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Introduction

Les nucléotides cycliques (NC) 3’-5° adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et 3°-5°
guanosine monophosphate cyclique (GMPc) constituent des régulateurs majeurs du systéeme
cardiovasculaire. L’AMPc agit comme relai intracellulaire pour les neuromédiateurs des
systemes sympathique et parasympathique ainsi que pour plusieurs hormones, tandis que le
GMPc est le second messager du monoxyde d’azote (NO) et des peptides natriurétiques. A
court terme, les NC régulent 1’activité contractile cardiaque et le tonus vasculaire. Toutefois,
une ¢élévation chronique d’AMPc contribue au développement de I’hypertrophie cardiaque et a
la progression vers I’insuffisance cardiaque (IC), alors qu’une élévation chronique de GMPc a
une action anti-hypertrophique et cardioprotectrice. Pendant longtemps on a considéré que ces
seconds messagers une fois produits diffusaient librement a 1’intérieur des cellules. Ceci est
toutefois contradictoire avec un certain nombre d’observations qui montrent que la nature de la
réponse physiologique dépend du stimulus appliqué et du type de récepteur activé. On sait
aujourd’hui que cette spécificité de réponse hormonale est due a une organisation spatio-
temporelle (ou compartimentation) des voies de signalisation. Celle-ci fait intervenir d’une part
la localisation des voies de synthese et des effecteurs des NC, et d’autre part le controle des
concentrations locales d’AMPc et de GMPc par les phosphodiestérases des NC (PDEs), les

enzymes responsables de leur dégradation.



1. Voie de I’adénosine monophosphate cyclique

Dans les myocytes cardiaques, les niveaux d’AMPc sont augmentés par les catécholamines,
ainsi que par de nombreuses hormones et facteurs circulants. Ces différents « premier
messagers » agissent en se fixant a des récepteurs specifiques couplés a des protéines G
stimulatrices (Gs) des adénylyl cyclases (AC), les enzymes responsables de la synthese
d’AMPc. Dans certains cas, comme I’activation des récepteurs Pi-adrénergiques (B1-ARS, qui
représentent 80% des récepteurs B-ARS dans le cceur) par les catécholamines ou 1’isoprénaline
(Iso), I’élévation d’AMPc provoque une augmentation importante de la fréquence cardiaque
(effet chronotrope positif), de la force de contraction (effet inotrope positif), et de la vitesse de
relaxation (effet lusitrope positif). Ces effets sont dus a la phosphorylation des acteurs majeurs
du couplage excitation-contraction (CEC) par la protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) tels
que les canaux calciques de type L du sarcolemme (LTCC), les récepteurs de la ryanodine
(RyR2) du réticulum sarcoplasmique (RS), le phospholamban (PLB), la troponine I (Tnl) et la
protéine C de liaison a la myosine (cMyBP-C) (pour plus de détails concernant le CEC
cardiaque, voir chapitre 5). Toutefois, dans d’autres cas, comme I’activation des récepteurs EP2
et EP4 couplés a Gs par la prostaglandine E1 (PGE1), une élévation d’AMPc dans le coeur
n’augmente pas la phosphorylation des protéines du CEC et ne reproduit pas les effets inotrope
et lusitrope positifs d’une stimulation B1-AR, mais a d’autres fonctions (pour revue voir [1]).
Ceci introduit la notion de compartimentation de la voie de I’AMPc qui a fait 1’objet de

nombreux travaux dans les myocytes cardiaques.

1.1 Voies de synthése de P’AMPc

Un premier élément concerne la localisation subcellulaire des récepteurs couplés a Gs et des

AC dans des domaines spécialisés de la membrane plasmique des cardiomyocytes comme les
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tubules transverses (tubules T) et les cavéoles[2]. Alors que les récepteurs Pi1-ARs sont
distribués sur ’ensemble de la membrane plasmique, les B2-ARs semblent localisés au niveau
des tubules T et des cavéoles tandis que les récepteurs aux prostaglandines EP2 et EP4 semblent
exclus des cavéoles. La localisation cavéolaire des B2-ARs confine leur action a la membrane
plasmique et permet la régulation locale de I’activit¢ des canaux LTCC (responsables du
courant lca) par ces récepteurs, tandis que 1’exclusion des récepteurs aux prostaglandines des
cavéoles pourrait expliquer leur absence d’effet sur IcaL. Une localisation subcellulaire distincte
a également été proposée pour les AC5 et AC6, les isoformes majoritaires d”AC exprimées dans
le cceur. L’étude de la régulation de lcaL dans des cardiomyocytes de souris invalidées pour ces
enzymes suggere que I’AC5 peut étre activée par les récepteurs B1-ARs et B2-ARs car elle est
localisée au niveau des tubules T et des cavéoles, tandis que I’AC6 est couplée
préférentiellement aux B1-ARs en dehors des tubules T [3]. Malgré de fortes similitudes en
termes de séquence et de régulation, de facon surprenante, ces deux AC exercent des effets
chroniques opposés sur le ceeur : bénéfiques pour ’AC6 mais déléteres pour I’ACS. Ces

différences pourraient étre liées, au moins en partie, a leur localisation subcellulaire distincte

[4].

1.2 Localisation des effecteurs de ’AMPc¢

En absence d’AMPc, la PKA est un hétérotétramere composé d’un dimere de sous-unités
régulatrices (R) qui fixent et inhibent deux sous-unités catalytiques (C). Lors d’une élévation
d’AMPc, les sous-unités C se détachent du dimére de sous-unités R pour phosphoryler leurs
substrats. Deux types de PKA (PKAI et PKAII) sont exprimés dans le ceeur, distingués par la
nature de leurs sous-unités régulatrices (appelées RI et RII). Ces deux types différent par leur
sensibilité a I’AMPc et leur localisation subcellulaire: alors que la PKALI est principalement

retrouvée dans la fraction soluble, la PKAII est associée a la fraction particulaire [1].



La localisation subcellulaire de la PKA est assurée par des protéines d’ancrage, les AKAP (A-
kinase anchoring proteins). Les AKAP constituent une famille de protéines qui se définissent
par 1/ leur capacité a fixer la sous-unité R de la PKA a un domaine d’ancrage structurellement
conservé ; 2/ la présence d’un domaine unique et spécifique de localisation subcellulaire (e.g.
la membrane plasmique, le RS ou d’autres organelles) ; 3/ I’existence de motifs d’interactions
protéine-protéine pour former des complexes incluant divers acteurs de signalisation, tels que
des protéines phosphatases (PP), diverses kinases, des PDEs, des canaux ioniques et des
récepteurs membranaires ; 4/ une interaction directe ou une co-localisation avec les substrats
de la PKA [6]. Ainsi, I’ancrage de la PKA aux AKAP assure la compartimentation subcellulaire
de I’enzyme et joue un rdle important dans le contréle du CEC (voir ci-dessous) mais également
lors de la phase de repolarisation cellulaire (i.e. régulation du courant potassique Iks) ou encore
de ’hypertrophie cardiaque [7].

Outre la PKA, I'AMPc agit également en se liant aux proteines EPAC (Exchange protein
directly activated by cAMP) [8], aux canaux HCN (Hyperpolarization-activated, cyclic
nucleotide-gated) responsables du courant de pacemaker I [9] et aux protéines contenant un
domaine Popeye, également impliquées dans le contréle de la fonction pacemaker cardiaque
[10]. Lorsqu’elles sont stimulées par I’ AMPc, les protéines EPAC catalysent 1’échange de GDP
en GTP sur les petites protéines G, Rapl et Rap2, induisant ainsi leur activation. Alors que les
canaux HCN et les protéines Popeye sont localisées a la membrane plasmique, les deux
isoformes d’EPAC sont distribuées dans de multiples compartiments: EPAC1 est localisé a la
membrane plasmique et a I’enveloppe nucléaire ou il module I’expression des genes du
programme hypertrophique mais a egalement été décrit dans les mitochondries ou il agit comme
effecteur de I’AMPc généré par une AC soluble également présente dans les mitochondries [8,

11-13]. Enrevanche, EPAC2 est localisé dans les tubules T et intervient dans la phosphorylation



des RyR2 par la Ca?*-calmodulin kinase Il (CaMKII), augmentant la fuite de Ca®* du RS et le

risque d’arythmies cardiaques [11].

1.3 Controéle de ’AMPc par les phosphodiestérases

Plusieurs mécanismes sont susceptibles de limiter la diffusion de I’AMPc dans les
cardiomyocytes, mais le mieux documenté est I’hydrolyse de I’AMPc par les PDEs. Le fait que
I’isobutyl méthyl xanthine (IBMX), un inhibiteur non sélectif des PDEs, augmente 1’effet
distant d’une stimulation B-AR locale sur le courant IcaL @ montré que ces enzymes jouent un
role majeur pour limiter la diffusion de I’AMPc [14]. Ceci a pu étre confirmé par des techniques
de mesure en temps réel de I’AMPCc: I’enregistrement en patch-clamp de 1’activité électrique de
canaux CNG (Cyclic nucleotide-gated channels) mutés pour reconnaitre spécifiquement
1’ AMPc permet de mesurer les fluctuations de ce second messager sous la membrane plasmique
(Figure 1A), tandis que la mesure du transfert d’énergie de fluorescence par résonance de type
Forster (FRET) de biosenseurs reconnaissant I’AMPc permet de mesurer ce second messager
dans le cytoplasme ou dans de nombreux compartiments subcellulaires (membrane plasmique,
cavéoles, membrane du RS, noyaux, mitochondries, myofilaments, Golgi...).

Le premier bio-senseur FRET utilisé pour mesurer I’AMPc était basé sur la PKA. Le principe
de fonctionnement de cette sonde exploite le fait que les sous-unités C se dissocient du dimére
de R en présence d’AMPc (Figure 1B). Son utilisation dans des cardiomyocytes néonataux de
rat a montré qu’une stimulation des récepteurs B-ARS produit une augmentation d’AMPc
hétérogéne et que cette compartimentation spatiale est liée aux PDEs, puisqu’en présence
d’IBMX I’augmentation d’AMPc produite par les B-AR devient beaucoup plus homogéne [15].
Par la suite, le role des differentes familles de PDEs dans le controle dynamique de I’AMPc a
été étudié grace aux canaux CNG et a des senseurs FRET de I’AMPc de nouvelle génération,

basés sur le domaine de liaison a I’AMPc des protéines EPAC ou des canaux HCN (Figure 1C).



Sur les 11 familles de PDEs connues chez les mammiféres, sept sont exprimées dans le coeur
(Figure 2). Ces PDEs different par leur structure primaire, leurs propriétés enzymatiques, leur
capacité a dégrader I’AMPc et/ou le GMPc, ainsi que par leurs mécanismes de régulation [16,
17]. La plupart des familles de PDEs sont codées par plusieurs génes, donnant lieu & une
centaine d’isoformes au total, produites par épissage alternatif et par 1’utilisation de multiples
sites d’initiation de la traduction. Quatre familles de PDEs sont clairement établies pour
dégrader I’AMPc dans les cardiomyocytes : la PDE1, qui est activée par le complexe Ca?*-
calmoduline; la PDE2, dont I’activité est stimulée de facon allostérique par le GMPc, celui-ci
se liant au niveau du domaine GAFB de I’enzyme (I’acronyme GAF est issu des trois protéines
dans lesquelles ce domaine a été identifié : cGMP-dependent phosphodiesterases, Anabaena
adenylyl cyclases, and E. Coli FhlA); la PDE3, qui est inhibée par le GMPc et la PDE4, qui est
spécifique de I’AMPc. En raison d’un manque d’inhibiteur pharmacologique sélectif disponible
commercialement, le role de la PDE1 dans la compartimentation des signaux AMPc n’est pas
connu. La PDE?2 est codée par un seul géne, donnant lieu & trois variants d’épissage (PDE2A1,
PDE2A2, PDE2A3). Alors que la PDE2A1 est cytoplasmique, les PDE2A2 et PDE2AS3 sont
associées aux membranes [16]. Le role de la PDE2 dans la compartimentation des NC a d’abord
été examiné dans des cardiomyocytes de grenouille. Dans ces cellules, une stimulation de la
guanylate cyclase soluble, I’enzyme responsable de la synthése de GMPc, conduit a une forte
diminution d’AMPc qui reste localisée au voisinage des LTCC, due a I’activation de la PDE2
par le GMPc [18]. De fagon similaire, une autre étude sur myocytes de rats nouveau-nés a
montré que lors d’une stimulation a 1’Iso, la PDE2 est activée par une voie impliquant les
récepteurs Bs-ARs, le NO et le GMPc. Ceci limite I’accumulation d’AMPc produite par les
autres sous-types de B-ARs, et par consequent leur effet inotrope positif [19]. Dans le myocyte
cardiaque, la PDE2A2 semble localisée au niveau des membranes internes et externes des

mitochondries. 1l a été proposé récemment que cette isoforme soit impliquéee dans la régulation



de la morphologie mitochondriale et de la survie cellulaire en dégradant localement I’AMPc¢
issu des AC du sarcolemme [20].

Les PDE3 et PDE4 représentent les activités hydrolytiques majeures de I’AMPc dans le cceur.
La PDES3 constitue la cible de cardiotoniques puissants comme la milrinone, utilisée en clinique
pour le traitement de 1’insuffisance cardiaque aiglie mais dont I’utilisation chronique augmente
la mortalité en favorisant les arythmies cardiaques [21]. Deux genes codent pour deux sous-
familles de PDE3 (PDE3A et 3B), et c’est la PDE3A qui est majoritaire dans le coeur et
responsable des effets chronotropes et inotropes positifs des inhibiteurs de PDE3. L’existence
de trois isoformes de PDE3A localisées dans des compartiments cellulaires différents (fractions
microsomale et/ou cytosolique) participe a la compartimentation de 1’AMPc. Toutefois, chez
les rongeurs la PDE4 est prédominante pour dégrader I’AMPc¢ généré par une stimulation [3-
AR, et cette famille régule également I’AMPc et ’homéostasie calcique dans les myocytes
ventriculaires de chien et les myocytes atriaux humains [17]. La famille des PDE4 est codée
par quatre genes (Pdeda-d), mais seuls Pdeda, Pde4db et Pde4d sont exprimés dans le tissu
cardiaque. Les PDE4 sont localisées dans de multiples compartiments cellulaires, notamment
par interaction avec des protéines d’échafaudage comme la B-arrestine ou les AKAPs. Les
PDE3 et PDE4 sont activées par phosphorylation de leur domaine N-terminal régulateur par
diverses kinases, en particulier par la PKA. Cette propriété permet un rétro-contréle négatif

important des taux d’AMPc lors d’une stimulation B-AR [22].

1.4 Régulation locale du CEC par les AKAPs et les PDESs

1.4.1 Entrée de calcium par les LTCC
L activité des LTCC joue un réle déterminant dans la régulation du CEC cardiaque. Dans les
cardiomyocytes, I’AKAP18a/p (AKAP15, AKAP7) est ancrée a la face interne du sarcolemme

et un motif présent dans la partie C-terminale de la protéine permet une interaction directe avec



les LTCC [23]. Il a été proposé que ce complexe positionne de maniére optimale la PKA a
proximité des LTCC, permettant ainsi leur phosphorylation directe par la kinase et
’augmentation de 1’entrée de Ca®" extracellulaire. L’AKAP79 (AKAPS5) interagit également
avec les LTCC dans les cardiomyocytes et organise un macrocomplexe de signalisation au
niveau du sarcolemme contenant les LTCC, les B-ARs, les AC5 et 6, la PKA, la protéine kinase
C (PKC), et la calcineurine (CaN) [24]. Toutefois, I’invalidation de ces deux AKAPs chez la
souris n’affecte pas la stimulation B-AR du courant lcaL [25], indiquant qu’il existe des
mécanismes alternatifs ou redondants permettant la régulation p-AR de lcaL. En dégradant
I’AMPc, les quatre familles de PDE (PDE1-4) contribuent a limiter la régulation p-AR du
courant IcaL dans les cardiomyocytes, avec une contribution relative qui varie selon les especes
: chez le rat, PDE4>PDE3>PDE2>PDEL1 [26]. Chez la souris, une isoforme particuliére de
PDE4, la PDE4B, est physiquement associée aux LTCC, permettant de moduler I’AMPc et

I’activité PKA localement lors d’une stimulation B-AR [27] (Figure 3).

1.4.2 Libération du calcium par le RyR2

Les effets de la phosphorylation du RyR2 par la PKA sont controverseés, toutefois il est admis
d’une part que la mAKAP (AKAP6) ancre la PKA a proximité du RyR2 et d’autre part que ce
rapprochement facilite la phosphorylation de RyR2 par la PKA [28]. La localisation
subcellulaire de mAKAP reste a ce jour controversée. Certains auteurs proposent une
localisation de cette AKAP au niveau du RS, alors que d’autres équipes proposent une
localisation périnucléaire [28, 29]. La phosphorylation de RyR2 par la PKA ancrée a lamAKAP
permettrait de dissocier I’interaction entre la protéine FKBP12.6 et le RyR2 et ainsi de favoriser
la libération du Ca" présent dans le RS [29]. Il est & noter que dans les cardiomyocytes le
complexe de signalisation mAKAP-PKA ancre également la PDE4D. La kinase est responsable

de la phosphorylation de la PDE. Cette modification post-traductionnelle va accroitre I’activité



d’hydrolyse de I’AMPc et ainsi diminuer le substrat indispensable a I’activation de la PKA.
Ainsi le complexe de signalisation orchestré par la mAKAP permet une activation transitoire
de la PKA impliquée dans le processus de libération du Ca?* induite par le Ca?* en réponse a

une stimulation des f-AR (Figure 3).

1.4.3 Régulation du PLB

Le CEC s’achéve avec le phénoméne de relaxation caractérisé notamment par la recapture du
Ca?" intracellulaire dans la lumiére du RS. Ce processus est opéré par la pompe SERCA2 sous
contrdle de sa protéine modulatrice, le PLB (Figure 3). L’AKAP18y/6 (AKAP15, AKAP7) a été
identifiée comme la protéine d’ancrage impliquée dans la régulation de 1’activité de la SERCA2
en réponse a une stimulation B-AR [30]. Cette AKAP correspond a I’isoforme longue de
I’AKAP18 et est localisée au niveau du RS. Suite a une stimulation des B-AR, la PKA ancrée a
1I’AKAP18y/3 phosphoryle le PLB sur la Ser16, levant ainsi I’inhibition du PLB sur la SERCA2
et permettant un re-pompage accru du Ca?* cytoplasmique dans le RS. Il a été montré chez la
souris que la PDE3A et la PDE4D contrdlent I’activité PLB-SERCAZ et la recapture de Ca?*
par le RS [17]. Ceci a été confirmé chez ’homme pour la PDE3A et explique, avec

I’augmentation d’lca,L, 1’effet inotrope positif des inhibiteurs de PDE3.

1.4.4 Régulation de ’appareil contractile

Au niveau des myofilaments, I’activation de la voie de signalisation B-AR-AMPc-PKA favorise
la phosphorylation de la Tnl et de la MyBP-C. La phosphorylation de la Tnl permet de diminuer
la sensibilité des myofilaments au Ca?* tandis que la phosphorylation de MyBP-C augmente les
cinétiques et la force de contraction du myocarde. Plusieurs études ont démontré dans des

cardiomyocytes isolés ou dans des cceurs intacts que I’utilisation de petites molécules
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délocalisant I’ancrage de la PKA aux AKAP inhibe la phosphorylation de Tnl et MyBP-C
induite par la PKA [31, 32]. Ces résultats indiquent que la phosphorylation de ces deux
protéines sarcomériques est sous la dépendance de I’ancrage de la PKA a une ou plusieurs
AKAP, et I’'une d’elle pourrait étre la troponine T [33]. La PDE4 est présente au niveau des
myofilaments, mais les PDEs dégradant I’AMPc au voisinage de la Tnl et de la MyBP-C n’ont

pas été formellement identifiées.

2.Voie du guanosine monophosphate cyclique

Dans le cceur, la voie du GMPc est souvent vue comme 1’image en miroir de celle de I’AMPc.
En effet, une augmentation de GMPc exerce généralement un effet inotrope négatif en activant
la protéine kinase GMPc-dépendante (PKG), qui inhibe le courant Ica [34] et phosphoryle la
Tnl pour réduire la sensibilité des myofilaments au Ca®* [35]. La PKG peut également
phosphoryler la titine au niveau des sarcomeres et diminuer ainsi la rigidité du myocarde [36].
L’axe GMPc-PKG exerce aussi une action anti-hypertrophique sur le cceur, en inhibant la voie
de la calcineurine et du facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells)
[37]. Le GMPc peut enfin agir indépendamment de la PKG, en régulant les taux d’AMPc par
I’intermédiaire de la PDE2 et de la PDE3. En effet, le GMPc inhibe I’hydrolyse de I’AMPc par
la PDE3, car il entre en compétition avec I’AMPc au niveau du site catalytique de I’enzyme. A
I’inverse, le GMPc augmente fortement 1’activité d’hydrolyse de I’AMPc par la PDE2 de
maniere allostérique, en se liant au niveau du domaine GAFB situé dans la partie N-terminale
de I’enzyme (Figure 2). Ces régulations s’opérent pour des concentrations différentes de GMPc
(submicromolaires pour I’inhibition de PDE3, micromolaires pour I’activation de PDE2),

permettant au GMPc soit de stimuler soit d’inhiber le courant IcaL dans I’oreillette humaine

11



[38.]. Elles semblent également opérer dans des compartiments différents [39]. Comme pour
I’AMPc, la versatilité des actions du GMPc s’explique non seulement par la diversité de ses
cibles, mais également par le fait que ce second messager est compartimenté dans les myocytes

cardiaques.

2.1 Voies de synthése du GMPc dans les myocytes cardiaques

La production de GMPc intracardiaque est assurée par deux types de guanylate cyclases (GC),
I’un soluble (sGC), cible du monoxyde d’azote (NO), et ’autre membranaire ou particulaire
(pGC), cible des peptides natriurétiques, ANP, BNP et CNP (Figure 3). Le NO est produit aussi
bien par les myocytes cardiaques que les cellules endothéliales avoisinantes, et deux formes de
NO-synthétases (NOS), endothéliale (eNOS) et neuronale (nNOS), coexistent dans les
myocytes cardiaques. Une troisiéme forme inductible (iNOS) est exprimée dans des situations
pathologiques, comme le choc endotoxinique ou I’insuffisance cardiaque. La régulation de la
fonction cardiaque par les NOS est traitée au chapitre 9.

L’ANP et le BNP exercent leurs effets par I’intermédiaire d’un récepteur a un segment
transmembranaire, NPR-A (ou GC-A), tandis que le CNP agit via le récepteur de structure
similaire nommé NPR-B (ou GC-B). Ces deux récepteurs possédent une activité GC intrinséque
dans leur partie cytosolique. Un troisieme récepteur, NPR-C, lie les trois peptides natriurétiques
mais ne posséde pas d’activit¢ GC. En internalisant ces derniers, ce récepteur de clairance
régule les taux plasmatiques des peptides natriurétiques [37].

Nous avons évoqué plus haut 1’utilisation de canaux CNG olfactifs mutés pour la mesure de
1I’AMPc. La forme sauvage de ces canaux répond au GMPc, une propriété qui a permis de mettre
en évidence que les peptides natriurétiques et les donneurs de NO produisent des « pools » de
GMPc distincts dans les cardiomyocytes [40]. De facon intéressante, ces différents « pools » de

GMPc produisent des effets differents : le GMPc stimulé par les donneurs de NO exerce un
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effet inotrope négatif et augmente la relaxation [35] tandis que celui généré par 1’activation du
NPR-A n’a pas effet sur la contractilitt [41] mais bloque I’activation de la voie
calcineurine/NFAT [37]. En revanche, I’activation du NPR-B par le CNP potentialise 1’effet
inotrope d’une stimulation B-AR en inhibant la PDE3 [42]. En paralléle des travaux utilisant
les canaux CNG, des senseurs FRET basés sur le site de liaison du GMPc de la PKG, de la
PDE2 ou de la PDE5, ont été developpés afin de mesurer ce second messager (Figure 1D). La
mesure du GMPc dans les cardiomyocytes adultes reste néanmoins difficile, une raison pouvant
étre que les senseurs actuels ne sont pas assez sensibles pour mesurer les faibles concentrations

de GMPc dans le cardiomyocyte adulte (de 1’ordre de 10 nM) ref ??.

2.2 Contr6le du GMPc par les phosphodiestérases

Dans le cceur, les PDE1, PDE2, PDE3, PDES5 et PDE9 sont capables de dégrader le GMPc.
L’utilisation des canaux CNG a permis de montrer que des familles de PDE différentes
contrélent le GMPc généré par les peptides natriurétiques et les donneurs de NO. Dans les
myocytes ventriculaires de rat, la PDE2 hydrolyse spécifiquement le GMPc produit par
stimulation du NPR-A, tandis que la PDE5 dégrade le GMPc produit en réponse aux donneurs
de NO et prévient sa diffusion a la membrane plasmique [40]. Cette régulation par PDE5 est
amplifiée par la PKG qui phosphoryle et active cette enzyme, donnant lieu a un rétrocontrdle
négatif qui rappelle celui exercé par la PKA sur I’hydrolyse d’AMPCc via I’activation de PDE3
et PDE4 [22]. A I’inverse, la PKG exerce un rétrocontrdle positif sur le GMPc produit par le
NPR-A en potentialisant I’activité GC du récepteur [43]. L’utilisation de souris transgéniques
exprimant un senseur FRET du GMPc dans les cardiomyocytes a montré en outre que la PDE3
pourrait participer a 1’hydrolyse du GMPc basal ou produit par les peptides natriurétiques [44].
Recemment, il a été montré que la PDE9 est exprimée dans le cceur et contrdle specifiquement

le GMPc produit par les peptides natriurétiques. L’inhibition pharmacologique ou génétique de
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la PDE9 potentialise les effets anti-hypertrophiques du GMPc chez la souris [45]. Comme pour
I’AMPc, le role de PDEI dans la compartimentation du GMPc n’est pas connu, li¢ en grande

partie a I’absence d’inhibiteur spécifique disponible commercialement.

Conclusion

Depuis la découverte de I’ AMPc par Sutherland en 1957 et celle du GMPc par Ashman et Price
en 1963, de nombreux travaux ont permis de mieux comprendre le réle critique de ces seconds
messagers en physiopathologie cardiovasculaire. Aujourd’hui, les f-bloquants sont une thérapie
incontournable de I’IC chronique, les inhibiteurs de PDE3 sont utilisés dans I’IC aigiie et
I’introduction récente du LCZ696, une molécule qui combine des propriétés d’antagoniste des
récepteurs a 1’angiotensine II et d’inhibiteur de 1’endopeptidase neutre (I’enzyme qui dégrade
les peptides natriurétiques) démontre 1’intérét qui subsiste a moduler les voies des NC dans
I’insuffisance cardiaque. Plus de cinquante ans de recherche fondamentale ont révélé de
nombreux détails de I’organisation subcellulaire des voies de signalisation des NC dans les
cardiomyocytes. L’importance de cette organisation pour la rapidité, la versatilité et la
spécificité des actions de I’AMPc et du GMPc est aujourd’hui largement reconnue. De plus en
plus de travaux décrivent les altérations de cette compartimentation dans I’IC. Malgré cela, de
nombreux aspects de la régulation du cceur par les NC restent mal compris. Ainsi, le role
respectif des isoformes de PKA dans le ceeur n’est pas connu. Les mécanismes par lesquels les
protéines Popeye, qui constituent une nouvelle classe de protéines liant directement I’AMPc,
régulent la fréquence cardiaque, restent également a caractériser, et leur importance dans 1’effet
chronotrope positif d’une stimulation B-AR demande & étre évaluée. Dans une perspective
thérapeutique, il semble important de déterminer a I’avenir si I’inhibition d’Epac ou de PKA,

ou I’activation de certaines PDE, pourrait présenter un avantage par rapport aux f-bloquants.
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Legendes des Figures

Figure 1: Méthodes de mesure en temps réel des nucléotides cycliques. (A) canaux CNG,
ouverts par les nucléotides cycliques. La forme sauvage de ces canaux, normalement exprimés
dans les neurones sensoriels, constitue un bon senseur du GMPc, tandis que la forme mutee
E583M permet de mesurer 'AMPc. (B) Bio-senseur AMPc basé sur la PKA. La PKA est un
hétérotétramere constitué de deux sous-unités catalytiques (C) liées a un dimére de sous-unités
régulatrices (R). Une protéine fluorescente CFP (Cyan Fluorescent Protein) est fusionnée a
chaque sous-unité R, tandis qu’une protéine fluorescente YFP (Yellow Fluorescent Protein) est
fusionnée a chaque sous-unité¢ C. En absence d’AMPc, la proximité des deux fluorophores
permet le transfert d’énergie de fluorescence de la CFP (donneur) vers la YFP (accepteur) par
résonance de type Forster (FRET). La YFP va alors émettre avec un pic d'emmission a 535 nm.
Lorsque I’AMPc augmente, la dissociation des sous-unités C du dimere de sous-unités R
provoque 1’abrogation du phénomene de FRET entre la CFP et la YFP. Lorsqu’elle est excitée
a 436 nm, la CFP émet alors par fluorescence classique avec un pic a 480 nm. Le rapport des
émissions des deux fluorophores a 535 nm et a 480 nm constitue donc un index de la
concentration d’AMPc intracellulaire. (C) Bio-senseurs FRET monomoléculaires pour I'AMPc
ou le GMPc. Un domaine central issu d’une protéine liant I’AMPc (le plus souvent, Epacl) ou
le GMPc (PKG, PDE2 ou PDED5) et incluant le site de liaison au nucléotide cyclique est inséré
entre deux fluorophores (CFP et YFP ou des dérivés). En absence d’AMPc, le bio-senseur est
dans une conformation repliée permettant le FRET entre la CFP et la YFP. L’augmentation
d’AMPc ou de GMPc provoque un changement de conformation éloignant les deux

fluorophores et abrogeant le FRET entre la CFP et la YFP.

Figure 2: Représentation shématique de la structure primaire des 7 familles de
phosphodiestérases (PDES) exprimées dans le cceur, illustrant leurs différents domaines
fonctionnels. Le domaine catalytique conservé (en gris fonce) est localise dans la partie C-
terminale des PDEs. Les PDE3 contiennent une insertion unique de 44 acides aminés (en noir)
dont la fonction reste méconnue. Le domaine amino-terminal régulateur contient divers sous-
domaines caractéristiques de chaque famille: domaines de liaison au complexe
Ca?*/calmoduline sur PDE1, domaines GAF de liaison au GMPc sur PDE2 et PDE5, domaines
d'adressage membranaire sur PDE3, domaines conservés UCR1 et UCR2 sur PDE4, domaines
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PAS (Per-Arnt-Sim) d'interaction avec des ligands ou des protéines dans PDE8, domaine REC
(signal receiver or response regulator domains) dans PDES8, domaine Pat7 de localisation
nucléaire dans PDE9. Les sites de phosphorylation connus sur les différentes PDEs sont
indiqués. PKA protéine kinase AMPc-dépendante; PKB, protéine kinase B (ou Akt), PKC;
protéine kinase C, CaMKII, calcium/calmodulin-dependent protein kinase II; ERK2,

extracellular signal-regulated kinase 2.

Figure 3: Voies de signalisation des nucléotides cycliques dans les myocytes cardiaques.
La noradrénaline relachée par les terminaisons nerveuses sympathiques et l'adrénaline
circulante issue des glandes surrénales agissent sur les récepteurs [B-adrénergiques des
cardiomyocytes (B1-ARs majoritaire; B2-ARs) couplés aux protéines Gs pour augmenter la
synthese d'AMPc par les adénylates cyclases (AC) transmembranaires. Les taux d’AMPc sont
diminués par les récepteurs muscariniques M2 de l'acétylcholine (ACh), le médiateur du
systeme nerveux parasympathique, et les récepteurs Al de lI'adénosine (non représentés), tous
deux couplés aux proteines Gi inhibitrices des AC. Les niveaux de GMPc sont controlés par les
peptides natriurétiques (ANP, BNP, CNP) qui agissent sur les guanylates cyclases particulaires
(GCp) et par le NO agissant sur la guanylate cyclase soluble (sGC). Différentes familles de
phosphodiestérases (PDEs) hydrolysent I'AMPc et/ou le GMPc dans de multiples
compartiments des cardiomyocytes. Ces PDEs exercent ainsi un contrdle dynamique de la
diffusion des NC dans les cardiomyocytes et de leur concentration au voisinage des différents
effecteurs. Ces effecteurs sont, pour I'AMPc, d'une part la protéine kinase A (PKA), qui est
localisée par les protéines d'ancrage AKAP au voisinage immédiat des protéines clés du
couplage excitation-contraction, et au niveau de divers organelles dont les noyaux. Mais
également les protéines Epacl et Epac2, impliquées dans I'hypertrophie cardiaque, I'apoptose
et les arythmies; les canaux HCN exprimés dans le tissu conducteur et impliqués dans le
chronotropisme; et les protéines Popeye nouvellement identifiées (non représentées).
L'effecteur principal du GMPc est la protéine kinase G (PKG) qui exerce des effets opposés a
ceux de I'AMPc nottament en inhibant le canaux calciques de type L et en réduisant I'affinité

des myofilaments au calcium.
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