ces auteurs réduit 

de faço F-β 

(Tumor Gr

demeurent e IV et l’entactine, alors que les quantités d’héparane 

 

n considérable les quantités de facteurs de croissance présentes à l’exception du TG

owth Factor- β) qui peut être lié au collagène. Les principaux composants 

 la laminine, le collagèn

sulfate protéoglycane sont diminuées de 40 à 50%. Les compositions en facteurs de 

croissance sont indiquées dans le Tableau 16. 
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Paramètres Matrigel®. Growth Factor educed 

Matrigel® 

bFGF (pg/ml) 0-0,1 0-0,1 

EGF (ng/ 0,5-1,3 <0,5 ml) 

IGF-1 (ng/ml) 15,6 5 

PDGF (pg/ml) 12 <5 

NGF (ng/ml) <0,2 <0,2 

TGF-β (ng/ml) 2,3 1,7 

% de protéine qui 80 83 

gélatinise 

 

Tableau 16 : Compositions des différents Matrigel®. 

 

Dans le cas cellules 

endothéliales HMVEC-D, nous n’avons utilisé que la forme purifiée et appauvrie en facteur 

de croissance. Pour des raisons de simplicité, nous la désignerons comme GFR Matrigel®. 

de l’étude des effets angiogéniques du récepteur β3-AR dans les 

 Placées dans cette matrice, les cellules endothéliales constituent des structures de type 

capillaire sous forme de tubes s’organisant en réseau. L’intensité de cette réponse est un reflet 

de leurs propriétés angiogéniques. 

 Protocoles expérimentaux 

Les cellules endothéliales utilisées sont des HMVEC-D. Infectées la veille des expériences, 

les cellules sont laissées 20 H en l’absence de sérum et de facteur de croissance dans du 

milieu de base EBM. Le nombre de cellules nécessaire est de 4.10  par puit d’une plaque 24 

puits (P24).  

 Dans des puits de P24, 330 µL d’une solution contenant 1/3 de GFR Matrigel® et 2/3 

de milieu de base EBM sont coulés et laissés 30 min. à 37° dans un incubateur pour que la 

gélatinisation ait lieu. Parallèlement, les cellules endothéliales sont détachées par 

trypsinisation (Trypsine 0,5%-EDTA Gibco)

4

, l’action de la trypsine est interrompue par 

addition d’une solution de PBS/BSA 4% (Bovine Serum Albumin, Sigma). La suspension 

cellulaire est centrifugée (1000 RPM, pendant 5 min. à 4°C). Une fois le surnageant retiré, le 

culot est suspendu dans un volume d’EBM suffisant pour obtenir une concentration cellulaire 

de 20-30.104/ml (comptages successifs en cellule de Bürcker). Un volume de 200 µL de cette 
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solution ain L d’EBM s artis dans ch FR 

Matrigel®. 

es résultats

si que 200 µ ont alors rép aque puit contenant le G

 Analyse d  

La form es est observée à ’un microscope inversé (Axiovert 25 Zeiss) 

avec un objectif X5 ou X10 et l’acquisition des images se fait à l’aide d’un système vidéo 

Pixera  de la réponse ang ique est évaluée à la 20èm e la mise en 

culture igel®, par la mesure  longueur en µm du réseau le plus dense formé 

par puit dans chaque condition. Cette mesu  fait à l’aide du programme e J.  

imés sous la forme moyenne ± erreur stan  (S.E.M) de n 

expérie

’analyse statistique permettant la comparaison des 3 conditions (cellules infectées par 

 une voie, suivi d’un test de Bonferroni. 

(P < 0,05 étant considéré comme significatif). Les calculs statistiques sont réalisés avec le 

oïdes d’HUVEC

ation des tub l’aide d

Pro. L’intensité iogén e H d

 sur GFR Matr  de la

re se  Imag

Les résultats sont expr

nces. 

dard

L

Adβ3AR, AdGFP et CTRL) est réalisée par ANOVA à

logiciel SigmaStat®2.03 (SSPS Inc.). 

(b) Sphéroïdes de cellules endothéliales en gel de collagène  

Cette technique permet une évaluation dans un système à 3 dimensions de la différenciation et 

de l’activité angiogénique de cellules endothéliales.  

 Constitution des sphér  

Des HUVEC à 80-90% de confluence, sont infectées 6 H avant d’être utilisées pour générer 

is le surnageant retiré, le culot est suspendu dans un volume d’EBM suffisant 

collagène. 

des sphéroïdes cellulaires. Les cellules endothéliales sont détachées par trypsinisation 

(Trypsine 0,5%-EDTA Gibco Invitrogen). L’action de la trypsine est interrompue par addition 

de milieu EGM-MV. La suspension cellulaire est centrifugée (1 000 RPM, pendant 5 min. à 

4°C). Une fo

pour obtenir une concentration cellulaire de 30.104/ml (comptages successifs en cellule de 

Bürcker). Trois cent mille cellules (soit 1 ml de la suspension cellulaire) sont placées dans 60 

ml de milieu de base EBM contenant 0,2% de carboxyméthylcellulose (Sigma). Dans des 

puits à fond arrondi de 4 plaques 96 puits (Greiner Bio-One), 150 µl de la suspension 

cellulaire sont coulés, soit environ 750 cellules par puits. Pendant 18 H les cellules 

sédimentent dans les puits des plaques placées dans un incubateur à 37°C (Figure 36). Dans 

ces conditions, on obtient un sphéroïde d’une taille définie et contenant 750 cellules 

endothéliales par puits. Les 400 sphéroïdes ainsi créés sont récupérés et inclus dans un gel de 
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Figure

t X10. 

 

 36 : Aspect d’un sphéroïde d’HUVEC en cours de constitution (12ème H). 

Grossissemen

 Gel de collagène 

Le collagène utilisé est du collagène de type I, extrait de la queue de rat (BD Biosciences). Le 

collagène de type I est un hétérotrimère de 300 nm de long composé de 2 chaînes 

polypeptidique te et dans sa 

lagène nécessaires pour le nombre de 

sphéroïdes  de milieu de base EBM additionnée 

s α1 et une chaîne α2. Il gélatinise à température ambian

formulation, il est fortement acide.  

 Pour obtenir les 8 ml de solution de col

 générés, 4 ml d’une solution contenant 80%

de 20% de carboxyméthylcellulose et de 20% de FCS ainsi que 4 ml de collagène de type I 

additionné de 50 µl d’HBSS 10X (Hanks’ Balanced Salt Solution Gibco Invitrogen), de 90 µL 

d’HEPES (Sigma) et de 400 à 600 µL de NaOH 0,2N, sont mélangés.  

Après avoir été récupérés dans leur milieu initial, les sphéroïdes sont centrifugés 3 

min. à 500 G et à température ambiante. Les solutions précédemment préparées sont déposées 

délicatement sur les sphéroïdes, l’ensemble homogénéisé et 1 ml de ce mélange est coulé dans 

8 puits de P24. Après 30 min. d’incubation à 37°C, le gel a pris et 200 µL d’une solution 

d’EBM contenant l’agent à tester sont répartis sur chaque puits. La plaque est placée dans un 

incubateur pendant 24 H à 37°C. 

 Analyse des résultats 

Après 24 H, l’angiogenèse est quantifiée par la mesure en µm de la longueur cumulée des 

structures capillaires bourgeonnantes issues de 10 sphéroïdes pour chaque condition. La 

formation des tubes est observée à l’aide d’un microscope inversé (Axiovert S100, Zeiss) 

avec un objectif X20 et l’acquisition des images se fait à l’aide d’un système vidéo Axiocam 
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(Zeiss) couplé au programme Axiovision (Zeiss). La mesure se fait à l’aide du programme 

Image J.  

 Les résultats sont exprimés sous la forme moyenne ± erreur standard (S.E.M) de n 

expériences. 

L’analyse statistique de l’effet de l’infection par Adβ3AR et AdGFP par rapport à la 

condition contrôle (CTRL) est réalisée par une ANOVA à une voie suivie d’un test de 

Bonferonni. L’effet d’un traitement sur la réponse angiogénique induite par la surexpression 

du récepteur β3-AR est analysé statistiquement par une ANOVA à deux voies., P < 0,05 étant 

considéré comme significatif). Les calculs statistiques on és avec le logiciel 

2. Méthodes ex vivo 

Des anneaux d’aorte thoracique de souris sont mis en culture dans des gels de collagène afin 

s (injection intrapéritonéale de 85 mg/kg de kétamine et 

 mg/

 collagène. 

inimal Essential Medium, Promo Cells) 

- ,  mg/ml) 

diamètre dans lesquels un puits de 10 mm a été réaliséé (Figure 37). Un volume de 200 µL de 

t été réalis

SigmaStat®2.03 (SSPS Inc.). 

d’évaluer l’effet de la stimulation β3-AR sur la réponse angiogénique. 

(a) Prélèvements 

Des souris C57Bl6 sont anesthésiée

10 kg de xylazine), et grâce à une aiguille de 26-gauge, du sang est prélevé au niveau 

cardiaque. Ce sang est centrifugé (5 min., 3 000 RPM) afin d’obtenir du sérum autologue. 

 L’aorte thoracique est prélevée et déposée dans une boîte de Pétri contenant du 

DMEM sans sérum, sur glace. L’aorte est débarrassée de tout tissu conjonctivo-adipeux et 

découpée en anneaux de 1 mm. Ces anneaux sont placés dans un gel de

(b) Gel de collagène 

Une solution de collagène de type I à une concentration de 1,5 mg/ml, est préparée de la 

manière suivante : 

- 7,5 ml d’une solution à 2 mg/ml de collagène extrait de queue de rat (CollagenR, 

Serva),  

- 1 ml de DMEM 10X (M

1 5 ml de NaHCO3 (15,6

- Ajustement du pH à 7,4 

(c) Protocole expérimental 

Dans des boîtes de Pétri de 60 mm de diamètre, on dispose 3 anneaux d’agarose de 17 mm de 
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la solution de collagène est coulé dans ces puits, puis le collagène est placé en incubateur à 

37°C pour se polymériser. Les anneaux aortiques sont ensuite placées dans les puits ainsi 

s avec 6 ml de milieu de culture pour cellules endothéliales, MCDB 131 (Life 

Techno

qu’un volume complémentaire de 200 µL de solution de collagène. Les boîtes de Pétri sont 

enfin remplie

logies LTD) supplémenté avec 25 mmol/L de NaHCO3, 2,5% de sérum autologue, 1% 

de glutamine (Sigma), 100 UI/mL de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine (Gibco). Les 

agents pharmacologiques sont ajoutés à ce milieu pour modifier la réponse angiogénique. 

 

AA

PC
AA

PC

P60

AA

PC

P60

Figure 37 : Anneaux aortiques placés dans un gel de collagène. P60 : boîte de Pétri de 60 

AA

PC

AA

PC

 

mm de diamètre. AA : anneau d’agarose ; PC : puits de collagène. 

ts 

Placés dans l’environnem

former spontaném  nombre de ces tubes capillaires reflète 

l’intensité de la réponse angiogénique.  

 aide d’un microscope inversé (Axiovert 25 

Zeiss) et l’a  fait à l’aide d’un système vidéo Pixera Pro. Le nombre de 

tubes est évalu ours après le début de l’expérience.  

AA

PC

 

(d) Analyse des résulta

ent précédemment décrit, les anneaux aortiques ont tendance à 

ent des tubes capillaires. Le

La formation des tubes est observée à l’

cquisition des images se

é aux 5ème, 7ème, 9ème et 12ème j

 Les résultats sont exprimés sous la forme moyenne ± erreur standard (S.E.M) de n 

expériences. La comparaison statistique de l’effet de l’agoniste β3-AR sur l’angiogenèse par 

 - 155 -



rapport à des anneaux contrôles est réalisée par une ANOVA à deux voies pour mesures 

répétées (P < 0,05 étant considéré comme significatif). Les calculs statistiques ont été réalisés 

avec le logiciel SigmaStat®2.03 (SSPS Inc.). 

3. Méthodes in vivo 

Pour évaluer la qualité de l’angiogenèse chez des souris dont le gène codant pour le récepteur 

β3-AR est invalidé, nous avons étudié le flux sanguin cutané dans un modèle d’ischémie de 

embre postérieur. 

(a) Modèle d’ischémie de membre postérieur chez la souris  

Sous loupe binoculaire, après anesthésie (injection intrapéritonéale de 85 mg/kg de kétamine 

et 10 mg/kg de xylazine), dans des conditions d’asepsie chirurgicale, une incision cutanée de 

3-4 mm et la résection des tissus sous cutanés et aponévrotiques permettent d’aborder les 

vaisseaux fémoraux. Après avoir repéré le nerf fémoral et ses principales branches, la veine et 

l’artère fémorales communes sont ligaturées à leur partie proximale par un fil de soie tressé 

5/0 (Perma-Hand Seide, Ethicon). L’artère et les veines saphènes sont ligaturées à leur partie 

distale avec le même type de fil. Les vaisseaux sont ensuite réséqués entre les 2 ligatures en 

respectant le nerf. La peau est refermée avec 3 points séparés de Prolène 4/0 (Ethicon).  

(b) Mesure du flux sanguin cutané 

Pour la mesure de la perfusion cutanée, un appareil de mesure de vélocimétrie laser-Döppler 

(Moor LDI, Moor Instruments Ltd, Axminster, Devon, UK) est utilisé. Un faisceau laser de 

s à 2-3 mm de profondeur 

ans le tissu, entraînent une dispersion et un élargissement des longueurs d’ondes des 

rayonnements détecteur (Opazo Saez et coll., 2005). Les données 

= PU). Elles sont visualisés 

m

basse énergie (longueur d’onde 633 nm) balaye une zone cutanée déterminée (dans notre cas, 

7,5X3,7 cm). La concentration et la circulation des globules rouge

d

réfléchis, analysés par photo

sont recueillies et analysées grâce à un logiciel spécifique (Moor LDI 3.01, Moor Instruments 

Ltd, Axminster, Devon, UK). Ces modifications sont liées à l’hétérogénéité du flux sanguin 

qui est exprimé en unités arbitraires de perfusion (Perfusion Unit 

sous forme d’une image colorée suivant un code de couleur : le bleu correspondant à une 

absence de flux (mesure faite sur le plan de travail) et le rouge à un flux sanguin maximal 

(mesure faite sur l’artère fémorale de la souris). 

 Les mesures sont réalisées sur un animal anesthésié (injection intrapéritonéale de 85 

mg/kg de kétamine et 10 mg/kg de xylazine) et placé sur un tapis chauffant à 37°C pour 
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minimiser les variations de température qui influencent le débit sanguin cutané. La zone à 

analyser (la moitié postérieure de l’animal placé sur le dos) a été préalablement épilée. Les 

mesures sont effectuées avant la chirurgie, après la chirurgie puis à J3, J7, J14 et J21. 

sultats 

uin est limitée à la face ventrale des deux membres postérieurs. Le flux 

sanguin moyen relatif ou ratio de flux sanguin, est calculé par le rapport entre le membre droit 

ischémique et le m

4. Substances pharmacologiques utilisées 

Les substances pharm

(c) Analyse des ré

La mesure d’un flux sanguin moyen est réalisée grâce au programme spécifique fourni par le 

fabriquant (Moor LDI 3.01,Moor Instruments Ltd, Axminster, Devon, UK). La zone de 

mesure du flux sang

embre gauche sain. L’animal est donc son propre témoin de variation de 

flux sanguin. 

Les résultats sont exprimés sous la forme moyenne ± erreur standard (S.E.M) de n 

expériences. 

 La comparaison statistique entre les 2 souches de souris (β3KO et FVB) de la néo-

angiogenèse au cours du temps est effectuée par une ANOVA à deux voies pour mesures 

répétées (P < 0,05 étant considéré comme significatif). Les calculs statistiques ont été réalisés 

avec le logiciel SigmaStat®2.03 (SSPS Inc.). 

acologiques utilisées dans les divers protocoles d’étude de 

l’angiogenèse sont énumérées dans le Tableau 17. 

 

Substances 
pharmacologiques 

Propriétés 
pharmacologiques 

Solvant Concentrations 

utilisées 

bFGF 
(basic fibroblast 
growth factor) 

(GicoBRL Life 
Technologies) 

Facteur de croissance Eau distillée 30 ng 

DETA-NONOate  

(3,3 bis (aminoethyl)-

Donneur de NO de demi-
vie longue: 3400 min. Eau distillée 10 µM 

1-hydoxy-2-oxo-1-
triazène)  

(Sigma) 
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L-NAME  
(Nω-Nitro-L-arginine 
methyl ester 

Inhibiteur des NO 
synthases 

Eau distillée 100 µM 

hydrochloride)  

(Sigma) 

Ly 294002 
(2-(4-Morpholinyl)-8-
phenyl-4H-1-
benzopyran-4-one) 
 
(Calbiochem) 

Inhibiteur non spécifique 
des PI3-kinases 

DMSO 15 µM 

PD 98059 

( ino-3′-
methoxyflavone) 

(Calbiochem) 

2′-Am

Inhibiteur des MAP 
kinases / MEK 

DMSO 10 µM 

SR 58611A  Agoniste β
[(RS)-N-[(
ethxycarbo

hydroethanamide 
hydro

(S

Eau distillée 1 nM 3-AR 
25)-7-
nylmethox

y-1,2,3,4-
tetrahydronapht-2-yl]-
(2)-2-(3-
chlorophenyl)-2 

chloride] 

anofi) 

 

 17 : Liste des su ues ut  l’étude d iogenèse. Tableau bstances phamacologiq ilisées lors de e l’ang
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léculaire 

 Préparation des ARNs totaux 

ions d’ARN herc ression des transcrits codant 

R mmaire interne humaine. Pour cela, un protocole 

 (Gibco BRL, France), technique dérivée de la méthode de 

i (Chomczynski et Sacchi, 1987), a été utilisé. Les échantillons 

ote liquide pour être conservés à –80°C. Ils sont ensuite 

broyés au polytron dans un volume de trizol de 1 ml pour 100 mg de tissu. Cet homogénat est 

incubé 5 min. à température am trifugé à 4°C pendant 10 min. à 12 000 G afin 

d’éliminer les graisses, les polysaccharides et les ADNs de hauts poids moléculaires. Une fois 

 sont ajoutés par ml de trizol. Après une 

in. à 12 000 G, la phase aqueuse contenant les ARNs totaux est 

récupérée et mise à précipiter avec 500 µl d’isopropanol par ml de trizol. Afin d’optimiser 

tion, les  incubées mpératur ante puis 

in. à 12 000 G afin de former un culot d’ARN. Ce dernier est 

ol 75 % par ml de trizol avant de subir une nouvelle centrifugation à 

7 500 G. Les culots sont alors partiellement séchés et repris dans un 

’eau. Afin d’obtenir une dissolution optimale, les préparations sont placées à 

in. puis immédiatement stockées dans la glace. La qualité et les 

ont estimées par spectrophotométrie via le rapport des densités 

. Ce rapport doit être supérieur à 1,6 et proche de 2 afin d’exclure toute 

ontamination par des sels ou des protéines. Une unité de DO à 260 nm correspond à 40 

permet d’évaluer leur qualité. Les ARNs ribosomaux, majoritaires dans ce type de 

préparation, sont visualisés par deux bandes correspondant aux ARNs ribosomaux de 28 et 

18S. La qualité de ces acides ribosomaux reflète la qualité des ARNs messagers. 

B. Reverse transcription-amplification par polymérisation en chaîne 

Les ARNs messagers ainsi obtenus sont ensuite réverse-transcrits en ADNs complémentaires 

pour subir l’amplification par PCR. 

IV. Biologie mo

A.

Des préparat s ont été réalisées pour rec

 dans l’artère ma

her l’exp

pour le récepteur β3-A

d’extraction utilisant le trizol

czynski et SacchChom

disséqués sont congelés dans l’az

biante puis cen

le surnageant collecté, 200 µl de choloroforme

centrifugation à 4°C de 15 m

cette précipita préparations sont 15 min. à te e ambi

centrifugées à 4°C pendant 10 m

lavé avec 1 ml d’éthan

4°C pendant 5 min. à 

volume adéquat d

65°C pendant 10 m

concentrations de nos extraits s

optiques 260/280 nm

c

µg/ml d’ARN. Parallèlement, une migration des ARNs par électrophorèse sur gel d’agarose 
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1. La reverse transcription 

crits en ADN complémentaires sur la base 

 d’une longueur de 12 à 18 bases qui vont pouvoir 

s’hybri gers. Cette zone d’hybridation sert de site 

d’initiation pour une ADN polymérase ARN dépendante, la M-MLV (Gibco BRL, France). 

nt : 

-

ens (20 pmol/l), 

- 0,5 µl d’oligonucléotide anti-sens (20 pmol/l), 

Les ARNs messagers sont réverse-tran

d’oligonucléotides dits « oligo dT »

der aux queues polyadénylées des messa

Après une dénaturation de 10 min. à 70°C, les ARNs sont incubés 1 heure à 37°C dans le 

milieu réactionnel suivant : 

- 1,5 µl d’oligo dT à 500ng/ml, 

- 4 µl de tampon commercial « first–strand buffer » 5X, 

- 1 µl de dNTPs à 10 mM (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 

- 1 µl de DTT 0,1 M, 

- 1 µl d’eau ou de M-MLV à 200U/µl. 

La réaction de réverse-transcription est arrêtée par chauffage à 93°C pendant 3 min.s. Des 

incubations contrôles non réverse-transrcites (NRT) sont réalisées sur la base du même milieu 

réactionnel, exceptée l’enzyme qui est remplacée par un volume d’eau. Ces réactions ont pour 

but de mettre en évidence d’éventuelles présences d’ADN génomique source d’artéfact pour 

la PCR. 

2. L’amplification par réaction en chaîne de polymérisation 

Les ADNs complémentaires ainsi synthétisés sont amplifiés par PCR qui consiste en une 

amplification d’un fragment défini d’ADN par hybridation d’amorces oligonucléotidiques 

spécifiques. Un cycle de PCR comporte différentes étapes à des températures définies : 

- une phase de dénaturation de l’ADN matriciel à 94°C pendant 30 secondes, 

- une phase d’hybridation de 1 min. des amorces spécifiques des extrémités de la 

portion d’ADN à amplifier à une température propre à chaque couple 

d’oligonucléotides, 

- une phase de synthèse du brin d’ADN à 72°C pendant 1 min. 

Une PCR est composée d’un nombre adapté de cycles d’amplification, de 30 à 40, en fonction 

du niveau d’expression du transcrit recherché. Le mélange réactionnel est le suiva

- 2,5 µl d’ADNc, 

- 2,5 µl de tampon commercial 10X (500 nM KCl, 15 mM MgCl2, 100 mM Tris

HCl, pH = 9), 

- 0,5 µl d’oligonucléotide s
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- ase (Amersham, France), 

r la base d’un plasmide contenant le transcrit d’intérêt, 

atriciel est remplacé par de l’eau pour mettre en 

ge réactionnel par un ADN 

Nom Séquence Taille 

0,150 µl de Taq DNA polymér

- qsp 25 µl d’eau. 

Une fois la PCR réalisée, 5 µl des différentes incubations avec ou sans réverse-transcription 

sont mis à migrer sur gel d’agarose en présence de bromure d’éthydium (0,5 mg/ml). Pour 

chaque réaction d’amplification, les contrôles suivants sont effectués : 

- un non réverse-transcrit pour la mise évidence d’ADN génomique, 

- un point positif su

- un point négatif où l’ADN m

évidence une éventuelle contamination de notre mélan

extérieur à nos préparations réverse-transcrites. 

 
 longueur Sens 

d’amplification 

α1A-AR-S 
 
α1A-AR-AS 

23 
 

23 

Forward 
 

Reverse 

5' TGATTTCAAGCCCTCTGAAACAG 3' 
 

5' ATGTCCTTGTGTTGCCCTTCCAC 3' 

224 pb 

β1-AR-S 
 
β1-AR-AS 

19 
 

20 

Forward 
 

Reverse 

5' GCTGCAGACGCTCACCA 3' 
 

5' GCGAGGTAGCGGTCCAG 3' 

212 pb 

β2-AR-S 
 
β2-AR-AS 

18 
 

Forward 
 

5’ CACAGCCATTGCCAAGTTCG 3’ 
 

287 pb 

25 Reverse 5’ CGGGCCTTATTCTTGGTCAGC 3’ 
β3-AR-S 122 pb 
 
β3-AR-AS 

 
19 

 
Reverse 

 
5' ACTGGCTCATGATGGGCGC 3' 

17 Forward 5' ACCTGGCTGTGACCAAC3' 

LIPE-S 
 
LIPE-AS 

17 
 

19 

Forward 
 

Reverse 

5' GCTCAACTCCTTCCTGG 3' 
 

5' AAGGGGTTCTTGACTATGG 3' 

459 pb 

 

Tableau 18 : Séquences et températures d’hybr

amorces au cours de nos études de R

idation des oligonucléotides utilisés comme 

T-PCR. pb : paires de base 
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Deux e our l’étude de 

l’expre o ond pour 

l’étude  

dans les ce

ernes  

pa n des extraits prot

Les échantillons disséqués sont congelés dans l’azote liquide pour être conservés à -80°C. Les 

tissus sont broyés dans du tampon RIPA (PBS 1X, Nonidet P40 1%, déoxycholate de sodium 

0,5% et SDS 0,1%) en présence d’i  Boehrin nce). 

Ces hom nats sont centrifugés à 100 000 G duran iner les débris 

c s ainsi e les . Les ageants ainsi obtenus, 

correspondant à des lysats cellulaires totaux, sont évaluées par dosage colorimétrique via le 

r  Bradf  (Bio nce) apr

(

L e pro es T ine so tive et d’une partie dite 

tration qui sont coulées successivement. Les compositions des gels sont indiquées 

Composition Gel résolutif Gel de concentration 

V. Etudes biochimiques 

A. Immuno-empreintes 

typ s de protocole d’immuno-empreinte sont utilisés, un premier p

ssi n du récepteur β3-AR dans les artères mammaires internes et un sec

 de l’expression du récepteur β3-AR, et de la phosphorylation de différentes protéines 

llules endothéliales infectées par les adénovirus recombinants. 

1. Protocole pour les artères mammaires int

(a) Pré ratio éiques 

nhib te »,iteurs de protéase (« Comple ger, Fra

ogé t 10 min. à 4°C afin d’élim

ellulaire  qu  noyaux  concentrations protéiques des surn

éactif de o dr rad  Fra, ès lecture à 59  nm. 5

b) Gels de protéines et analyse par immuno-empreinte 

es gels d téin ris/Glyc nt constitués d’une partie résolu

de concen

dans le Tableau 19. 

 

eau 4 ml 3,4 ml 

Acrylamide 30% 3,3 ml 0,830 ml 

Tris 2,5 ml de solution à 1,5M pH=8,8 0,63 ml de solution à 1M pH=6,8 

SDS 10% 100 µl 50 µl 

Persulfate d’ammonium 100 µl 50 µl 

Temed 4 µl 5µl 

 

Tableau 19 : Compositions des gels de protéines pour les protocoles d’immuno-empreinte sur 

les extraits protéiques d’AMI. 
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Les échantillons sont dénaturés 5 min. à 95°C dans le tampon de charge (Tris/HCl 50 

 2%, glycérol 10% et Bleu de bromophénol 0,1%) et mis à 

migrer (Tris 25 mM, glycine 250 mM pH=8,3 et SDS 0,1%). Suite à un électro-transfert sur 

un sup am, France) (tampon de transfert : Tris 15,5 mM et 

/500ème d’anticorps 

primaires dirigés contre le récepteur β3-AR humain (don de J. Arch, Smithkline Beecham, 

Harlow, U n TBS/Tween 0,1 %. Les 

membranes so min. à température ambiante en 

rum, puis une fois avec 1 ml de PBS. Le PBS est éliminé et 100 µl d’un 

mpon de lyse avec détergent (Tris HCl 20 mM, EDTA 2,5 mM, Triton 1%, déoxycholate de 

sodium 1%, SDS 0,1%, NaCl 100 0 mM, Na3VO4 1 mM, Protease Inibitor 

Cocktail 1%) est appliqué. Les cellules sont récupérées avec le tampon après homogénéisation 

mécanique (scrapper). Placé est e t 

remis sur glace. Ces homogénats sont centrifugés à 10 000 G durant 1 . à 4°C afin 

d’é llulaires. Les s  

protéique. Les concentrations protéiques des surnageants, correspondant à des lysats 

cellulaires totaux, sont évalués par dosage colorimétrique grâce au kit BCA Protein Assay 

mM pH = 6,8, DTT 100 mM, SDS

port HybondCsuper (Amersh

glycine 0,12 mM), les membranes sont incubées 30 min. à température ambiante dans du 

TBS/Tween 0,1% contenant 5% de lait. Cette étape a pour but d’éviter une fixation non-

spécifique des immunsérums utilisés dans la suite du protocole. 

Les premières incubations sont réalisées avec une solution au 1

K). Ces incubations sont réalisées sur la nuit à 4°C e

nt ensuite rincées 3 fois pendant 10 

TBS/Tween 0,1 %. Puis, elles sont incubées, toujours à température ambiante, en présence de 

solutions d’anticorps secondaires couplés à la peroxydase (HRP : HorseRadish Peroxydase) 

(Sigma, France) au 1/10000ème en TBS/lait 1%. Ces anticorps sont dirigés contre l’espèce qui 

a servi au développement des sérums primaires, à savoir le rat pour la forme humaine du 

récepteur β3-AR. Après révélation, à l’aide de la valise commerciale ECL plus (Amersham, 

France), les membranes sont analysées par autoradiographie. 

2. Protocole pour les cellules endothéliales 

(a) Préparation des extraits protéiques 

Les extraits protéiques sont préparés à partir de cellules endothéliales à 80-90% de confluence 

dans des boîtes de Pétri de 35 mm. Les cellules infectées sont lavées 3 fois avec 1 ml de 

milieu EBM sans sé

ta

mM, NaF 1

sur glace, chaque échantillon nsuite soniqué 10 secondes e

0 min

liminer les débris ce urnageants sont récupérés pour réaliser le dosage

(Pierce) après lecture à 562 nm.  
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(b) Gels de protéines et analyse par immuno-empreinte 

Les échantillons sont préparés de manière à obt

 et glycine 200 mM), les 

membranes sont incubées 60 m

enir 60 µg de protéines dans un volume final 

de 60 µl contenant 10 µl le tampon de charge (Tris/HCl 58 mM pH = 6,8, DTT 100 mM, SDS 

2%, glycérol 10% et Bleu de bromophénol 0,1%). Les échantillons sont dénaturés 5 min. à 

95°C dans le tampon de charge et 50 µL de chaque échantillon (soit 50 µg) mis à migrer dans 

les gels (composition voir Tableau 20) (Tampon de migration : Tris 25 mM, glycine 250 mM 

pH=8,3 et SDS 0,1%). Suite à un électro-transfert sur un support de nitrocellulose Trans-

Blot® (Bio-Rad, USA) (tampon de transfert : Tris 25 mM

in. à température ambiante dans du TBS/Tween 0,1% 

contenant 5% de lait. Cette étape a pour but d’éviter une fixation non-spécifique des 

immunsérums utilisés dans la suite du protocole. La membrane est coupée au niveau du poids 

moléculaire 70 kDa. 

 

Composition Gel résolutif Gel de concentration 

eau 2.91 ml 1,97 ml 

Glycérol 0,1875 ml - 

Acrylamide 30% 2,5 ml 0,344 ml 

Tris (0,4% SDS) 1.9 ml de solution à 1,5M pH=8,8 0,78 ml de solution à 0,5M pH=6,8 

Persulfate d’ammonium 37,5 µl 31,25 µl 

3,25 µl Temed 3,75 µl 

 

Tableau 20 : C les endothéliales pour les protocoles 

l’espèce qui a servi au développement des sérums primaires, 

respectivement le rat pour la forme humaine du récepteur β3-AR et le lapin (Jackson 

ompositions des gels de protéines de cellu

d’immuno-empreinte sur les extraits protéiques de cellules endothéliales humaines. 

 
Les premières incubations sont réalisées avec une solution au 1/500ème d’anticorps primaire 

dirigé contre le récepteur β3-AR humain (don de J. Arch, Smithkline Beecham, Harlow, UK) 

pour la partie de la membrane correspondant aux poids moléculaires inférieurs à 70 kDa et 

avec une solution au 1/1000ème d’anticorps primaire dirigé contre la forme phosphorylée sur le 

résidu sérine 1177 de la NO synthase endothéliale (Cell Signaling Technology). Ces 

incubations sont réalisées sur la nuit à 4°C en TBS/Tween 0,1 %. 

Les membranes sont ensuite rincées 4 fois pendant 15 min. à température ambiante en 

TBS/Tween 0,1 %. Puis elles sont incubées, toujours à température ambiante, en présence de 

solutions d’anticorps secondaires conjugués à la peroxydase au 1/2 500ème en TBS/lait 1%. 

Ces anticorps sont dirigés contre 

 - 164 -



ImmunoResea ndothéliale. Après 

xtracellular signal Regulated Kinases 1 et 2) sous leurs formes 

hosphorylées ou non (Tableau 21).  

 Enfin, ctine est égaleme ur contrôler l’équ e des 

dépôts et du transfert des protéines de chaque échantillon. 

 
Anticorps p s Anticorps s  

rch) pour la forme phosphorylée de la NO synthase e

révélation, à l’aide de 5 ml de luminol (PerkinElmer Life Science) et 5 ml d’H2O2, les 

membranes sont analysées par autoradiographie. 

 Pour être réutilisées, les membranes subissent un « stripping » entre chaque 

expérience pour être débarrassées des complexes anticorps primaires-anticorps secondaires : 

elles sont hydratées 1 H à température ambiante avec du TBS/Tween 0,1 %, puis incubées 15 

min. avec le tampon de stripping (Restore® Western Blott Stripping Buffer, Pierce). Les 

membranes sont ensuite rincées 4 fois 15 min. avec du TBS/Tween 0,1 % et incubées 1 H 

dans une solution bloquante de TBS/Tween 0,1 % contenant 5% de lait. Les membranes sont 

ensuite réutilisées pour l’étude des protéines suivantes : NO synthase endothéliale; protéine 

kinase B (PKB/Akt) sous sa forme phosphorylée sur le résidu sérine 473 ou sa forme native; 

kinases ERK1/2 (E

p

la β-a nt testée po ivalence quantitativ

Antigènes rimaire econdaires

Phospho  

endo

Antico

/500 ème

ti-la

1/5000 ème

-NO synthase

théliale  1

rps Cell Signaling An pin Jackson ImmunoResearch 

NO synthase liale anticorps BD Biosc

1/2500 ème

Anti-souris Jackson I esearch 

1/5000ème

 endothé iences mmunoR

Phospho-Akt anticorps Cell Signaling Technology 

1/1000ème  

Anti-lapin Jackson ImmunoResearch 

1/5000 ème

Akt anticorps Cell Signaling Technology Anti-lapin Jackson ImmunoResearch 

1/2500 ème 1/5000 ème

Phospho-ERK1/2 anticorps Cell Signaling Technology 

1/1000 ème

Anti-souris Jackson ImmunoResearch 

1/5000 ème

ERK1/2 anticorps BD Biosciences 

1/2500 ème

Anti-souris Jackson ImmunoResearch 

1/5000 ème

β-Actine anticorps Sigma 

1/10000 ème

Anti-souris Jackson ImmunoResearch 

1/5000 ème

 

Tableau 21 : Origine et titre des différents anticorps utilisés lors des expériences d’immuno-

empreintes. 
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B. Immunohistologie et Immunocytologie 

1. Immunohistologie 

L’expression protéique et la localisation du récepteur β3-AR ont été étudiées dans l’artère 

mammaire interne humaine. La fixation et la perméabilisation des tissus ont été réalisées 

selon les protocoles de Bittencourt et coll. (1992). Les tissus sont fixés dans une solution de 

PBS, paraformaldéhyde 4% et sucrose 20 % à 4°C. Les vaisseaux sont incubés une nuit dans 

une solution de PBS/sucrose 20 % à 4°C avant d’être congelés en isopentane à -65°C pendant 

une 1 min.. Les blocs de tissus ainsi réalisés sont conservés à –80°C jusqu’à utilisation. Puis, 

à l’aide d’un cryostat, les aortes sont sectionnées en coupes d’une dizaine de micromètres 

d’épaisseur. 

L’anticorps primaire dirigé contre le récepteur β3-AR humain est le même que celui 

utilisé pour les immuno-empreintes (don de J. Arch, Smithkline Beecham, Harlow, UK). 

). 

Le protocole pour réaliser les immunomarquages est le suivant : 

ation 2 fois 10

dilution ivités 

n., 

cubation d i

- rinçage 3 fois en PBS pendant 5 min., 

- incubation d d

- rinçage 3 fois en PBS pendant 5 min., 

ation, ri

Pour s’assurer de la spécificité de l’ unsérum -AR, 

l’anticorps primaire a é blement incubé une nu sence ou en la présence du 

yant été utilisé lors de l’immunisation (excès de

2. Immunocytologie 

 les deux adénovirus recombinants, un cytomarquage par l’anticorps dirigé contre 

le récepteur β3-AR humain est réalisé en appliquant le protocole suivant (volumes par boîte): 

- lavage 3 fois avec 1 ml de milieu EBM sans sérum, 

L’anticorps secondaire est couplé à HRP (Sigma, France). Les complexes anticorps sont 

révélés avec la valise commerciale SK4200 (Vector, France

- incub  min. en PBS, 

- traitement 1

péroxydasiques endogènes, 

0 min. dans une d’H2O2 pour inhiber les act

- rinçage 3 fois en PBS pendant 5 mi

- in ans la solution d’anticorps prima re en PBS/triton 0,3%, 

ans la solution d’anticorps secon aire en PBS/triton 0,3%, 

- révél nçage et montage en milieu d’observation. 

imm  dirigé contre le récepteur β3

té préala it en l’ab

peptide a  cinq fois en faveur du peptide). 

Sur des cellules endothéliales (HUVEC et HMVEC-D) cultivées sur des boîtes de 35 mm et 

infectées par
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- rinçage 1 fois avec 1 ml de PBS/1% BSA, 

- fixation avec 1 ml paraformaldéhyde 2% 

- e PBS/1% BSA, 

orochrome rouge dérivé de la rhodamine (TRITC : Tetra methyl Rhodamine Iso 

tion Vectashield (Vector) avec 

sation de l’ADN des 

nce bleue (λex = 345 nm, λem = 355 nm), 

eiss) couplé au programme Axiovision 

lavage 3 fois avec 1ml d

- incubation 1 H à température ambiante avec un anticorps primaire anti-β3-

AR humain : 1/500ème dans du PBS/1% BSA, 

- lavage 3 fois avec 1 ml de PBS/1% BSA à température ambiante, 

- incubation 30 min. à température ambiante avec l’anticorps secondaire de lapin 

anti-rat (Dakocytomation) : 1/300ème dans PBS/1% BSA 

- lavage 3 fois avec 1 ml de PBS/1% BSA, 

- incubation 30 min. à température ambiante avec l’anticorps tertiaire couplé à un 

flu

Thio Cyanate) (λex = 547 nm, λem = 572 nm) de chèvre anti-lapin (Jackson 

ImmunoResearch) : 1/300ème dans PBS/1% BSA, 

- lavage 3 fois avec 1 ml de PBS/1% BSA, 

- montage de la lamelle avec du milieu d’observa

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, qui permet la visuali

noyaux sous forme d’une fluoresce

- l’observation se fait sous microscope inversé Axiovert S100 (Zeiss), avec des 

objectifs X10 et X20,  

- acquisition des images par Axiocam (Z

(Zeiss).  
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I. Caractérisation du récepteur β3-adrénergique dans l’artère 

mammaire interne humaine  

A. Introduction 

rès peu de travaux ont évalué la présence et le rôle fonctionnel du récepteur β3-AR dans le 

ystème vasculaire humain. In vivo, Wheeldon et coll. se sont intéressés aux effets d’un 

récurseur du BRL 37344, le BRL 35135, sur les paramètres hémodynamiques de volontaires 

ains. L’administration de cet agent est responsable d’un effet chronotrope positif par 

ctivation du baroréflexe secondaire à une vasodilatation (Wheeldon et coll., 1994). 

éanmoins, dans cette étude il semble que l’effet vasodilatateur soit en relation avec 

activation des récepteurs β2-AR. De plus, il a été montré chez l’homme, qu’un agoniste β3-

AR partiel, le CGP 12177A induit une faible augmentation du flux sanguin au niveau du tissu 

adipeux sous cutané (Barbe et co ner que dans ce travail, le flux 

sanguin est évalué très indirectement grâce à des techniques de microdialyse. En effet, les 

auteurs s’intéressent essentiellement aux effets des différents agonistes β-ARs sur la lipolyse. 

Enfin, pour être exhaustif, une étude clinique évaluant chez des hommes obèses, l’effet de 

l’administration d’un nouvel agoniste β3-AR, le L-796,568, sur le métabolisme lipidique, n’a 

pas mis en évidence de modifications significatives de la fréquence cardiaque et de la pression 

artérielle après 28 jours de traitement (Larsen et coll., 2002). 

 Des approches in vitro, ont démontré la présence du récepteur β3-AR dans les 

vaisseaux humains. Ainsi, grâce à des techniques immunohistochimiques, Anthony et coll. ont 

pu mettre en évidence l’expression de ce récepteur au niveau des vaisseaux du tractus digestif 

(Anthony et coll., 1998). Le récepteur β3-AR a également été retrouvé au niveau de 

l’endothélium des microcoronaires humaines, dont la stimulation est responsable d’un effet 

vasodilatateur dépendant du NO et de l’EDHF (Dessy et coll., 2004). Les effets tocolytiques 

des agonistes β3-AR ont conduit des auteurs à rechercher les effets de ces substances dans les 

lits vasculaires ombilicaux et placentaires. Dans les artères ombilicales humaines, le BRL 

37344 est responsable d’un faible effet vasodilatateur (Dennedy et coll., 2002). Sur des 

prélèvements d’artères placentaires humaines, le SR 59119A, un agoniste β3-AR, induit une 

vasorelaxation endothélium-indépendante associée à une augmentation de l’AMPc 

intracellulaire sans modification des taux de GMPc intracellulaire (Rouget et coll., 2005). 

Enfin, la présence du récepteur β3-AR a été montrée dans le corps caverneux humain (Cirino 

et coll., 2003). Dans ce tissu, le BRL 37344, agoniste β3-AR préférentiel, induit une 

T

s

p

s

a

N

l’

ll., 1996). Il faut soulig
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vasodilatation via la production de GMPc par la guanylate cyclase soluble, indépendamment 

de la voie du NO. Pour expliquer ces résultats, les auteurs évoquent l’activation possible de la 

guanylate cyclase soluble par le site de régulation indépendant du NO décrit par Stasch et 

coll. (2001). Le couplage du récepteur β3-AR à la voie de l’AMPc n’a pas été exploré dans 

cette ét

que), la présence et la fonction 

ude. 

 La présence des récepteurs β3-ARs a également été suggérée dans les artères 

mammaires internes (AMI) (Shafiei et coll., 2000). Le cyanopindolol, agoniste β3-AR partiel 

mais également agoniste des récepteurs β1-ARs de faible affinité, et le BRL 37344, induisent 

une vasodilatation sur des anneaux désendothélialisés d’AMI. Cependant, cette approche 

pharmacologique n’inclut pas l’utilisation d’un antagoniste spécifique du récepteur β3-AR et 

ces résultats restent préliminaires. De plus, aucune caractérisation moléculaire et biochimique 

n’a été conduite. 

 L’AMI est un des greffons vasculaires les plus utilisés lors des chirurgies de 

revascularisation myocardique. Des phénomènes aiguës comme le vasospasme, ou plus tardifs 

comme le remodelage conduisant à la sténose anastomotique rendent nécessaire la 

connaissance de la pharmacologie et de la physiologie de ce type de vaisseau (Rosenfeldt et 

coll., 1999). 

Dans la mesure où les agonistes et antagonistes β-ARs font partie de l’arsenal 

thérapeutique utilisé dans ce contexte, nous avons recherché, par des approches 

complémentaires (moléculaire, biochimique et pharmacologi

du récepteur β3-AR dans les AMI. 

 - 170 -



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. Article 1 

ec B

 

Characterization of beta3-adrenoceptors in human internal mammary artery and 

putative involvement in coronary artery bypass management. 

 

Roz , Serpillon S, Toumaniantz G, Seze C, Rautureau Y, Baron O, Noireaud J, 

m Coll Cardiol. 2005, 46:351-9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gauthier C. 

 

 

J A

 

 - 171 -



 

 - 172 -



C. Conclusions et perspectives 

Cette étude donne une caractérisation complète du récepteur β3-AR dans les AMI, par la mise 

en évidence du transcrit, de la protéine et du rôle fonctionnel de ce récepteur.  

Dans les AMIs humaines, nous avons montré une expression endothéliale du récepteur β3-

AR. La stimulation de ce récepteur par le SR 58611A produit une vasodilatation qui n’est pas 

modifiée en présence de nadolol, un antagoniste β1-AR et β2-AR, mais est inhibée en présence 

de L-748,337, un antagoniste spécifique du récepteur β3-AR humain. Cette relaxation 

vasculaire est dépendante de l’activation des NO synthases. Il semble donc que la localisation 

et la voie de signalisation du récepteur β3-AR dans l’AMI soient identiques à celles qui ont été 

mises en évidence dans d’autres lits vasculaires, les microcoronaires humaines (Dessy et coll., 

1995), ainsi que dans l’aorte thoracique de rat (Trochu et coll., 1999; Rautureau et coll., 

2002). 

Nos résultats sont en désaccord avec ceux obtenus par Shafiei et coll. dans le même lit 

vasculaire (Shafiei et coll., 2000). Dans leur étude purement pharmacologique, ces auteurs ont 

montré que le BRL 37344 est responsable d’une vasodilatation concentration-dépendante, sur 

des anneaux d’AMI désendothélialisés. Néanmoins, dans leur étude, ils n’ont pas testé le rôle 

potentiel de l’endothélium, ni l’effet d’antagonistes β3-ARs. Dans une étude plus ancienne, 

une équipe décrit le faible effet vasodilatateur de l’isoprénaline (un agoniste β-AR non 

spécifique) sur des anneaux d’AMI précontractés par un homologue du thromboxane A2 et le 

blocage partiel de cette relaxation par le propranolol, indiquant ainsi la présence d’un 

récepteur β-AR atypique (He et coll., 1989). De plus, dans cette même étude, les auteurs 

montrent que la relaxation induite par l’isoprénaline est moins importante lorsque les anneaux 

sont précontractés par du potassium et que, dans ce cas, elle est complètement inhibée par le 

propranolol. Ce résultat peut s’expliquer notamment par l’implication des canaux potassiques 

dans la relaxation induite par l’activation du récepteur β3-AR (Rautureau et coll., 2002). 

L’utilisation de l’AMI comme greffon vasculaire au cours des pontages aortocoronariens 

constitue un progrès majeur de la chirurgie de revascularisation myocardique. La 

connaissance de la pharmacologie de ce vaisseau doit permettre une meilleure prise en charge 

postopératoire de ces patients. Etant donnée la présence du récepteur β3-AR dans les 

coronaires humaines et sa résistance aux phénomènes de désensibilisation, les effets relaxants 

des agonistes β3-ARs pourraient être particulièrement intéressants, après un pontage aorto-

coronarien chez les patients porteurs de cardiopathie ischémique qui présentent fréquemment 

au cours de cette période péri-opératoire un tonus adrénergique augmenté (Plunkett et coll., 
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1997). Les phénom des autres sous-types de récepteurs β-ARs au 

cours de la période postopérato ), pourraient dévoiler les effets des 

ll., 1998) et de 

l’ef

res). Inversement, en cas de spasme associé à un débit cardiaque satisfaisant, un 

ant

ènes de désensibilisation 

ire (Booth et coll., 1998

récepteurs β3-ARs. L’association de l’effet inotrope négatif (Gauthier et coll., 1996), de 

l’activation de la voie du NO (effet lusitrope positif potentiel) (Gauthier et co

fet vasodilatateur (AMI et coronaires) induits par l’activation des récepteurs β3-ARs 

pourrait avoir un effet bénéfique sur la balance énéergétique myocardique. De plus, un des 

risques importants des pontages aortocoronariens est la survenue d’un spasme du greffon 

vasculaire (dans 2 à 20% des cas pour l’AMI), qui est responsable d’une chute de la perfusion 

myocardique et peut avoir des conséquences dramatiques (Carrel et coll., 1995). Si ce spasme 

est associé à une diminution du débit cardiaque, il serait intéressant d’utiliser un agent 

agoniste β-AR, ayant un effet inotrope positif (par activation des récepteurs β1 et β2-AR) 

associé à des propriétés β3-ARs (vasodilatatrices au niveau du greffon vasculaire et des 

coronai

agoniste β1 et β2-AR ayant des effets agonistes β3-AR pourrait limiter la consommation 

myocardique en oxygène et permettre une vasodilatation de l’AMI. De tels agents seraient 

également indiqués en dehors du contexte particulier et à distance de la chirurgie. Un β-

bloquant de troisième génération, le nébivolol, possède certaines de ces caractéristiques. 

Antagoniste β1-AR hautement sélectif, il est également doté de propriétés agonistes β3-AR et 

vasodilatrices NO-dépendantes (Gosgnach 2001 ; de Groot et coll., 2003). Il a par ailleurs été 

déjà testé en postopératoire immédiat de pontage aortocoronarien avec une excellente 

tolérance et un effet bénéfique sur le débit cardiaque (Goldstein et coll., 1993). Ces 

caractéristqiues ont également été confirmées dans une étude clinique de grande échelle, chez 

des patients agés et porteurs d’insuffisance cardiaque (étude SENIORS) (Flather et coll., 

2005). 
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II. Le nébivolol : un agoniste β3-adrénergique cardiovasculaire  

A. Introduction 

Actuellement, les β-bloquants sont classés en 3 générations, la première comporte les β-

bloquants non sélectifs (comme le propranolol, le pindolol, le sotalol et le timolol), les β1-

bloquants sélectifs constituant la seconde (comme le métoprolol et le bisoprolol, alors que 

l'aténolol et l'acébutolol possèdent une sélectivité plus faible) et la 3ème génération est 

représentée par des β-bloquants ayant des propriétés vasodilatatrices (Toda, 2003). Parmi les 

composés appartenant à cette 3ème génération (carvédilol, céliprolol, bucindolol), le nébivolol, 

est un des β-bloquants le plus sélectif des récepteurs β1-ARs (Brixius et coll., 2001). Il s’agit 

d’un mélange racémique de 2 énantiomères, le D-nébivolol (ou SR3 nébivolol) et le L-

nébivolol (RS3-nébivolol). Le profil hémodynamique obtenu après administration du 

nébivolol est tout à fait original. En effet, le nébivolol provoque une diminution de la pression 

artérielle et des résistances périphériques, sans que la fonction ventriculaire gauche soit 

altérée et avec une augmentation du volume d’éjection (Mangrella et coll., 1998). C’est 

l’ensemble de ces constatations, renforcées par un ensemble d’études cliniques, qui ont 

conduit à indiquer l’administration du nébivolol dans de nombreuses pathologies 

cardiovaculaires (hypertension artérielle systémique, insuffisance cardiaque). 

 L’étude de la pharmacologie de ce β-bloquant révèle qu’il est dépourvu d’activité 

sympathomimétique intrinsèque (Janssens et coll., 1989; Brixius et coll., 2001) et d’effet 

agoniste inverse (Bundkirchen et coll., 2003). A titre de comparaison, le bucindolol, un autre 

β-bloquant de 3ème génération doté de propriétés agonistes β3-ARs, est non cardiosélectif et 

aurait une activité sympathomimétique intrinsèque (Toda, 2003). Classiquement, les effets 

antagonistes β1-ARs sont attribués au D-nébivolol (Bundkirchen et coll., 2003) et les 

propriétés vasodilatatrices à l’énantiomère de type L (Mangrella et coll., 1998). Il semble 

également que certains métabolites du nébivolol soient responsables d’actions 

cardiovasculaires (Broeders et coll., 2000). Dans plusieurs études in vitro, il a été montré que 

le nébivolol possède des propriétés inotropes négatives (Bundkirchen et coll., 2001; Brixius et 

coll., 2001; Bundkirchen et coll., 2003) contrastant avec les constatations faites in vivo. Par 

ailleurs, les effets vasculaires du nébivolol ont été attribués à la stimulation potentielle des 

récepteurs β3-ARs (Gosgnach et coll., 2001; De Groot et coll., 2003; Dessy et coll., 2005). 

L’abrasion de l’endothélium abolit la relaxation provoquée par le nébivolol dans l’aorte 

thoracique de rat (Cosentino et coll., 2002). La vasodilatation induite par le nébivolol est 
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également dépendante de la voie du NO (Ritter et coll., 2001). Dans une étude sur les voies de 

ines 

(HUVEC), Gosgnach et coll. ont observé que la production de nitrites (reflet de la synthèse de 

NO) induite par l’application de nébivolol est inhibé par le bupranolol (antagoniste β1- β2- et 

signalisation impliquées dans les effets du nébivolol sur des cellules endothéliales huma

β3-AR mais également antagoniste du site de faible affinité des récepteurs β1-ARs) mais pas 

par le nadolol (antagoniste β1- et β2-AR) (Gosgnach et coll., 2001). 

L’ensemble de ces données suggère que le nébivolol est doté de propriétés agonistes 

β3-ARs. Néanmoins, dans l’ensemble de ces études, aucun antagoniste spécifique du récepteur 

β3-AR, n’a été testé.  

 Alors que l’intérêt clinique de ce produit est avéré, les mécanismes responsables des 

effets bénéfiques du nébivolol ne sont pas parfaitement connus en particulier l’importance de 

ses effets agonistes β3-ARs. Dans ce contexte, nous nous sommes donc attachés à préciser les 

mécanismes de la vasodilatation induite par le nébivolol et notamment ses effets sur les 

récepteurs adrénergiques au niveau vasculaire (notamment α1 et β3-AR) ainsi qu’à démontrer 

les propriétés agonistes β3-ARs du nébivolol dans le myocarde ventriculaire humain. 
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Background. Nebivolol is a β-blocker of third generation used in the treatment of heart 

ilure. It associates selective β1-adrenergic antagonist properties with vasodilating 

ndothelial effects mediated by NO. Only few studies suggested that this vasodilatation could 

sult from a putative activation of β3-adrenergic receptors (β3-ARs). The aim of the present 

tudy was to assess whether nebivolol could activate β3-ARs in human heart. Method. The 

ffect of nebivolol (0.1 nM-10 µM) upon the developed peak tension was tested in 

ndomyocardial biopsies from human non-rejecting transplanted hearts. Samples were 

timulated at 0.6 Hz in organ baths superfused with oxygenated Tyrode (37±0.5°C). Tension 

as recorded at steady-state using a mechanoelectric force transducer. Results. Nebivolol 

duced a concentration-dependent decrease in peak tension (Emax obtained at 10 µM=-

55±4%, n=6) which was similar to that obtained with a preferential β -AR agonist, BRL37344 

(BRL,  

µM nadolo lol-induced negative inotropic effect. 

onversely, the nebivolol effect was significantly reduced by 64% (n=6, p<0,05) in the 

re-treatment with 100 µM L-NMMA, a NOS inhibitor, as for the BRL effect which was 

reduced  

L-NMMA respectively. Conclusion ted that nebivolol-induced negative 

inotropic effect result from a β3-AR and NO pathway activation in human heart. The 

vasodilating properties of nebivolol previously described in human microcoronary arteries 

associated with its negative inotropic e energetic balance in heart. 

hose effects could explain the amelioration of hemodynamic parameters obtained in patients 

ith heart failure after nebivolol administration as described in clinical trials. 

fa
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3

Emax at 1 µM=-45±2%, n=12). As obtained for BRL effects, the pre-treatment with 10

l, a β1,2-AR antagonist, did not modify nebivo

C

presence of 1 µM L-748,337, a selective β3-AR antagonist, and by 60% (n=6, p<0,05) after 

p

by 56% (n=7, p<0,05) and by 51% (n=10, p<0,05) in the presence of L-748,337 and

. Our study demonstra

 effect could improve th
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D. Résultats 

1. Comparaison de l’effet du nébivolol et du BRL 37344 sur l’amplitude de 

contraction des biopsies endomyocardiques humaines. 

Nous avons évalué en parallèle les effets de l’application de concentrations croissantes de 

nébivolol et de BRL 37344 (un agoniste préférentiel β3-AR) sur la tension développée par des 

biopsies endomyocardiques humaines. Comme cela a été précédemment démontré (Gauthier 

et coll., 1996), le BRL 37344 induit un effet inotrope négatif sur les préparations, avec un 

effet maximal à 1 µM (Emax = -45±2%, n=12) (Figure 38). A 10 µM, le BRL 37344 produit 

une augmentation de l’amplitude de contraction est observée probablement en raison des 

effets β1- et β2-ARs du BRL 37344 (Gauthier et coll., 1996). Dans les mêmes gammes de 

concentrations, le nébivolol induit un effet inotrope négatif similaire. A la concentration 

maximale testée, 10 µM le nébivolol induit une réduction de plus de 50% de la contractilité de 

base (Emax =-55±4%, n=6) (Figure).  
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Figure 38 : Courbes concentration-réponse de l’effet inotrope négatif du BRL 37344 et du 

nébivolol sur des biopsies endomyocardiques humaines. Au début de chaque expérience, la 

préparation est perfusée par la solution de Tyrode, jusqu’à l’obtention d’un état stable 

(CTRL). Les solutions d’agonistes sont ensuite perfusées durant 10 à 15 min. jusqu’à 

l’obtention d’un état stable. La réponse obtenue est exprimée en pourcentage de l’amplitude 

de contractilité au pic comparée au contrôle (CTRL). 
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2. Effet d’un antagoniste β1- et β2-AR, le nadolol, sur les propriétés inotropes 

négatives du BRL 37344 et du nébivolol. 

Afin de s’affranchir d’une

prétraitées par t toute la durée des 

 action sur les récepteurs β1- et β2-ARs, les préparations sont 

 10 µM de nadolol et ce traitement est maintenu pendan

expériences. Les valeurs de base (CTRL) de l’amplitude de contraction des préparations sont 

obtenues après 10-15 min. de perfusion de la solution de Tyrode contenant le nadolol. Ce 

prétraitement n’entraîne pas de modification significative de l’effet inotrope négatif obtenu 

avec le BRL 37344 et le nébivolol, en présence de cet antagoniste β1- et β2-AR (Figure 39)  
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Figure 39 : Courbes concentration-réponse de l’effet inotrope négatif du BRL 37344 et du 

nébivolol sur des biopsies endomyocardiques humaines en présence ou non de 10 µM de 

nadolol (antagoniste β1- et β2-AR). Au début de chaque expérience, la préparation est 

perfusée par la solution de Tyrode-bicarbonate contenant ou non 10 µM de nadolol, jusqu’à 

l’obtention d’un état stable (CTRL). Les solutions d’agonistes sont ensuite perfusées durant 

10 à 15 min. jusqu’à l’obtention d’un état stable. La réponse obtenue est exprimée en 

pourcentage de l’amplitude de contractilité au pic comparée au contrôle (CTRL). 
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3. Effet d’un antagoniste β3-AR sélectif, le L-748,337l, sur les propriétés 

inotropes négatives du BRL 37344 et du nébivolol. 

e 

onstater une tendance similaire (Figure). Néanmoins, des expériences précédentes menées en 

présence de 0,1 µM de L-748,337, ont mis en évidence une réduction significative (réduction 

de 56% de l’Emax à 1 µM, n=7, p<0,01) de l’effet inotrope négatif du BRL 37344. 

 

plitude de 

ontraction en absence de L-748,337 ; les tests statistiques n’ont été réalisés que sur les 

expériences avec un n ≥ 6. Au début de chaque expérience, la préparation est perfusée par la 

solution de Tyrode contenant ou non 0,1 ou 1 µM de L-748,337, jusqu’à l’obtention d’un état 

stable (CTRL). Les solutions d’agonistes sont ensuite perfusées durant 10 à 15 min. jusqu’à 

l’obtention d’un état stable. La réponse obtenue est exprimée en pourcentage de l’amplitude 

de contractilité au pic comparée au contrôle (CTRL) 

 

Le L-747,338, dont les propriétés antagonistes β3-ARs ont été mises en évidence sur un 

système de ré-expression hétérologue de la forme humaine du récepteur (Candelore et coll., 

1999), a été utilisé dans nos expériences à une concentration de 1 µM. Dans ces conditions, 

nous avons observé une réduction significative de l’effet inotrope négatif (réduction de 64% 

de l’Emax à 10 µM, p<0,01, n=6) du nébivolol (Figure 40). Le nombre d’expériences réalisées 

dans les mêmes conditions avec le BRL 37344 étant trop faible (n=2), nous ne pouvons qu

c

 

Figure 40 : Courbes concentration-réponse de l’effet inotrope négatif du BRL 37344 et du 

nébivolol sur des biopsies endomyocardiques humaines en présence ou non de 1 µM de L-

748,337 (antagoniste β3-AR). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 versus am
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4. Implication de la voie du NO dans les effets inotropes négatifs du BRL

37344 et du nébivolol. 

 

réduisaient 

significativement l’effet inotrope négatif de cet agoniste β3-AR (réduction de 51% de l’Emax à 

Dans des travaux précédents, il a été établi que les effets inotropes négatifs des agonistes β3-

ARs sont dépendants de l’activation de la voie du NO par le biais d’une protéine Gi (Gauthier 

et coll., 1998). Nous avons voulu confirmer ce couplage pour le BRL 37344 mais également 

pour le nébivolol. Effectivement, en présence de 100 µM de L-NMMA, un inhibiteur de NO 

synthase, nous avons pu mettre en évidence une diminution significative (réduction de 60% 

de l’Emax à 10 µM, n=6, p<0,05) de l’effet inotrope négatif du nébivolol (Figure 41). La même 

tendance est observée pour le BRL 37344 en présence de 100 µM de L-NMMA. Les 

statistiques n’ont pas pu être réalisées en raison d’un nombre trop limité d’expériences (n=2) 

(Figure) mais précedemment nous avions établi que 10 µM de L-NMMA 

1 µM, n=10, p<0,01) (données non montrées). 
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Figure 41 : Courbes concentration-réponse de l’effet inotrope négatif du BRL 37344 et du 

nébivolol sur des biopsies endomyocardiques humaines en présence ou non de 100 µM de L-

NMMA (inhibiteur NO synthase). * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 versus amplitude de 

contraction en absence de L-NMMA ; les tests statistiques n’ont été réalisés que sur les 

expériences avec un n ≥ 6. Au début de chaque expérience, la préparation est perfusée par la 

solution de Tyrode contenant ou non 10 ou 100 µM de L-NMMA, jusqu’à l’obtention d’un 

état stable (CTRL). Les solutions d’agonistes sont ensuite perfusées durant 10 à 15 min. 

jusqu’à l’obtention d’un état stable. La réponse obtenue est exprimée en pourcentage de 

l’amplitude de contractilité au pic comparée au contrôle (CTRL) 
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E. Co tives 

 β-bloquant de 3ème génération, indiqué tout 

comme le nébivolol dans la prise en charge de l’insuffisance cardiaque, se comporte comme 

un antagoniste α1-AR (Toda, 2003). Néanmoins, à la différence du nébivolol, le carvédilol est 

un antagoniste compétitif des récepteurs α1-ARs (Nichols et coll., 1989). La nature 

(allostérique ou fonctionnelle) ainsi que l’importance de l’effet antagoniste α1-AR du 

nébivolol dans le système cardiovasculaire humain reste à préciser. S’il est classiquement 

admis que l’administration d’antagonistes α1-ARs sélectif ne diminue pas la mortalité dans le 

cadre de l’insuffisance cardiaque (Cohn et coll., 1986), des études expérimentales remettent 

en cause ces conclusions (Perlini et coll., 2006). En effet, les effets antagonistes α1-ARs du 

carvédilol et du nébivolol, associés aux autres actions de ces produits, pourraient avoir un 

effet bénéfique dans l’insuffisance cardiaque, en diminuant la post-charge ventriculaire et 

avoir un effet bénéfique sur le remodelage ventriculaire gauche par exemple. 

Un des résultats importants de l’étude sur l’aorte thoracique de rat, a été de confirmer que 

la vasodilatation NO-dépendante induite par le nébivolol est due à l’activation de récepteurs 

β3-ARs endothéliaux. En effet, si la vasodilatation due au nébivolol n’est pas modifiée par le 

prétraitement des anneaux vasculaires par le nadolol, un antagoniste β1- et β2-AR, le L-

748,337 un antagoniste sélectif du récepteur β3-AR (Candelore et coll., 1999), la diminue de 

façon significative. L’utilisation de l’endothéline-1 comme agent vasoconstricteur permet de 

s’affranchir des effets antagonistes α1-ARs. De plus, la désendothélialisation et l’utilisation 

d’un inhibiteur des NO synthases, démontrent la localisation endothéliale de la cible du 

nébivolol. Ce résultat est parfaitement en accord avec des données de la littérature suggérant 

nclusions et perspec

Ces approches in vitro indiquent que le nébivolol a un profil pharmacologique complexe et 

présente des propriétés agonistes β3-ARs. Les effets agonistes β3-ARs de ce β-bloquant sont 

dans nos deux modèles expérimentaux dépendants de la voie du NO. 

Pour la première fois, nous avons mis en évidence un effet antagoniste α1-AR non 

compétitif du nébivolol dans l’aorte thoracique de rat. Ce résultat est en désaccord avec les 

données classiquement retrouvées dans la littérature (Broeders et coll., 2000; Ritter, 2001). 

Cependant, il faut souligner que la plupart des études, anciennes, concluant à l’absence d’effet 

antagoniste α1-AR, étaient menés par le biais d’approche in vivo chez l’homme et le rat (Loots 

et De Clerck, 1990; Schneider et coll., 1990; Van Bortel et coll., 1997). Ces conditions 

expérimentales laissent supposer que de nombreuses interactions neurohormonales aient pu 

influencer le résultat. Le carvédilol, un autre
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que le nébivolol possède des propriétés agonistes β3-ARs au niveau vasculaire, dans l’aorte 

ntagoniste β1- et β2-AR, le nadolol. En revanche, le L-748,337 qui est un antagoniste 

hautement sélectif du récepteur β3-AR humain, réduit de manière significative l’effet 

ue des NO synthases. Par 

ailleurs, de plus en plus d’études soulignent l’importance de la NO synthase neuronale dans la 

régulation de l’effet inotrope des agonistes β-ARs (Martin et coll., 2006). De même, une étude 

a montré un couplage possible des récepteurs β3-ARs avec la NO synthase neuronale dans 

l’oreillette de rat (Sterin-Borda et coll., 2006). Il ne faut donc pas exclure un couplage du 

récepteur β3-AR avec la NO synthase neuronale au niveau du myocarde ventriculaire. Enfin, il 

convient de souligner les variations d’expression et de couplage des NO synthases en fonction 

de la provenance du prélèvement myocardique : dans notre cas, les prélèvements sont 

effectués au niveau du septum interventriculaire dans le ventricule droit de patients 

transplantés cardiaques. Il s’agit donc de cœurs dénervés, et l’analyse histologique des autres 

biopsies réalisées simultanément exclue toute réaction aiguë de rejet. Brixius et coll., ne 

fournissent pas de précision sur la localisation des prélèvements ventriculaires gauches (paroi 

thoracique de rat (De Groot et coll., 2003), dans les cellules endothéliales ombilicales 

humaines (Gosgnach et coll., 2001), et dans les microcoronaires murines et humaines (Dessy 

et coll., 2005). Il persiste néanmoins en présence de l’antagoniste β3-AR une vasodilatation 

résiduelle, qui peut d’une part s’expliquer par le fait qu’il s’agisse d’un antagoniste 

compétitif, d’autre part il est possible que le nébivolol ait d’autres cibles vasculaires. En effet, 

il a été évoqué la possibilité d’une implication des récepteurs à la sérotonine de type 1 dans le 

même lit vasculaire (Kakoki et coll., 1999). 

Notre étude sur la contractilité du myocarde ventriculaire humain confirme que le 

nébivolol, comme le BRL 37344, un agoniste β3-AR préférentiel, produit un effet inotrope 

négatif concentration dépendant. Cet effet inotrope négatif n’est pas modifié en présence d’un 

a

dépresseur du nébivolol. De plus, l’inhibition non sélective des NO synthases, diminue 

significativement l’effet inotrope négatif du nébivolol. Les résultats obtenus dans des 

expériences menées en parallèle, avec le BRL 37344 sont comparables. De manière 

paradoxale, dans une étude publiée récemment, Brixius et coll., ne mettent pas en évidence 

d’activation de la NO synthase endothéliale par le nébivolol dans des trabécules de ventricule 

gauche de patient insuffisant cardiaque ou non (Brixius et coll., 2006). Ces auteurs, par des 

techniques d’immunohistochimie et d’immunocytochimie, n’observent aucune translocation 

ni phosphorylation sur la Ser1177 de la NO synthase endothéliale. Dans notre approche 

pharmacologique, nous avons testé un inhibiteur non spécifiq
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libre, septum interventriculaire). De plus, les prélèvements sains proviennent de coeurs 

explant is d’utilisation ne sont pas précisés. 

Bien que, de plus en plus d’études soulignent l’intérêt de l’utilisation du nébivolol dans le 

e 

entre la dim

β

traitem

és, non utilisés et pour lesquels les déla

traitement de l’insuffisance cardiaque, notamment en terme d’amélioration de la fonction 

ventriculaire (Flather et coll., 2005), ses cibles cellulaires ne sont encore que partiellement 

connues. Il faut en particulier souligner qu’il n’y a pas de corrélation directe chez l’homm

inution de la pression artérielle et l’amélioration de la performance cardiaque 

(Mangrella et coll., 1998). Ceci indique que seule la diminution de postcharge par le biais de 

ses effets vasodilatateurs ne permet pas d’expliquer l’amélioration de la fonction 

ventriculaire. Chez l’homme, la vasodilatation induite sur les microcoronaires par le nébivolol 

(Dessy et coll., 2005) contribue certainement à l’amélioration de la perfusion myocardique. 

Compte tenu de l’effet inotrope négatif qu’elle induit, la stimulation β3-AR pourrait avoir un 

effet bénéfique, dans l’insuffisance cardiaque au moins au stade précoce. En effet, en 

s’opposant aux effets de la stimulation β1- et β2-AR, le récepteur 3-AR pourrait limiter les 

effets cardiotoxiques des catécholamines, en particulier la surcharge calcique 

cardiomyocytaire décrite dans l’insuffisance cardiaque. De plus, le couplage à la voie du NO 

laisse envisager une amélioration de la fonction diastolique (effet lusitrope négatif) et donc de 

la fonction ventriculaire gauche globale (Massion et coll., 2005).  

En conclusion, il peut être suggéré que la combinaison des effets β3-ARs du nébivolol 

permet d’une part de réduire la consommation d’oxygène myocardique (MvO2) directement 

par un effet cardiomyocytaire NO-dépendant et indirectement par une diminution des 

contraintes mécaniques du ventricule gauche (diminution de la postcharge par la 

vasodilatation périphérique). D’autre part, les effets vasodilatateurs sur la microcirculation 

coronaire permettent d’augmenter le débit sanguin myocardique et donc l’apport en oxygène. 

Dans ce contexte, il parait intéressant de prodiguer aux patients insuffisants cardiaques un 

ent susceptible de combiner ces effets à une action β1-bloquante, dont l’indication est 

déjà reconnue dans le contexte de l’insuffisance cardiaque. Le nébivolol possède, semble-t-il, 

l’ensemble de ces propriétés, pouvant rendre compte de son efficacité et de sa tolérance dans 

les études cliniques. 
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III. Effets pro-angiogéniques du récepteur β3-adrénergique 

A. Introduction 

L’endothélium joue un rôle crucial dans de très nombreuses fonctions vasculaires telles que la 

vasomotricité, la perméabilité, les phénomènes de thrombose et d’hémostase ainsi que 

l’angiogenèse (Sumpio et coll., 2002). De multiples facteurs angiogéniques augmentent 

l’expression et l’activité de la NO synthase endothéliale (Hood et coll., 1998). Le NO ainsi 

produit, agit sur la survie, la prolifération et la migration des cellules endothéliales (Cooke, 

2003) mais il peut également induire la production de VEGF par les cellules musculaires 

lisses vasculaires (Dulak et coll., 2000). La plupart des fonctions endothéliales sont régulées 

par des voies de signalisation dépendantes de récepteurs endothéliaux. Certains de ces 

récepteurs couplés aux protéines G, une fois activés, sont susceptibles de moduler la réponse 

angiogénique. Il a été démontré que la stimulation des récepteurs de type 2 de l’angiotensine 

II inhibe l’effet pro-angiogénique du VEGF (Bendorff et coll., 2003). Inversement, la 

stimulation des récepteurs de type 1 à la bradykinine, présents sur les cellules endothéliales, 

induit une réponse pro-angiogénique par le biais d’une sécrétion autocrine, NO-dépendante de 

FGF (Parenti et coll., 2001).  

 Le système nerveux sympathique est largement impliqué dans le maintien de 

l’homéostasie et la physiopathologie cardiovasculaire. Au niveau vasculaire, les différents 

sous-types de récepteur adrénergiques ont été mis en évidence dans les cellules musculaires 

lisses et endothéliales avec des fonctions et une répartition variables suivant le lit vasculaire et 

les espèces considérées (Guimaraes et Moura, 2001). L’effet de la stimulation α1-AR sur la 

prolifération, l’hypertrophie et la migration des cellules musculaires lisses vasculaires est 

connu. La stimulation α1-AR contribue au remodelage vasculaire que l’on observe dans les 

phénomènes de resténose par exemple (Zhang et coll., 2004). En revanche, le rôle des 

catécholamines dans l’angiogenèse n’a été que très peu étudié. Néanmoins, un travail in vivo 

rapporte un effet pro-angiogénique des catécholamines (Chalothorn et coll., 2005). Dans cette 

étude, la réponse angiogénique à l’ischémie est diminuée chez des souris déficientes en 

dopamine β-hydroxylase, enzyme nécessaire à la synthèse des catécholamines. Par ailleurs, la 

stimulation de la sécrétion paracrine de facteurs de croissance par la noradrénaline pourrait 

favoriser une réponse pro-angiogénique au niveau du myocarde (Weil et coll., 2003) et du 

tissu adipeux (Tonello et coll., 1999). 
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L’activation des récepteurs β-ARs est responsable d’une vasodilatation qui est en 

partie endothélium-dépendante (Guimaraes et Moura, 2001). Il a été démontré que les 

réc

l de l’angiogenèse (Cooke, 

200

epteurs β2-ARs endothéliaux sont responsables d’une vasorelaxation dépendante du NO 

(Ferro et coll., 2004; Iaccarino et coll., 2002). De plus, une étude récente de cette même 

équipe indique que le récepteur β2-AR endothélial joue un rôle capital dans la prolifération 

cellulaire et la production de VEGF par les cellules endothéliales. Les auteurs soulignent en 

particulier l’implication de ces récepteurs dans la néoangiogenèse en réponse à l’ischémie 

(Iaccarino et coll., 2005). 

Il est maintenant admis que les récepteurs β3-ARs sont présents au niveau de 

l’endothélium vasculaire de nombreuses espèces (rat, souris, homme) et que leur stimulation 

induit une vasorelaxation (Trochu et coll., 1999; Dessy et coll., 2004; Dessy et coll., 2005; 

Rozec et coll., 2005). Cette réponse fonctionnelle est largement dépendante de la production 

de NO. De plus, un β1-bloquant ayant des propriétés agonistes β3-ARs, le nébivolol, est 

capable d’induire une réponse pro-angiogénique dans un modèle in vitro d’angiogenèse sur 

des anneaux aortiques murins. Cet effet disparaît chez les souris β3KO (Dessy et coll., 2005). 

Une étude révèle également que la stimulation β3-AR favorise la prolifération et la migration 

de cellules endothéliales rétiniennes humaines (Steinle et coll., 2003). 

Dans la mesure où le NO est un médiateur fondamenta

3) et qu’il joue un rôle central dans les effets de la stimulation β3-AR, nous avons évalué 

le rôle pro-angiogénique potentiel de ce récepteur. 
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β-adren

 vs 95.41±1.6, n=9 each, p<0.01) than FVB and abolition of their 

circadi

s, infection with Ad-β3 

enhanc

Moreover, PI3 kinase inhibitor, LY294002 

(15µM) significantly reduced the proangiogenic effect of β3AR adenovirus (81.9±12.9 µm, 

n=6, p<0.05). Finally, in a hindlimb ischemia model, cutaneous blood flow (normalized to 

contralateral limb, by laser Doppler) was also less at day 7 in β3KO (75.9±3%) vs FVB 

controls (92.5±3%, n=4 each, p<0.05) 

We conclude that the β3AR activates PKB/Akt pathway and mediates a NO-dependent 

proangiogenic effect in vivo and in vitro. Given the resistance of β3AR to homologous 

desensitization, this novel pathway may support a proangiogenic effect in response to 

ischemia with prolonged catecholamine stimulation. 

 

oceptors (βAR) play a key role in vascular homeostasis, in part endothelium 

dependent. We recently showed that endothelial β3AR mediate a sustained production of NO 

and vasodilation of human resistance arteries. Since NO is also a key mediator of 

angiogenesis, we assessed the effect of β3AR activation on angiogenesis and blood pressure 

(BP) regulation in vivo and in vitro.  

BP was measured by implanted telemetry in conscious mice. Compared to FVB 

controls, mice deficient in β3AR (β3KO) had higher SBP (124.1±0.6 vs 114.1±1.8, n=9 each, 

p<0.001), DBP (100.5±0.7

an cycle, confirming the physiologic importance of β3AR in vivo. In a mouse aortic 

ring angiogenesis assay, 1nM of β3AR agonist SR58611A induced neocapillary tube 

formation (tubes/ring on day 12: 20.3±2.4 vs control 13.7±1.3, n=10 each, p<0.05). A 

replication-deficient adenovirus was generated to overexpress human β3AR in endothelial 

cells (Adβ3). β3AR overexpression induced phosphorylation of Protein Kinase B (PKB/Akt) 

in infected human microvascular endothelial cells (HMVEC). In subsequent angiogenesis 

assays infection of HMVECs-D on Matrigel coated plates with Adβ3 resulted in a doubling of 

the length of capillary-like structures (99.1±10.6 µm) vs control AdGFP (47.4±17.5 µm, n=3, 

p<0.05). Likewise, using collagen gel-embedded spheroids of HUVEC

ed the cumulative length of outgrowing sprouts (171.8±7.9 µm, n=7) vs control 

AdGFP (96.1±5.8 µm, n=4, p<0.01). The NO synthase inhibitor L-NAME (100µM) 

attenuated the effect (109.3±6.4 µm, n=6, p<0.05). 
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C. Résultats 

1. Effet de la stimulation β3-adrénergique sur la réponse angiogénique 

β3-AR préférentiel, le SR 58611A, sur la réponse 

thoracique de souris C57Bl6 cultivées dans un gel de 

, une augmentation significative du nombre de 

icrotubes est observéedès le 7ème jour par rapport à des anneaux contrôles (8 ± 1,63 n=10 vs 

; p<0,05). Ce résultat se confirme au cours des mesures réalisées aux 9ème 

vs 7,9 ± 0,86 n=10, p<0,05) et 12ème jours (20,3 ± 2,42 n=10 vs 13,7 ± 

1,28 n 

 

 

 

Nous avons évalué les effets d’un agoniste 

angiogénique d’anneaux d’aorte 

collagène. En présence de 1 nM de SR 58611A

m

3,9 ± 0,55, n = 10 

(14,3 ± 2,16 n = 10 

= 10, p<0,05). 

 

CTRL 1 nM SR 58611ACTRL 1 nM SR 58611A  
Figure 42 : Exemples de réponse angiogénique observée au 12ème jour sur un anneau 

aortique contrôle et un anneau traité par le SR 58611A. 
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Figure 43 : Effets pro-angiogéniques du SR 58611A (1 nM), agoniste préférentiel du 

récepteur β

 

s (HUVEC ou HMVEC-D) suite à l’infection par 

epteur et d’une protéine fluorescente, la 

FP, afin de surexprimer le récepteur β3-AR humain. Un adénovirus porteur uniquement du 

gène de la GFP, AdGFP, nous a permis de réaliser des expériences contrôles. 

Afin de confirmer l’efficacité de l’infection des cellules endothéliales par l’Adβ3AR 

en terme d’expression de la protéine, nous avons réalisé des expériences d’immuno-

3-AR. La réponse angiogénique est exprimée comme étant la moyenne (± S.E.M) 

du nombre de microtubes vasculaires générés par un anneau aortique au 5ème (J5), 7ème (J7), 

9ème (J9) et 12ème (J12) jours. N=10 dans chaque condition. * : p<0,05 vs contrôle (CTRL).  

 

2. Augmentation de l’expression du récepteur β3-AR dans des cellules 

endothéliales humaine

adénovirus Adβ3AR  

Les lignées de cellules endothéliales humaines que nous avons utilisées, n’expriment pas en 

culture le récepteur β3-AR de manière détectable. Nous avons utilisé un adénovirus 

bicistronique, l’Adβ3AR, porteur du gène de ce réc

G
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empreintes à partir d’extraits protéiques cellulaires en utilisant un anticorps monoclonal dirigé 

contre le récepteur β -AR humain. 

cté avec des niveaux de MOI (Multiplicity of infection = nombre de 

particules EC-D 

e aux cellules. Le niveau d’expression optimal 

 

3

Nous avons infe

virales par cellule) croissants (100-500-2500 MOI) d’Adβ3AR, des HMV

pour moduler le niveau d’expression de la protéine. Parallèlement, nous avons constitué des 

groupes contrôles d’HMVEC-D non infectées ou infectées avec l’AdGFP aux mêmes MOI 

(100-500-2500 MOI) (Figure 44). Dans les cellules non infectées, l’expression d’un éventuel 

récepteur β3-AR endogène n’est pas détectable. La présence d’une bande à un poids 

moléculaire de 40 kDa signe l’expression du récepteur dans sa forme non glycosylée (le 

récepteur compte 408 acides aminés). Le niveau d’expression de la protéine est bien 

directement corrélé à la charge virale appliqué

est fixé pour la suite des expériences à 500 MOI. 

adβ3AR
100 MOI

adGFP
100 MOI

adGFP
500 MOI

adGFP
2500 MOI

CTRL

β3-AR

β −actine
25 kDa

40 kDa

adβ3AR
500 MOI

adβ3AR
2500 MOI

 
Figure 44 : Immunoempreinte analysant le niveau d’expression du récepteur β3-AR humain 

dans des cellules HMVEC-D infectées à des MOI croissantes (100-500-2500) avec les virus 

adβ3AR et adGFP. L’équivalence de charge protéique est confirmée par l’immuno-empreinte 

de la β-actine. Les poids moléculaires sont indiqués sur la droite de l’image. CTRL : cellules 

non infectées. 

 

Pour optimiser encore le niveau d’expression du récepteur β3-AR avec ce vecteur, 

nous avons comparé plusieurs délais entre la fin de l’exposition à la solution adénovirale (500 

MOI, pendant 1 H 30 à 2 H) et la préparation des extraits protéiques des cellules HMVEC-D 

(6 H, 18 H et 24 H). Cette cinétique d’expression nous a permis de déterminer que le niveau 

optimal est obtenu 6 H après le début d’infection (Figure 45). Par ailleurs, il faut signaler la 
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présence d’un marquage à des poids moléculaires d’environ 25 kDa, lors des durées 

d’expression de 18 H. Ces bandes évoquent une possible dégradation du récepteur. 

 

adβ3AR
6 H

Exp 1

adGFP
24 H

β3-AR 40 kDa

25 kDa

adβ3AR
6 H

Exp 2

adβ3AR
18 H

Exp 1

adβ3AR
18 H

Exp 2

adβ3AR
24 H

 
Figure 45 : Immunoempreinte analysant le niveau d’expression du récepteur β3-AR humain 

dans des cellules HMVEC-D infectées avec 500 MOI d’adβ3AR ou d’adGFP en fonction des 

délais (6 H, 18 H ou 24 H) après infection. Deux expériences indépendantes ont été réalisée à 

6 H et à 18 H. Les poids moléculaires sont indiqués sur la droite de l’image. 

e 

ar l’anticorps anti-β3-AR humain des cellules infectées par l’Adβ3AR. Ce marquage est 

absent en cas d’infection par l’AdGFP et en l’absence d’infection. L’efficacité de l’infection 

par les 2 

adénovirus por

secondaire ou 

 

Par immuno-marquage de cellules endothéliales (HMVEC-D et HUVEC) en culture 

avec un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur β3-AR humain, nous avons confirmé 

l’expression du récepteur (Figure). En effet, nous avons retrouvé un marquage membranair

p

adénovirus est confirmée par la la présence d’une fluorescence verte (les 2 

tant le gène de la GFP). Il n’y a pas de marquage non spécifique par l’anticorps 

tertiaire. 
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Adβ3AR

AdGFP

CTRL

DAPI GFP Ac anti-β3-AR  
Figure 46 : Immunocytomarquage de cellules endothéliales HMVEC-D infectées ou non par 

500 MOI d’Adβ3AR ou d’AdGFP. L’acquisition des images est faite à un grossissement X10. 

Le milieu de montage contient du DAPI permettant la mise en évidence des noyaux et donc 

une évaluation des densités cellulaires. La fluorescence verte (GFP) confirme l’efficacité de 

l’infection par les adénovirus. L’absence de fluorescence rouge en présence d’anticorps anti-

 

 

récepteur β3-AR humain (Ac anti-β3-AR) révélée par l’anticorps tertiaire couplé à un 

fluorochrome (TRITC, rouge), atteste de l’absence ou du bas niveau d’expression de la 

protéine .CTRL : cellules non infectées. 
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Adβ3AR

AdGFP

CTRL

DAPI GFP Ac anti-β3-AR  
Figure 

rouge), atteste de l’absence ou du bas niveau d’expression de la 

protéine . CTRL : cellules non infectées. 

 

 

 

 

47 : Immunocytomarquage de cellules endothéliales HUVEC infectées ou non par 500 

MOI d’adβ3AR ou d’adGFP. L’acquisition des images est faite à un grossissement X20. A ce 

grossissement, il est possible de constater la localisation membranaire du récepteur. Le 

milieu de montage contient du DAPI permettant la mise en évidence des noyaux et donc une 

évaluation des densités cellulaires. La fluorescence verte (GFP) confirme l’efficacité de 

l’infection par les adénovirus. L’absence de fluorescence rouge en présence d’anticorps anti-

récepteur β3-AR humain (Ac anti-β3-AR) révélée par l’anticorps tertiaire couplé à un 

fluorochrome (TRITC, 
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Après infection avec 500 MOI des deux adénovirus, il ressort que plus de 80% des 

cellules expriment la GFP (mesure par FACS) (Figure 48 et Tableau 22). 

 
Figure 48 : Diagramme représentant le nombre de cellules (Count) en fonction de l’intensité 

de la fluorescence (GFP) obtenue par FACS. M1 est la fenêtre de mesure des cellules 

fluorescentes. La courbe bleu représente les cellules non infectées, la courbe rouge les 

cellules infectées par 500 MOI d’Adβ3AR et la courbe verte les cellules infectées par 500 

d’AdGFP. 

 

 

 

Protocoles  Taux de cellules fluorescentes 

Cellules non infectées 0,78% 

Cellules infectées par 500 MOI d’Adβ3AR 85,55% 

Cellules infectées par 500 MOI d’AdGFP 80,61% 

 

Tableau 22 : Détermination par FACS du taux de cellules HMVEC-D fluorescentes et donc 

xprimant la GFP après infection ou non par 500 MOI d’Adβ3AR ou d’AdGFP. e
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3. Evaluation de la réponse angiogénique in vitro de cellules endothéliales 

humaines surexprimant le récepteur β3-AR 

(a) Culture d’HMVEC-D sur GFR-Matrigel® 

Après infection de cellules endothéliales HMVEC-D par 500 MOI d’Adβ3AR ou d’AdGFP, la 

réponse angiogénique, estimée par la longueur (en µm) du réseau de structures capillaires 

formé par ces cellules mises en culture durant 20 H sur un gel de GFR-Matrigel®, est 

significativement augmentée pour les cellules surexprimant le récepteur β3-AR humain (93,16 

± 10,63 µm, n = 3) par rapport au cellules infectées par l’AdGFP (47,37 ± 17,50 µm, n = 3) 

ou non infectées (43,39 ± 13,06 µm, n = 3).  

 

 

 

 

HMVEC-D

Adβ3AR

HMVEC-D

Adβ3AR

HMVEC-D

AdGFP 
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CTRL 

HMVEC-D

CTRL  
Figure 49 : Exemples de réseaux de structures capillaires constitués par des HMVEC-D sur

GFR Matrigel® après 20 H. Les cellules HMVEC-D ont été préalablement infectées par les 

adénovirus Adβ

 

3AR ou AdGFP. CTRL : cellules non infectées. 
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Figure 50 : Longueur en µm du réseau de structures capillaires constitué par des HMVEC-D 

 non significatif. 

 

(b) Sphéroïdes d’HUVEC sur gel de collagène 

Afin de valider ce modèle, nous avons testé l’effet d’un facteur de croissance, le bFGF (basic 

fibroblast growth factor, GicoBRL Life Technologie 24 H et 

d’un donneur de NO, le DETA-NONOate (3,3 bis (aminoethyl)- y-2-oxo-1-triazène) 

(Sigma) 24 H. Dans l  une augmentation 

signific illaires bourgeonnantes à la surface des 

phéroïdes d’HUVEC est obtenue (Figures 51 et 52) : la longueur est multipliée par un facteur 

imulée par le 

DETA-NONOate qui est un donneur de NO à libération prolongée (demi-vie : 3 400 min.) 

(134,11 ± 8,64 µm, n=6) mais dans une moindre mesure qu’avec le bFGF. 

sur GFR Matrigel® après 20 H. Les cellules HMVEC-D ont été infectées ou non 

préalablement avec 500 MOI d’Adβ3AR ou d’AdGFP. Les données sont exprimées en 

moyenne ± S.E.M. Il s’agit de 3 expériences indépendantes où les 3 conditions ont été 

analysées (Adβ3AR, AdGFP ou CTRL). CTRL : cellules non infectées. *, p<0,05 versus 

CTRL ; NS,

s) à raison de 30 ng/ml pendant 

1-hydox

, à une concentration de 10 µM pendant es 2 cas,

ative de la longueur des structures cap

s

4 par rapport aux conditions contrôles (58,78 ± 5,88, n=6) par traitement avec le bFGF 

(224,22 ± 15,89 µm, n=4). La formation de structures capillaires est fortement st
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bFGF 30 ng/mlCTRL DETA-NO 10µMbFGF 30 ng/mlCTRL DETA-NO 10µM  
Figure 51 : Exemple de sphéroïdes dans des conditions de base (CTRL) et en présence de 30 

ng/ml de bFGF, de 10µM de DETA-NONOate. Grossissement X20 
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ïdes d’HUVEC. La longueur 

umulée des tubes issus de 10 sphéroïdes d’HUVEC en 24 H est exprimée en µm. ***, 

p<0,001 versus CTRL. 

 

La longueur cumulée de tubes formés en 24 H par 10 sphéroïdes déposés dans un gel de 

collagène est augmentée de manière significative, lorsque les cellules endothéliales HUVEC 

utilisées surexpriment le récepteur β3-AR humain après infection par 500 MOI d’Adβ3AR 

(171,75 ± 7,96 µm, n = 7) par rapport à des sphéroïdes de cellules non infectées (58,78 ± 5,88 

µm, n = 6) ou infectées avec 500 MOI d’AdGFP (96,05 ± 5,81 µm, n = 4) (Figure 54). Il 

convient de remarquer que l’infection par l’AdGFP, double la réponse angiogénique observée 

 
Figure 52 : Effet de 30 ng/ml de bFGF (FGF) et de 10µM de DETA-NONOate sur la 

longueur de structures capillaires générées par les sphéro

c
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par rapport aux conditions CTRL, cependant pour une même charge virale, l’effet de 

l’Adβ3AR est significativement supérieur à cette réponse non-spécifique. 

 

Adβ3AR

CTRL

AdGFP

 
Figure 53 : Exemple de sphéroïdes d’HUVEC infectées ou non par 500 MOI d’Adβ3-AR ou 

d’AdGFP. CTRL : cellules non infectées. Colonne de droite : aspect des sphéroïdes en 

lumière UV (λex = 385 nm). Grossissement X20. 
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Figure 54 : Effet de la surexpression du récepteur β3-AR sur la formation de structure 

tubulaire à partir de sphéroïdes d’HUVEC placés dans un gel de collagène. La longueur 

cumulée des tubes issus de 10 sphéroïdes d’HUVEC en 24 H est exprimée en µm. Les cellules 

sont infectées ou non (CTRL) préalablement par 500 MOI d’adénovirus Adβ3AR ou AdGFP. 

Le nombre d’expériences indépendantes (n) est indiqué dans chaque condition. ***, p<0,001 

versus CTRL ; ###, p<0,001 versus AdGFP. 

 

4. Voies de signalisations impliquées dans la réponse angiogénique induite 

ntagonistes spécifiques de certaines protéines clefs de la transduction 

u signal β3-AR. Parallèlement, nous avons cherché à mettre en évidence l’activation par 

par la surexpression du récepteur β3-AR humain 

Afin de préciser les voies de signalisation potentiellement impliquées dans la réponse 

angiogénique induite par la surexpression du récepteur β3-AR humain dans les HUVEC, nous 

avons évalué l’effet d’a

d

phosphorylation de certaines de ces protéines par des techniques d’immuno-empreinte. 

(a) Rôle de la voie du NO dans la réponse angiogénique induite par la 

surexpression du récepteur β3-AR humain. 

Afin de préciser le rôle de la voie du NO dans la réponse angiogénique des HUVEC infectées 

par Adβ3AR, nous avons testé l’effet de l’application de 100 µM de L-NAME (Nω-Nitro-L-
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arginine methyl ester hydrochloride) (Sigma) dans le gel de collagène pendant 24 H, après 

que les HUVEC des sphéroïdes aient été infectées par Adβ3-AR. L’intensité de la réponse 

ngiogénique induite par la surexpression du récepteur β3-AR (171,75 ± 7,96 µm, n = 7) est 

réduite de moitié par cet inhibiteur non spécifique de NO synthase (109,27 ± 6,4 µm, n=6) 

(Figure 55). Une partie de l’effet pro-angiogénique induit par la surexpression du récepteur 

β3-AR humain persiste de manière significative en présence de L-NAME par rapport aux 

conditions contrôles. 
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Figure 55 : Effet du L-NAME (inhibiteur de NO synthase) sur l’effet pro-angiogénique de la 

surexpression du récepteur β3-AR humain dans des HUVEC. La longueur cumulée des tubes 

issus de 10 sphéroïdes d’HUVEC en 24 H est exprimée en µm. Les cellules sont infectées ou 

non (CTRL) préalablement par 500 MOI d’adénovirus Adβ3AR. Des sphéroïdes d’HUVEC 

infectées sont traités 24 H avec 100 µM de L-NAME. Le nombre d’expériences indépendantes 

(n) est indiqué dans chaque condition. ***, p<0,001 versus CTRL ; ###, p<0,001 versus 

Adβ3AR sans L-NAME ; NS : non significatif 
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Par ailleurs, nous avons cherché à mettre en évidence la phosphorylation de la sérine 

1177 de la NO synthase endothéliale, dans la mesure où ce phénomène constitue un de ses 

modes d’activation. Dans toutes les conditions (cellules non infectées ou infectées par les 

deux types d’adénovirus), nous n’avons pas mis en évidence la présence de la NO synthase 

endothéliale phosphorylée en Ser-1177. (Figure 56). 

 

adGFP
500 MOI

CTRLadβ3AR
500 MOI

β−actine

eNOS

peNOS

T

 
Figure 56 : Exemple d’immuno-empreinte réalisée pour mettre en évidence la forme 

phosphorylée de la NO synthase endothéliale (peNOS). La phosphorylation de eNOS n’est 

détectée dans aucune condition expérimentale, alors que la forme non phosphorylée est 

présente (eNOS) et que la charge protéique est équivalente pour les 3 conditions, Adβ3-AR, 

AdGFP et CTRL, comme l’atteste l’immuno-empreinte de la β-actine. CTRL : cellules non 

infectées. T : cellules sans sérum pendant 2 H. 

 

se angiogénique induite 

n du 

phosphatidylinositol) (G

nous avons réalisé des expérien

par Adβ3AR en présence de la m

(b) Implication de la voie Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Protein 

kinase B (PI3-Kinase/Akt-PKB) dans la répon

par la surexpression du récepteur β3-AR humain 

Pour préciser l’implication potentielle de la voie PI3-kinase-Akt/PKB dans la transduction du 

signal induit par la surexpression du récepteur β3-AR, les sphéroïdes d’HUVEC infectées 

avec 500 MOI d’Adβ3AR ont été traités par 15 µM de Ly 294002 (Calbiochem), un inhibiteur 

hautement spécifique de PI3-kinase (kinase responsable de la phosphorylatio

erhardt et coll., 1999). Cet inhibiteur étant dissout dans du DMSO, 

ces contrôles sur des sphéroïdes d’HUVEC infectées ou non 

ême quantité de solvant. Après 24 H d’incubation en 

présence de cet inhibiteur, la longueur des tubes générés par les sphéroïdes de cellules 

surexprimant le récepteur β3-AR est significativement réduite (81,86 ± 5,25 µm, n=6) par 
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rapport aux sphéroïdes en présence de DMSO (115,77 ± 10,28, n=4) (Figure 57). Cependant, 

cette inhibition n’est que partielle, puisqu’il persiste une réponse angiogénique chez les 

sphéroïdes d’HUVEC infectées par Adβ3AR en présence de Ly 294002 par rapport aux 

conditions de base. 
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Figure 57 : Effet du Ly 294002 (inhibiteur de PI3-kinase) sur l’effet pro-angiogénique de la 

surexpression du récepteur β3-AR humain dans des HUVEC. La longueur cumulée des tubes 

issus de 10 sphéroïdes d’HUVEC en 24 H est exprimée en µm. Les cellules sont infectées ou 

non préalablement par 500 MOI d’adénovirus Adβ3AR. Des sphéroïdes d’HUVEC infectées 

sont traités 24 H avec 15 µM de Ly 294002 ou en présence de DMSO (solvant du Ly 294002). 

Des expériences sont menées en parallèle avec les mêmes traitements sur des sphéroïdes de 

cellules non infectées (CTRL). Le nombre d’expériences indépendantes (n) est indiqué dans 

chaque condition. ***, p<0,001 versus CTRL ; ##, p<0,01 versus Adβ3AR sans Ly 

294002 ;NS : non significatif 
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kinase) (Figure 58) 

 

 De plus, par immuno-empreinte, nous avons montré, dans les HUVEC infectées par 

500 MOI d’Adβ3AR, une nette augmentation de la forme phosphorylée d’Akt-PKB (la 

phosphorylation et donc l’activation de cette protéine kinase sont régulées par les taux de 

phosphatidyl-inositol-triphosphate produit par la PI3 

β−actine

Akt

pAkt

adGFP
500 MOI

CTRLadβ3AR
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T

 
Figure 58 : Exemple d’immuno-empreinte mettant en évidence la forme phosphorylée de Akt-

PKB (pAkt). La phosphorylation de cette protéine est très nette dans les cellules HUVEC 

infectées par Adβ3AR par rapport aux deux autres conditions pour une charge protéique 

équivalente pour les 3 conditions Adβ3-AR, AdGFP et CTRL comme l’atteste l’immuno-

empreinte de la β-actine. CTRL : cellules non infectées. T : cellules sans sérum pendant 2 H. 
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 La même constatation est faite sur des cellules endothéliales HMVEC-D infectées. Il 

semble par ailleurs que cette phosphorylation d’Akt-PKB soit directement proportionnelle au 

niveau d’expression du récepteur β3-AR dans ces cellules (Figure 59). 
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Figure 59 : Immuno-empreinte mettant en évidence la relation entre le niveau d’expression 

du récepteur β3-AR humain dans des cellules HMVEC-D infectées par Adβ3AR à des MOI 

croissantes (100-500-2500 MOI) et l’intensité de la phosphorylation d’Ak-PKBt (pAkt). 

L’importance de la forme phosphorylée est à rapporter avec la forme non phosphorylée (Akt). 

R humain induit l’activation de la voie ERK 1/2 (Robay et coll., 

2004). Nous avons donc voulu évaluer une possible activation de cette voie de signalisation 

au cours de la surexpression du récepteur β3-AR dans les cellules endothéliales.  

 Des sphéroïdes d’HUVEC infectées ou non par 500 MOI d’Adβ3AR ont été mis en 

présence pendant 24 H de 10 µM de PD 98059, un inhibiteur sélectif de MEK1 (Mitogene 

activated kinase Kinase 1). Pour s’affranchir des effets potentiels du solvant de ce composé, le 

DMSO, nous avons mené en parallèle une série d’expériences où les sphéroïdes étaient 

La charge protéique est équivalente dans tous les échantillons comme l’atteste l’immuno-

empreinte de β-actine. 

 

(c) Participation de la voie Extracellular Receptor-activated Kinase 1/2 

(ERK1/2)  

Au cours de l’angiogenèse, l’activation de la voie ERK1/2 est classiquement décrite (Munoz-

Chapuli et coll., 2004). De plus, dans différents modèles cellulaires, il a été démontré que la 

stimulation du récepteur β3-A
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incubés 24 H en présence d’une concentration équivalente de DMSO. Dans ces conditions, 

nous avons constaté une potentialisation de la formation de structures capillaires en présence 

de PD 98059 dans les sphéroïdes de cellule infectées par Adβ3AR (respectivement 181,21 ± 

23,52 µm, n=4 et 115,28 ± 10,28 µm, n=6 ; p<0,05) (Figure 60). 

 

10 µM PD 98059

NS

0
20
40

CTRL
(n=4)

Adβ3AR 
(n=4)

CTRL
(n=4)

Adβ3AR 
(n=6)

60
80

100
120
140
160
180
200
220

Lo
ng

ue
ur

 e
n 

µm

NS

#

***

*

 
Figure 60 : Effet du PD 98059 (inhibiteur de ERK/MAPK) sur l’effet pro-angiogénique de la 

surexpression du récepteur β3-AR humain dans des HUVEC. La longueur cumulée des tubes 

issus de 10 sphéroïdes d’HUVEC en 24 H est exprimée en µm. Les cellules sont infectées ou 

non préalablement par 500 MOI d’adénovirus Adβ3AR. Des sphéroïdes d’HUVEC infectées 

sont traités 24 H avec 10 µM de PD 98059 ou en présence de DMSO (solvant du PD 98059). 

Des expériences sont menées en parallèle avec les mêmes traitements sur des sphéroïdes de 

cellules non infectées (CTRL. Le nombre d’expériences indépendantes (n) est indiqué dans 

chaque condition. *, p<0,05 ; ***, p<0,001 versus CTRL ; #, p<0,051 versus Adβ3AR sans 

PD 98059 ; NS : non significatif. 
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 L’analyse des immuno-empreintes réalisées avec des anticorps spécifiques des formes 

phosphorylées ou non de ERK1/2 révèle l’activation de cette voie, sans qu’il soit possible de 

faire une différence entre les trois conditions suivantes : l’infection par Adβ3AR, par AdGFP 

u l’absence d’infection. Il faut cependant remarquer que dans le cas des HUVEC, les cellules 

infectées présentent une très discrète diminution des formes phosphorylées de ERK1/2 

(Figure 61). En revanche, dans les cellules sevrées en sérum pendant 2 H avant préparation 

des extraits protéiques, il n’y a pas d’activation de ERK1/2. Il semble donc que le fait de 

mettre les cellules en présence de sérum après une phase de sevrage de 2 H active cette voie. 
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Figure 61 : Immuno-em

adGFP
500 MOI

CTRLadβ3AR
500 MOI

T

pERK1/2

preinte mettant en évidence les formes phosphorylées de ERK1/2 dans 

s HUVEC. Dans les conditions Adβ3-AR, Ad-GFP et CTRL (cellules non infectées,) on 

constate une phosphorylation nette de ces 2 protéines. En revanche, dans les extraits 

protéiques des

 

le

 cellules sevrées en sérum pendant 2 H (T) on ne retrouve pas de signal. 

Dans le cas des HMVEC-D, un niveau comparable de phosphorylation de ERK1/2 est 

obtenu dans toutes les conditions expérimentales. 

 - 210 -



adβ3AR
100 MOI

adGFP
500 MOI

CTRLadβ3AR
500 MOI

adβ3AR
2500 MOI

β−actine

ERK1/2

pERK1/2

 
Figure 62 : Immuno-empreinte mettant en évidence les formes phosphorylées de ERK1/2 dans 

les HMVEC-D infectées (Adβ3AR à des MOI croissantes de 100-500-2500 MOI ou par 500 

MOI AdGFP) ou non (CTRL). La charge protéique est équivalente dans tous les échantillons 

comme l’atteste l’immuno-empreinte de β-actine. 
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5. Importance physiopathologique du récepteur β3-AR dans les phénomènes 

d’ischémie in vivo 

Le modèle d’ischémie du membre postérieur de souris nous a permis de constater 

l’importance du récepteur β3-AR dans les phénomènes de néoangiogenèse. En effet, lors du 

suivi sur 3 semaines du flux sanguin cutané après ligature-résection artérielle fémorale, nous 

avons constaté un retard de récupération de perfusion chez les souris β3-KO par rapport aux 

animaux contrôles, les souris FVB (Figure 63 et Figure 64). Le rapport du flux sanguin cutané 

du membre ischémique par rapport au membre sain (ratio de perfusion) est significativement 

lus bas au 7ème et au 14ème jour, chez les animaux déficients en récepteur β3-AR (0,66 ± 0,02, 

n = 6 et 0,72 ± 0,04, n = 4) comparativement aux ratio de perfusion chez les souris FVB aux 

mêmes dates (0.87 ± 0,04 , n = 6 et 0,86 ± 0,03, n = 6). Au 21ème jour, il n’existe plus de 

différence significative entre les 2 groupes d’animaux.  

p
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Figure 63 : Evaluation du flux sanguin cutané par mesure de vélocimétrie laser doppler en 

préopératoire (J0-préop), postopératoire (J0-postop) et aux 3ème (J3), 7ème (J7), 14ème (J14) et 

21ème (J21) jours postopératoires, après ligature-résection de l’artère fémorale droite chez les 

souris β3KO et FVB. Dans une échelle de couleur allant du bleu (absence de flux sanguin) au 

rouge (flux sanguin maximal), la perfusion cutanée au niveau des 2 membres postérieurs des 

animaux est représentée. Un retard de récupération chez les animaux β3-KO est observé, avec 

une différence dans les flux sanguins aux 7ème et 14ème jours. 
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Figure 64: Courbe du ratio de perfusion en préopératoire (J0-préop), postopératoire (J0-

postop) et aux 3ème (J3), 7ème (J7), 14ème (J14) et 21ème (J21) jours postopératoires, après 

ligature-résection de l’artère fémorale droite chez les souris β3-KO et FVB. Le nombre 

d’animaux par condition est rapporté entre parenthèses. * : p<0,05 ; ** p<0,01 versus le 

ratio de perfusion des souris FVB. 
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D. Discussion 

ans ce travail, nous sommes parvenus à surexprimer le récepteur β3-AR humain, grâce à un 

vecteur adénoviral, dans des cellules endothéliales humaines et à révéler son rôle potentiel au 

cours de l’angiogenèse. La surexpression de ce récepteur, après infection avec l’Adβ3AR dans 

ces cellules endothéliales, entraîne une augmentation de la formation de structures tubulaires 

qui peuvent s’organiser en réseau au sein d’une matrice extracellulaire. La comparaison avec 

des cellules non infectées ou des cellules infectées avec l’AdGFP, véritable adénovirus 

contrôle, puisque ayant les mêmes caractéristiques que l’Adβ3AR en dehors de l’ADNc du 

récepteur, a permis de tenir compte d’effets non spécifiques de l’infection et des techniques de 

mise en culture dans les gels de GFR-Matrigel® ou de collagène. De plus, l’effet de la 

stimulation ex vivo, par un agoniste préférentiel β3-AR, des récepteurs endogènes sur la 

réponse angiogénique indique l’intérêt de l’activation d’une telle voie au cours des 

phénomènes ischémiques. Ce dernier point est d’ailleurs confirmé in vivo par le retard de néo-

angiogenèse post-ischémique dans un modèle de ligature-résection de l’artère fémorale, chez 

les animaux transgéniques déficients en récepteur β3-AR par rapport à la souche d’origine. 

Les tests d’angiogenèse in vitro en présence de différents inhibiteurs et la mise en évidence de 

la phosphorylation de protéines clefs dans la transduction du signal par immuno-empreinte, 

nous ont permis de préciser l’implication de certaines voies de signalisations. Les voies du 

 d'un ligand qui conduit à une 

production de seconds messagers. On note qu’environ 40 % des récepteurs couplés aux 

protéines G humains testés présentent une activité basale (Seifert et Wenzel-Seifert, 2002). 

Plusieurs études ont révélé que les récepteur β1-ARs (Engelhardt et coll., 2001) et les 

récepteurs β2-ARs (Zhang et coll., 2000) présentent également cette propriété. Cette activité 

peut être importante même in vivo, notamment pour les récepteurs β2-ARs myocardiques 

(Varma et coll., 1999). La partie C-terminale et la 3ème boucle intracellulaire des récepteurs 

D

NO et de la PI3-Kinase/Akt-PKB jouent un rôle majeur dans la réponse angiogénique 

secondaire à la surexpression du récepteur β3-AR. En revanche, la voie ERK1/2 semble être 

activée dans toutes les conditions étudiées, mais paradoxalement son inhibition semble 

potentialiser la réponse pro-angiogénique à la surexpression du récepteur β3-AR. 

 En plus de l’activation induite par un ligand, un certain nombre de récepteurs couplés 

aux protéines G présentent une activité constitutive. Une activité constitutive se définit 

comme une activité spontanée, indépendante de la fixation
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β2-ARs sont des régions impliquées dans la réponse constitutive du récepteur (Chakir et coll., 

003). De plus, la surexpression d’un récepteur, permet la constitution d’oligomères, soit 

ntre les récepteurs surexprimés (homo-oligomérisation), soit avec d’autres récepteurs 

étéro-oligomérisation). Ces phénomènes peuvent avoir des effets sur l’activation du 

récepteur, sa désensibilisation et la transduction du signal (Breitwieser, 2004). L’ensemble de 

ces données, permet d’expliquer les effets observés lors de la surexpression du récepteur β3-

AR humain sur la physiologie des cellules endothéliales, en l’absence d’agoniste. 

 Le NO est connu comme étant un des seconds messagers impliqués dans la 

transduction du signal β3-AR au niveau des cellules endothéliales. En effet, dans les études 

évaluant le rôle potentiel de ce récepteur sur la vasomotricité, il a été démontré que 

l’inhibition des NO synthases et l’abrasio e l’en othélium sont responsables d’une 

diminution, voir de l’abolition de l’effet vasodilatateur des agonistes β3-ARs dans différents 

lits vasculaires (Trochu et coll., 19 Dessy et coll., 2004 ; Rozec et coll., 2005). De plus, le 

NO est fortement impliqué dans les phénomènes d’angiogenèse (Cooke, 2003). Dans notre 

étude, l’utilisation d’un inhibiteur des NO synthases, le L-NAME, diminue de manière 

significative la réponse pro-angiogénique observée lors de la surexpression du récepteur β3-

AR humain. Le L-NAME inhibe de façon non spécifique les NO synthases. Dans les 

HUVEC, outre la NO synthase endothéliale il a été évoqué la présence potentielle de la NO 

synthase neuronale (Bachetti et coll., 2004). Il ne semble pas que la forme inductible de NO 

tes humains, il a été démontré que la stimulation β3-AR 

active la NO synthase endothéliale par le biais d’une protéine Gi/0 (Gauthier et coll., 1998). La 

régulation de l’activation de la NO synthase endothéliale semble varier avec la localisation du 

récepteur (atrial ou ventriculaire) et dépend de la translocation-interaction de l’enzyme avec le 

complexe calcium-calmoduline et/ou de phosphorylations-déphosphorylations (Brixius et 

coll., 2004). La stimulation β3-AR est responsable d’une vasodilatation endothélium-

dépendante induite par la production de NO, mais indépendante de l’activationdes protéines 

Gi/0 dans l’aorte thoracique de rat (Rautureau et coll., 2002). Dans les cellules endothéliales 

bovines (BAEC), Dessy et coll ont révélé qu’un antagoniste β1-AR pourvu de propriétés 

agonistes β3-ARs, le nébivolol, est responsable d’une activation de la NO synthase 

2

e

(h

n d d

99 ; 

synthase soit détectable dans ce type cellulaire même en présence de molécules pro-

inflammatoires (Bachetti et coll., 2004). De même, de façon préliminaire, nous n’avons pas 

trouvé par PCR en temps réel de différence de niveau d’expression de l’ARNm de la NO 

synthase inductible, dans des HUVEC infectées ou non par les 2 adénovirus (données non 

présentées). Dans les cardiomyocy
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endothéliale (Dessy et coll., 2005). Ces auteurs, dans le même travail, montrent qu’il n’y a pas 

de phosphorylation de la NO synthase endothéliale sur le résidu sérine 1177 (Ser1177) mais 

une déphosphorylation d’un résidu thréonine (Thr495) après traitement par nébivolol des 

ne protéine 

gissan

BAEC. L’état de phosphorylation de ses deux sites de la NO synthase endothéliale constitue 

un mécanisme de régulation de l’enzyme. En effet, la phosphorylation de la Ser1177 (Dimmeler 

et coll., 1999b) et la déphosphorylation de la Thr495 (Fleming et coll., 2001) augmentent 

l’activité de la NO synthase endothéliale. Nous n’avons pas mis en évidence, dans nos 

conditions expérimentales, de phosphorylation de la NO synthase endothéliale sur la Ser1177 

dans les cellules endothéliales surexprimant le récepteur β3-AR humain. La durée des 

expériences et les modalités de culture (matrice extracellulaire utilisée, conformation des 

cellules en sphéroïdes) peuvent expliquer ce résultat. Il reste donc dans nos modèles à préciser 

les modes de régulation de la NO synthase endothéliale.  

 L’activation de la voie PI3-kinase/Akt apparaît comme un élément essentiel dans la 

réponse angiogénique que nous avons observée lors de la surexpression du récepteur β3-AR 

humain. Ce résultat est conforté d’une part par l’effet d’un inhibiteur spécifique de cette voie, 

le Ly 294002, et d’autre part par la mise en évidence de la phosphorylation d’Akt lors de 

l’infection des cellules endothéliales par Adβ3AR. L’activation de cette voie est 

classiquement décrite dans les différentes étapes de l’angiogenèse. Elle est particulièrement 

importante dans les phénomènes de survie cellulaire mais aussi de prolifération et de 

différenciation ainsi que de morphogenèse (pour revue, voir Munoz-Chapuli et coll., 2004). 

L’activation d’Akt est notamment responsable de la stimulation par phosphorylation sur 

Ser1177 de la NO synthase endothéliale d’une façon dépendante de HSP90 (Heat Shock Protein 

90) (Brouet et coll., 2001). Par ailleurs, Akt peut être responsable de l’activation de NFκB, un 

promoteur de protéines anti-apoptotiques, mais également de la survivine, u

a t sur le cycle cellulaire (Munoz-Chapuli et coll., 2004). L’activation de la voie de la 

PI3-kinase/Akt par la stimulation β3-AR a déjà été suggérée dans des cellules endothéliales 

choroïdiennes humaines (Steinle et coll., 2003).  

 Dans notre travail, l’inhibition de la voie ERK1/2 induit une augmentation de la 

réponse angiogénique des cellules endothéliales infectées par l’adénovirus Adβ3AR. Cette 

réponse semble paradoxale par rapport aux données de la littérature, où l’inhibition de cette 

voie de signalisation est traditionnellement associée avec une diminution de la réponse 

angiogénique en réponse à différents stimuli (Munoz-Chapuli et coll., 2004). De plus, il 

semble que dans nos expérience, la séquence de sevrage-réintroduction du sérum induise une 
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activation non spécifique de la voie ERK1/2 qui ne semble pas être modulée ni par l’infection 

par un adénovirus, ni par la surexpression du récepteur β3-AR humain. Néanmoins, il a été 

décrit un effet à la fois pro et anti-apoptotique de cette voie en particulier au niveau 

endothélial (Cuda et coll., 2002). Dans ce travail, les auteurs soulignent notamment que 

ERK1/2 peuvent entraîner une production délétère de radicaux libres par augmentation de 

l’activité de la NADPH-oxydase. De plus, une étude rapporte que l’inhibition de la formation 

d’un réseau de tubes endothéliaux sur Matrigel par un dérivé de la saponine, est liée à 

ctiva

β

l’a tion de la voie de ERK1/2 (Barthomeuf et coll., 2004). Dans les 2 cas, l’utilisation de 

l’inhibiteur spécifique de MEK1, le PD 98059, est à l’origine d’une augmentation de la survie 

cellulaire. 

 Dans les microcoronaires humaines, la vasorelaxation endothélium-dépendante induite 

par la stimulation β3-AR est secondaire à la production de NO mais implique également 

l’EDHF (Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor) (Dessy et coll., 2004). La nature 

exacte de l’EDHF n’est pas parfaitement connu, mais de nombreuses études citent les acides 

époxyeicosatriéoniques (EET), comme des candidats potentiels (pour revue, voir Félétou et 

Vanhoutte, 2006). Ces produits sont issus du métabolisme de l’acide arachidonique par des 

cytochromes P450-époxygénases. Parmi les propriétés des ETT, il est de plus en plus souvent 

fait état de leur action au cours de l’angiogenèse (pour revue voir Michaelis et Fleming, 

2005). Ils seraient impliqués dans les phénomènes de dégradation de la matrice 

extracellulaire, de migration cellulaire ainsi que dans le recrutement de différents types 

cellulaires au cours de l’angiogenèse. Dans le cadre de nos travaux, il persiste une réponse 

angiogénique en présence d’inhibiteur des NO synthases dans les HUVEC surexprimant le 

récepteur β3-AR humain. Cette angiogenèse résiduelle pourrait donc être liée à l’activation de 

la voie de l’EDHF et la production d’ETT par les HUVEC. 

 Le rôle des récepteurs β-ARs dans l’angiogenèse est peu connu. Il est rapporté que la 

stimulation des récepteurs β-ARs est responsable de la sécrétion de médiateurs de 

l’angiogenèse par différents types cellulaires. Dans le tissu adipeux de rat, la sécrétion de 

VEGF est augmentée sous l’effet d’agonistes β3-ARs (Fredriksson et coll., 2000). Chez 

l’homme, les agonistes β2-ARs sont susceptibles de stimuler la synthèse de facteurs pro-

angiogéniques pouvant expliquer certains effets délétères de l’administration prolongée de ces 

produits sur les voies aériennes (Verhoeckx et coll., 2006). De même, un travail récent 

souligne l’effet pro-angiogénique sur des tumeurs ovariennes murines de la stimulation β2-AR 

(Thaker et coll., 2006). Très peu de travaux se sont intéressés aux effets de la stimulation des 

récepteurs -ARs endothéliaux sur les phénomènes d’angiogenèse. Dans un travail utilisant 
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un vecteur adénoviral, Iaccarino et coll., ont révélé que la surexpression endothéliale du 

récepteur β2-AR augmente de manière significative la néoangiogenèse dans un modèle 

d’ischémie du membre postérieur chez le rat (Iaccarino et coll., 2005). Les auteurs décrivent 

une augmentation de la prolifération cellulaire et démontrent par ailleurs que les récepteurs 

β2-AR exercent un effet à la fois pro et anti-apoptotique respectivement par l’activation de la 

p38 MAPK et de la voie PI3-kinase/Akt. Concernant les récepteurs β3-ARs, il existe dans la 

littérature quelques éléments suggérant que leur activation pourrait être à l’origine d’effet pro-

angiogénique. Ainsi, Dessy et coll. ont établi dans un modèle d’angiogenèse ex vivo, que le 

nébivolol exerce des effets pro-angiogéniques par le biais des récepteurs β3-ARs et de la NO 

synthase endothéliale (Dessy et coll., 2005). Dans un type très particulier de cellules 

endothéliales, des cellules choroïdiennes, Steinle et coll., ont montré que le BRL 37344, un 

agoniste β3-AR, favorise l’invasion, l’élongation et dans une moindre mesure la prolifération 

ent l’importance toute particulière que peut 

cardiopathie ischémiques) mais également le diabète. Dans un avenir proche, il conviendra de 

de ces cellules (Steinle et coll., 2005). Ils mettent également en évidence l’absence d’effet sur 

la formation de tube de l’inhibition de la phosphorylation ERK1/2 par le PD 98059. Ce 

composé semble même potentialiser l’effet du BRL 37344, ce qui va dans le sens de nos 

résultats. 

 L’absence de récepteur β3-AR ne compromet pas totalement la récupération de flux 

sanguin cutané chez les souris β3KO. Néanmoins, nous retrouvons un retard significatif par 

rapport aux souris FVB contrôles. Dans un modèle murin de diabète de type II, une équipe 

suggère que l’amélioration de cicatrisation cutanée observée chez les animaux traités par 

administration d’un agoniste β3-AR préférentiel, le SR 58611A, pourrait être due à des effets 

sur la microcirculation cutanée et l’angiogenèse (Schaeffer et coll., 2005).  

 Une des caractéristiques du récepteur β3-AR est de ne pas posséder les sites de 

phosphorylation par la PKA et la β-ARK, ce qui lui confère une résistance aux phénomènes 

de désensibilisation par rapport aux autres sous-types de récepteurs β-ARs (Liggett et coll., 

1993). De plus, ce récepteur présente une faible affinité pour les catécholamines endogènes 

(Emorine et coll., 1994). Ces propriétés expliqu

prendre le récepteur β3-AR au cours des pathologies associées à une augmentation du tonus 

sympathique (hypertension, insuffisance cardiaque, ischémie). Nos résultats montrent un effet 

pro-angiogénique du récepteur β3-AR et permettent d’envisager de nouveaux rôles de ce 

récepteur dans ces pathologies. Ils ouvrent également de nouvelles perspectives 

thérapeutiques aux produits ayant des propriétés agonistes β3-ARs, comme le nébivolol, en 

particulier dans les phénomènes ischémiques (artériopathie des membres inférieurs, 
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préciser dans quelle mesure, les effets pro-angiogéniques du récepteur β3-AR persistent 

notamment en présence de la dysfonction endothéliale associée à ces tableaux. 
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IV. Modification de la réponse β-adrénergique vasculaire au 

cours du choc endotoxémique chez le rat 

A. Introduction 

Le sepsis est associé à un taux très élevé de mortalité et demeure un véritable « challenge » 

thérapeutique en dépit des progrès récents de la réanimation (Annane et coll., 2005). Un des 

aspects fondamentaux du sepsis est l’existence d’une dysfonction cardiovasculaire, 

responsable d’une instabilité hémodynamique et d’un état de choc conduisant à son stade 

ultime à une défaillance multiviscérale (Bone et coll., 1992).  

La défaillance vasculaire survenant au cours du choc septique, est liée d’une part à une 

altération de la contraction des cellules musculaires lisses (Landry et Oliver, 2001), mais 

également à une dysfonction endothéliale (Vallet, 2002). La perte des capacités contractiles 

des cellules musculaires lisses vasculaires est notamment due à l’augmentation de la synthèse 

de NO. En effet, différentes cytokines synthétisés lors du choc septique, et notamment le 

TNF-α, vont entraîner l’expression de la NO synthase inductible dans ces cellules 

les endothéliales 

(Titheradge, 1999). La production excessive de NO qui en résulte, va contribuer à la 

vasodilatation et rendre réfractaires les cellules musculaires lisses à l’action de 

vasoconstricteurs endogènes ou exogènes (Gunnett et coll., 1998). Il est établi que les effets 

vasculaires des catécholamines, la vasopressine et l’angiotensine II, sont complètement abolis 

au cours du choc endotoxémique chez le rat (Schaller et coll., 1985). Par ailleurs, au cours du 

sepsis, des anomalies morphologiques et fonctionnelles des cellu

apparaissent. Effectivement, une perte de 20 à 35 % des cellules endothéliales à la surface 

intimale des vaisseaux est observée (Reidy et Bowyer, 1977; Leclerc et coll., 2000). Des 

fonctions essentielles de l’endothélium sont fortement altérées : la régulation de la 

vasomotricité (avec la perte de la vasorelaxation endothélium-dépendante), la perméabilité 

vasculaire (qui est augmentée), le contrôle de la coagulation (avec l’activation de la cascade 

de la coagulation responsable d’une coagulation intravasculaire disséminée) (Dauphinee et 

Karsan, 2006). L’association dysfonction musculaire lisse-dysfonction endothéliale au niveau 

de la microcirculation à des degrés variables suivant les lits vasculaires considérés, va être à 

l’origine d’une perturbation profonde des débits sanguins et donc de l’apport d’oxygène dans 

différents organes. Pour beaucoup d’auteurs, cette dysfonction microvasculaire joue un rôle 

central dans le choc septique et sa sévérité (Ince, 2005).  
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Parallèlement à cette atteinte vasculaire, de façon quasi constante lors du choc septique 

une dysfonction cardiaque est constatée. Différents mécanismes sont évoqués pour expliquer 

la dépression myocardique du sepsis. Parmi ceux-ci, de fortes perturbations du système β-AR 

sont mises en évidence. Certaines études décrivent une diminution du nombre de récepteurs β-

ARs (Bernardin et coll., 1998) alors que d’autres suggèrent des anomalies de couplage des 

récepteurs β-ARs (Reithmann et coll., 1993). 

Pour améliorer la perfusion des différents organes, l’utilisation d’agents vasopresseurs 

est classiquement recommandée en particulier certaines catécholamines comme la 

noradrénaline (Annane et coll., 2005). Néanmoins, cette utilisation doit être prudente en 

raison du risque de vasoconstriction excessive dans certains lits vasculaires, pouvant aggraver 

les dysfonctions d’organes (Ince, 2005). De même, en cas de dépression myocardique patente, 

des agents inotropes sont utilisés et en particulier les catécholamines (adrénaline, 

dobutamine). Il faut souligner que la plupart de ces agents vasopresseurs ou inotropes ne sont 

pas sélectifs d’un sous-type donné de récepteurs β-ARs. 

La mise en évidence par Emorine et coll., d’un troisième sous type de récepteur β-AR 

chez l’homme a permis d’expliquer un certain nombre d’effets atypiques des catécholamines 

(Emorine et coll., 1989). Chez l’homme, au niveau cardiaque, la stimulation β3-AR est 

responsable d’un effet inotrope négatif dépendant de la voie du NO (Gauthier et coll., 1996; 

Gauthier et coll., 1998). Par ailleurs, le récepteur β3-AR est présent dans de nombreux lits 

vasculaires humains, et sa localisation est endothéliale. Ce récepteur est présent au niveau de 

l’endothélium de l’aorte thoracique de rat, où sa stimulation induit une vasodilatation NO-

dépendante (pour revue, voire Rozec et Gauthier, 2006). De plus, les récepteur β3-ARs 

présentent des propriétés originales, comme la résistance au phénomène de désensibilisation, 

et sa faible affinité aux agonistes et antagonistes conventionnelles. 

Il n’existe pas dans la littérature d’étude consacrée à la modification de la réponse β-

AR vasculaire au cours du choc septique, tenant compte des différents sous-types de 

récepteurs. Nous avons voulu, dans un modèle de rat endotoxémique, et par une approche 

pharmacologique in vitro, évaluer à un stade précoce (correspondant chez l’homme à un stade 

précédent toute intervention thérapeutique, et notamment le remplissage vasculaire) les 

modifications des réponses β-ARs.  
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Afin de confirmer l’apparition d’un état de choc après l’injection d’endotoxine intraveineuse 

in. après le début de 

l’expér

B. Résultats 

1. Etude hémodynamique 

(5mg/kg dans 1 ml), nous avons mesuré la fréquence cardiaque (FC) et la pression artérielle 

moyenne (PAM) durant 3 H chez des rats anesthésiés (anesthésie inhalée par isoflurane 2% en 

oxygène pur, les animaux sont laissés en ventilation spontanée) (Figure 65 et Figure 66).  

La FC augmente graduellement chez les animaux ayant reçu l’endotoxine (groupe 

LPS) (Figure). Cette accélération de la FC devient significative 60 m

ience pour atteindre un plateau à 90 min. La FC des animaux LPS est alors 30% 

supérieure environ à celle des animaux contrôles (CTRL). La tachycardie est présente jusqu’à 

la fin de l’expérience, même s’il apparaît une diminution progressive de la FC au cours des 30 

dernières min.. 

 

Temps (min.)

0 3 6 912 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180

Fr
éq

ue
nc

e 
ca

rd
ia

qu
e 

(b
/m

in
.)

260

280

300

320

340

360

380

400

420

440

460

480

500

*
*** ***

*** *** *** ***
***

***

CTRL (n=6)
LPS (n=6)

 
Figure 65 : Fréquence cardiaque (nombre de battements par minute b/min.) chez les rats 

(LPS) ayant reçu 5mg/kg IV d’endotoxine et les animaux contrôles (CTRL). L’injection est 

réalisée au temps 0 min., les mesures sont réalisées sur 180 min., toutes les 3 min. pendant les 

15 premières min. puis toutes les 15 min. sur la période restante. * : p<0,05 ; *** : p<0,001 

versus CTRL. 
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émie. Cette diminution est maximale lors des 2 

dernièr

A la 3ème min. après l’injection, une baisse transitoire, mais significative de la PAM 

chez les rats LPS par rapport aux animaux CTRL est constatée. La PAM du groupe LPS se 

normalise ensuite en 30 min., pour devenir équivalente à celle du groupe CTRL jusqu’à 1 H 

de mesures. Par la suite, la PAM diminue progressivement chez les animaux LPS, cette baisse 

devenant significative 2 H 30 après l’endotox

es mesures et est de 30% par rapport aux rats CTRL. 
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Figure 66 : pression artérielle moyenne (PAM) en mm de mercure (mmHg) chez les rats 

(LPS) ayant reçu 5mg/kg IV d’endotoxine et les animaux contrôles (CTRL). L’injection est 

réalisée au temps 0 minute, les mesures sont réalisées sur 180 min., toutes les 3 min. pendant 

les 15 p

iques non réanimés. 

remières min. puis toutes les 15 min. sur la période restante. * : p<0,05 versus CTRL. 

 

Ces mesures hémodynamiques simples après l’injection d’endotoxine, nous ont permis 

de valider notre délai de 3 H avant le sacrifice des animaux. En effet, l’association d’une 

hypotension et d’une tachycardie qui correspond à la définition de l’état de choc, est obtenue 

dans ce délai chez les rats endotoxém
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2. Etude pharmacologique 

Les aortes sont prélevées 3 H après l’administration IV de 5 mg/kg d’endotoxine (groupe 

LPS) ou un volume équivalent de sérum physiologique (groupe CTRL). Afin d’évaluer les 

modifications de la réponse contractile vasculaire au cours du choc endotoxémique, des 

tion 

d’une r

 67). Comme en atteste la diminution de l’efficacité (Emax = 1,53 ± 0,26 g soit 

Emax = 22,81 ± 3,93 % de la contraction maximale obtenue à 10 µM de phényléphrine chez les 

rats CTRL). De même, la puissance de la phényléphrine est plus faible sur les anneaux d’aorte 

thoracique des rats LPS (pD2 = 6,59 ± 0,14, n = 11) que sur les rats CTRL (pD2 = 7,32 ± 0,13, 

n = 11, p<0,001). 

e la contraction maximale obtenue chez les rats CTRL. * : p<0,05 ; *** : 

p<0,001 versus CTRL.  

courbes concentration-réponse de plusieurs agonistes sont réalisées sur des anneaux d’aortes 

des rats CTRL et LPS.  

Tous les protocoles de cette étude ont été réalisés sur des anneaux d’aorte pour 

lesquels la présence d’un endothélium intact a été préalablement contrôlée par l’obten

elaxation en réponse à l’acétylcholine, supérieure à 50% de la contraction obtenue en 

présence de phényléphrine. 

(a) Contraction vasculaire en réponse à la phényléphrine 

Il existe une forte altération de la contractilité à la phényléphrine (agoniste α1-AR) chez les 

rats LPS (Figure
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Figure 67 : Courbes concentration-réponse à la phényléphrine (Phe) sur des anneaux d’aorte 

thoracique de rats CTRL et LPS. A : contraction exprimée en g ; B : contraction exprimée en 
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(b) Réponses aux agents relaxants 

Pour la réalisation des courbes concentration-relaxation, la concentration de phényléphrine 

utilisée pour la précontraction des anneaux d’aorte de rat est adaptée de façon à obtenir une 

contraction correspondant à 80 % de la contraction maximale. Les anneaux d’aorte thoracique 

des rats endotoxémiques présentent une relaxation spontanée au cours du temps. Nous avons 

sosutrait à l’occasion de chaque mesure la relaxation spontanée d’anneaux montés en parallèle 

dans les cuves à organe isolé.  

 

Effets temps Protocoles courts Protocoles longs 

LPS 28,67 ± 2,34 % (n = 24) 37,38 ± 3, % (n = 16) 

CTRL -2,54 ± 1,21 % (n = 19) 0,48 ± 1,72 % (n = 19) 

 

Tableau 23 : Relaxation spontanée au cours du temps (effets temps) exprimée en pourcentage 

de la contraction maximale sous phényléphrine, selon qu’il s’agisse respectivement d’un 

protocole avec un agent relaxant à action rapide (protocoles courts) (acétylcholine, 

isoprénaline, nitroprussiate de s lbutamol, dobutamine) ou d’un protocole avec un 

agent relaxant à action lente (protocoles longs) (SR 58611A, isoprénaline après prétraitement 

par le nadolol). 

odium, sa
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 Réponse à l’acétylcholine 

Afin d’évaluer la fonction endothéliale des aortes utilisées dans cette étude, des courbes 

concentration-réponse à l’acétylcholine ont été réalisées (Figure 68). Il existe une diminution 

de l’efficacité de l’acétylcholine sur les anneaux d’aorte thoracique de rat LPS (E  = 69,32 

± 5,76 %, n = 6, en présence de 30 µM d’acéty
max

lcholine) par rapport aux anneaux aortiques de 

rat CTRL (Emax = 91,37 ± 2,28 %, n = 8, en présence de 30 µM d’acétylcholine). La puissance 

de l’acétylcholine n’est pas significativement modifiée (pD2 = 6,97 ± 0,14 pour les rats CTRL 

vs 7,12 ± 0,06 pour les rats endotoxémiques). 
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Figure 68 : Courbes concentration-réponse à l’acétylcholine (AC) des anneaux d’aorte 

thoracique de rats CTRL et LPS, précontractés à la Phe. ** : p<0,01 ; *** : p<0,001 versus 

CTRL. 
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 Réponse au nitroprussiate de sodium (SNP) 

,77 ± 0,11 et 7,63 ± 0,03 respectivement pour 

 

Le SNP induit une relaxation endothélium-indépendante dans l’aorte thoracique de rat 

(Adeagbo et Triggle, 1991). Il permet d’estimer l’intégrité fonctionnelle des effecteurs de la 

voie du NO. La vasodilatation maximale obtenue en présence de 30 µM de SNP chez les rats 

endotoxémiques est réduite de plus de 30% (Emax = 62,48 ± 8,55 %, n = 6) comparée aux rats 

CTRL (Emax = 92,88 ± 5,93 %, n = 9). En revanche, il n’y a pas de modification significative 

de la puissance du SNP entre les 2 groupes (7

les groupes LPS et CTRL) (Figure 69). 
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Figure 69: Courbes concentration-réponse au nitroprussiate de sodium (SNP) des anneaux 

d’aorte thoracique de rats CTRL et LPS, précontractés à la Phe. *** : p<0,001 versus CTRL. 

 

 - 228 -



 

(c) Répo ens  aux agonistes β-ARs 

 Réponse à l’isoprénaline 

Des courbes concentration-relaxation à l’isoprénaline (agoniste β-AR non sélectif

construites sur des anneaux d’aorte de rats LPS et CTRL précontractés à la phényléphrine en 

l’absence ou en présence d’un antagoniste des récepteurs β - et β -ARs, le nadolol. Ces 

protocoles nous permettent d’évaluer respectivement la réponse β-AR globale et la réponse 

persistante après blocage des récepteurs β - et 

) ont été 

β2-ARs. 

Une diminution de l’efficacité de la vasodilatation induite par 30 µM d’isoprénaline 

sur les anneaux aortiques des rats LPS (Emax = 61,28 ± 2,55 %, n = 6) par rapport aux rats 

CTRL (Emax = 86,75 ± 2,38 %, n = 6) est observée (Figure 70). Il n’y a cependant pas de 

différence significative de puissance de l’isoprénaline entre les 2 groupes (6,68 ± 0,11 pour 

les rats CTRL et 7,03 ± 0,33 pour les rats LPS). 

1 2

1
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Figure 70 : Courbes concentration-réponse à l’isoprénaline (ISO) des anneaux d’aorte 

thoracique de rats CTRL et LPS, précontractés à la Phe. * : p<0,05 ; *** : p<0,001 versus 

CTRL. 
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Chez les rats CTR e niste β1- et β2-AR), 

 groupe CTRL et 5,12 ± 0,21 dans le groupe LPS). 

L, n présence de 10 µM de nadolol (antago

l’application de concentrations croissantes d’isoprénaline produit toujours une vasodilatation 

des anneaux d’aorte thoracique de rat, mais avec une efficacité moindre et une puissance 

diminuée (Figure 71). De plus, la vasodilatation induite est de cinétique lente. Cette 

vasodilatation est altérée chez les rats endotoxémiques (Emax = 51,82 ± 4,4 %, n = 9, avec 

30µM d’isoprénaline) par rapport aux rats CTRL (Emax = 77,39 ± 6,7 %, n = 11, avec 30µM 

d’isoprénaline). La puissance de l’agoniste β-AR dans ces conditions n’est pas modifiée dans 

les 2 groupes (pD2 = 5,26 ± 0,30 dans le
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Figure 71 : Courbes concentration-réponse à l’isoprénaline (ISO) des anneaux d’aorte 

thoracique de rats CTRL et LPS, précontractés à la Phe et prétraités avec 10 µM de nadolol 

versus CTRL. 

 * : p<0,05. 
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 Réponse à la dobutamine 

La dobutamine est un agoniste β -AR préférentiel, qui est classiquement utilisé au cours du 

choc septique pour ses ef

2

ent diminuée à la dernière 

1

fets inotropes positifs.  

 La dobutamine est responsable d’une vasodilatation dans les 2 groupes de rats. Cette 

vasodilatation est différente selon qu’ils s’agissent d’animaux ayant reçu ou non une injection 

intraveineuse d’endotoxine (Figure 72). Chez les animaux LPS, la puissance de la 

dobutamine (pD2 = 6,15 ± 0,09, n=6) tend à être supérieure par rapport au groupe CTRL (pD  

= 5,43 ± 0,12, n=8). En revanche, son efficacité est significativem

concentration (30 µM) chez les rats LPS (Emax = 63,39 ± 4,2%) par rapport aux animaux 

CTRL (77,83 ± 2,73 %) 
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Figure 72 : Courbes concentration-réponse à la dobutamine des anneaux d’aorte thoracique 

de rats CTRL et LPS, précontractés à la Phe. * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ;*** : p<0,001 versus 

CTRL. 
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 Réponse au salbutamol 

Pour évaluer la réponse β -AR, nous avons utilisé comme agoniste préférentiel, le 

salbutamol.  

 Le salbutamol est responsable d’une vasorelaxation sur les anneaux d’aorte thoracique 

précontractés à la phényléphrine, d’efficacité comparable dans les 2 groupes (E  = 57,51 ± 

5,35 %, n = 7 pour les rats CTRL et E  = 54,92 ± 5,17 %, n = 6 pour les rats LPS, à 30 µM 

de salbutamol). Cependant, à l’instar de ce qui est observé avec la dobutamine, l’injection de 

LPS potentialise la vasodilatation induite par le salbutamol de rat. En effet, la valeur de pD

2

max

max

2 

est significativement plus élevée (p<0,05) chez les rats endotoxémiques (pD2 = 5,84 ± 0,21) 

par rapport aux animaux non traités CTRL (pD2 = 5,01 ± 0,25). 

 

log [salbutamol] (M)
-9 -8 -7 -6 -5

%
 re

la
xa

tio
n

0

20

40

60

80

100

* **
***

**
*

CTRL (n=7)
LPS (n=6)

 
ourbes concentration-réponse au salbutamol des anneaux d’aorte thoracique de 

rats CTRL et LPS, précontractés à la Phe. * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ;*** : p<0,001 versus 

CTRL. 

 

Figure 73 : C
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 Réponse au SR 58611A 

Le SR 58611A est un agoniste β3-AR préférentiel. Il est responsable d’une vasodilatation 

endothélium-dépendante impliquant la voie du NO dans l’aorte thoracique de rat (Trochu et 

es rats CTRL et pD2 = 4,69 ± 0,09). 

coll., 1999; Rozec et coll., 2006). Nous avons évalué les modifications de cette réponse au 

cours du choc endotoxémique chez le rat (Figure 74).  

 Le SR 58611A entraîne une vasodilatation concentration dépendante des anneaux 

aortiques chez les rats. L’efficacité du SR 58611A est réduite de moitié chez les rats LPS 

(Emax = 44,9 ± 5,7 %, n = 12, avec 100 µM de SR 58611A) par rapport aux rats CTRL (Emax 

= 87,53 ± 3,8 %, n = 12, avec 100 µM de SR 58611A), mais sa puissance n’est pas modifiée 

(pD2 = 4,66 ± 0,06 chez l
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Figure 74 : Courbes concentration-réponse au SR 58611A des anneaux d’aorte thoracique de 

rats CTRL et LPS, précontractés à la Phe. * : p<0,05 ; *** : p<0,001 versus CTRL. 
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 Pour confirmer que la vasodilatation observée en présence de concentrations 

croissantes de SR 5861   stimulation des récepteurs β3-ARs, nous 

R, le L-748,337 à raison de 7 µM (Candelore et coll., 1999). Dans le groupe 

. L

1A est bien dépendante de la

avons testé sur des rats traités ou non avec du LPS, les effets d’un inhibiteur spécifique du 

récepteur β3-A

CTRL, la courbedu SR 58611A est déplacée vers la droite, avec une diminution d’efficacité 

(Emax en présence de 100 µM de SR 58611A, 64,31 ± 6,31 %, n = 8) (Figure 75) a valeur de 

pD2 est diminuée en présence de 7 µM de L-748,337 (4,57 ± 0,11) mais de manière non 

significative. Au contraire, chez les rats traités par le LPS, la relaxation résiduelle observée en 

l’absence de l’antagoniste β3-AR, n’est pas modifiée significativement (Emax en présence de 

100 µM de SR 58611A, 37,68 ± 5,77 %, n = 6) (Figure). 

 

log [SR 58611A] (M)
-7 -6 -5 -4

%
 re

la
xa

tio
n

0

20

40

60

80

100

**

**

CTRL (n=12)
CTRL + 7 µM L-748,337 (n=8)

log [SR 58611A] (M)
-7 -6 -5 -4

%
 re

la
xa

tio
n

0

20

40

60

80

100

LPS (n=12)
LPS + 7 µM L-748,337 (n=6)

 
Figure 75 : Courbes concentration-réponse au SR 58611A des anneaux d’aorte thoracique de 

rats CTRL et LPS, précontractés à la Phe en présence ou non de 7 µM de L-748,337. * : 

p<0,05 versus préparation en l’absence d’antagoniste.  
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Nous avons également v ndothélialisation associée ou non à un 

 58611A : 50,77 ± 5,15 %, n = 10 sur 

e

M de SR 58611A : 30,11 ± 5,24 

, n = 7 sur les anneaux désendothélialisés versus 44,9 ± 5,7 %, n = 12). De plus, le 

prétraitement par 10 µM de nadolol, diminue la relaxation endothélium-indépendante induite 

par le SR 58611A (Emax en présence de 100 µM de SR 58611A : 22,45 ± 4, 66 %, n = 7) 

Figure 76 : Courbes concentration-réponse au SR 58611A des anneaux d’aorte thoracique 

désendothélialisés ou non de rats CTRL et LPS, précontractés à la Phe en présence ou non de 

10 µM de nadolol. ** : p<0,01 ; *** : p<0,001 versus les préparations sans endothélium 

(endo-). ## : p<0,01 ; ### : p<0,001 versus les préparations sans endothélium en présence de 

nadolol. 

 é alué l’effet de la dése

prétraitement des anneaux par 10 µM de nadolol (antagoniste β1- et β2-AR), sur la relaxation 

induite par le SR 58611A chez les rats LPS et les rats CTRL. 

 Chez les rats CTRL, la désendothélialisation diminue fortement la relaxation induite 

par le SR 58611A (Emax en présence de 100 µM de SR

les anneaux désendothélialisés versus 87,53 ± 3,8 %, n = 12) (Figure 76). La relaxation 

persistante après désendothélialisation n’est pas modifiée par le prétraitement en présence de 

nadolol (Emax en présence de 100 µM de SR 58611A = 44,21 ± 9,82, n=6). Au contraire ch z 

les rats LPS, la désendothélialisation ne modifie significativement pas la relaxation résiduelle 

après le traitement par endotoxine (Emax en présence de 100 µ

%
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C. Conclusions et perspectives 

Nous avons validé notre modèle d’état de choc (défini par des valeurs hémodynamiques) 

endotoxémique chez le rat, par la mesure de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle 

moyenne in vivo. Par ailleurs, nous avons confirmé l’altération majeure de la réponse 

vasoconstrictrice à un agoniste α1-AR, la phényléphrine au cours du choc endotoxémique de 

même que l’existence d’une dysfonction endothéliale comme l’atteste la diminution de la 

vasodilatation induite par l’acétylcholine. Nous avons également mis en évidence une 

diminution de la relaxation musculaire lisse en présence d’un donneur de NO (le 

), ce qui indique une altération des effecteurs de la vasodilatation 

induite par le NO. Notre étude suggère également qu’il existe chez le rat au cours de la phase 

précoce du choc endotoxémique, des modifications profondes de la réponse vasculaire aux 

agonistes β-ARs. En effet, globalement, la réponse β-AR est diminuée de façon significative 

chez les animaux ayant reçu une injection IV de LPS. De plus, nous avons observé chez les 

animaux endotoxémiques, une réaction compensatrice de cette altération de réponse β-AR, 

par une potentialisation de la vasorelaxation induite par le salbutamol (un agoniste β2-AR 

préférentiel) et la dobutamine (agoniste β1-AR préférentiel) alors que l’effet vasodilatateur du 

SR 58611A, un agoniste β3-AR, est diminuée. D’un point de vue pharmacologique, ce résultat 

d’aorte des rats LPS après 

l’abrasion de l’endothélium, et cette relaxation est pratiquement abolie par le nadolol, alors 

que chez les rats CTRL, la désendothélialisation altère fortement les effets vasodilatateurs du 

SR 58611A sans que le nadolol n’ait d’effet supplémentaire. 

Il est difficile de comparer les études menées sur les effets vasculaires du choc 

endotoxémique dans une espèce et un lit vasculaire donnés. En effet, outre le fait que certains 

travaux évaluent les paramètres vasculaires in vitro ou in vivo, le mode d’administration 

(intraveineuse ou intrapéritonéale), la quantité, la nature du LPS utilisé diffèrent d’une étude à 

l’autre. De plus, pour établir les courbes concentration-relaxation des différents agents 

vasorelaxants, le niveau de précontraction varie d’une étude à l’autre. Il convient d’atteindre 

une contraction développée comparable entre les vaisseaux des animaux endotoxémiques et 

contrôle. C’est pourquoi nous avons choisi un niveau de contraction correspondant à l’EC80 

de la phényléphrine dans nos deux groupes. Par ailleurs, la cinétique lente de la vasodilatation 

nitroprussiate de sodium

est confirmé par les expériences évaluant les effets de la désendothélialisation avec ou sans 

prétraitement au nadolol sur la relaxation induite par le SR 58611A. En effet, le SR 58611A 

persiste à induire une relaxation identique sur les anneaux 
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induite par les agonistes β3-ARs (Trochu et coll, 1999 ; Rozec et coll., 2005), nous a imposé 

aire de prendre en considération 

’à la 

3ème heure, il y avait une augmentation significative des taux de nitrates/nitrites, reflet de la 

qu’au cours du choc septique, la NO synthase endothéliale ne joue pas un rôle majeur dans les 

effets du LPS sur la contractilité des cellules musculaires lisses vasculaires (Boyle et coll., 

000). Paradoxalement, alors que de multiples travaux rapportent l’absence d’altération de la 

es fonctions cellulaires par le biais d’interaction avec des kinases spécifiques, des 

canaux ioniques et des phosphodiestérases (Hobbs et Ignarro, 1996). Le rôle du GMPc au 

cours de la vasoplégie du choc septique semble bien établi (Silva-Santos et coll., 2002). 

Néanmoins, une étude a révélé que dans un modèle de choc endotoxémique chez le rat, 

pendant une fenêtre de 8 H suivant l’injection du LPS, la guanylate cyclase soluble n’est pas 

de tenir compte de la relaxation spontanée des anneaux aortiques précontractés à la 

phényléphrine. Or, cette relaxation est significativement plus marquée sur les anneaux 

aortiques de rats endotoxémiques. Il nous a donc paru nécess

ce paramètre même dans les cas où l’agent vasorelaxant a une cinétique plus rapide. Cette 

précaution n’est jamais prise dans les autres études. 

 Il est bien établi qu’au cours du choc endotoxémique, il existe une hyporéactivité 

vasculaire aux agents vasoconstricteurs et en particulier aux agonistes α1-ARs. La production 

excessive de NO est considérée comme une des causes majeures de cette hyporéactivité 

vasculaire (Titheradge et coll., 1999; Julou-Schaeffer et coll., 1990). Dans nos conditions 

expérimentales, l’injection de LPS provoque une hypotension associée à une tachycardie 

correspondant à la constitution d’un état de choc, ainsi qu’une diminution de la 

vasoconstriction à la phényléphrine ex vivo. Dans la littérature, une étude utilisant le même 

LPS à une dose légèrement inférieure (4 mg/kg iv) et la même souche de rat, a montré qu

production de NO (Cuzzocrea et coll., 2006). L’origine du NO responsable de la vasoplégie 

est sujette à controverse. En effet, selon certains auteurs la formation de peroxynitrite à partir 

du NO produit par la NO synthase endothéliale à la phase précoce du choc endotoxémique 

pourrait être responsable de la réponse réfractaire aux vasocontricteurs (Szabo et coll., 1995). 

Il a été suggéré également que la NO synthase endothéliale serait nécessaire à l’expression et 

à la fonction de la NO synthase inductible (Vo et coll., 2005 ; Connelly et coll., 2005). Mais 

l’utilisation d’animaux transgéniques déficients en NO synthase inductible, semble indiquer 

2

vasodilatation endothélium-indépendante (explorée dans notre cas par l’effet du nitroprussiate 

de sodium), nous avons mis en évidence une diminution très significative de la relaxation 

induite par ce donneur de NO. Le NO active la guanylate cyclase soluble, qui produit un 

second messager le GMPc. Ce nucléotide cyclique est responsable de la régulation de 

nombreus
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fonctionnelle. Il semblerait de plus que ce phénomène soit NO-dépendant (Fernandes et coll., 

2006). 

La dysfonction endothéliale est classiquement décrite au cours du choc endotoxémique 

notre étude, réduit la réponse 

inflamm

chez le rat (McIntyre et coll., 1997). L’altération de la vasodilatation induite par 

l’acétylcholine signe dans notre étude, cette dysfonction endothéliale Les mécanismes 

responsables de l’altération de la vasodilatation endothélium-dépendante dans ce contexte 

sont multiples. Le LPS est responsable d’une diminution de l’expression de la NO synthase-

endothéliale (Lu et coll., 1996) mais également d’une baisse de son activité (Graier et coll., 

1994). La diminution d’activité de la NO synthase endothéliale pourrait être en rapport avec 

l’augmentation du NO produit par la NO synthase inductible (Schwartz et coll., 1997). Le 

délai de survenue de ces deux mécanismes est compatible avec notre protocole, puisque il y a 

expression de la NO synthase inductible et que des auteurs ont démontré une diminution de 

l’expression de la NO synthase endothéliale dans les 3 H suivant l’exposition au LPS ou à des 

cytokines (en particulier le TNF-α) (Yoshizumi et coll., 1993). De même, les autres voies de 

signalisations impliquées dans la vasodilatation endothélium-dépendante sont perturbées. 

Ainsi, il y a une atténuation de la vasodilatation induite par l’EDHF (endothelial derived 

hyperpolarizing factor) (Kristof et coll., 1997; Oyekan, 2002) et une altération de la voie de la 

cyclo-oxygénase (Soler et coll., 2001). Il faut remarquer que très peu de travaux tiennent 

compte du type de protocole anesthésique utilisé et de la réanimation de l’animal. Néanmoins, 

ces deux éléments peuvent largement influencer la réponse systémique au LPS et les 

altérations de la vasomotricité. Le remplissage de l’animal endotoxémique, même avec des 

volumes limités afin de maintenir des niveaux de pression artérielle moyenne (60 mmHg), 

module la réponse inflammatoire. De même, les anesthésiques peuvent avoir un effet sur la 

dysfonction endothéliale induite par le LPS. Il semble que l’exposition même brève (puisque 

50 secondes suffisent) à l’isoflurane, que nous utilisons dans 

atoire (Hofstetter et coll., 2005) et prévient l’altération de la vasodilatation 

endothélium-dépendante (Plachinta et coll., 2003). 

Dans notre étude, la vasodilatation induite par un agoniste β-AR non sélectif est 

diminuée de manière significative. D’autres auteurs observent au contraire une absence 

d’altération de la réponse à l’isoprénaline au niveau de l’aorte thoracique de rats 

endotoxémiques (Mcintyre et coll., 1998). En revanche, sur des anneaux d’artère pulmonaire 

chez les mêmes animaux, ils constatent une diminution significative de la relaxation induite 

par l’isoprénaline. Enfin, dans ce même travail, la vasodilatation induite par la forskoline, un 

activateur de l’adénylate-cyclase, n’est pas modifiée dans les 2 lits vasculaires. Il faut 
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souligner que dans cette étude, le choc endotoxémique est induit par 20 mg/kg de LPS en 

injection intrapéritonéale et les animaux sacrifiés après 6 H d’incubation. 

Sur le plan vasculaire, des études in vivo ont évalué les effets de la stimulation des 

différents récepteurs β-ARs sur la circulation au cours du choc septique ou endotoxémique. 

La dobutamine est généralement considérée chez l’homme comme un agoniste β1-AR sélectif 

(Schiffelers et coll., 1999). Des travaux rapportent que cet agoniste β-AR, le plus utilisé dans 

le choc septique, est capable d’augmenter la perfusion capillaire sans que cette augmentation 

soit en relation avec un effet systémique (en particulier un effet inotrope positif) (De Backer 

et coll., 2006). Cette même équipe avait d’ailleurs mis en évidence chez l’homme la 

persistance d’une vasodilatation endothélium-dépendante dans la microcirculation au cours du 

choc septique chez l’homme (De Backer et coll., 2002). Chez le rat, des mesures des effets de 

la dobutamine sur la perfusion hépatosplanchnique montrent également une augmentation du 

flux sanguin indépendante d’effets sur le débit cardiaque (Secchi et coll., 2001).  

Concernant les récepteurs β2-ARs au cours du choc septique, la littérature fait surtout 

état des effets « anti-inflammatoires » de ces agonistes, notamment par leurs actions sur les 

monocytes (Kuroki et coll., 2004). Certains travaux expérimentaux relatent l’intérêt des 

agonistes β2-AR dans la prévention de la défaillance multiviscérale par leur action sur la 

sécrétion de cytokines comme le TNF-α, mais également sur le stress oxydatif et la 

production excessive de NO (Liaw et coll., 2003). Des études récentes ont révélé l’effet 

bénéfique de la sur-expression des récepteurs β2-ARs dans le parenchyme rénal chez le rat au 

cours d’un choc endotoxémique en terme de filtration glomérulaire (Nakamura et coll., 2003; 

Nakamura et coll., 2005). Les auteurs suggèrent là aussi les effets des récepteurs β2-ARs dans 

des phénomènes inflammatoires, mais n’évoquent pas d’effet sur la microcirculation rénale 

par exemple. La stimulation des récepteurs β2-ARs endothéliaux est responsable au cours du 

choc endotoxémique d’une augmentation de la sécrétion d’IL-6 (Gornikiewicz et coll., 2000). 

Quelques travaux suggèrent également un effet de la stimulation β2-AR sur la perméabilité 

vasculaire. En effet, in vivo, il a été montré chez le rat endotoxémique une réduction de la 

perméabilité microvasculaire (Schmidt et coll., 1998). Ces données sont confirmées in vitro 

par les résultats d’une étude menée chez des souris endotoxémiques (Irie et coll., 2001). Dans 

ce travail, les auteurs suggèrent que non seulement les agonistes β2-ARs mais également les 

agents pharmacologiques responsables d’une augmentation de l’AMPc, entraînent une 

diminution de la perméabilité microvasculaire cutanée. Cette diminution de la perméabilité 

vasculaire serait secondaire à une diminution de la synthèse de TNF-α induite par le LPS. 

Concernant les modifications des effets vasomoteurs des agonistes β2-ARs au cours du choc 
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septique, peu de données sont disponibles. La stimulation β2-AR est responsable 

classiquement d’une vasodilatation de l’aorte thoracique de rat (Ferro et coll., 2004). Cette 

vasodil

n de la voie des prostaglandines. Dans le 

cadre d

atation est partiellement NO-dépendante (environ 30% de la réponse) (Ferro et coll., 

2004). Donaldson et Myers rapportent une diminution significative de la vasorelaxation 

induite par le salbutamol (agoniste β2-AR) sur des anneaux d’aorte thoracique de rat 

désendothélialisés, 6 H après l’injection de 5 mg/kg IV d’endotoxine chez des rats Wistar 

(Donaldson et Myers, 1996). Dans notre étude, il existe une potentialisation significative de la 

réponse β2-AR chez les rats endotoxémiques. Chez l’homme, très peu d’agonistes β2-ARs 

sélectifs ont été évalués dans le cadre du choc septique. La dopexamine, un agoniste 

dopaminergique améliorerait le flux sanguin notamment splanchnique au cours du choc 

septique par le biais de propriétés β2-ARs (Schmidt et coll., 1998).  

La mise en évidence d’un 3ème sous-type de récepteurs β-ARs fonctionnel au niveau 

vasculaire chez l’homme est récent (Dessy et coll., 2004; Rozec et coll., 2005). Le récepteur 

β3-AR semble localisé au niveau endothélial et est responsable d’une vasodilatation 

impliquant en particulier la voie du NO. Ces propriétés pharmacologiques (faible affinité pour 

les agonistes conventionnels et résistance au phénomène de désensibilisation), laissent 

supposer que les effets engendrés par son activation sont essentiellement observés dans des 

circonstances physiopathologiques associées à un tonus sympathique élevé (pour revue, voir 

Rozec et Gauthier, 206). Très peu d’études évaluent les modifications de la réponse β3-AR au 

cours du choc septique ou endotoxémique. Dans une étude portant sur le tissu adipeux de rats 

endotoxémiques, Berkowitz et coll., on suggéré que le LPS par le biais de la synthèse de 

TNF-α, pourrait induire une diminution de l’expression de l’ARNm du récepteur β3-AR dans 

ce tissu (Berkowitz et coll.,1998). Plus récemment, dans un modèle vasculaire particulier (les 

veines digités de cheval), Mallem et coll. ont évoqué une altération de la vasodilatation 

induite par les agonistes β3-ARs dans ce lit vasculaire lors d’une exposition à de l’endotoxine 

(Mallem et coll., 2003). Selon ces auteurs, dans ce type de vaisseau, l’altération de la réponse 

aux agonistes β3-ARs serait secondaire à l’activatio

e notre étude, nous observons également une altération de la réponse β3-AR.  

De nombreuses études se sont penchées sur le rôle des récepteurs β-ARs au cours du 

choc endotoxémique ou septique. De multiples agents vasopresseurs et/ou inotropes utilisés 

dans le traitement de ce syndrome (adrénaline, noradrénaline, dobutamine, dopamine, 

dopexamine) présentent des propriétés agonistes β-ARs. Inversement, de plus en plus de 

patients pris en charge dans ce contexte particulier, sont traités au long cours par des β-

bloquants, dont la sélectivité pour les sous-types de récepteurs β-ARs est extrêmement 
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variable. Par ailleurs, quelques études ont montré l’intérêt potentiel de l’utilisation de β-

bloquants dans la prise en charge de choc septique ou d’un syndrome proche, le SIRS 

(System

tion dans de 

telle in

ic Inflammatory Response Syndrome). Des travaux cliniques ont montré chez le 

grand brûlé (la brûlure étant une cause de SIRS) l’effet bénéfique de l’utilisation des β-

bloquants sur le métabolisme, et l’absence d’effet délétère sur le plan cardiovasculaire 

(Herndon et coll., 2001). Chez le rat en état de choc septique après ligature-ponction cæcale, 

Suzuki et coll. ont montré que le traitement par β-bloquant (esmolol) est responsable d’une 

une amélioration significative de la performance myocardique de ces animaux (Suzuki et 

coll., 2005). Ils montrent également que le traitement par esmolol permet une restauration de 

la densité des récepteurs β1-ARs myocardiques. Ils concluent que les β-bloquants pourraient 

permettre une protection myocardique au cours du choc septique en limitant la dépense 

myocardique en oxygène. L’esmolol, est classiquement considéré comme un β-bloquant 

cardiosélectif de demi-vie courte, ce qui offre une relative sécurité dans son utilisa

dication. Dans un travail portant sur la thermogenèse induite par le BRL 37344, un 

agoniste β3-AR, une équipe suggère que l’esmolol pourrait avoir des effets antagonistes β3-

ARs (Murao et coll., 2002). L’ensemble de ces éléments souligne bien l’intérêt de caractériser 

le rôle et/ou les dysfonctions des différentes voies β-ARs au niveau cardiovasculaire au cours 

du choc septique. 

Au niveau cardiaque, il est établi qu’il existe des perturbations importantes des 

récepteurs β-ARs. Certaines études semblent démontrer que le nombre de récepteur β-ARs est 

diminué de plus de 40 % chez les patients ayant un sepsis (Bernardin et coll., 1998). 

Cependant, certaines études soulignent le caractère biphasique des modifications de la 

sensibilité des récepteurs β-ARs myocardiques, avec une augmentation du courant calcique 

après stimulation β-AR à 12 H puis une diminution à 36 H (Abi-Gerges et coll., 199). Dans 

une autre étude, les récepteurs β-ARs semblent précocement externalisés expliquant 

l’efficacité de la dobutamine, puis internalisés confirmant l’absence d’effet sur le débit 

cardiaque de cette substance au cours de l’état de choc septique installé (Tang et coll., 1998). 

L’absence d’efficacité des agonistes β-ARs au cours de la phase tardive du sepsis a également 

été décrite chez l’homme (Silverman et coll., 1993). 

Il est surprenant de constater l’absence d’étude établissant de manière précise chez 

l’homme ou dans un modèle animal, les altérations respectives des différents récepteurs β-

ARs vasculaires au cours du choc septique, d’autant plus que le traitement de la défaillance 

cardiocirculatoire fait largement appel, comme nous l’avons vu, à des catécholamines ainsi 

qu’a des agonistes β-ARs. Certains auteurs semblent même insister sur l’intérêt des agonistes 
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β-ARs sur la perfusion de certains lits vasculaires (comme la circulation splanchnique), 

indépendamment d’effet sur le débit cardiaque. Pour compléter notre étude sur la modulation 

des effets des agonistes β-ARs vasculaire au cours de l’endotoxémie, nous devrons évaluer 

par des techniques de biologie moléculaire mais également d’immunohistochimie, les niveaux 

d’expression des transcrits et les modifications de localisation cellulaire des différents sous-

types de récepteurs β-ARs. Ultérieurement, sur le myocarde, nous devrons déterminer par des 

approches similaires (pharmacologiques, de biologie moléculaire et immunohistologique) les 

altérations respectives des différents sous-types de récepteurs β-ARs. Ces résultats nous 

permettront d’établir le meilleur profil d’association d’agonistes et/ou d’antagonistes β-ARs 

pour optimiser l’hémodynamique de ces rats endotoxémiques. Nous pourrons confirmer 

ensuite in vivo l’efficacité de ces associations par la mesure de paramètres hémodynamiques 

(pression artérielle, fréquence cardiaque, courbes pression-volume cardiaques) et de la 

mortalité des animaux endotoxémiques. 
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Mon travail de thèse, qui s’articule autour de projets complémentaires, nous a permis non 

seulement de compléter la caractérisation des rôles physiologiques du récepteur β3-AR dans le 

système cardiovasculaire, mais également de considérer ce récepteur comme un élément 

essentiel dans l’histoire naturelle d’un certain nombre de pathologies cardiovasculaires. De 

plus, ce récepteur apparaît comme une cible thérapeutique potentielle, d’ores et déjà 

accessible par des traitements agissant sur le système nerveux autonome commercialisés 

comme le β-bloquant de 3ème génération, le nébivolol. 

Chez l’homme, avant notre travail mettant en évidence un récepteur β3-AR fonctionnel 

au niveau de l’endothélium de l’artère mammaire interne, Dessy et coll. étaient parvenus à 

caractériser ce récepteur au sein de la microcirculation coronaire (Dessy et coll., 2004). 

L’activation du récepteur β3-AR induit dans les deux lits vasculaires une vasodilatation, 

dépendante de la voie du NO. Pour notre étude pharmacologique, nous avons utilisé un des 

antagonistes du récepteur β3-AR humain le plus spécifique disponible, le L-748,337. Nous 

avons complété l’approche pharmacologique par des techniques moléculaires et 

biochimiques, qui nous ont permis de localiser le récepteur au niveau endothélial, confirmant 

ainsi nos résultats fonctionnels. Concernant les microcoronaires humaines, Dessy et coll. 

suggèrent une implication possible de l’EDHF comme une voie de signalisation dans les 

artères humaines. Plus encore, ils évoquent un rôle possible de suppléance de cette voie de 

signalisation dans le cas de dysfonction endothéliale avec altération de la voie du NO 

survenant au cours de pathologies cardiovasculaires (diabète, athérosclérose). En effet, tout 

comme eux, certaines équipes ont montré que la vasodilatation dépendante de l’EDHF 

persistait même en présence de facteurs de risque d’athérosclérose (Miura et coll., 1999). Ce 

type de phénomènes adaptatifs, pourrait également être observé dans certains lits vasculaires 

humains en dehors de circonstances pathologiques, comme lors de la grossesse par exemple, 

où la vasodilatation des microartères endométriales est plus EDHF-dépendante chez les 

femmes enceintes que chez les femmes non-enceintes (Kenny et coll., 2002). Dans le cas des 

artères mammaires internes, quelques études suggèrent l’existence dans ce type de vaisseau 

d’une vasodilatation EDHF-dépendante (Archer et coll., 2003). La nature de l’EDHF est 

toujours sujette à controverse (Félétou et Vanhoutte, 2006). Néanmoins, un certain nombre de 

critères a été défini pour caractériser l’EDHF, en particulier l’activation de canaux potassiques 

le plus souvent calcium-dépendants (Bryan et coll., 2005). Or, il se trouve que la 

vasodilatation induite par la stimulation des récepteurs β3-ARs implique l’activation de ces 
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mêmes canaux potassiques (Rautureau et coll., 2002). Ces résultats soulignent la difficulté de 

connaître la part du NO et de l’EDHF dans l’effet du récepteur β3-AR.  

En dehors des effets sur la vasomotricité, nos travaux indiquent que le récepteur β3-AR 

st responsable de la régulation d’une autre fonction importante de l’endothélium : 

angiogenèse. Le récepteur β3-AR est responsable d’un effet pro-angiogénique dépendant de 

 voie du NO et impliquant la voie PI3K/Akt. Comme pour les effets vasomoteurs, il reste à 

tablir si l’EDHF ne peut pas être impliqué dans une partie de la réponse pro-angiogénique 

bservée. De manière surprenante, il existe peu de travaux dans la littérature faisant état des 

ffets des catécholamines sur l’angiogenèse. Néanmoins, nos résultats sont à mettre en 

arallèle avec ceux obtenus par Iaccarino et coll. concernant les récepteurs β2-ARs. En effet, 

s décrivent un rôle pro-angiogénique de ce récepteur dans un modèle d’ischémie chez le rat 

(Iaccarino et coll., 2005). De plus, il a été démontré chez la souris un effet pro-angiogénique 

du nébivolol, dépendant de ses propriétés β -ARs (Dessy et coll., 2005) et également du BRL 

37344 sur les cellul oll., 2005). L’effet 

pro-angiogénique de la stimulation β3-AR ouvre ainsi de nouvelles perspectives sur le rôle 

physiopathologique de ce récepteur dans la néoangiogenèse ischémique.  

Les effets vasculaires de la stimulation β3-AR sont capables de diminuer les 

contraintes du ventricule gauche en réduisant la postcharge. En effet, la vasodilatation 

périphérique induite par les agonistes β3-ARs, diminue les résistances périphériques. Par 

ailleurs, l’augmentation du débit sanguin coronaire (et éventuellement du greffon vasculaire 

mammaire interne utilisé dans les pontages aortocoronariens) secondaire à la vasorelaxation, 

augmente l’apport d’oxygène au niveau myocardique. Enfin, par son action pro-angiogénique, 

le récepteur β3-AR pourrait favoriser la néoangiogénèse dans les zones ischémiques 

myocardiques. De nombreuses inconnues persistes quant aux voies de signalisation 

impliquées dans les effets vasculaires du récepteur β3-AR. En effet, s’il est établi que sa 

stimulation active la voie du NO, des éléments clefs sont à déterminer, comme l’existence et 

la nature de la protéine G dans la transduction du signal. De même, s’il est établi que l’EDHF 

régule la vasomotricité et possède une action pro-angiogénique (Michaelis et Fleming, 2006), 

son importance dans les effets de la stimulation β3-AR reste à préciser. 

Sur le plan myocardique, le récepteur β3-AR est un élément de la modulation de la 

réponse aux catécholamines, dont l’importance et les mécanismes ne sont que partiellement 

connus. Les propriétés pharmacologiques de ce récepteur (faible sensibilité aux agonistes et 

aux antagonistes conventionnels) ainsi que des particularités dans sa structure protéique 

(absence de site de phosphorylation impliqué dans les phénomènes de désensibilisation) 
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indiquent qu’il est activé en cas de tonus sympathique élevé. De plus, il est couplé à la voie du 

l régule largement la consommation en 

oxygèn

cardiaque (Flather et coll., 2005) et se caractérise par une excellente tolérance chez le sujet 

NO dans les cardiomyocytes, et de ce fait il est susceptible de réguler les effets du NO sur la 

fonction cardiaque, en particulier en cas de stimulation β-AR (Massion et coll., 2003). Le NO 

a des actions multiples, qui parfois, peuvent paraître contradictoires sur le myocarde. Le NO 

diminue notamment les réponses inotropes et chronotropes à la stimulation β-AR comme cela 

a été démontré dans un modèle de souris trangéniques surexprimant la NO synthase 

endothéliale de façon modérée au niveau cardiomyocytaire (Janssens et coll., 2004). Le NO a 

des actions majeures sur le métabolisme cardiaque, et i

e cardiaque (MVO2) et la respiration mitochondriale (Trochu et coll., 2000). Dans les 

phénomènes d’ischémie reperfusion, le NO aurait un effet protecteur. Enfin, il pourrait limiter 

les phénomènes apoptotiques et le remodelage hypertrophique (pour revue, Massion et coll., 

2001). De plus, il est admis que la stimulation β-AR augmente la fréquence cardiaque. 

Cependant, les sous-types de récepteurs β-ARs impliqués dans ces effets ne sont pas 

clairement identifiés. En clinique, l’administration de dobutamine, un agoniste β1-AR, est 

arythmogène. Le salbutamol, un agoniste β2-AR, augmente la fréquence cardiaque mais 

prolonge l’intervalle QT. Une étude rapporte que la stimulation β3-AR produit des effets 

opposés sur la fréquence cardiaque, ces effets dépendent de la voie de signalisation recrutée 

(Sterin-Borda et coll., 2006). En effet, les auteurs décrivent un couplage du récepteur β3-AR à 

la fois à la voie de l’AMPc et à la voie NO-GMPc, cette dernière voie limite de façon 

significative l’effet chronotrope positif induit par la voie de l’AMPc. Il semble donc exister 

une interaction négative entre les nucléotides cycliques. Nos résultats préliminaires dans les 

cardiomyocytes de lapin montrent que la stimulation β3-AR induit des effets inotrope négatif 

et lusitrope positif associés à l’inhibition des courants calciques de type L et l’activation des 

canaux potassiques retardés rectifiants, IKs, via la voie Gi/0-NO. Ces résultats suggèrent que 

les récepteurs β3-ARs sont une cible relevante pour le traitement des arythmies en diminuant 

la surcharge calcique et en prévenant l’allongement de la repolarisation. Pour étayer cette 

hypothèse, nous comparerons les effets des stimulations β1, β2 et β3-ARs sur l’activité 

électrique cardiaque de lapin (courants potassiques, potentiel d’action) et les voies de 

signalisation mises en jeu dans ces effets seront recherchées. L’ensemble de ces 

considérations rend donc bien compte de l’importance que peut avoir le récepteur β3-AR au 

cours des pathologies cardiovasculaires. Dans ce contexte, la mise en évidence des propriétés 

β3-ARs d’un β-bloquant, le nébivolol, a une signification toute particulière. En effet, ce β-

bloquant de 3ème génération est déjà indiqué dans la prise en charge de l’insuffisance 
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âgé. Il reste à déterminer si ces propriétés sont à mettre sur le compte des effets β3-ARs et si 

ceux-ci varient selon le type de patient. En effet, aucune étude n’a déterminé les modifications 

l’évaluation du rôle 

du réc

 les cardiomyocytes. Il 

reste à

potentielles d’expression, de couplage et in fine fonctionnelles des récepteurs β3-ARs, par 

exemple au cours du vieillissement. La caractérisation précise du rôle de ce récepteur et les 

interactions avec les 2 autres sous-type de récepteurs β-ARs, permettra d’envisager le profil 

pharmacologique des traitements β-bloquants à proposer dans les différentes pathologies 

cardiovasculaires en tenant compte du terrain, et pourquoi pas de caractéristiques génétiques 

(polymorphisme des récepteurs β-ARs). 

Les résultats de l’ensemble de ce travail semblent donc indiquer que la stimulation β3-

AR pourrait constituer un objectif particulièrement pertinent dans le traitement de pathologies 

cardiovasculaires, et en particulier l’insuffisance cardiaque ischémique. Néanmoins, l’étude 

de cet aspect capital, se heurte au problème du modèle à utiliser. En effet, le profil 

d’expression et le rôle fonctionnel du récepteur β3-AR varie énormément d’une espèce à 

l’autre (Gauthier et coll., 1999). L’espèce canine se rapproche le plus de ce « profil humain » 

mais pour des raisons logistiques et éthiques évidentes, elle est peu utilisée. En tenant compte 

de nos différentes études, le rat semble être une espèce intéressante pour 

epteur β3-AR vasculaire, en raison d’homologies de localisation, de voie de 

signalisation et de fonction. Cependant, le myocarde de rat (tout comme celui de souris) est 

quasiment dépourvu de récepteurs β3-ARs. Néanmoins, au cours de l’insuffisance cardiaque 

(Zhang et coll., 2005a) et dans le diabète (Dincer et coll., 2001) il a été constaté une 

augmentation de l’expression du récepteur β3-AR. Comme la densité des récepteurs β3-ARs 

est augmentée dans les cardiomyocytes mais aussi dans les cellules endothéliales au stade 

terminal de l’insuffisance cardiaque, nous avons développé un modèle de rat transgénique 

surexprimant le récepteur β3-AR humain sélectivement dans les cellules endothéliales. Des 

résultats préliminaires montrent que cette surexpression est associée à une diminution des 

récepteurs β1-ARs sans modification de la densité des récepteurs β2-ARs. De plus, la réponse 

inotrope positive induite par l’isoprénaline est altérée chez les rats transgénqiues. Ces résultats 

démontrent pour la première fois que les récepteurs β3-ARs endothéliaux régulent la 

contraction cardiaque et l’expression des autres récepteurs β -ARs dans

 déterminer les mécanismes cellulaires impliqués dans ces effets. En parallèle, et en 

collaboration avec JL Balligand (Bruxelles, Belgique), nous utiliserons des adénovirus 

recombinants codant le récepteur β3-AR humain pour évaluer les conséquences de la 

surexpression des récepteurs β3-ARs sur l’expression des différents sous-types de récepteurs 

β-ARs cardiaques et sur les activités électriques et contractiles. Pour cela, l’adénovirus sera 
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délivré soit dans le myocarde bordant la zone ischémique, soit dans le cœur entier, soit dans la 

circulation coronaire. Les effets pro-angiogéniques de la surexpression des récepteurs β3-ARs 

seront également déterminés. Enfin, comme nous l’avons vu, nos approches in vitro chez le 

lapin, indique que le récepteur β3-AR est présent au niveau myocardique dans cette espèce et 

se comporte de façon comparable à l’homme. De manière surprenante, ces effets ne sont pas 

retrouvés sur cœur entier. Il est donc nécessaire de compléter ces expériences afin d’expliquer 

une telle différence. Une fois le choix de l’espèce fait, celui du modèle pathologique reste à 

déterminer. Dans le cas de l’insuffisance cardiaque expérimentale, la ligature coronaire est 

largement utilisée. Selon la taille de l’infarctus, l’animal va évoluer vers l’insuffisance 

cardiaque : soit rapidement (au maximum dès la ligature si le territoire infarcie est important), 

soit de manière plus lente après une phase de compensation par remodelage myocardique. Peu 

de travaux ont cherché à évaluer les variations d’expression et de fonction des différents sous-

types de récepteur β-ARs. L’existence du récepteur β3-AR impose, qui plus est, une 

actualisation de ces caractérisations. Il reste également à déterminer si ces changements sont 

dus à la réexpression d’un programme génétique fœtal que l’on observe au cours du processus 

de remodelage lors de l’insuffisance cardiaque. Il serait également pertinent d’évaluer 

l’importance de ce récepteur au cours de l’embryogenèse. 

 Dans le tableau complexe que constitue le choc septique, la dysfonction 

cardiocirculatoire est bien connue. Il existe en particulier des anomalies importantes des 

récepteurs adrénergiques. Chez le rat, au niveau myocardique, il y a une altération bien 

connue au cours du choc septique de la réponse β-AR en raison d’une diminution de la densité 

et/ou une altération de la fonction des récepteurs (Boillot et coll., 1996). Néanmoins, aucune 

étude n’a précisé les perturbations respectives de chaque sous-type de récepteurs β-ARs, en 

sachant notamment que, chez le rat, le récepteur β3-AR est peu ou pas exprimé dans les 

conditions physiologiques (Gauthier et coll., 1999). De même, les modifications de la réponse 

β-AR connues et détaillées dans de nombreuses circonstances pathologiques (insuffisance 

cardiaque, hypertension artérielle) (Queen et Ferro, 2006) sont très peu étudiées dans le choc 

septique, alors même que des agonistes β-ARs font partie des traitements indiqués dans ce 

tableau, et que leurs actions directes sur le flux sanguin dans certains territoires (augmentation 

de la perfusion splanchnique en particulier) sont recherchées (Holmes, 2005). Dans ce 

contexte, nous sommes parvenus à détailler, à l’aide d’une approche pharmacologique, les 

anomalies des récepteurs β-ARs vasculaires dans un modèle de choc endotoxémique chez le 

rat. Cette étude sera à compléter par des techniques de biochimie et de biologie moléculaire, 

afin de mettre en évidence des modifications du niveau d’expression des ARN messagers et 
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des protéines des trois sous-types de récepteurs β-ARs. Dans la mesure où il semble bien que 

les effets du récepteur β3-AR sont d’autant plus patents qu’il existe une concentration élevée 

de catécholamines et/ou une diminution de la densité des autres récepteurs β-AR, il est donc 

logique de l’étudier dans ces circonstances. En la matière, le choc septique est un exemple 

caricatural, véritable drame clinique, associé à une mortalité et une morbidité importantes. 

Malgré des essais thérapeutiques nombreux, le traitement symptomatique garde à l’heure 

actuelle une place prépondérante. Le volet cardiovasculaire de cette prise en charge est très 

important, néanmoins l’éventail des médicaments à notre disposition est limité. Les 

catécholamines ou les agonistes adrénergiques de synthèse dont nous disposons actuellement, 

sont peu nombreux et insuffisamment spécifiques pour avoir une action précise sur tel ou tel 

type de récepteur. En confrontant les résultats obtenus au niveau vasculaire, avec de futures 

évaluations des modifications de l’expression et de la fonction des sous-types de récepteurs β-

ARs cardiaques, nous espérons à l’instar de l’insuffisance cardiaque ischémique, pouvoir 

cibler de nouvelles approches thérapeutiques. Par exemple, il pourrait être pertinent d’associer 

un antagoniste β3-AR, pour son effet myocardique à un agoniste β2-AR, pour son action 

vasculaire. De plus, si de telles associations sont efficaces dans un modèle animal, quel est le 

meilleur délai d’administration et l’effet d’autres thérapeutiques (remplissage vasculaire, 

immunothérapie…) et surtout quand est-il chez l’homme ? 

 

Ainsi, comme nous l’avons vu, le récepteur β3-AR découvert il y a près de 20 ans a 

considérablement complexifié l’organisation du système nerveux sympathique. Il demeure un 

vaste sujet d’investigation en physiopathologie cardiovasculaire et constitue une nouvelle 

cible thérapeutique potentielle. 
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ANNEXES 
 

 
Articles de revue et chapitre d’ouvrages 

Arch Mal Coeur Vaiss. 2003 Sep;96(9):905-13. 

Place of beta 3-adrenoceptors among other beta-adrenoceptor 
subtypes in the regulation of the cardiovascular system. 

• Rozec B, Noireaud J, Trochu JN, Gauthier C. 

Laboratoire de physiopathologie et pharmacologie cellulaires et moleculaires, 
INSERM U533, Htel-Dieu, 1, place Alexis Ricordeau, 44093 Nantes. 

Knowledge of the sympathetic system is a basic element in the understanding of 
numerous physiological and physiopathological phenomena. In the two last decades, 

em. In the heart, the positive 
inotropic effect of predominant beta 1-adrenoceptor stimulation is classically 

 signalling pathway, has 

ological tools, led to the discovery of "putative" beta 4-adrenoceptors, which 

lling pathway involved in this effect was variable according to their localization 
(endothelial or smooth muscle cells), the species and the vascular bed. beta-

 heart failure could result from action on beta 3-adrenoceptors. Moreover, 

new pharmacological, biochemical and molecular tools have changed our approach to 
the roles of beta-adrenoceptors in the cardiovascular syst

recognised. Several studies reveal a significant physiological relevance of the beta 2-
adrenoceptor which could activate different signalling pathways in addition to that of 
cAMP. Moreover, the detection of a third beta-adrenoceptor subtype, beta 3, in human 
heart, responsible for a negative inotropic effect through a NO
changed the classically admitted paradigm on the regulation of heart function by the 
beta-adrenergic system. The identification of atypical beta-adrenoceptors, based on 
pharmac
constituted a low affinity state of the beta 1-adrenoceptors. In vessels, all beta-
adrenoceptors subtypes, beta 1, beta 2 and beta 3, mediated a vasodilation, but the 
signa

adrenoceptors are involved in several cardiovascular disease and could constitute a 
determinant therapeutic target. The efficiency of some beta-blockers used in the 
treatment of
a mutation of the beta-adrenoceptor subtype suggested a role in hypertension and 
diabetes mellitus. 

PMID: 14571645 [PubMed - indexed for MEDLINE] 
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macol Ther.Phar  2006 Sep;111(3):652-73. Epub 2006 Feb 15.  

roles in human pathologies. 
beta3-adrenoceptors in the cardiovascular system: putative 

• Rozec B, Gauthier C. 

Inserm U533, L'institut du thorax, Nantes, France. 

The sympathetic nervous system is central for the neurohumoral regulation of the 

catecholamines on the force of contraction of cardiac muscle, and on the relaxation of 

ent time, the physiological role of beta3-AR is not clearly 
identified. Thus, the purpose of this review is to summarize the pharmacological and 

R in several cardiovascular diseases and emphasizes their 

ubMed - indexed for MEDLINE] 

cardiovascular system and is largely involved in many cardiovascular diseases 
affecting millions of people around the world. It is classically admitted that beta-
adrenoceptors (beta-AR) of the beta1 and beta2 subtypes mediate the effects of 

vascular smooth muscle. However, the molecular characterization in 1989 of a third 
beta-AR subtype, beta3, and later its identification in human heart has changed the 
classically admitted paradigm on the regulation of heart function by the beta-
adrenergic system. In blood vessels, beta3-AR, like beta1 and beta2, produced a 
relaxation. But at the pres

molecular evidence supporting the functional roles of beta3-AR in cardiovascular 
tissues of various species, including humans. In addition, this review discusses the 
potential role of beta3-A
putative involvement as new therapeutic targets. 

PMID: 16480771 [P
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Les récepteurs β3-adrénergiques dans le systèm cardiovasculaire : rôles physiopathologiques et 

Mon travail de thèse s’est articulé autour de plusieurs projets complémentaires concernant le récepteur 
β3-adrén
Nous av rne 
humain on myocardique. Leur stimulation induit une 
vasodilatation dépendante onoxyde d’azote (NO). Ces récepteurs pourraient avoir un 
intérêt dans p près pontage aortocoronarien. 
Actuellement, les cibles cellulaires des effets d’un β-bloquant de 3ème génération efficace dans 
l’hypert olol, étant mal connues, nous avons 
démontré qu’il active les récepteurs β3-ARs à la fois dans l’aorte thoracique de rat et dans le myocarde 
humain
La sure ts pro-
angiogé
Dans l ement 
compen
L’ensem  
patholo
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implications thérapeutiques. 

ergique (β3-AR) dans le système cardiovasculaire. 
ons identifié la présence de récepteurs β3-ARs sur l’endothélium de l’artère mammaire inte

e, artère utilisée pour la revascularisati
 de la voie du m

 la révention du vasospasme a

ension artérielle et l’insuffisance cardiaque, le nébiv

. 
xpression du récepteur β3-AR grâce à un vecteur adénoviral conduit à des effe
niques dans différents modèles expérimentaux. 
e choc endotoxémique, la vasodilatation β3-AR est diminuée et peut être partiell
sée par une potentialisation de la réponse induite par les récepteurs β1- et β2-ARs. 
ble de ces résultats suggère un rôle potentiel des récepteurs β3-ARs dans différentes

gies cardiovasculaires. 

és : récepteur β3-adrénergique, vaisseaux, myocarde, endothelium, nebivolol, NO, in
ue, adénovirus, angiogenèse, endotoxémie 

 
β3-adre

My wo β3-
adrenoc
We iden raft 
for the ces a vasodilation dependent of nitric 
oxyde (NO). These receptors could prevent vasospasm after coronary artery bypass surgery. 
Current stemic hypertension and 
heart failure, nebivolol, being poorly characterised, we shown that it activates β3-ARs both in rat 
thoracic aorta and in human myocardium. 
The overexpression of β3-AR by using an adenoviral vector, leads to pro-angiogenic effects in various 
angiogenesis assays. 
In endotoxemic shock, the β3-AR induced vasodilation is decreased, and is partly compensed by β1- 
and β2-AR activity potentialisation. 
Taken together theses results highlight the potential role of β3-AR in various cardiovascular diseases.  
 
Keywords: β3-adrenoceptor, vessels, myocardium, endothelium, nebivolol, NO, heart failure, 
adenovirus, angiogenesis, endotoxemia,  

noceptors in cardiovascular system: physiological roles and therapeutics implications  
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eptor (β3-AR) in the cardiovascular system. 
tified the presence of β3-ARs on internal mammary artery endothelium, an artery used as g
myocardial revascularisation. Their stimulation indu
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