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Préambule

Le systeme nerveux et le systeme endocrinien jouent un réle essentiel dans ’homéostasie des
mammiféeres. Ces deux entités interagissent 'une avec l'autre a différents niveaux depuis |'étage
hypothalamo-hypophysaire jusqu’aux organes périphériques. L’hypothalamus intervient comme
un relais neurohormonal intégrateur des différents signaux d’origines nerveuses centrale et
périphérique pour déclencher in fine la libération de multiples hormones (1). Si I’étude de ces
mécanismes a constitué la base de I'’émergence de la neuroendocrinologie, il est vite apparu que
les interactions entre le systeme nerveux et le tissu endocrine n’étaient pas I'apanage exclusif du
complexe hypothalamo-hypophysaire. En particulier, la glande surrénale, dont la structure
histologique avec ses composantes endocrinienne, le cortex, et nerveuse, la medulla, favorise les
interactions entre les hormones et les neurotransmetteurs, est une bonne illustration de
I’extension de la neuroendocrinologie aux glandes endocrines périphériques. Des travaux ont en
effet montré I'existence d’influences mutuelles entre ces deux tissus a la fois en physiologie et en
physiopathologie (2). En outre, le cortex surrénalien regoit une riche innervation dont les
terminaisons sont localisées au contact des cellules stéroidogenes. L'action du tissu
médullosurrénalien et des fibres nerveuses sur la libération des corticostéroides est relayée par de
multiples neurotransmetteurs au sein desquels les tachykinines semblent jouer un réle significatif
chez plusieurs espéces animales. En revanche, leur implication en physiologie et physiopathologie
surrénaliennes reste a ce jour peu étudiée chez I’'homme. Ce travail a donc pour but de décrire la
régulation du cortex surrénalien humain par les tachykinines et de préciser la fonction

physiologique de ce controéle.
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1.La glande surrénale humaine

Les glandes surrénales sont des glandes paires, localisées au pole supérieur des reins dans la
région rétropéritonéale et incluses dans la graisse périrénale. Chaque glande est enveloppée d’une
capsule conjonctive dense. Le parenchyme glandulaire est formé par deux tissus aux origines
embryologiques distinctes et aux fonctions sécrétoires propres, la corticosurrénale ou cortex

surrénalien et la médullosurrénale.

1.1.La corticosurrénale

La corticosurrénale est la couche de cellules qui constitue la zone périphérique de la glande,
entourant la medulla. Elle a pour role de synthétiser et de libérer plusieurs hormones stéroides,
dénommeées corticostéroides. Le cortex surrénalien dérive du mésoblaste, I'un des feuillets
embryonnaires, et plus précisément du primordium adrénogonadique (3). Le cortex se subdivise
en trois zones morphologiques et fonctionnelles, de la périphérie vers l'intérieur, la zone
glomérulée, la zone fasciculée et la zone réticulée. Cette zonation fonctionnelle résulte de la
migration centripete des cellules corticosurrénaliennes qui naissent des cellules souches
capsulaires et sous-capsulaires pour atteindre in fine la zone réticulée (4) en passant par plusieurs

stades de différenciation successifs au cours de leur trajet.

La zone glomérulée est la couche cellulaire la plus externe du cortex surrénalien (Figure 1).
Cette zone de faible épaisseur représente 15% du volume du cortex surrénalien et est composée
de cellules stéroidogenes organisées en glomérules ou rosettes. Ces cellules sont responsables de
la synthese des minéralocorticoides, avec pour chef de file I'aldostérone. Cette hormone participe
a la régulation de I’homéostasie hydrosodée (réabsorption du Na*) sous le contréle du systeme
rénine angiotensine (SRA) avec comme effecteur I'angiotensine Il (ANGII), du potassium (K*)
plasmatique et, dans une moindre mesure, de ’hormone corticotrope ou adrénocorticotropine
(ACTH). Enfin, des travaux récents décrivent des modifications fonctionnelles de la zone
glomérulée au cours du vieillissement. En effet, la zone glomérulée qui apparait comme une
couche fine de cellules sécrétrices d’aldostérone chez les sujets jeunes devient discontinue au
cours du vieillissement avec I'apparition de « clusters » de cellules productrices d’aldostérone, les

APCC (aldosterone-producing cell clusters) (5), (6).

La zone fasciculée est la couche la plus épaisse du cortex surrénalien, représentant plus de 70%

du cortex (Figure 1). En son sein, les cellules stéroidogénes sont organisées en faisceaux séparés
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par des capillaires sanguins. Ces cellules synthétisent et sécretent les hormones glucocorticoides,
avec comme chef de file, le cortisol. Cette hormone est impliquée, entre autres, dans le
développement feetal, la réponse inflammatoire, le métabolisme énergétique et la réponse au

stress relayée par I’ACTH.

La zone réticulée est la couche la plus interne du cortex surrénalien située entre la zone
fasciculée et la médullosurrénale. Les cellules stéroidogénes de cette zone sécretent des
androgenes, majoritairement de la déhydroépiandrostérone (DHEA) et son dérivé sulfaté, le

sulfate de DHEA (SDHEA). Ces cellules sont également sous la dépendance de I’ACTH.

Capsule—{ S ] Capsule

—Zona glomerulosa:

Capsule

Adrenal cortex
Adrenal medulla

— Zona fasciculata-
Adrenal cortex —|

—— Zona reticularis—

Adrenal medulla— L Adrenal medulla-

Figure 1. Histologie de la glande surrénale humaine adulte (d’aprés Mescher). La glande
surrénale est composée du cortex surrénalien et de la médullosurrénale.

1.2. La stéroidogéneése surrénalienne

La stéroidogéneése surrénalienne correspond a I'ensemble des processus biochimiques des trois
zones du cortex surrénalien aboutissant a la synthese des stéroides. Ces hormones
corticosurrénaliennes sont synthétisées a partir du cholestérol et sont sécrétées dans la circulation
systémique. Le cholestérol, utilisé au cours de la stéroidogenése surrénalienne, provient en
grande partie de la circulation sanguine dans laquelle il est transporté par différentes
lipoprotéines : des lipoprotéines de forte densité ou HDL (High-density lipoprotein) et de faible

densité, de type LDL (Low-density lipoprotein). L’apport du cholestérol a la cellule stéroidogene se
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fait majoritairement via la capture sélective du HDL-cholestérol par les récepteurs membranaires
SR-B1 (Scavenger receptor-class B1) (7), (8) et dans une moindre mesure, via 'endocytose du LDL-
cholestérol (Figure 2). Le cholestérol est également transporté par des lipoprotéines de trés faible
densité : les very low-density lipoprotein (VLDL). Ces derniéres stimulent la sécrétion d’aldostérone
par les cellules corticosurrénaliennes, leur conférant un réle différent des lipoprotéines HDL et LDL
(9). De plus, le cholestérol provient en faible proportion d’une néosynthése surrénalienne. En
effet, les cellules stéroidogénes expriment 'HMGCoA réductase, enzyme clé de la synthése de

cholestérol (7), (10), (11).

T —

HDL-Cholestérol
LDL-Cholestérol

) SR-B1
Cholestérol libre

HMGCoA red

Goutelettes

Acétyl CoA

lipidiques

Prégnénolone

Mitochondrie

STEROIDES

Figure 2. Les différentes sources de cholestérol dans la cellule stéroidogéne du cortex
surrénalien. Le cholestérol peut étre apporté, via la circulation sanguine, par les
lipoprotéines de type LDL et HDL qui se fixent respectivement aux récepteurs du LDL-
cholestérol et au récepteur SR-B1. Les cellules corticosurrénaliennes sont également
capables de synthétiser du cholestérol a partir de I'acétylCoA grdce a ’THMGCoA réductase.
Apreés estérification par ACAT, le cholestérol est stocké dans des goutelettes lipidiques. Le
cholestérol est transporté dans la mitochondrie par StAR, ce qui initie la stéroidogéneése.
Abréviations: ACAT: AcylCoA cholesterol acyltransferase; HMGcoA red: HMGCcoA
reductase; HSL: Hormone sensitive lipase, LDL-R: LDL receptor; SRB1: scavenger receptor
classe B, type I; StAR: Steroidogenic acute regulatory protein.
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Quelle que soit la source de cholestérol, ce dernier est stocké dans des gouttelettes lipidiques
sous sa forme estérifiée, aprés action de I'acylCoA cholestérol acyltransférase (ACAT). En fonction
des besoins, le cholestérol est desestérifié en cholestérol libre par la lipase sensible aux hormones
(HSL, hormone sensitive lipase) (12). Cette forme libre est alors transportée par différentes
protéines dans le cytoplasme, tout d’abord vers la mitochondrie puis entre la mitochondrie et le
réticulum endoplasmique. L’étape initiale limitante de la stéroidogénese se déroule au niveau de
la mitochondrie; le cholestérol libre est transféré par la protéine mitochondriale StAR
(Steroidogenic acute regulatory protein) vers la membrane mitochondriale interne. A ce niveau,
une premiere réaction, catalysée par le cytochrome CYP450scc (scc: side chain cleavage) codé par
le gene CYP11A1, aboutit a la synthése de prégnénolone par hydrolyse de la chaine carbonée
latérale du cholestérol (Figure 3). La prégnénolone constitue un carrefour métabolique qui conduit
a la synthese des différents stéroides surrénaliens en fonction du contingent enzymatique
spécifigue de chaque zone corticale. Au sein de la voie de synthese des minéralocorticoides
(Figure 3), la prégnénolone est d’abord métabolisée en progestérone sous l'action de la 3p-
hydroxystéroide déshydrogénase de type 2 localisée dans le réticulum endoplasmique. La
progestérone est ensuite transférée dans la mitochondrie ou la 21B-hydroxylase codée par le gene
CYP21A2, convertit la progestérone en 11-désoxycorticostérone (11-DOC). Enfin, la conversion de
la 11-DOC en aldostérone a lieu sous I'action de I'aldostérone synthase codée par le cytochrome
CYP11B2, et constitue une autre étape limitante de la synthese des minéralocorticoides.
L'aldostérone synthase catalyse trois réactions enzymatiques qui sont successivement : une 11p-
hydroxylation de la 11-DOC en corticostérone, une 18-hydroxylation de la corticostérone en 18-
hydroxycorticostérone, elle-méme étant finalement transformée en aldostérone par une 18-

oxydation.
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Figure 3. Schéma de la stéroidogénése surrénalienne. La stéroidogénése surrénalienne est
composée d’étapes communes aux trois zones du cortex et d’étapes spécifiques a chacune d’elles.
En effet, I'expression de CYP11B2 dans la zone glomérulée oriente vers la synthése d’aldostérone,
alors que I'expression de CYP17 dans les zones fasciculée et réticulée oriente la stéroidogénése vers
la synthése des glucocorticoides et des androgénes surrénaliens. L’expression de CYP11B1 aboutit a
la synthese de cortisol dans la zone fasciculée. Enfin, dans la zone réticulée la présence de CYP17 a
activité 17,20 lyase permet la  formation des androgénes surrénaliens.
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1.3. Les r6les physiologiques et la régulation de la synthése des minéralocorticoides

1.3.1. Les roles physiologiques des minéralocorticoides

L'aldostérone joue un réle majeur dans la régulation de I'équilibre hydrosodé en participant au
contrdle de la balance sodée et de la volémie. Cette hormone participe ainsi au contrdle de la

pression artérielle, aux cotés d’autres facteurs (ANGII).

> Les effets rénaux

Le néphron est l'unité fonctionnelle du rein. Chez 'lhomme, 180 litres par jour de liquide sont
filtrés a travers le glomérule. A l'issue de la filtration glomérulaire, le fluide filtré forme I'urine
primitive. Dans cette urine, le Na* est réabsorbé de fagon obligatoire au niveau du tubule proximal
(60% du Na* tubulaire réabsorbé) et de I'anse de Henlé (30% du Na* tubulaire réabsorbé) et de
facon facultative au niveau du néphron distal constitué, du tubule contourné distal (TCD) et du
tube collecteur cortical (13). La réabsorption au niveau du néphron distal est sous la dépendance
de I'aldostérone ; assurant ainsi une régulation fine de la réabsorption finale de sodium (14) (15)

(Figure 4).

Le TCD peut étre divisé en deux segments: le tubule contourné distal précoce, TCD1 et le
tubule contourné distal tardif, TCD2. Chaque tube contourné distal est lié au tube collecteur par
un tube connecteur. Le tube collecteur recoit la confluence de plusieurs tubes contournés distaux.
Dans la cellule tubulaire du néphron distal, la réabsorption de Na* se produit de I'urine, au poéle
apical de la cellule, vers le sang, au pole basal, sous le controle de I'aldostérone. Au niveau du tube
contourné distal, deux acteurs favorisent la réabsorption de sodium : [i] le co-transporteur Na*/Cl
sensible aux thiazidiques (NCC, NaCl cotransporter), dont I'expression est maximale dans le TCD1
et décroit vers le TCD2, [ii] le canal épithélial sodium ENaC sensible a I'amiloride, qui n’est pas
exprimé dans le TCD1 mais est exprimé de maniere croissante le long du TCD2. A c6té de
I'activation du canal ENaC sensible a I'amiloride, I'aldostérone active également I'expression et

I'activité du cotransporteur Na-Cl sensibles aux diurétiques thiazidiques (16).

Au pble apical de la cellule du DCT, les ions Na* sont réabsorbés a la membrane apicale par le
cotransporteur NaCl sensibles aux thiazidiques (NCC) et le canal épithélial ENaC, tandis que les
ions K* sont excrétés par le canal ROMK (renal outer medullary potassium channel) vers la lumiere
tubulaire accompagnés des ions H* (Figure 4). Cette réabsorption tubulaire de Na* est générée par

un gradient électrochimique assuré par la pompe sodium-potassium ou Na*/K* ATPase localisée au
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pole basal de la cellule tubulaire. Cette pompe permet I'’échange de deux ions K* contre trois ions

Na*(17).

Les échanges ioniques sont régulés par la fixation de I'aldostérone sur le récepteur des
minéralocorticoides, RM. En effet, sur le plan moléculaire, I'aldostérone se lie avec une forte
affinité de maniere spécifique a son récepteur RM codé par le gene NR3C2 (Nuclear Receptor sub-
family 3 groupe C member 2). Le récepteur RM réside a I'état inactif dans le cytoplasme (18). La
liaison de l'aldostérone au RM déclenche la translocation du complexe aldostérone-RM du
cytoplasme vers le noyau. A ce niveau, le complexe se lie a des séquences nucléotidiques
spécifiques, les éléments de réponse aux minéralocorticoides (HRE), situés dans la région
promotrice des génes cibles, tels que les génes codant le canal ENaC et la pompe Na*/K* ATPase,

ce qui active la transcription de ces derniers (15).

Tubule Aldostérone

Glomérule distal

Tubule

proximal

Anse de Canal

Henlé collecteur

Figure 4. Action de I'aldostérone au niveau du tube collecteur et du tubule contourné distal du
néphron. Le canal épithélial sodique (ENaC) assure la réabsorption de sodium au pdle apical de la
cellule tubulaire en échange de la sortie de potassium par le canal ROMK, et une pompe Na'/K*
ATPase au péle basal permet la sortie de 3 ions Na* contre I’entrée de 2 ions K*(21) ;RM: récepteur
des minéralocorticoides, ENaC: epithelial sodium channel, ROMK: renal outer medullary potassium
channel, Na'/K* ATPase: pompe Na'/K* ATPase, NCC: sodium-chloride symporter ou co-
transporteur sodium-chlore.TCD1 : tubule contourné distal précoce, TCD2 : tubule contourné distal
tardif.
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Le RM est fortement exprimé dans la portion corticale du tube collecteur rénal et dans une
moindre mesure dans le tubule distal. Le RM lie avec la méme affinité le cortisol et I'aldostérone
(19). Les concentrations circulantes de cortisol étant prés de mille fois supérieures a celles
d’aldostérone, I'acces de I'aldostérone a son récepteur dans ses tissus cibles est préservé grace a
Iinactivation du cortisol en cortisone. Cette inactivation est réalisée par une enzyme, la 11[3-
hydroxystéroide déshydrogénase de type 2 (11B-HSD2). L’enzyme 11B-HSD2 est exprimée dans le
segment TCD2 et non dans le TCD1. Cette expression différentielle de 11B-HSD2 a pour
conséquence que seul le TCD2 est sensible a I'action de I'aldostérone. La diminution de 'activité
de la 11B-HSD2 est responsable du syndrome d’excés apparent de minéralocorticoides (20). Ce
dernier est soit constitutionnel avec un tableau clinique d’hypertension artérielle juvénile associée
a une hypokaliémie sans élévation de I'aldostérone plasmatique (syndrome d’Ulick), soit acquis

dans le cadre des intoxications a la glycyrrhizine, principe actif inhibiteur de la 11B-HSD2.

Suivant les conditions physiologiques, I'aldostérone agit sur la cellule tubulaire distale qui est
capable de réabsorber du sodium en cas d’hypovolémie et de sécréter du potassium en cas
d’hyperkaliémie. Ces différences d’effets constituent le « paradoxe de I'aldostérone ». Un des
acteurs de ces effets différentiels en fonction du stimulus est une sérine/thréonine kinase, WNK4
(Lysine Deficient Protein Kinase 4). L'hypovolémie stimule le systeme rénine-angiotensine
conduisant a I'augmentation des concentrations circulantes d’ANGII, ce qui n’est pas le cas de
I’"hyperkaliémie. Au niveau de la cellule tubulaire du TCD, les effets de I'aldostérone et de I’ANGI|I
peuvent se résumer de la maniere suivante : (i) a I’état basal, il y a une activation de WNK4 qui agit
comme un inhibiteur de NCC, de ENac et de ROMK, (ii) en cas d’hypovolémie, WNK4 sous la
dépendance de I'ANGII et de l'aldostérone, active NCC et ENaC et inhibe ROMK, (iii) en cas
d’hyperkaliémie, sous |'effet de I'aldostérone, WNK4 inhibe NCC mais active ENaC tandis qu’elle

active ROMK (16).

> Les effets extra-rénaux

Le RM est également présent dans des tissus extra-rénaux, au niveau d’autres tissus épithéliaux
et non-épithéliaux, dans le systeme nerveux central, le systéme cardiovasculaire (22) (23), (24). Ce
récepteur est exprimé au niveau du SNC, dans I'hypothalamus et le tronc cérébral ou il participe a
la régulation centrale de la pression artérielle et de I’équilibre hydro électrolytique (25), (26), (27).

Le RM stimule la réabsorption du Na* depuis la lumiére colique vers les vaisseaux sanguins grace a
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des processus identiques a ceux impliqués dans les effets rénaux de |'aldostérone (28). Le RM

colique activé contribue au maintien du capital sodé de I'organisme.

Chez 'homme adulte, le RM cardiaque est principalement occupé par le cortisol en raison de
I’'absence de I'enzyme 11B3-HSD2. Le RM est nécessaire a la trophicité myocytaire. Son activation
contribue a la prolifération des cardiomyocytes au cours du développement embryonnaire et a un
moindre degré durant la croissance (29). En conditions pathologiques, la surexpression du RM
cardiaque s’accompagne d’un remodelage ventriculaire caractérisé par une hypertrophie
myocardique, une fibrose interstitielle, une altération de la contractilité cardiaque et des troubles
du rythme cardiaque (30). Dans de telles situations, I'antagonisme du RM a un effet bénéfique sur
ces différentes altérations. Le blocage pharmacologique du RM réduit la morbi-mortalité des
sujets atteints d’un infarctus du myocarde compliqué ou non d’une dysfonction et d’une
insuffisance cardiaques comme I'ont montré les différents essais cliniques RALES (31) en 1999,

EPHESUS en 2003 (32) et EMPHASIS-HF en 2011 (33).

Le RM, exprimé par les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses vasculaires joue
un réle indirect dans la régulation du flux sanguin, du tonus vasculaire et de la pression artérielle
(34). Le RM activé participe au remodelage vasculaire en favorisant I'expression de génes
impliqués dans la synthése de collagéne et d’autres protéines de la matrice extracellulaire (35),
(36). En conditions physiologiques, I'aldostérone exerce des effets vasodilatateurs endothélium-
dépendants, via notamment I'augmentation d’expression de la NO synthase (NOS) endothéliale
(37). En revanche, en conditions pathologiques, I'aldostérone exerce des effets délétéres sur les
vaisseaux. Des altérations vasculaires ont ainsi été observées chez des patients présentant une
hypersécrétion chronique d’aldostérone, comme une augmentation de la rigidité artérielle et de
I’épaisseur intima-média (38). Les effets vasculaires délétéres de l'activation du RM passent
également par une augmentation du stress oxydant, une augmentation de la production de

molécules de I'inflammation et des effets vasoconstricteurs (37), (39).

1.3.2.La régulation de la synthése d’aldostérone par les facteurs circulants

La synthese d’aldostérone est stimulée par différents facteurs, 'ANGII, le K*, et 3 un degré
moindre, I’ACTH (40). Le K* et I’ANGII entrainent une dépolarisation membranaire, favorisent une
augmentation de la concentration intra-cytoplasmique de calcium (CaZ*) dans la cellule de la zone

lomérulée. Ces facteurs stimulent la synthéese d’aldostérone de maniere aigué dans un délai de
Y
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I'ordre de quelques minutes, ou de maniére chronique pour des périodes de I'ordre de quelques

heures a quelques jours (40).

Réabsorption Na*
Excrétion K*

Rétention H;0

A
ECA R

L
"

L I"} . ’ spr
P + / ﬂ Sécrétion
T / aldastérane

Y

ey

Diminution de
la perfusion rénale Reénine

> D T
Diminution de la perfusion rénale

Déplétion sodée
Stimulation sympathique

Absorption H,0

Rétention hydro-sodée
o o o o Augmentation de la volémie
Augmentation de la perfusion
de 'appareil juxtaglomérulaire

-

Figure 5. Systeme rénine-angiotensine. L’appareil juxtaglomérulaire sécréete de la rénine active en
réponse a une diminution de la pression artérielle, une stimulation par le systéme sympathique et
par une déplétion sodée. La rénine clive I'angiotensinogéne produite par le foie en angiotensine I.
L’enzyme de conversion de I'angiotensine (ECA), produite par I'endothélium pulmonaire et rénal,
transforme I'angiotensine | en angiotensine Il active. En agissant sur des organes effecteurs (reins,
surrénales, hypophyse), I'angiotensine Il va contribuer a augmenter la volémie et la pression
artérielle en favorisant la rétention d’eau.

»Systeme Rénine-angiotensine :

L’équilibre hydroélectrolytique et la régulation de la volémie sont particulierement dépendants
du SRA chez les mammiféres (41) notamment en modulant la sécrétion de rénine par I'appareil
juxta-glomérulaire (AJG) (Figure 5). Ce dernier est constitué des artérioles afférentes et efférentes,

de la macula densa et du mésangium extraglomérulaire. Trois mécanismes principaux controlent la
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sécrétion de rénine par les cellules de 'AJG: [1] la stimulation des barorécepteurs rénaux par une
diminution de la pression de perfusion rénale qui se produit en cas d’hypotension, état de choc,
hémorragie et insuffisance cardiaque; [2] la stimulation des cellules de la macula densa par une
diminution du NaCl dans le tubule distal comme cela se produit au cours de la déplétion sodée; [3] la
stimulation des récepteurs B-adrénergiques induite par des terminaisons nerveuses sympathiques
ou par les catécholamines circulantes (42). La rénine libérée va cliver I'angiotensinogéne synthétisé
de maniere constitutive par le foie pour générer un décapeptide, I'angiotensine I. Sous |’action de
I'ECA (Enzyme de Conversion de |’Angiotensine), une carboxypeptidase d’origine pulmonaire,
I'angiotensine | est transformée en ANGII. L'ANGII se fixe a deux types de récepteurs a sept
domaines transmembranaires couplés aux protéines G (GPCR), le récepteur AT1 (Angiotensin Il Type
1 Receptor) et le récepteur AT2 (Angiotensin Il Type 2 Receptor). Le récepteur AT1 est responsable
des effets cardiovasculaires de I’ANGII (48). L'ANGII éleve la pression artérielle par plusieurs
mécanismes. En effet, ce peptide exerce des effets vasoconstricteurs puissants qui entrainent une
augmentation des résistances vasculaires périphériques et d’autre part, il favorise I'augmentation de
la réabsorption tubulaire rénale de Na*. L'ANGII a également des effets nerveux centraux, en se liant
a son récepteur AT1 au niveau des noyaux supraoptiques et paraventriculaires hypothalamiques ou
il stimule la synthese de vasopressine (43) qui est libérée par la post-hypophyse vers la circulation
sanguine. Cette libération d’AVP potentialise la réabsorption d’eau au niveau du canal collecteur

rénal (Figure 5).

Le récepteur AT1 est fortement exprimé dans la zone glomérulée surrénalienne ou il favorise la
syntheése et la sécrétion de I'aldostérone (8). Le récepteur AT1 est couplé, via une protéine Gq/11,
a la voie de la phospholipase C (PLC). La PLC hydrolyse un phospholipide membranaire, le
phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et en inositol trisphosphate
(IP3) (48). Puis, I'IP3 favorise la mobilisation des stocks de Ca?* intracellulaire. L’élévation de la
concentration cytosolique de Ca®* active a court terme les acteurs de la stéroidogénése,
notamment via une protéine, la calmoduline. En effet, cette protéine, active différentes kinases
dont les CamK (Ca?*/calmodulin-dependent protein kinases 1/11), qui phosphorylent et activent a
leur tour, différents acteurs de la stéroidogenése dont la protéine Star (48), (49). Enfin, I'activation
du récepteur AT1 favorise la fermeture des canaux potassiques et I'ouverture de canaux calciques

membranaires, provoquant un influx d’ions Ca%* vers le cytosol (Figure 6) (10).
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Figure 6. Implication des pompes et des canaux membranaires dans la régulation de la synthése
d’aldostérone lors de la liaison de I’ANGII au récepteur AT1. (A) Dans des conditions de repos, les
cellules de la zone glomérulée (ZG) présentent un potentiel membranaire fortement négatif (-80
mV) en raison de I'expression d'un grand nombre de canaux potassiques qui entrainent une sortie
de potassium de la cellule. (B) Stimulation de la biosynthése de I'aldostérone par I’Angll. La ligison
d'Angll au récepteur ATIR induit une cascade d'événements moléculaires conduisant a la
dépolarisation des cellules de la ZG et a I'augmentation de la concentration intracellulaire en Ca?*.
L'inhibition des canaux potassiques et de la Na */ K*-ATPase lors de I'activation du récepteur AT1
entraine la dépolarisation des cellules de la ZG, I'ouverture des canaux Ca’*voltage-dépendants et
I'augmentation de la concentration intracellulaire de Ca®*. La génése du signal calcique régule
positivement la transcription de CYP11B2 entrainant une augmentation de la biosynthése de
I'aldostérone (D’aprés Boulkroun et al, 2015).

L'apport de cholestérol dans la mitochondrie est I'étape limitante a la phase aigué de la
stéroidogénese. L’ANGII régule de maniére précoce la mobilisation du cholestérol dans les
gouttelettes lipidiques vers la mitochondrie, un processus qui nécessite des réarrangements du
cytosquelette (44) et une activation de la lipoprotéine lipase hormonosensible par les protéines
kinases ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2) (45). L'ANGII exerce un effet positif sur
le passage du cholestérol contenu dans les gouttelettes lipidiques vers la mitochondrie puis le
transfert du cholestérol de la membrane mitochondriale externe vers la membrane
mitochondriale interne via la phosphorylation de StAR par les protéines CamK et ERK1/2 (Figure 7)
(40), (46). La voie ERK fait intervenir une cascade séquentielle de kinases dont les protéines
ERK1/2. Ces kinases appartiennent a la famille des MAP kinases (mitogen-activated protein
kinases) participant d’une part dans les processus de prolifération, de division et de croissance
cellulaires et d’autre part dans des processus de sécrétion telles que les hormones stéroides dont
I'aldostérone (47), (48). Au niveau mitochondrial, il existe un couplage calcique entre le réticulum
endoplasmique et la mitochondrie grace a un « pipeline » entre ces 2 organites, le Ca?* étant
transporté du réticulum endoplasmique vers la mitochondrie (49); Le signal calcique favorise

I’'augmentation de I'expression de la NADPH (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)
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mitochondriale qui joue, entre autres, le role de cofacteur des enzymes mitochondriales de la

stéroidogénese (50), (51).

Angll

pATF/pCREB
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Figure 7. Voies de transduction iactivées par I’ANGII. La liason de I'ANGII au récepteur AT1R active
une protéine Gg/11 couplée positivement a la voie phospholipase C/calcium/calmoduline kinase.
L’activation du récepteur ATIR stimule également la voie ERK. Les protéines ERK1/2 activent
I’hydrolyse des esters de cholestérol stockés dans les gouttelettes lipidiques (LD) augmentant le
cholestérol libre nécessaire a la stéroidogenése (D’aprés Bollag et al, 2014).

L'activité de I'aldostérone synthase est I'étape limitante a la phase chronique (40). Ainsi la
transcription du géne CYP11B2 est sous le controle des facteurs de transcription NURR1 (Nuclear
receptor related-1 protein) et CREB (CRE-Binding Protein), activés par la voie calcique qui
augmente la synthése de I’'enzyme. De plus, I’ANGII en stimulant la prolifération des cellules de la
zone glomérulée entraine une hyperplasie de la zone glomérulée et la synthése d’aldostérone
(40). Au total, ces effets a long terme augmentent la capacité de production d’aldostérone par les
cellules de la zone glomérulée. D’autres enzymes de la stéroidogénese surrénalienne impliquées
dans la synthese d’aldostérone, telle que I'enzyme 3[3HSD2 voient leur expression augmenter sous

I'effet de 'ANGII (52).

> Effets du K*

La synthese d’aldostérone est trés dépendante de la concentration plasmatique de K* (53). En
effet, une augmentation du K* plasmatique de moins d’'une mmol/L suffit a doubler la sécrétion
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d’aldostérone (54). Une augmentation des concentrations extracellulaires de K*, provoque une
dépolarisation cellulaire qui active des canaux Ca?* voltage-dépendants générant un influx
calcique dans la cellule de la zone glomérulée (55). L’élévation du Ca?* cytosolique qui en résulte,
active la calmoduline et consécutivement la synthése d’aldostérone comme décrit précédemment.
Le K*, via son effet sur I'aldostérone, participe donc a la régulation de sa propre concentration
plasmatique. Enfin, la repolarisation des cellules productrices d’aldostérone est assurée par
I’activation de canaux potassiques membranaires, tels que les canaux TASK (twik-like acid-sensitive
potassium) et KCNJ5 (potassium voltage-gated channel subfamily J member 5), dont |'ouverture

génere un efflux de K* (56), (57).

> Effets de 'ACTH

L’ACTH exerce des effets stimulants sur la synthése d’aldostérone de maniere aigtie (40) via son
récepteur, le MC2R. Ce récepteur membranaire couplé a une protéine Gs stimule I'adénylate
cyclase, qui produit de I’AMPc, capable d’activer la protéine kinase A (PKA). La PKA phosphoryle la
protéine StAR ce qui stimule son activité (58), (59), (60). En revanche, I'administration chronique
d’ACTH induit une diminution de la synthese d’aldostérone, liée en partie a une diminution de
I'expression de l'aldostérone synthase et du récepteur AT1 ainsi qu’'une accélération de la

différenciation des cellules de la zone glomérulée en cellules de la zone fasciculée (40) .

1.3.3. La régulation paracrine et autocrine de la sécrétion d’aldostérone

A cOté de la régulation systémique, des travaux in vitro ont montré que la synthése de
minéralocorticoides est également influencée par des signaux bioactifs produits dans la glande
surrénale elle-méme, faisant ainsi émerger le concept de régulation paracrine de la sécrétion
d’aldostérone (40). Plusieurs observations cliniques montrent en outre, que les sécrétions
d’aldostérone sont en parties indépendantes des facteurs circulants cités précédemment. On
retrouve ainsi chez les patients ayant subi une néphrectomie bilatérale, des concentrations
d’aldostérone normales malgré la chute des concentrations circulantes de rénine et d’ANGII
consécutive a l'absence de tissu rénal (41). De plus, I'administration d’inhibiteurs du SRA,
inhibiteurs de I'ECA (enzyme de conversion de |'angiotensine) et antagonistes du récepteur AT1,
n’entraine qu’une réduction modérée et transitoire des concentrations circulantes d’aldostérone
(42). Les régulations paracrine et autocrine sont des déterminants majeurs de la synthese et de la
sécrétion d’aldostérone chez différentes especes. Parallelement au SRA « systémique ou

circulant », responsable des principales réponses physiologiques, il existe un contrdle local de la
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sécrétion d’aldostérone impliquant d’une part le SRA «intrinseque » tissulaire surrénalien,
indépendant de I'ECA circulante, et d’autre part de multiples facteurs régulateurs libérés par les
différents types cellulaires présents dans la glande surrénale, tels que les cellules chromaffines, les
cellules immunocompétentes (lymphocytes, mastocytes), les cellules vasculaires, les cellules et

fibres nerveuses.

» Le systéme rénine-angiotensine tissulaire surrénalien

Le SRA est présent dans de nombreux tissus ou il intervient dans divers processus (15), (61).
Dans le cortex surrénalien, toutes les composantes du SRA sont exprimées, a savoir la rénine,
I’'ECA et I'angiotensinogene, conduisant a la formation locale d’ANGII (62), (63) capable de stimuler
la synthese d’aldostérone. Les effets du SRA sur la zone glomérulée sont également de type
trophique et s’exercent au long cours. L'activité du SRA intrasurrénalien apparait, comme dans
d’autres organes, influencée par des facteurs vasculaires endothéliaux tels que le monoxyde

d’azote ou I'’endothéline (64).

> Les cellules chromaffines

La médullosurrénale, partie centrale de la glande surrénale, représente le cinquieme du volume
total de la glande. Elle est embryologiquement dérivée de |'ectoblaste, plus précisément des
crétes neurales (tissu neuro-ectodermique). Cette structure histologique est constituée de cellules
chromaffines responsables de la sécrétion des catécholamines (65). Les cellules chromaffines sont
innervées par des terminaisons nerveuses des neurones sympathiques préganglionnaires
provenant des nerfs splanchniques (66). En réponse a la stimulation de cette commande
splanchnique, les cellules chromaffines synthétisent des catécholamines, qui une fois libérées dans
la circulation sanguine vont agir via leurs récepteurs adrénergiques (67). La corticosurrénale régule
également les sécrétions de la médullosurrénale. Ainsi, de fortes concentrations de cortisol

surrénalien exercent un stimulus positif sur la synthése et la sécrétion des catécholamines (68).

Les catécholamines produites par la médullosurrénale sont majoritairement la noradrénaline et
I’adrénaline, et dans des concentrations moindres, de la dopamine. Ces molécules participent a la
régulation de la synthése des minéralocorticoides (69). L'impact des cellules chromaffines sur la
corticostéroidogenése a longtemps été un sujet de débat. Si ces cellules sont en effet capables de
libérer plusieurs molécules susceptibles d’influencer la production de stéroides, il semble en
revanche a priori difficile que les sécrétions médullosurrénaliennes puissent atteindre les cellules

corticosurrénaliennes en raison de la direction centripete du flux sanguin surrénalien. En fait, il a
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été montré, chez plusieurs espéces dont I'espéce humaine, que les cellules chromaffines sont
présentes non seulement dans la medulla mais également dans les trois zones du cortex
surrénalien (70). Ces cellules chromaffines intra-corticales sont donc localisées au voisinage
immeédiat des cellules stéroidogeénes, ce qui permet des interactions paracrines bidirectionnelles
entre les deux types de cellules. Des travaux ont démontré que les cellules chromaffines exercent
globalement une action stimulante sur la corticostéroidogenése (2), (64), (71), (72), (73). Cet effet
stimulant s’exerce non seulement par I'intermédiaire de I'adrénaline et de la noradrénaline, mais
aussi via les neuropeptides, tels que le VIP (Vasoactive Intestinal Peptide), le NPY (Neuropeptide
Y), les tachykinines (TKs), et la sérotonine (5-HT). En revanche, il n’est pas retrouvé d’effet

stimulant direct des catécholamines sur la synthéese d’aldostérone chez ’homme.

A linverse, des facteurs inhibiteurs de la synthese d’aldostérone, tels que le peptide
natriurétique auriculaire (ANP), la dopamine et I'adrénomédulline sont également libérés par ces
cellules (74). Ainsi, I'ANP exerce un effet inhibiteur direct, prédominant sur les
minéralocorticoides, via le récepteur membranaire de type 1A exprimé par les cellules de la zone
glomérulée, ainsi qu’une action indirecte via l'inhibition de la synthese locale de rénine et
d’angiotensine, en particulier au cours de la stimulation du SRA par la déplétion sodée (75), (76).
Une coordination se met en place entre les cellules chromaffines et les cellules du cortex pour

répondre de maniére appropriée au stress grace aux interactions intrasurrénaliennes (77).

» Les adipocytes

Des adipocytes sont non seulement présents dans la région périsurrénalienne, mais peuvent
également étre observés dans le cortex surrénalien au contact direct des cellules de la zone

glomérulée (82) ce qui permet des communications avec les cellules stéroidogenes.

Les adipocytes stimulent la synthése d’aldostérone par les cellules corticosurrénaliennes,
notamment par l'intermédiaire de différentes adipokines, telles que la leptine ou I'adiponectine
(78). In vitro, le surnageant de culture adipocytaire stimule la synthése et la sécrétion
d’aldostérone par les cellules de la lignée corticosurrénalienne humaine H295R (79), (80), (81),
(82). De plus, les adipocytes synthétisent des acteurs du SRA, en particulier de I'angiotensinogéne,

ce qui pourrait augmenter indirectement la production de minéralocorticoides (83).

» Les cellules du systéme immunitaire

Le systeme immunitaire module I'activité de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien en

stimulant la production de CRH et d’ACTH (84). Les cellules immunitaires influencent également de
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facon directe la production de corticostéroides. Parmi ces derniéres, les macrophages qui infiltrent
toutes les zones du cortex surrénalien, sécretent différentes cytokines dont I'Interleukine 1 (IL1),
I'Interleukine 6 (IL6) et le TNFa (84), molécules impliquées dans la réponse inflammatoire. Des
lymphocytes CD4 positifs sont également mis en évidence dans le cortex surrénalien (85) ou leur
nombre augmente avec I'age (86). Les cellules corticosurrénaliennes synthétisent également les
cytokines citées précédemment (87), (88), (89). L'IL6 est une cytokine proinflammatoire qui
maintient une régulation positive de la stéroidogénese surrénalienne pendant le stress chronique
et ce, de maniére indépendante de |'axe corticotrope. En effet, I'lL6 stimule directement la
synthése de cortisol et d’aldostérone (90) par les cellules corticosurrénaliennes humaines. En
revanche, il a été montré que le TNFa et I'lL1 sont des inhibiteurs de la stéroidogéneése

surrénalienne (91) chez le rat.

Parmi les cellules du systeme immunitaire, on distingue les mastocytes. Ce sont des cellules
myéloides, générées dans la moelle osseuse a partir de progéniteurs (92) (93) (94). Les
progéniteurs mastocytaires passent dans la circulation puis infiltrent les différents organes au sein
desquels ils se différencient sous I'influence de médiateurs chimioattractants tissulaires libérés par
les tissus hotes. Les mastocytes contiennent de nombreux granules de sécrétion possédant de
multiples médiateurs, de I'ordre de cing cents a mille par cellule (95). Ces médiateurs sont trés
variés: des amines biogénes (sérotonine, histamine), enzymes lysosomales (cathepsines),
protéases spécifiques (tryptase, carboxypeptidase A3), cytokines (95), facteurs de croissance
(VEGF, TGFB) et métalloprotéases de type Matrix Métalloprotéinases (MMP) capables de
remodeler le tissu environnant (96). Les mastocytes posseédent de nombreux récepteurs dont
I'activation engendre une réponse immunitaire de premiere ligne au niveau des organes faisant
I'interface avec I'environnement, tels que le tissu cutané, I'appareil pulmonaire et le systéeme
digestif. Une dégranulation mastocytaire se produit en réponse a 'activation d’une large gamme
de récepteurs, tels que les récepteurs membranaires (FceRl) aux fragments constants (Fc) des
immunoglobulines E (IgE) (92). La dégranulation mastocytaire est ainsi a I'origine des réactions
allergiques et anaphylactiques. De plus, les mastocytes contribuent a I'inhibition de la coagulation
sanguine et a I'augmentation de la perméabilité capillaire qui favorise la diapédese des cellules
immunitaires (97). De méme, I'histamine synthétisée par les mastocytes, active la dégranulation
mastocytaire via les récepteurs H1 et H2 tandis qu’elle inhibe la dégranulation mastocytaire via les
récepteurs H4 (98). Les mastocytes peuvent également dégranuler sous I'action d’un

neuropeptide, la SP (99). Ce peptide qui est libéré, entre autres par des fibres nerveuses
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amyélinisées présentes dans de nombreux tissus, se fixe sur son récepteur NK1 (93), (100), situé
sur la membrane cytoplasmique mastocytaire (101). Au total, les mastocytes sont a I'interface de
plusieurs systemes, nerveux, endocrine et immun ce qui en fait des acteurs neuroendocrines

majeurs (102), en particulier dans le cortex surrénalien.

Les mastocytes expriment différents récepteurs dont I'activation permet de compléter leur
maturation. Parmi ceux-ci, le récepteur c-KIT activé par le Stem Cell Factor (SCF), appelé encore
cluster de différentiation CD117, est indispensable a la maturation mastocytaire (103). Différentes
cellules synthétisent le SCF, notamment les fibroblastes (104), les cellules endothéliales (105) et
les cellules du cortex surrénalien (106). La maturation des mastocytes est dépendante de I'organe
dans lequel ils sont présents. En effet, il existe une hétérogénéité phénotypique des mastocytes
dans les différents organes : les mastocytes expriment la tryptase et/ou la chymase en fonction de
leur localisation tissulaire (107). Cette hétérogénéité cellulaire se caractérise notamment par une
variabilité du profil sécrétoire. Le phénotype des mastocytes varie avec leur microenvironnement
local, en particulier les vaisseaux sanguins et les terminaisons nerveuses dont ils sont
classiquement proches dans les tissus (107). Les mastocytes sont des acteurs du SRA intratissulaire
par le biais de la synthése de la chymase qui clive I'angiotensine | en ANGII (108) et de la rénine

qui clive I'angiotensinogéne en angiotensine | (109).

Au niveau surrénalien, les mastocytes exercent un effet stimulant sur la sécrétion d’aldostérone
(120). Ils sont localisés sous la capsule surrénalienne et dans la paroi des artérioles du cortex
surrénalien (94). Les mastocytes surrénaliens sécrétent notamment de la sérotonine, qui stimule
la synthése d’aldostérone par les cellules corticosurrénales humaines (111), via le récepteur 5-
HT4, couplé a la voie de I'adénylcyclase/PKA (112). Chez des patients présentant un adénome de
Conn, les mastocytes sont localisés a proximité des terminaisons nerveuses, dans le cortex
surrénalien péritumoral (110). Dans la surrénale de rat, la sérotonine et I’histamine issues de la
dégranulation mastocytaire favorisent de maniere dose-dépendante I'augmentation du flux
sanguin surrénalien ainsi que la synthése et la sécrétion des hormones corticosurrénaliennes (94).
Tous les médiateurs mastocytaires ne stimulent pas la synthése de stéroides surrénaliens. En effet,
I’'héparine, présente dans les granulations mastocytaires, exerce des effets inhibiteurs sur la
synthése d’aldostérone (77). Enfin, notre équipe a montré que les milieux conditionnés provenant
de lignées mastocytaires exercent un effet stimulant sur la sécrétion d’aldostérone dans les
cellules corticosurrénaliennes de la lignée H295R et I’expression du gene CYP11B2 codant

I’aldostérone synthase (110).
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> Les cellules vasculaires

Les glandes surrénales sont richement vascularisées et regoivent une part importante du débit
cardiaque proportionnellement a leur poids et leur taille (107). Les artéres surrénaliennes se
divisent en artérioles capsulaires d’olu émergent deux types de vaisseaux nourriciers : i) les artéres
médullaires qui franchissent le cortex sans donner de collatérales et qui vascularisent le centre de
la glande, et ii) les artéres corticales qui vascularisent le cortex surrénalien de maniére centripete
en donnant naissance a un réseau de capillaires sinusoides. La richesse de ce réseau est telle que
chaque cellule stéroidogene corticosurrénalienne est en contact direct avec au moins un capillaire
sanguin (108). Ces capillaires se jettent dans les veines surrénales qui rejoignent ensuite la veine
centrale. Cette derniére rejoint, a gauche, la veine rénale et a droite la veine cave inférieure (109),
(110). Cette organisation histologique permet également I'établissement de communications
entre les cellules endothéliales surrénaliennes et les cellules corticosurrénaliennes, en particulier
avec les cellules de la zone glomérulée, grace a la libération de différents facteurs endothéliaux,
telles que I'adrénomédulline, les prostacyclines ou le NO (111). La libération de ces molécules
semble, au moins en partie, sous la dépendance de 'ACTH et de I'’ANGII (112). Le flux sanguin
surrénalien est donc étroitement couplé a la libération d'hormones stéroides. Ce couplage
fonctionnel fait également intervenir les endothélines, peptides synthétisés a la fois par les
cellules endothéliales et les cellules de la zone glomérulée. Les endothélines ont non seulement
une puissante action vasoconstrictrice, prés de dix fois celle de ’ANGII (113), mais elles stimulent
également de maniere directe, la sécrétion d’aldostérone par les cellules de la zone glomérulée
humaine en activant les récepteurs ETA et ETB, exprimés par les cellules stéroidogenes (114),

(115), (116).

Les acides époxyeicosatrienoiques (EETs), dérivés de I'acide arachidonique, sont d’autres
médiateurs classiquement produits par I'endothélium vasculaire. Les EETs sont de puissants
vasodilatateurs, libérés en réponse a I'augmentation du débit sanguin (117). Dans le cortex
surrénalien, ces molécules sont sécrétées par les cellules de la zone glomérulée sous I'effet de
I’ANGII (117) et de 'ACTH (118). Ces molécules favorisent I'apport des substrats nécessaires a la
stéroidogénese surrénalienne dont la synthése d’aldostérone (71). Les cellules de la glomérulée
paraissent donc capables de moduler leur propre apport sanguin et, consécutivement, leur activité

sécrétoire.
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> Les cellules et les fibres nerveuses

Le systéme nerveux autonome (SNA) régule les activités automatiques qui sous-tendent les
fonctions essentielles de I'organisme. Le SNA recoit des afférences sensitives, de différents
organes, du muscle cardiaque, des muscles lisses et il émet en retour des efférences motrices vers
ces mémes organes (Figure 8). L'intégration de ces différents signaux est réalisée au niveau des
noyaux du tronc cérébral, en particulier du noyau du tractus solitaire. Les principaux
neurotransmetteurs du SNA sont l'acétylcholine, la noradrénaline et I'adrénaline. Le SNA est
constitué de deux composantes principales, le systeme nerveux sympathique qui favorise la
dépense énergétique et la réponse au stress de type « combattre ou fuir » et le systeme nerveux

parasympathique, qui favorise le stockage énergétique et la récupération.

Sur le plan anatomique, I'organisation des efférences du SNA comporte deux neurones (Figure
8), I'un préganglionnaire et I'autre postganglionnaire. Le neurone préganglionnaire, dont le corps
cellulaire est localisé dans la moelle spinale, fait synapse au niveau d’un ganglion nerveux avec un
neurone postganglionnaire. Les neurones préganglionnaires sont situés, pour la composante
sympathique, dans la moelle dorsale et lombaire tandis qu’ils sont localisés dans la moelle
cervicale et sacrée pour la composante parasympathique. Le ganglion peut étre soit un ganglion
prévertébral pour le systeme nerveux sympathique, soit un ganglion préviscéral pour le systeme

nerveux parasympathique.

Sur le plan fonctionnel, I'arrivée d’un potentiel d’action au niveau du ganglion nerveux
déclenche la libération d’acétylcholine dans la fente synaptique par les neurones
préganglionnaires. L’acétylcholine se fixe sur les récepteurs postsynaptiques a un récepteur
nicotinique. Par la suite, un nouveau potentiel d’action se propage le long du trajet des fibres
postganglionnaires pour déclencher la libération de noradrénaline pour les fibres sympathiques et
d’acétycholine pour les fibres parasympathiques au voisinage des récepteurs muscariniques du
viscere innervé. Il est a noter que dans la médullosurrénale, le neurone préganglionnaire fait

synapse directement avec les cellules chromaffines qui sécretent principalement I’adrénaline.

Une troisieme composante du SNA, le systéme NANC (Non-adrénergique Non cholinergique), a
été décrite en particulier dans les poumons, le systeme digestif et le systéeme cardiovasculaire
(119), (120), (121), (122). Les fibres NANC sont distinctes des composantes sympathique et
parasympathique du SNA. Elles peuvent cheminer dans les mémes trajets nerveux que ces

derniéres (123). Le systeme NANC a été découvert au cours d’enregistrements des réponses a la
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stimulation électrique dans différents organes et tissus en présence de bloqueurs

pharmacologiques des systemes cholinergique et adrénergique.
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Figure 8. Organisation anatomique du systéme nerveux autonome (d’aprés Beaulieu et al, 2010). Le
SNA est composé de neurones préganglionnaires ( ), dont les corps cellulaires sont présents dans
la moelle spinale et font synapse au niveau d’un ganglion nerveux avec des neurones
postganglionnaires ( ). Les neurones préganglionnaires sont situés, pour la composante
sympathique, dans les moelles dorsale et lombaire, tandis que ces neurones sont localisés dans les
moelles cervicale et sacrée pour la composante parasympathique. Ces neurones font ensuite synapse
avec des neurones postganglionnaires. Les corps cellulaires de ces derniers sont localisés dans les
ganglions nerveux, et leurs axones innervent les tissus cibles. Les ganglions sont soit prévertébraux
pour le systéeme nerveux sympathique, soit préviscéraux pour le systéme nerveux parasympathique.

Le NANC est subdivisé en deux types fonctionnels qui agissent sur la cellule musculaire lisse
bronchique : un systeme NANC excitateur (NANCe) et un NANC inhibiteur (NANCi). Au niveau
pulmonaire, le NANCe entraine une bronchoconstriction tandis que le NANCi favorise une
bronchodilatation. Ainsi, un déséquilibre entre les niveaux d’activité des systemes NANCe et
NANCi semble étre impliqué dans les processus physiopathologiques de la maladie asthmatique

(124).
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La nature des neurotransmetteurs mis en jeu dans la commande NANC reste discutée. De plus,
les mécanismes modulant le systeme NANC ne sont pas précisément connus (125). Cependant,
différentes molécules semblent participer a la neurotransmission et aux effets du systeme NANC.
Ce sont soit des neuropeptides, tels que la substance P, le CGRP, le VIP et le NPY, soit des
neurotransmetteurs non peptidiques, tels que la sérotonine (5-HT), le GABA, ainsi que I'ATP

(adénosine 5'-triphosphate) et le NO (126) (Tableau 1).

Le systeme NANCe met principalement en jeu de la SP et de la neurokinine A, tandis que le
systeme NANCi implique le VIP, le NO (127) et I'ATP (128). Les médiateurs du systeme NANC
jouent également le réle de régulateur de la libération des neurotransmetteurs des systéemes
nerveux sympathique et parasympathique (cotransmetteurs de I'acétylcholine et de Ia
noradrénaline) (129). A titre d’exemple, le NPY et I'ATP sont des cotransmetteurs de la
noradrénaline dont ils potentialisent les effets au niveau des terminaisons nerveuses
sympathiques (130). Il est démontré également que le VIP est un cotransmetteur de
I'acétylcholine dans les terminaisons des fibres cholinergiques (131). Enfin, les circonstances

physiologiques qui amenent a I’activation du systeme NANC restent imprécises.

Localisation dans le systéme . Composante du
Type Substance nerveux Fonction(s) NANC
Amine 5-HT Neurones entériques Réflexes péristaltiques NANCi
Nerfs gastriques et pelviens /
NO cotransmetteur des jonctions Vidange gastrique NANCi
neuromusculaires
Neurones sympathiques Effet vasoconstricteur
ATP postganglionnaires des rapide des vaisseaux NANCe
vaisseaux sanguins sanguins
Peptide VIP Nerfs parasympathiques Glandes salivaires NANCi
Dépolarisation lente /
Cotransmetteur de
. . I'acétylcholine / colocalisée
Peptide Substance P Ganglion sympalthlque/ avec le CGRP dans les NANCe
Neurones entériques o
neurones sensitifs
cardiovasculaires/ Effet
vasodialatateur
Peptide NPY Neurones sy_mpathiques Effect vasoconstrilcteur de NANCe
postganglionnaires longue durée

Tableau 1. Médiateurs du systéme non adrénergique non cholinergique (NANC) excitateur (NANCe)
et inhibiteur (NANCi) (d’aprés Katzung et al, 2012 et Offermans et Rosenthal, 2008). Le NANC assure
un contréle autonome par des neurotransmetteurs non-adrénergiques non-cholinergiques. Parmi ces
meédiateurs, nous pouvons noter la présence de molécules dérivées d’acides aminés (5-HT) ou d’autres
petites molécules (NO, ATP), et des neuropeptides (VIP, SP, NPY).
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> L’innervation du cortex surrénalien

La médullosurrénale et la corticosurrénale sont innervées par des fibres noradrénergiques
issues de neurones postganglionnaires localisés dans le ganglion coeliaque (124) et appartenant
au contingent splanchnique (128). L'innervation du cortex surrénalien a été bien décrite chez
I’'animal, en particulier chez le rat (132), le cochon (133), le mouton (134) et le hamster (135). En
revanche, chez I'homme la description de l'innervation est encore incompléte (132) et plus
complexe dans la mesure ou elle peut étre présentée de différentes manieres selon les criteres
anatomiques ou fonctionnels utilisés. Ainsi, ont été rapportés dans la littérature, d’une part une
innervation du cortex avec une organisation en composantes extrinseque et intrinséque, et
d’autre part une innervation par le SNA, avec ses composantes sympathique, parasympathique et
NANC (Figure 9). La composante extrinseque est composée de neurones dont le corps cellulaire
est extra-surrénalien, et la composante intrinséque désignant des neurones dont le corps
cellulaire est localisé dans la glande surrénale (136). Dans la mesure ou notre travail s’intéresse au
role du tissu nerveux dans le controle de la stéroidogénése, nous avons choisi de décrire
I'innervation surrénalienne sous I’angle fonctionnel en abordant successivement, ses composantes

parasympathique, sympathique et NANC.

Dans la glande surrénale humaine, les innervations parasympathique et sympathique ont été
mises en évidence par des approches immunohistochimiques (137), (138), (139), (140), (141). Ainsi,
les contingents parasympathiques et sympathiques cheminent dans la surrénale et empruntent des
trajets nerveux communs pour innerver les trois couches du cortex surrénalien (142). Des fibres
préganglionnaires innervent directement le cortex surrénalien ou font un relais avec des fibres
postganglionnaires (143). A partir du relais ganglionnaire, des axones innervent les cellules
corticosurrénaliennes situées dans les trois couches du cortex surrénalien (144), (143). Les fibres
sympathiques postganglionnaires de type noradrénergique innervent d'une part, les vaisseaux
surrénaliens et d’autre part, les cellules corticosurrénaliennes de la zone glomérulée (145), (146). De
maniére similaire, chez le rat et chez 'homme, des fibres cholinergiques postganglionnaires,
appartenant donc au systeme nerveux parasympathique, sont également décrites dans le cortex
surrénalien (140), (147), (148). La distribution des fibres nerveuses suggére que le controle
neurogene du cortex surrénalien s’effectuerait par la libération de neurotransmetteurs présents

dans les fibres nerveuses corticales (149), (150).
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Figure 9. Innervation du cortex surrénalien par les différentes afférences nerveuses. Le cortex
surrénalien recoit des afférences de fibres postganglionnaires sympathiques, de fibres
postganglionnaires provenant de la médullosurrénale et de fibres postganglionnaires provenant du
systéeme parasympathique ainsi que des fibres du systéme nerveux NANC

Sur le plan fonctionnel, le réle physiologique du contréle de la synthese des stéroides
surrénaliens par le systéme nerveux est encore débattu. Ce systeme serait impliqué dans la
régulation des variations des sécrétions corticosurrénaliennes indépendantes de I’ACTH et du SRA

(151). L’équipe d’Engeland a montré que les fibres nerveuses afférentes splanchniques participent
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au contréle des sécrétions corticosurrénaliennes de deux manieres. D’une part, elles peuvent
réguler les sécrétions de facon directe via l'interaction des terminaisons nerveuses avec les
cellules du cortex surrénalien et d’autre part de maniére indirecte via les vaisseaux surrénaliens
par le biais d’'une modulation du débit sanguin local (151). Ainsi, la commande nerveuse
splanchnique semble étre inhibitrice des sécrétions corticosurrénaliennes en conditions basales

mais stimulante en conditions de stress (149).

L'innervation du cortex intégre également une voie d’origine hypothalamique. Cette voie
emprunte les noyaux suprachiasmatiques, chemine jusqu’a la colonne intermédio-latérale de la
moelle spinale, puis atteint la glande surrénale via les trajets nerveux précédemment décrits
(143), (152). Elle permettrait une régulation directe de la sécrétion de cortisol par les signaux
lumineux intégrés par les noyaux supraoptiques constituant un mécanisme de régulation de la
sécrétion de cortisol indépendant de I’ACTH, suceptible de participer au rythme nycthéméral de la

sécrétion de glucocorticoides (152).

Enfin, pour ce qui concerne le contingent non-adrénergique, non-cholinergique (NANC) du SNA,
les études sont avant tout descriptives, en particulier pour I'innervation par la SP. Ainsi des fibres a
SP sont mises en évidence a la fois dans la médullosurrénale (153) et dans le cortex surrénalien
(154). Linnervation du cortex surrénalien humain par des fibres a SP a en outre été étudiée par
I’équipe de Heym de fagon exhaustive (155), (156). Ces travaux ont conduit a I'identification de 6
types de fibres selon la nature du neurotransmetteur colocalisé avec la SP : le calcitonin gene-
related peptide (CGRP) pour le type |, la cholécystokinine pour le type Il, la NOS pour le type I, la
dynorphine pour le type IV, la somatostatine pour le type V et le VIP pour le type VI. Toutes les
fibres doublement marquées sont présentes a la fois dans le cortex et la medulla a I'exception des
fibres nerveuses positives pour la SP et la NOS qui sont observées exclusivement dans le cortex
surrénalien. De plus, en microscopie électronique, des varicosités a SP sont visualisées au contact
des cellules de la zone glomérulée (155) ce qui suggere un réle direct de la substance P dans la

régulation de la sécrétion d’aldostérone.

2.Les tachykinines

La dénomination « tachykinines » (TKs) a pour origine les termes, issus du grec, « tachus »
signifiant « rapide » et kinin pour « mise en mouvement ». Les TKs appartiennent a la superfamille

des neuropeptides (157) qui correspondent a des peptides synthétisés et libérés par les neurones
39



via la voie de sécrétion régulée pour agir sur des cibles neuronales (158). Les tachykinines sont une
superfamille de peptides présents a la fois chez les invertébrés et chez les vertébrés (159), (160).
Chez ces derniers, ils ont été plus particulierement caractérisés chez les mammiféres (161), (162).
Les TKs sont des peptides possédant une séquence consensus comportant les acides aminés
Phe-X-Gly-Leu-Met-NH; a I'extrémité C-terminale (Figure 9). L'acide aminé en position X étant soit
un acide aminé aromatique (Phénylalanine, Tyrosine) soit un acide aminé aliphatique (Valine,

Isoleucine). Cette extrémité C-terminale se lie au récepteur des TKs et I'active.

La diversité des tachykinines provient de plusieurs mécanismes correspondant a la duplication
génique d’un gene ancestral (163) ayant généré 3 genes chez 'homme (TAC1, TAC3 et TAC4),
I’épissage alternatif des préARNs et la maturation post-traductionnelle des peptides (Figure 10)
(164), (165), (166). Les ARNm sont traduits en précurseurs qui sont maturés par des enzymes de
clivage protéolytique en différents peptides biologiquement actif, dont la SP (pour TACI), la
neurokinine B (pour TAC3) et I'hémokinine (pour TAC4). Un systéme de régulation de la
production des enzymes de clivage affine encore plus le systéme. Ainsi la maturation de la pré-
protachykinine requiert I'action des prohormone convertases de maniére analogue a celle de la

POMC (Proopiomélanocortine) (167).

2.1.La substance P

La SP a été isolée en 1931 dans le cerveau et l'intestin de cheval par Ulf Von Euler et John
Gaddum. C’est le premier peptide synthétisé sous forme de poudre, d’ou la lettre « P ». Les
premiers travaux expérimentaux sur la substance P ont révélé son action stimulante sur la
contraction des fibres musculaires lisses et le péristaltisme intestinal chez le lapin. En 1954, John
Gaddum a mis en évidence de fortes concentrations tissulaires de SP dans les centres cérébraux
du vomissement (168). En 1971, la séquence primaire du peptide de onze acides aminés a été
déterminé par le groupe de Susan Leeman (169). Vingt ans plus tard, en 1991, le récepteur de la
SP a été identifié, cloné et baptisé NK1 (170). Parallelement, le développement des premiers

antagonistes non peptidiques du récepteur NK1 a été initié (171).

Les données de biologie moléculaire et de biochimie ont permis de comprendre le mécanisme
de synthése des différents peptides. Ainsi, le géne TACI1 génére un pré-ARN messager qui mature
en quatre variants d’épissage, aTAC1, BTAC1, yTAC1 et 6TAC1 (Figure 10). Ces quatre variants sont
tous traduits en pré-proprotéines comprenant la SP. D’autres peptides sont également synthétisés

a partir du gene TAC1 dont la neurokinine A (codée par les variants BTAC1, yTAC1).
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Figure 10. Structure des génes et ARN messagers codant les tachykinines chez ’humain (d’aprés
Steinhoff et al, 2014). Les peptides sont représentés par les barres bleues figurant sous les ARNm.
Le géne TAC1 génére 4 variants d’épissages, aTAC1, 6TAC1, yTAC1, 8TAC. Ces 4 variants d’épissage
sont traduits en précurseurs qui incluent la SP, le peptide le mieux caractérisé. Le géne TAC3 code
pour 2 variants aTAC3, BTAC qui sont transcrits en un peptide, la NKB : neurokinine B. Enfin le géne
TAC4 est transcrit en aTAC4, BTAC4, yTAC4, STAC4 qui générent, I’HK-1 (hémokinine), I'EKA
(endokinine A), I'EKB (endokinine B), ’EKC (endokinine C) et I’'EKD (endokinine D) (d’aprés Steinhoff
etal, 2014).
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La SP est retrouvée dans les différentes parties du systeme nerveux, central, périphérique et
autonome (Figure 11) (172) ou elle intervient dans divers processus physiologiques tels que la
nociception (172), les nausées et vomissements (168). Comme énoncé précédemment, la SP est
un neurotransmetteur du SNA, en particulier du systeme NANC. La SP est distribuée dans plusieurs
structures du SNC, tels que le striatum, 'amygdale, I’"hypothalamus et le noyau du tractus solitaire,
et dans le systéme nerveux périphérique au sein des fibres nerveuses sensitives (196), (173). Au
niveau du complexe hypothalamo-hypophysaire, de fortes concentrations de SP sont mises en
évidence dans le systeme porte hypothalamo-hypophysaire (174). Chez la brebis, la SP stimule
directement la sécrétion de LH (175). Enfin un effet stimulant de la SP sur la sécrétion d’ACTH est

mis en évidence chez le volontaire sain (176).

On retrouve également de la SP dans des structures nerveuses du cceur (177). En effet, des
fibres nerveuses a SP sont présentes a proximité d’artérioles et des vaisseaux coronaires (178). La
SP exerce des effets vasodilatateurs puissants via la synthése de NO chez I'homme (179), (180) et
induit une vasodilatation endothélium-dépendante des artéres de I'avant-bras (180), médiée par
le récepteur NK1 (179). Dans les artéres coronaires, I'injection de SP induit une vasodilatation

coronaire sans effet sur la pression artérielle (181), (182).

Dans I'appareil digestif, la SP est impliquée dans la neurotransmission au sein du systeme
nerveux entérique (SNE) a coté de neurotransmetteurs plus classiques tels que I'acétylcholine, la
sérotonine et la dopamine. La SP module la contraction des cellules musculaires de la couche
musculeuse digestive (motilité intestinale) et la sécrétion de mucus (183) ainsi que dans

I'inflammation et la douleur (184), (185).

Dans I'appareil pulmonaire, la SP, aux cotés de la NKA, est I'un des principaux médiateurs du
systeme NANCe. La SP est libérée par des terminaisons nerveuses en réponse a des stimuli
mécaniques, thermiques, chimiques, et inflammatoires (186). Elle induit une bronchoconstriction

chez 'homme via I'activation des récepteurs NK1 (187).

Dans la glande surrénale, la SP est présente dans le cortex surrénalien et/ou la
médullosurrénale suivant les espéces. Des fibres nerveuses a ranakinine, une tachykinine présente
chez la grenouille, ont été mises en évidence chez I'espéce Rana ridibunda (188), (189). Dans la
surrénale de rat, La SP est présente dans le cortex surrénalien. La SP a été observée dans certaines

fibres nerveuses autour des vaisseaux sanguins et dans les faisceaux nerveux épais passant a
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travers le cortex surrénalien et se dirigeant vers la médullosurrénale. Quelques cellules
chromaffines sont également positives dans la médullosurrénale (190), (191). La section du nerf
vague et/ou du nerf splanchnique ou la destruction du ganglion sympathique coeliaque ne
modifient pas la densité de ces fibres dans le cortex surrénalien ce qui suggére qu’il s’agit d’une
innervation intrasurrénalienne non cholinergique non adrénergique (149). Sur le plan fonctionnel,
la ranakinine stimule les sécrétions d’aldostérone et de corticostérone par les glandes interrénales
de la grenouille Rana ridibunda (189), (192). Il a été montré que chez le rat, la SP stimule in vitro et
in vivo la sécrétion surrénalienne d’aldostérone, probablement via le relais des cellules

chromaffines, de maniere indépendante du SRA et de I'axe corticotrope (193).

Le catabolisme de la SP est assuré par des enzymes de type endopeptidases qui générent
plusieurs fragments (194). Parmi ces enzymes figurent : I'ECA, la néprilysine (NEP), I'enzyme de
conversion de I'endothéline et la dipeptidyl peptidase-4 (DPP4). L'ECA produit un fragment SP [1-
8] (195), (196), la DPP4 génere quant a elle la SP [5-11]. D’autres fragments de la SP ont également
été identifiés: les fragments SP [1-4], SP [1-7], SP [1-9], SP [3-11], SP[2—-11] ou SP [6-11] (197). Ces
fragments présentent plus ou moins des effets biologiques. Par exemple, le fragment SP [6-11]
semble capable de produire des effets anxiogenes chez le rat aprés activation du récepteur NK1

(198).

Systéme Nerveux

Bronches et
poumons

— 4: Glandes salivaires

Coeur
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Moelle osseuse
Placenta

Figure 11. Distribution tissulaire du récepteur NK1 humain (d’aprés Garcia-Recio & Gascon, 2015).
Le récepteur de la substance P est présent dans le systéme nerveux, le systeme cardiovasculaire, les
tractus digestif et génito-urinaire, le poumon et I’appareil reproducteur.
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2.2.La neurokinine B

Le gene TAC3 est transcrit en un pré-ARN messager qui mature en deux variants d’épissage
aTAC3 et BTAC3, traduits ensuite en un peptide, la neurokinine B. La neurokinine B est localisée,
en particulier, dans I’"hypothalamus et dans le placenta. C'est non seulement un acteur majeur du
contrdle neuroendocrine de la reproduction animale (199) mais également un élément important
de la physiologie placentaire pendant la grossesse (200). Dans la surrénale ni TAC3, ni TACR3 ne

sont détectés a des niveaux aussi élevés que TACI et TACR1 dans des travaux antérieurs (201).

2.3.L’hémokinine et les endokinines

Le gene TAC4 est transcrit en un préARN messager qui génere ensuite quatre variants
d’épissage : il s’agit de aTAC4, BTAC4, yTAC4 et 6TAC4A qui sont traduits en différents peptides.
L’'hémokinine est codée par le variant a chez la souris, tout comme I'endokinine A et I’endokinine
C chez 'homme (202). L'endokinine B est codée par les variants BTAC4, 6 TAC4 et yTAC4, tandis
gue I'endokinine D est codée par le variant BTAC4. L’hémokinine a été caractérisée dans le tissu
hématopoiétique en 2000 (203). En 2003, ce sont les endokinines qui ont été caractérisées chez
I’'homme et qui recurent ce nom en raison de leur expression dans les tissus endocrines comme le

placenta et la glande surrénale ainsi que la lignée corticosurrénalienne humaine H295 (204) (205).

2.4. Les récepteurs des tachykinines

Les récepteurs des TKs appartiennent a la famille des GPCR. Dans I'espece humaine, trois
récepteurs des TKs ont été identifiés et nommés NK1, NK2, NK3 et codés par les genes TACR1,
TACR2 et TACR3. Ces récepteurs sont composés de trois boucles extracellulaires (ECL1, 2 et 3),
trois boucles intracellulaires (ICL 1, 2 et 3), sept domaines transmembranaires et d’'une queue
intracellulaire. Les TKs se lient a la partie extracellulaire des récepteurs par leur extrémité C-
terminale (Figure 12). Ces récepteurs GPCR sont couplés a une protéine Gg/11 qui active la voie

calcique ainsi que la voie ERK (206), (207).
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Figure 12. Représentation tridimensionnelle de la SP (en bleu) se fixant au récepteur NK1 (en
violet). https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/pdb/2KSB

Le récepteur NK1 est réparti de maniere ubiquiste dans les différents organes (207). Deux
isoformes du récepteur NK1 ont été caractérisées, une isoforme compléete et une isoforme
tronquée ou courte (208) provenant de |'épissage alternatif d’un transcrit primaire du géne TACR1
(170). L'isoforme compléte est composée de 407 acides aminés tandis que I'isoforme courte est
tronquée de 96 acides aminés a I'extrémité C-terminale. L'isoforme compléte posséde une queue
intracellulaire indispensable au couplage a la voie calcique. Les deux isoformes du récepteur sont
réparties différemment dans les différents organes (204). Ainsi, dans le systéme nerveux,
I'isoforme compléte est exprimée de maniére prédominante par rapport a la forme courte. En
revanche, en dehors du systeme nerveux, les ARN messagers codant les deux isoformes montrent

des niveaux d’expression variables suivant les tissus incluant la surrénale (196), (204), (209).
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Le récepteur NK2 est présent dans le systeme nerveux central (SNC) (210), dans le tractus
digestif (estomac, gros intestin), dans les vaisseaux (artéres et veines) ainsi que dans les cellules
musculaires lisses bronchiques (211). Au niveau du SNC, ce récepteur est localisé dans le noyau
caudé, le putamen, I'hippocampe, la substance noire et le cortex cérébral (210). Au niveau
intestinal, I'activation du récepteur NK2 module le péristaltisme intestinal de maniéere similaire au
récepteur NK1 (184). 1l a été rapporté que I'activation du récepteur NK2 par son ligand préféré, la
neurokinine A (NKA), au niveau de I'’endothélium ou des cellules musculaires lisses déclenche la

vasoconstriction des artéres coronaires ou des veines saphenes (212), (213).

Le récepteur NK3 est, quant a lui, localisé dans des neurones hypothalamiques, les neurones
KNdy, produisant la kisspeptine, neurokinine B et dynorphine qui sont des neurones controlant les

neurones a GnRH impliqués dans la régulation de I'axe gonadotrope (214) (215), (216).

»Pharmacologie des récepteurs des tachykinines

Les récepteurs NK1, NK2 et NK3 présentent différentes sensibilités pour les peptides de la
famille des tachykinines (Tableau 2). Des études pharmacologiques, ont été réalisées a partir de
membranes de cellules de lignées cellulaires de type CHO (chinese hamster ovary) exprimant les
récepteurs recombinants NK1, NK2 et NK3 ainsi que des lignées cellulaires exprimant
naturellement I'un des types de récepteurs comme les glioblastomes (NK1) ou la lignée de cancer
colique, CaCo2 (NK2) (217). Ces études ont révélé que le récepteur NK1 présente une affinité pour
la SP environ 2 fois plus forte (Ki = 3,6 nM) que celle de ’lhémokinine 1 (Ki = 6 nM), six fois plus
forte que celle des endokinines A/B (23,8 nM) et plus de cent fois plus forte que celle de la
neurokinine A (495 nM). Le NK1 n’a aucune affinité pour les autres tachykinines dont la
neurokinine B et les endokinines C et D. La SP est donc le ligand préférentiel du NK1. Par
comparaison la NKA se lie préférentiellement au NK2 alors que la NKB est le peptide le plus affin
du NK3. En effet I'affinité du récepteur NK2 pour la NKA (Ki=4,4 nM) est prés de 47 fois plus
importante que celle de la SP (Ki=188,2 nM), prés de 50 fois plus importante que celle des
endokinines A/B (Ki=185,4 nM), pres de 200 fois plus forte que celle de ’hémokinine (Ki=782,5
nM) et pres de 500 fois plus importante que celle de la neurokinine B (Ki=1379,5 nM). Le
récepteur NK3 a I'affinité maximale pour la NKB (Ki=29,3 nM) atteignant prés de 6 fois celle de la
NKA (Ki=176nM). Sa capacité de liaison pour la SP, les endokinines A/B et I’hémokinine est

beaucoup plus faible comme en atteste par des Ki>10uM.
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Récepteurs des tachykinines
Ligands NK1 NK2 NK3
SP 3,6+/-1,2 188,2+/-16,0 10139+/-908,3
HK-1 6+/-2,4 782,5+/-24,5 36230 +/-2530
NKA 495,1+/-75,3 4,4+/-0,1 176,3 +/- 93,1
NKB * 1379,5+/-287,5 29,3+/-9,7
EKA/B 23,8+/-3,4 185,4+/-21,7 12130 +/- 221,8
EKC * * 55527 +/- 5788,3
EKD * * 28080 +/- 1700

Tableau 2. Constantes de dissociation Ki des tachykinines pour les différents récepteurs NK1,
NK2 et NK3 humains (d’aprés NM Page et al, 2003). Les résultats correspondent aux valeurs de Ki
(nM) déterminées par le déplacement d’antagonistes spécifiques de chaque récepteur, marqués au
tritium. Ces valeurs sont exprimées sous la forme de moyennes +/- déviation standard. * Absence
de déplacement significatif a 10 M.

»Systeme de transduction des récepteurs des tachykinines

La liaison de la SP a I'isoforme longue du récepteur NK1 active plusieurs voies de signalisation
cellulaire (Figure 13) (218): [i] la voie calcique et la voie des B-arrestines via I'activation d’une
protéine Gg/11 et [ii] la voie de I'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) via la protéine Gs.
Comme I'ANGII activant le récepteur AT1, la liaison de la SP a l'isoforme longue couplé a une
protéine Gg/11, active une phospholipase CB clivant un phospholipide membranaire, le PIP2 pour
générer deux produits, IP3 et DAG. L'IP3 se fixe sur un récepteur au niveau du réticulum
endoplasmique, ce qui provoque une libération de Ca?* vers le cytoplasme. Le DAG reste fixé a la
membrane cellulaire, puis active la protéine kinase C (PKC) qui, a son tour, phosphoryle le

récepteur NK1 et favorise le recrutement des B-arrestines.

La voie ERK est également activée par les deux isoformes du récepteur NK1 de maniere
différentielle : la forme longue entraine une phosphorylation rapide et soutenue de la voie ERK

tandis que la forme courte induit une phosphorylation différée (222).
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Il a également été montré que la liaison de la SP au récepteur NK1 peut activer une protéine Gs
qui entraine le recrutement d’une adénylyl cyclase conduisant a la formation d’AMPc (219), (220).
L’AMPc active la protéine kinase A (PKA) qui phosphoryle ensuite ses différentes cibles
moléculaires(207). En revanche l'isoforme courte du récepteur NK1 n’est pas couplée a la voie

protéine Gg/11, PLC et calcium cytosolique.
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Figure 13. Voies de transduction du signal activées par les 2 isoformes du récepteur NK1, NK1R-F
ou forme longue, et NK1R-T ou forme courte/tronquée (D’aprés Spitsin et al, 2017). Les 2
isoformes du récepteur NK1 activent toutes deux la voie ERK. La fixation de la SP sur I'isoforme
longue active la voie calcique et entraine I'internalisation du récepteur NK1 tandis que la fixation
de la SP sur I'isoforme courte n’active que trés faiblement la voie calcique.

Le récepteur NK1 peut étre désensibilisé via son internalisation. Ce mécanisme concerne plus
particulierement I'isoforme longue du récepteur via I'activation des B-arrestines par la protéine
Gg/11. La liaison de la SP sur le récepteur NK1 permet le recrutement des protéines Gg/11 et Gs qui
activent in fine des kinases, telles que la PKC, et les protéines G-protein Receptor Kinases (GRK)
(221). Ces kinases sont transloquées vers la membrane plasmique ou elles phosphorylent la partie

intracellulaire du récepteur NK1. La phosphorylation de la queue du récepteur NK1 permet le
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recrutement des béta-arrestines. Ces protéines adaptatrices orientent le récepteur NK1 couplé a
la SP vers les endosomes. L’acidification du pH dans les endosomes favorise la dissociation du
récepteur NK1 et de son ligand. Le récepteur est alors recyclé vers la membrane plasmique tandis
qgue la SP est dégradée dans les lysosomes. La queue intracellulaire étant absente dans I'isoforme
courte du récepteur, cette derniére ne peut pas interagir avec la B-arrestine et étre internalisée

(207).

Les récepteurs NK2 et NK3, qui appartiennent également a la famille des RCPG, sont aussi
couplés a une Gg/11 et a une protéine Gs stimulant respectivement une PLC et une adénylyl

cyclase.

2.5. Les tachykinines et leurs récepteurs en physiopathologie

Les TKs et leurs récepteurs sont impliqués dans différents mécanismes physiopathologiques,
tels que l'inflammation, la nociception, les cancers, mais également dans diverses pathologies
touchant différents appareils, digestif, respiratoire, urogénital, cutané ainsi que les systemes

nerveux et immunitaire (222).

> La douleur

Le stimulus douloureux active des récepteurs nociceptifs ou nocicepteurs au niveau d’un tissu
périphérique (cutané, viscére plein, viscére creux). Les nocicepteurs sont de types thermique,
chimigue, mécanique ou polymodal et sont présents dans des fibres nerveuses soit faiblement
myélinisées, les fibres Ad soit des fibres amyélinisées C. Le message nociceptif est ensuite transmis
vers le cortex cérébral grace au relais de trois neurones (223). Les axones des fibres AS et C
conduisent l'influx nerveux depuis les nocicepteurs jusqu’a la corne postérieure de la moelle
spinale. A ce niveau, la transmission synaptique est assurée par la substance P et du glutamate
pour les fibres C et de glutamate pour les fibres AS. Le signal nerveux suit ensuite les voies de

transmission spino-thalamique puis le trajet thalamo-cortical (Figure 14).

» L'inflammation neurogéne

L'inflammation neurogene est une réponse inflammatoire résultant de la libération locale par
des neurones afférents, de différents médiateurs inflammatoires et de neuropeptides, tels que la
SP et le CGRP. Cette inflammation s’"accompagne d’une vasodilatation avec une extravasation

plasmatique et un cedéme tissulaire. Ainsi, une agression tissulaire active des fibres nerveuses

49



sensitives locales, qui en retour via un arc réflexe (224), induisent la libération de SP et de CGRP
par des fibres afférentes (Figure 14). La dégranulation des mastocytes proches des terminaisons
nerveuses libére de I'histamine qui provoque a son tour la libération de SP et CGRP par les fibres
nerveuses locales (222). La SP circule donc par voie antidromique par rapport au trajet de I'influx
nerveux véhiculé vers les centres médullaires. Globalement, ce systeme complexe aboutit a la

libération de SP au niveau des sites Iésionnels et périlésionnels (Figure 14).

Fibres nociceptives a SP (protoneurone) Mastocytes

Vaisseaux sa ngu ins (vasodilatation, augmentation de la perméabilité capillaire)

Figure 14. Voies nerveuses impliquées dans l'influx nociceptif et I'inflammation neurogéne. De
maniére générale, un dommage cellulaire provoque I’activation de fibres nociceptives et une
inflammation neurogéne. La transmission de I'influx nociceptif du tissu périphérique vers la moelle,
implique la substance P a plusieurs niveaux : la substance P assure la transmission synaptique de
I'influx nociceptif entre le protoneurone et le deutoneurone situé dans la corne postérieure de la
moelle dans des fibres de type C. La substance P est également libérée par des fibres nerveuses
périphériques sous I'action d’une stimulation antidromique lié a un réflexe d’axone, qui provoque
la dégranulation de nombreux médiateurs mastocytaires (histamine, substance P, etc..) au
voisinage des terminaisons nerveuses, ainsi qu’une vasodilatation des artérioles et une
augmentation de la perméabilité capillaire. Ces différents acteurs participent a l'inflammation
neurogeéne (schéma d’apreés https://courses.washington.edu/conj/sensory/pain.html)
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> Les vomissements

La SP est impliquée dans le réflexe du vomissement (207). Ce réflexe est sous la dépendance de
plusieurs noyaux du tronc cérébral qui integrent des influx de différentes origines, dont I'area
postrema, centre médullaire comprenant la zone cible chémoréceptrice ou zone gachette, et le
noyau du tractus solitaire. Ce centre recoit les stimuli efférents provenant du tractus
gastrointestinal qui cheminent principalement via le nerf vague (nerf X). L'area postrema regoit
tous les influx, et en retour produit le réflexe de vomissement via différents nerfs commandant les
contractions des muscles (striés et viscéraux). Le noyau du tractus solitaire coordonne les
contractions musculaires nécessaires a l'effort de vomissement. De nombreux

neurotransmetteurs dont la 5-HT et la SP stimulent les récepteurs présents dans la zone gachette.

> Le cancer

La SP participe a la progression du cancer (225), (184), (226) en favorisant la prolifération et la
migration des cellules cancéreuses, ainsi que l'angiogénese tumorale (225), (227). De fait, le
récepteur NK1 a été retrouvé dans les cellules cancéreuses de différentes tumeurs comme les
astrocytomes, les glioblastomes, les cancers médullaires de la thyroide ainsi que dans les
vaisseaux intra- et péri-tumoraux (228). De plus, il a été observé une augmentation des
concentrations plasmatiques de SP chez des patients atteints de tumeurs neuroendocrines

digestives par rapport aux sujets contréles (228), (229), (230).

» Les pathologies cardiovasculaires

L'implication de la SP a été évaluée dans différentes pathologies cardiovasculaires (177), telles

gue I'hypertension artérielle (HTA) et les cardiopathies ischémiques.

Les résultats obtenus dans différents modeles murins d’"HTA suggerent un role de la SP dans la
physiopathologie de cette affection. Dans le modéle de rats hypertendus DOCA-salt obtenu par
administration d’un minéralocorticoide de synthese, I'acétate de désoxycorticostérone, et du
chorure de Na* pendant sept jours (231), les concentrations plasmatiques de SP étaient
significativement augmentées par rapport aux animaux controles. De fagon concordante,
I’expression des ARNs codés par le gene TACI est augmentée dans le ventricule cardiaque gauche
dans un autre modele de rat hypertendu SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) (232)(233). Les
études physiologiques ont montré que I'administration intracérébroventriculaire augmente la
pression artérielle chez le rat normotendu, suggérant que le neuropeptide pourrait jouer un role,

au niveau central, dans la pathogénie de I'hypertension artérielle. Ces données indiquent que
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I'HTA est associée a une élévation de la production du peptide. Toutefois il a été rapporté une
augmentation significative de la pression artérielle moyenne chez des souris knock-out pour
TACR1 (234). A contrario, d’autres études suggérent que I'HTA serait associée a une diminution
des concentrations sanguines de SP. Chez les sujets avec une hypertension artérielle essentielle,
on observe une réduction des concentrations plasmatiques de SP par rapport a des sujets
normotendus (235). De méme, l'augmentation de la pression artérielle observée apres
administration d’un antagoniste du récepteur NK1, le CP96345 dans le modele de rat hypertendu

est en faveur d’un effet hypotenseur de la SP circulante (236).

Dans la pathologie ischémique cardiaque, la SP exerce des effets bénéfiques a court terme mais
délétéres sur le long terme. En effet, a court terme, la SP lutte contre les effets néfastes des
mécanismes d’ischémie et de reperfusion myocardique notamment via son action vasodilatatrice
puissante qui permet une meilleure reperfusion et donc une amélioration de la fonction cardiaque
(237). En revanche, sur le long terme, la SP semble exercer des effets néfastes sur le remodelage
myocardique via l'activation des mastocytes cardiaques, qui favorisent la fibrose du muscle

cardiaque.

2.6. Le développement des médicaments ciblant les tachykinines

Les tachykinines et leurs récepteurs constituent des cibles pharmacologiques intéressantes
dans différentes pathologies (224), (238), (239). Ainsi, des antagonistes des récepteurs des
tachykinines ont été développés dans le domaine de la pharmacologie pulmonaire pour traiter
I’'asthme (239), en neuropharmacologie, pour traiter des syndromes dépressifs et anxieux ainsi
que les nausées et vomissements induits par les chimiothérapies et plus récemment en
neuroendocrinologie pour moduler la commande centrale de I'axe gonadotrope (240).
Récemment, un essai clinique de phase 2, a évalué avec succeés un antagoniste du récepteur NK3

dans le traitement des bouffées de chaleur chez des femmes ménopausées (240).

2.6.1. Le développement des antagonistes NK1

Plus de trois cents brevets ont été déposés et une douzaine de molécules antagonistes du
récepteur NK1 ont été étudiées au cours des derniéres années (241). En revanche, seuls deux
antagonistes des tachykinines ont obtenus une autorisation de mise sur le marché. Il s’agit de
I'aprépitant et sa prodrogue, le fosaprépitant (207) pour la prévention des nausées et

vomissements post-chimiothérapie et/ou post-opératoires (242).
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2.6.2. L’aprépitant

L'aprépitant, ou MK-869 est un antagoniste sélectif non compétitif du récepteur NK1 développé
par Merck (243). Au total, l'aprépitant est prescrit suivant un schéma d’administration
thérapeutique de trois jours comprenant une gélule de cent vingt-cing milligrammes le premier
jour, suivie d’'une gélule de quatre-vingts milligrammes le deuxiéme puis le troisieme jour en
association avec un corticostéroide de syntheése et un antagoniste du récepteur 5-HT3.
L'aprépitant a été administré chez plus de 6500 patients au cours des différents essais contrélés
randomisés, réalisés au cours de son développement comme antiémétique (244). L'aprépitant
présente une constante d’inhibition médiane IC50 de I'ordre de 0,12 nmol/L pour le récepteur
NK1. Les effets antiémétiques de I'aprépitant sont relayés par la fixation du médicament sur le
récepteur NK1 localisé dans I'area postrema. A ce niveau, la barriere hématoencéphalique est trés
perméable ce qui rend la zone sensible aux différents molécules émétisantes, endogénes ou
xénobiotiques (245). Dans ce contexte, |'aprépitant, en association avec un antagoniste du
récepteur 5-HT3 et la dexaméthasone, a permis de diminuer de maniére significative l'incidence
des nausées et vomissements associés aux chimiothérapies en comparaison avec le traitement de

référence, combinant antagoniste du récepteur 5-HT3 et dexaméthasone (246).

L'aprépitant est absorbé par voie orale avec une biodisponibilité absolue comprise entre 59 et
67% (247). Le volume de distribution de I'aprépitant est de I'ordre de 66 litres (247). Le pic moyen
d’absorption (Cmax) est atteint quatre heures apres I'administration du produit. La demi-vie du

médicament varie de neuf a quatorze heures.

L'aprépitant est entierement métabolisé dans le foie par des cytochromes dont le CYP3A4, le
CYP2C9 et dans une moindre mesure le CYP1A2. Des enzymes de conjugaison de type UDP-
glucuronosyltransférases, tel que UGT1A4, produisent des métabolites glucuronidés de
I'aprépitant éliminés ensuite dans les urines (248), (249). De plus, I'aprépitant est un inhibiteur du
cytochrome CYP3A4, l'un des principaux cytochromes métabolisant les médicaments et un
inducteur faible du cytochrome CYP2C9. Un certain nombre d’interactions médicamenteuses
d’ordre pharmacocinétique sont mises en évidence entre I'aprépitant et d’autres médicaments
métabolisés par ces mémes cytochromes (250). A titre d’exemple, une revue systématique
récente met en évidence 30 interactions médicamenteuses d’ordre pharmacocinétique, entre
I'aprépitant et des médicaments anticancéreux (bosutinib, cabitaxel, cyclophosphamide), des

glucocorticoides de synthése (dexaméthasone, méthylprednisolone), une benzodiazépine
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hypnotique (le midazolam), un opioide (I’oxycodone), un antipsychotique (la quétiapine), des

inhibiteurs de la recapture de sérotonine, et la warfarine (anti-vitamine K) (251).

Parmi les effets indésirables les plus fréquents de I'aprépitant, on peut noter une cytolyse
hépatique, des céphalées, la survenue de troubles digestifs tel qu’une altération du transit
(constipation, diarrhée) et des troubles de type hoquet et vertiges. Des effets indésirables liés aux
interactions médicamenteuses mentionnées précédemment sont également rapportés. Ainsi,
I’'administration concomitante d’aprépitant et d’oxycodone peut entrainer une dépression
respiratoire, I’'association d’aprépitant et quétiapine est a risque de somnolence, |'association
d’aprépitant et d’inhibiteurs de recapture de la sérotonine est a risque de vomissement tandis que
I'aprépitant associé a la warfarine peut entrainer une diminution de I'INR (International
Normalized ratio), qui risque d’entrainer des récidives thrombo-emboliques (251). Enfin,
I'aprépitant est un agent pharmacologique tres sélectif du récepteur NK1 et relativement bien
toléré sur le plan clinique, en particulier lors de I'administration de fortes doses et ce, sur

quelques semaines (252).
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OBJECTIFS DE L'ETUDE
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La sécrétion surrénalienne d’aldostérone est sous la dépendance du systeme rénine-
angiotensine circulant. Elle est également soumise a I'influence de nombreux facteurs paracrines
intra-surrénaliens, en particulier des neuromédiateurs. De fait, le cortex surrénalien est innervé
par différents types de fibres nerveuses provenant du SNA, de types catécholaminergique,
purinergique (ATP) et peptidergique (NPY, VIP, SP). Les facteurs neuronaux peuvent étre sécrétés
par des fibres nerveuses situées au contact des cellules de la zone glomérulée. C’est en particulier
le cas de la substance P, dont le réle en physiologie surrénalienne a été évalué chez I'animal mais

tres peu chez I’'homme.

L'objectif général de ce travail de theése s’integre donc dans le vaste cadre de I'étude de
I'influence du systeme nerveux sur la sécrétion des hormones corticosurrénaliennes. Notre étude
a consisté a explorer le role de la substance P dans la régulation de la production de
minéralocorticoides dans I'espéce humaine. A cet effet, nous avons utilisé plusieurs approches
expérimentales : [i] la RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) pour détecter et
guantifier les ARN codant les tachykinines et leurs récepteurs dans la glande surrénale, [ii]
I'immunohistochimie dans le but de visualiser I'interaction entre les fibres surrénaliennes a SP et
les cellules stéroidogenes de la zone glomérulée, [iii] des approches fonctionnelles et
pharmacologiques visant a évaluer les effets de la substance P sur la sécrétion d’aldostérone par
les cellules corticosurrénaliennes humaines en culture, ainsi que les voies de transduction
impliquées, [iv] une approche clinique, I'’étude APHOS ayant pour objectif d’évaluer I'effet d’un
antagoniste du récepteur NK1, I'aprépitant, sur la sécrétion d’aldostérone chez des volontaires

sains.
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METHODES
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Patients

Les prélevements de surrénales de patients en état de mort encéphalique avec don d’organe ont
été réalisées conformément au protocole établi conjointement, par le Pr. Hervé Lefebvre (INSERM
UMR 1239 et CHU-HOpitaux de Rouen) et le Dr Edgard Menguy, médecin coordinateur de I'unité
de prélevements et greffes du CHU-HGOpitaux de Rouen. Ce protocole a recu une autorisation de
I’Agence de Biomédecine. Il requiert la participation des chirurgiens urologues du CHU de Rouen
avec lesquels notre équipe a établi des liens de collaboration depuis plusieurs années. Les glandes
surrénales sont recueillies extemporanément lors du prélevement des reins par le chirurgien
urologue et placées immédiatement dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium,
Fisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France), contenant 1% d’une solution d’antifongique et
d’antibiotique. Un échantillon de surrénale est examiné par un médecin anatomopathologiste
pour confirmer le caractére non pathologique de la glande surrénale. Des prélevements de
surrénales sont également issus de patients ayant bénéficié d’'une néphrectomie élargie. Le
service d’anatomopathologie a fourni toutes les coupes de tissus fixés pour les expériences
histologiques dans cette étude. Des fragments de tissu surrénalien ont été utilisés frais pour les
études fonctionnelles, fixés et inclus en paraffine afin de réaliser des coupes histologiques ou

congelés a -80°C en vue d’extraire les acides nucléiques.
Cultures cellulaires

Les surrénales sont rapidement transportées au laboratoire puis disséquées du tissu adipeux
périsurrénalien. Les surrénales sont émincées en fragments de quelques millimétres. Ces derniers
subissent ensuite une digestion enzymatique par incubation a 37°C dans une solution de
collagénase IA (60 mg/ml ; Sigma—Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) et de DNase de type | (4
mg/ml ; Sigma-Aldrich), pendant 45 minutes dans un incubateur avec 5% de CO;, aprés une
dissociation mécanique par pipetages successifs. Les enzymes sont éliminées par centrifugation
des cellules. A I'issue de ces étapes, les cellules sont mises en suspension dans le milieu de culture
composé de 50% DMEM, 50% HAM F12 (Fisher Scientific), 5% sérum de veau foetal
décomplémenté (SVF), 1% antibiotique/antimycotique et 1% Insuline-Transferrine-Sélénium
(Gibco), a la densité de 108 cellules/mL. En fonction des expériences réalisées, les suspensions
cellulaires sont distribuées dans des plaques de culture cellulaire Costar’ (Corning) comptant 24
puits pour les études pharmacologiques, 6 puits pour les études d’expression des ARN messagers

et des protéines et 96 puits pour la mesure de calcium. 48 heures apres la mise en culture et
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I’adhésion des cellules, les milieux de culture sont renouvelés. La veille des études fonctionnelles,
les cellules sont placées dans un milieu appauvri a 1% de SVF. Pour les expériences de stimulation,
les cellules sont incubées avec du DMEM + 1% antibiotique/antifongique additionné ou non de
différentes substances. La SP, I’'hémokinine, I'angiotensine Il, le PD0325901 fournis par Sigma-
Aldrich. L'aprépitant a été obtenu chez Selleck Chemicals (Houston, Etats-Unis). Les endokinines
A/B, C and D ont été achetées chez Biorbyt (Cambridge, United Kingdom) et le GR 159897 chez
Tocris (Lille, France). Aprés 24 heures d’incubation, les surnageants de culture et/ou les cellules

sont collectés.
Dosages des stéroides par radioimmunodosage

Le dosage d’aldostérone ou de cortisol est réalisé selon une méthode radioimmunologique mise
au point au laboratoire, par compétition entre ’hormone marquée au tritium et '"hormone a
doser. Les milieux de culture prélevés ont été conservés a -20°C jusqu’au dosage. L’incubation
avec l'anticorps primaire a été réalisée pendant toute la nuit a +4°C. Apres séparation, au charbon,
la radioactivité de la fraction liée a I’anticorps est quantifiée sur un compteur béta (Perkin Elmer,
Villebon-sur-Yvette, France). La sensibilité des dosages est de 80 pg/mL pour I'aldostérone et de
150 pg/mL pour le cortisol. La réaction croisée des anticorps anti-cortisol et anti-aldostérone avec

la corticostérone est inférieure a 0,001%.
RT-PCR

Les ARNs surrénaliens ont été extraits des tissus congelés et des cellules en culture a I'aide de Tri-
Reagent (Sigma-Aldrich) puis purifiés sur des mini colonnes Nucleospin RNAIl (Qiagen,
Courtaboeuf, France). Les ARNs ont été convertis en ADNc (ADN complémentaire) en utilisant le
systéme de transcription inverse ImProm-Il (Promega, Charbonniéres-les-Bains, France). Les ARNm
polyA de surrénale, de moelle spinale, d’intestin gréle et placenta humains (Clontech, Ozyme,
Montigny—le-Bretonneux), ainsi que des ARNm de lignées cellulaires LAD2 et Caco-2 ont été
utilisés comme controles positifs. L'amplification par PCR a été réalisée en duplicate en utilisant le
tampon de mélange Master SYBR Green | (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) avec un
systéme de PCR en temps réel QuantStudio 3 (ThermoFisher, Illkirch-Graffenstaden, France) avec
des amorces spécifiques (Tableau 3). La quantification des ARNs dans chaque échantillon a été
normalisée en utilisant '’ADNc de PPIA codant la cyclophiline, comme gene de référence avec soit

une courbe standard soit la méthode des 2-44¢t,
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Nom du géne Amorce sens (5'-3') Amorce antisens (5'-3’) Numéro Position Longueur
d'accession sur de de
GenBank I'amorce I'amplicon
(paires de
bases)
PPIA ATGGCACTGGTGGCAAGTCC TTGCCATTCCTGGACCCAAA NM_021130.3 458-477 241
TAC1 GACTGTCCGTCGCAAAATCC CCTCCTTGATCTGGTCGCTG NM_013996.2, 224-243 150
NM_013997.2,
NM_013998.2,
NM_003182.2
TAC3 CTAGATCCCCTCCACTCGGT TCCTCCTGTGGCTCCTTACA NM_001178054.1; 39-58 227
NM_013251.3
TAC4 CACTGAAGCAGAGACCTGGG TCCCCATCAGCCCAAAGAAC NM_170685.2; 87-106 101
NM_001077503.1;
NM_001077504.1;
NM_001077505.1;
NM_001077506.1
TACR1 CCCGTGCTGGTGATTGGCTAT TTTTGACCACCTTGCGCTTG NM_015727.2; 1207-1227 124
NM_001058.3
TACR2 GCTTCTACTCCACCGTCACCAT GCTACAAACATCACCGCGAGC NM_001057.2 1095-1116 148
TACR3 TCATAGCGAGTGGTACTTTGGC | GACAGTCTGGGTTTCAAGGGA NM_001059.2 582-603 147
TACR1 forme courte TGAGCTCCACCATGTACAACC CCCACTTGTCCCTCTTGTCT NM_015727.2 1469-1489 165
TACR1 forme longue AAAGTCAGCCGCCTGGAGAC TCATGGTCTTGGAGTCACTTCG NM_001058.3 1633-1652 139
CYP11B2 TCCAGGTGTGTTCAGTAGTTCC | GAAGCCATCTCTGAGGTCTGTG NM_000498.3 2705- 146
2726
STAR GGCTACTCAGCATCGACCTC CATCCCACTGTCACCAGATG NM_000349.2 986-1005 250
CYP21A2 GAGTTCTGTGAGCGCA CACGTCCACAATTTGGAT NM_000500.7 453-468 201
HSD3B2 TTGGACAAGGCCTTCAGACA ACAGGCGGTGTGGATGAC NM_000198.3 272-291 150

Western-blot

Tableau 3. Séquences nucléotidiques et numéro d'accession GenBank des amorces
RT-PCR

utilisées en

Les cellules corticosurrénaliennes en culture sont incubées pendant 30 et 60 ou 240 minutes avec
les sécrétagogues puis elles sont rincées avec une solution de PBS (Phosphate buffered saline). Les
cellules sont lysées par une solution de RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay) et par grattage.
Les lysats cellulaires sont ensuite conservés a -80°C. Le dosage des protéines est réalisé selon la
méthode de Bradford. Les protéines sont diluées dans une solution de Laemmli (Biorad, Marnes la
Coquette, France) contenant du SDS (dodécylsulfate de sodium). Apreés électrophorése, les
protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Biorad) grace a un systeme de

transfert Transblot Turbo Transfer System (Biorad). Apres incubation avec des anticorps primaires
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par chimioluminescence sur le systeme Chemidoc (Biorad) (Tableau 4).

et secondaires (Tableau 4), les protéines d’intérét (ERK, phospho-ERK, vinculine) sont détectées

Espéce Temps
Référence | Fournisseur Dilution
hote Incubation
Anticorps primaire
ERK1et2 M5670 Sigma lapin 1/40000 nuit
phospho-ERK 4370 Cell Signaling | souris 1/1000 nuit
Vinculine MCA465GA | Biorad souris 1/1000 nuit
Anticorps secondaire
Thermo
Anti-lgG lapin 31460 chévre 1/10000 | 90 minutes
Scientific
Thermo
Anti-lgG souris 31430 chévre 1/10000 90 minutes
Scientific

Tableau 4. Anticorps utilisés au cours du Western-blot

Immunohistochimie et immunofluorescence

Les coupes de tissus sont déparaffinées par du cyclohexane puis réhydratées dans des bains
successifs d’éthanol de concentrations décroissantes. Les lames sont ensuite immergées dans du
PBS (pH 7,4) avec 0,2% de triton et 1% BSA, pour I'immunohistofluorescence ou du TBS (Tris-
buffered saline, pH 7,4) pour I'immunohistochimie. Un démasquage antigénique a la chaleur

(95°C) est réalisé pendant 20 minutes dans un tampon citrate (pH 6) ou Tris-EDTA (pH 9).

Pour l'immunofluorescence, un immunobloquage des sites non spécifiques est réalisé par
incubation avec du sérum non-immun (Normal Donkey Serum) pendant 30 minutes. Les lames
sont ensuite incubées une nuit a +4°C avec un anticorps primaire (Tableau 5) dilué dans le tampon.
Apres ringage, un anticorps secondaire conjugué a différents fluorochromes (Alexa 488, Alexa 594,
Alexa 647 nm) est appliqué pendant 90 minutes a température ambiante. Les noyaux des cellules
sont colorés au DAPI pendant 5 minutes. Pour réduire I'autofluorescence, les coupes sont
incubées avec du noir soudan (0.5% dans une solution de 70% d’éthanol). Les lamelles sont
ensuite montées avec du Dako Fluorescence Mounting Medium. Les acquisitions d’'images sont
réalisées sur un microscope confocal Leica de type TCS SP8 MP (Leica Microsystems, Rueil-

Malmaison, France) sur la plateforme d’imagerie PRIMACEN (Université de Rouen).
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Concernant les études d'immunohistochimie conventionnelle, les coupes réhydratées sont traitées
par une solution de blocage des enzymes endogenes (peroxydases) (Dako Corporation, Les Ulis,
France) pendant 5 minutes. Les lames sont incubées avec les anticorps primaires (Tableau 5)
dilués dans I’Antibody Diluent Reagent Solution (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) en chambre
humide a température ambiante pendant 30 a 60 minutes. Apres lavage et incubation avec un
anticorps secondaire couplé a I’'HRP (horseradish peroxidase), la révélation est réalisée avec le kit
En Vision+ System-HRP (Dako, Glostrup, Danemark). Enfin, une contre-coloration a ’"hématoxyline
est effectuée puis les coupes déshydratées par des bains d’éthanol sont montées entre lames et
lamelles grace a une solution d’inclusion Eukitt. Les acquisitions d’images sont réalisées sur un

microscope Nikon sur la plateforme d’imagerie PRIMACEN.

Anticorps primaires

Espéce animale Concentration Démasquage
Protéine détectée Fournisseur Référence
hote finale antigénique
Aldostérone . Dr. Gomez- Tris EDTA pH=9
Souris PMID24325867 1/100
Synthase Sanchez
. 1/25 Citrate pH=6
Substance P Rat Interchim MM-0001-1
. . , ) 1/200 Citrate pH=6
Récepteur NK1 Lapin Sigma Aldrich T5950
Dako .
B . . 1/300 Citrate pH=6
Protéine S100 Lapin Corporation 20311
Chemicon-
Tyrosine . Merck 1/100 Citrate pH=6
Souris . MAB 318
Hydroxylase Millipore
Choline Acétyl . #AB144P 1/200 Citrate pH=6
i Goat Millipore
Transférase
Anticorps secondaires
Protéine Espéce animale Concentration
Longueur d'onde Fournisseur
détectée hote finale
1gG lapin
IgG souris . Alexa 488 ou Alexa 594 nm ou Alexa Life
Ane 1/300
IgG chevre 647 nm Technologies
1gG rat

Tableau 5. Anticorps primaires utilisés en immunohistochimie et en immunohistofluorescence
(en haut) et anticorps secondaires utilisés en immunohisto-fluorescence (en bas)

65




Mesure du calcium intracellulaire

Les cellules corticosurrénaliennes cultivées en plaque 96 puits a fond transparent (Greiner,
Courtaboeuf, France) sont rincées par un tampon HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) a 37°C. La
mesure des concentrations intracellulaire de calcium est faite avec la trousse FLIPR Calcium 5
Assay Kit (Molecular Devices) sur la FlexstationTM-I1196 associé au logiciel SoftMax Pro (version
5.4) (Molecular Devices) (PRIMACEN). Les concentrations finales de SP varient de 101*M a 10°M.

Les contrdles positifs utilisés sont I'ATP (Adénosine Tri Phosphate) a 10°M et I'All 8 10°® M.
Etude APHOS

L'étude APHOS est un essai clinique de type preuve de concept qui a pour objectif d’évaluer les
effets d’'un antagoniste du récepteur NK1, I'aprépitant sur la sécrétion d’aldostérone chez des
volontaires sains. Il s’agit d’'un essai controlé, randomisé, en double aveugle, en cross-over, avec
deux séquences thérapeutiques, aprépitant versus placebo, administrés dans un ordre aléatoire.
La premiere séquence thérapeutique d’une durée de 7 jours suivie d’'une période de wash-out de
14 jours. L'étude a été réalisée au Centre d’Investigations Clinigues du CHU de Rouen.
L'investigateur principal était le Pr. Hervé Lefebvre. L'étude est enregistrée sur la base
clinicaltrial.gov et porte le numéro NCT00977223. Vingt hommes ont été inclus dans I'étude.
L'effet de l'aprépitant sur les sécrétions surrénaliennes a été évalué en mesurant les
concentrations d’aldostérone plasmatique et urinaire des 24 heures (critére principal), de rénine
et de cortisol (criteres secondaires) a I'état basal et aprés stimulation, par comparaison a la

séquence placebo.

Des tests dynamiques agissant sur les sécrétions corticosurrénaliennes ont été réalisés dans
chaque séquence : [i] un test réalisé au 3eme jour comportant un passage d’une position debout
pendant 2 heures a une position de décubitus pendant 2 heures, [ii] un test pharmacologique par
I’'administration de métoclopramide (10 mg IV) au 5éme jour, [iii] un test d’hypoglycémie
insuliniqgue au 7éme jour de chaque séquence thérapeutique (0,1 mg/kg d’insuline ordinaire 1V).

Au cours de chaque séquence, différents examens biologiques ont été réalisés (Figure 15).
Statistiques

Les données sont exprimées en moyenne + SEM (déviation standard a la moyenne) ou médiane
t interquartile. Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel Prism (GraphPad

Software, San Diego, Etats-Unis d’Amérique) en utilisant des tests non paramétriques pour séries
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appariées (Test de Wilcoxon) et séries non appariées (Test de Mann-Whitney). Pour les tests
ANOVA non paramétrique en série appariées, un test de Kruskall-Wallis a été utilisé. Une valeur de

p<0,05 est considérée comme significative.
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Article : Le contréle nerveux de la sécrétion d’aldostérone
par la substance P chez I’"homme : une nouvelle action
anti-aldostérone pour un médicament antiémétique

Julien Wils, Céline Duparc, Anne-Francoise Cailleux, Caroline Guiheneuf, Isabelle Boutelet,
Christophe Dubessy, Saloua Cherifi, Bruno Cauliez, Frangoise Gobet, Guillaume Defortescu, Jean-
Francois Ménard, Estelle Louiset, Hervé Lefebvre

La production d'aldostérone, qui joue un role majeur dans le maintien de |'homéostasie
hydrominérale et de la régulation de la pression artérielle, est stimulée par le systeme rénine-
angiotensine (SRA). En outre, on sait que divers facteurs régulateurs paracrines, y compris les
cytokines, les neurotransmetteurs conventionnels, et les neuropeptides, sont capables de moduler
la sécrétion de corticostéroides. Ces signaux sont libérés dans le tissu surrénalien par divers types
cellulaires dont les neurones. Un réseau complexe de fibres nerveuses, dont des fibres a substance
P (SP), un neuropeptide de |la famille des tachykinines, a été observé dans la région sous-capsulaire
du cortex surrénalien humain. Bien que certaines données indiquent que la SP stimule la
corticostéroidogenése chez le rongeur, son role dans le contréle de la fonction
corticosurrénalienne chez ’'homme demeure incertain. Nous avons donc étudié le role de la SP
dans le contréle de la production d’aldostérone et de cortisol par des approches in vitro et in vivo.
Nous avons détecté les transcrits du gene TACI codant la SP dans les échantillons de surrénales.
L'immunohistochimie a montré la présence de fibres nerveuses SP-positives principalement
visualisées dans la zone glomérulée et distinctes des fibres adrénergiques et cholinergiques. Ces
fibres appartiennent donc au systeme nerveux non-adrénergique non-cholinergique (NANC). Les
actions biologiques de la SP sont connues pour étre principalement relayées par un type de
récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs NK1. Ce type de récepteurs est codé par le
géne TACR1 et posséde deux isoformes, a savoir les variants courts (TACR1s) et longs (TACR1I). Les
analyses RT-PCR en temps réel ont permis de détecter des ARNm de TACR1 et en majorité
I'isoforme TACR1s dans les glandes surrénales. Les cellules productrices d'aldostérone expriment
le récepteur NK1 et sont situées a proximité des fibres nerveuses a SP, suggérant fortement que la
SP peut moduler la corticostéroidogenese par I'activation du NK1R. De maniére cohérente, la SP
stimule, de maniére dose-dépendante, via la voie ERK, les sécrétions d'aldostérone et de cortisol
par des cellules corticosurrénaliennes en culture. L'effet de la SP est plus puissant sur la synthése
d’aldostérone. L'action de la SP sur la sécrétion d'aldostérone est abolie par l'aprépitant, un
antagoniste du NK1R. La SP stimule I'expression de certains genes impliqués dans la synthése de
I'aldostérone. Globalement, ces données montrent donc que, dans le cortex surrénalien humain,
la SP stimule la synthese d’aldostérone par I'activation de NK1R. Pour évaluer le role physiologique
de la SP sur le contréle de la production d’aldostérone par la SP, un essai clinique a été réalisé chez
des volontaires sains. Ce protocole a montré que |'aprépitant par rapport a un placebo diminue la
production globale d'aldostérone (aldostéronurie des 24 heures) et réduit significativement
I'aldostéronémie en position couchée. De plus, I'aprépitant n’affecte pas la rénine en position
couchée. En revanche, I'aprépitant n’a aucune influence sur les taux plasmatiques d'aldostérone
en position debout. Ces données indiquent donc que l'effet de la SP sur la fonction
minéralocorticoide ne résulte pas d’un effet indirect mettant en jeu le SRA. Globalement ces
résultats suggerent que le systeme NANC exerce, via la libération intra-surrénalienne de SP, un
tonus stimulant sur la sécrétion d'aldostérone qui intervient dans le maintien de la production de
minéralocorticoides en position couchée.
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One Sentence Summary:

The autonomic nervous system exerts a stimulatory action on aldosterone secretion involving the

tachykinin substance P.
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Abstract:

Aldosterone production by the human adrenal gland is regulated by plasma angiotensin,
corticotrophin and potassium. We show that the neuropeptide substance P (SP) released by
intraadrenal nerve fibres, stimulates aldosterone secretion in vitro via binding to the neurokinin type
1 receptor (NK1R) which is expressed by aldosterone producing cells in the adrenal cortex. The
action of SP is mediated by the extracellular signal-regulated kinases (ERK) pathway and involves
upregulation of enzymes implied in early steps of steroidogenesis. We also conducted a prospective,
double blind, placebo-controlled clinical trial aimed to investigate the impact of the NKIR
antagonist aprepitant on aldosterone secretion in healthy volunteers. Aprepitant decreased
aldosterone production by around 30% but did not influence the aldosterone response to upright
posture. These results demonstrate that the autonomic nervous system exerts a stimulatory tone on
mineralocorticoid synthesis through SP, and thus plays a role in the maintenance of hydromineral

homeostasis.

74



The human adrenal cortex produces diverse steroid hormones including aldosterone, the end
product of the mineralocorticoid synthesis pathway, which is released by the zona glomerulosa, and
the glucocorticoid hormone cortisol being secreted by the zona fasciculata. Both mineralocorticoid
and glucocorticoid secretions are principally under the control of circulating regulatory factors.
Whereas cortisol biosynthesis is dependent on the pituitary adrenocorticotrophic hormone (ACTH),
the production of aldosterone, which plays a major role in the maintenance of hydromineral
homeostasis and blood pressure regulation, is stimulated by the systemic renin angiotensin system
(RAS) and plasma potassium (/). In addition, numerous in vitro studies have shown that diverse
regulatory paracrine factors, including conventional neurotransmitters, cytokines and neuropeptides,
are able to modulate corticosteroid secretion. These signals are released within the adrenal tissue by
various cell types such as chromaffin cells, endothelial cells, immune cells and neurons (2). In
particular, a complex network of nerve fibres, comprising both preganglionic cholinergic and
postganglionic noradrenergic fibres, has been described in the outer part of the cortex where nerve
trunks seem to accompany blood vessels (3). The functional role of adrenocortical nerve fibres
remains a matter of debate but the visualization of varicosities, which are sites of neurotransmitter
release, close to steroidogenic cells suggests that corticosteroid production could be controlled by

neural inputs.

Tachykinins represent a family of neuropeptides including substance P (SP), neurokinins A
and B (NKA and NKB), hemokinin-1 (HK-1) and endokinins A-D (EKA, EKB, EKC and EKD),
that are involved in the control of pain, emesis, gonadotropic function and participate in the
pathogenesis of menopausal hot flushes (4-7). Interestingly, the occurrence of substance P-
immunoreactive fibres has been observed in the subcapsular region of the human adrenal cortex (8).
Although some evidence indicated that SP may stimulate corticosteroidogenesis and exert trophic
actions on the adrenal cortex (9, 10), its role in the control of the adrenocortical function remains

unclear.

To elucidate this issue, we have first investigated expression of genes encoding tachykinins
(TAC1,3,4) in human adrenals. We failed to detect TAC3 mRNA whereas TACI and TAC4 were
found to be expressed in the adrenal samples (Fig.1A). TACI mRNAs were principally represented
by B and vy transcripts, suggesting that SP and NKA could be produced. Immunohistochemistry
showed the presence of SP-positive nerve fibres which were mainly visualized in the zona
glomerulosa of the cortex and, more rarely, between cell cords of the zona fasciculata (Fig.1B-D),
as previously observed (8). SP-containing fibres were also visualized in the wall of adrenal arteries
in the vicinity of the capsule of the gland (Fig. S1). Although travelling in the same intraadrenal

nerve trunks, the SP-positive fibres are distinct from adrenergic and cholinergic fibres (Fig. 1E, F).
75



They thus belong to the non-adrenergic non-cholinergic (NANC) nervous system which is
considered by some authors as the third constituent of the autonomic nervous system beside the
sympathetic and parasympathetic components (/7). We then investigated whether SP may influence
corticosteroidogenesis. The biological actions of tachykinins are mediated by 3 types of G protein-
coupled receptors named NK1, NK2 and NK3 (NK for neurokinin), respectively encoded by the
TACRI, TACR2 and TACR3 genes (5). In addition, alternative splicing of the TACRI primary
transcript generates two isoforms, i.e. the short (TACRIs) and long (TACRII) variants. The NK1
receptor (NKIR) has a high affinity for SP and weakly binds NKA, while the NK2 receptor
(NK2R) is principally activated by NKA (/2). Real time RT-PCR analyses allowed detection of
high levels of TACRls mRNA whereas TACR2 mRNA levels were low and TACR3 mRNA was
undetectable (Fig. 2A). NKIR immunoreactivity was principally observed in the zona glomerulosa
which displayed continuous staining whereas much weaker or no labeling was detected in the zona
fasciculata (Fig. 2B). Interestingly, arteriole walls also harboured NK1R immunolabeling (Fig. S2).
In addition, NK1R-positive adrenocortical cells were located close to nerve fibres containing SP
(Fig. 2C). Interestingly, aldosterone-producing cells, which thus express aldosterone synthase
encoded by CYPI1B2, were labelled by NK1R antibodies (Fig. 2D, E). The NK1R is also detected
in zona glomerulosa cells negative for CYP11B2, which have formerly been shown to express
CYPI11B1, a key enzyme for cortisol production (/3). These immunohistochemical studies strongly
suggested that tachykinins may modulate corticosteroidogenesis through activation of the NKIR.
Consistently, SP and NKA dose-dependently stimulated aldosterone secretion from cultured
adrenocortical cells (Fig. 3A, B). However, SP which is known to bind NK1R with higher affinity
than NKA (5), was more potent to stimulate mineralocorticoid synthesis than NKA (Fig. 3B). By
comparison, other tachykinins produced no or weak activation of mineralocorticoid production (Fig.
3B). The action of SP on aldosterone secretion was blunted by the NK1R antagonist aprepitant and
mildly inhibited by GR159897, a NK2R antagonist (Fig. 3C). SP also stimulated cortisol release
with similar efficacy but lower potency (Table S4), suggesting that the increase in plasma cortisol
levels observed in vivo after SP injection in healthy volunteers mainly results from activation of
pituitary corticotrophs, as also indicated by the concomitant rise of plasma ACTH concentrations
(14). Globally, these data thus show that, in the human adrenal cortex, SP enhances steroidogenesis
principally through activation of NKIR, its biological action being more potent to stimulate
aldosterone than cortisol secretion. This effect likely involves locally released SP because the
plasma levels of the peptide do not normally exceed 107!' M (75), a concentration which has no

action on corticosteroidogenesis in vitro.
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It is now well established that the intracellular calcium signalling pathway is a major
regulator of aldosterone synthesis, both in physiological and pathophysiological conditions (/). As a
matter of fact, the stimulatory effect of angiotensin II on aldosterone secretion is mediated by an
increase in cytosolic calcium concentration, and aldosterone-producing adenomas have been shown
to harbour somatic mutations affecting membrane ion channels and pumps, which in fine trigger an
influx of calcium in adrenocortical cells (16, 17). High concentration of SP only induced a small
increase in cytosolic calcium concentration in cultured adrenocortical cells (Fig. 3D). This
observation probably results from the fact that the short variant of NKIR, which appears to
represent the major form of the receptor in human adrenocortical cells, only weakly activates the
calcium transduction pathway (/8). Conversely, NK1Rs is known to stimulate the ERK/MAP
kinase pathway (/8) which is involved in the aldosterone response to both Angll and other
regulatory factors such as adipocyte secretory products (1, 79). In agreement with these results, our
data show that SP-evoked aldosterone secretion is blocked by the ERK inhibitor PD0325901 and
SP stimulates ERK phosphorylation in adrenocortical cells (Fig. 3E, F). We have then investigated
the impact of SP on the expression of the genes involved in aldosterone synthesis (Fig. 3G). SP had
no significant effect on the levels of STAR and CYP11B2 transcripts but increased the expression of
HSD3B2 and CYP21A2, encoding 3HSD2 and 21-hydroxylase. Enhanced expression of 3HSD
enzymes has been shown to result in aldosterone overproduction in mice (20) through an increase in
substrates for aldosterone synthase. It appears thus as a reliable mechanism to mediate the impact of

SP on zona glomerulosa steroidogenesis.

Complementary in vivo studies were necessary to determine whether SP actually exerts a
physiological role in the regulation of aldosterone secretion. SP is known to stimulate emesis and
NKI1R antagonists, like aprepitant, are now commonly used in the treatment of chemotherapy-
induced nausea and vomiting (27). We have conducted a prospective placebo-controlled double
blind study aimed at investigating the impact of aprepitant per os on corticosteroid levels in 20
healthy volunteers (Fig. S3). Aprepitant had no effect on urinary cortisol level nor on plasma
cortisol and ACTH levels, both in basal conditions and in response to the insulin stimulation test
which mimics the action of stress on the hypothalamo-pituitary adrenal axis (Fig. 4A-C and Fig.
S4). It seems thus that the previously reported stimulatory effect of substance P on ACTH
production (/4) does not involve the NK1R. Conversely, aprepitant reduced global aldosterone
production assessed by measurement of daily urinary aldosterone excretion (Fig. 4D, Table S5).
The NKI1R antagonist had no influence on plasma aldosterone levels in standing position but
significantly reduced aldosteronemia in recumbency (Fig. 4E, F). Although renal arteries are known

to receive substance P innervation in mammals (22), the impact of aprepitant on aldosterone
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secretion in supine position was not mediated by the RAS, as shown by the lack of influence of the
drug on plasma renin (Fig. 4G). Aprepitant also had no influence on kalemia (Fig. S5). These data
thus indicate that the decrease in plasma aldosterone levels triggered by aprepitant likely results
from inhibition of the direct stimulatory action of SP on adrenocortical cells. It is also conceivable
that the NK1R antagonist, via its binding to the NK1 receptors expressed in adrenal arteriole walls,
may inhibit the vasorelaxant action of SP and thus reduce the adrenal blood flow which is a major
activator of corticosteroidogenesis (23). Otherwise, the duration of the treatment was probably too
short to give rise to a compensatory increase in plasma renin levels and/or an elevation of kalemia
in response to the diminution of plasma aldosterone concentration. The observation that
antagonizing the adrenal NK1R leads to a decrease in recumbent plasma aldosterone levels shows
that the NANC system exerts, via intraadrenal release of SP, a stimulatory tone on aldosterone
secretion which is involved in the maintenance of basal mineralocorticoid production. From an
evolutionary perspective, it is interesting to notice that the control of aldosterone production by
tachykinins exists in amphibians and rodents (9, 24), its conservation among species being highly
indicative of its physiological importance. This original mechanism of regulation seems to be
complementary to the systemic RAS whose action is predominant in situations necessitating strong

stimulation of aldosterone production, like adaptation to the upright position and salt deprivation.
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Fig. 1. Expression of substance P in the human adrenal gland. (A) Expression of TACI,
TACI1py, TAC3 and TAC4 mRNAs in adrenals. (B and C) Immunohistochemical detection of SP in
the adrenal cortex. SP immunoreactivity is principally observed in nerve fibres (arrows) located
under the capsule (Ca) in the vicinity of zona glomerulosa (ZG) cells and between cell cords of the
zona fasciculata (ZF). (D) Double immunofluorescence detection of SP and the panneuronal marker
protein S100 (PS100). SP immunoreactivity is discontinuously visualized in intracortical varicose
nerve (PS100-positive) fibres. (E, F) Double immunofluorescence detection of SP and tyrosine
hydroxylase (TH; E), a marker of adrenergic nerve fibres, or choline acetyltransferase (ChAT), a

marker of cholinergic nerve fibres (F). SP antibodies label non-adrenergic non-cholinergic fibres.

Fig. 2. Expression of tachykinin receptors in the human adrenal gland. (A) Expression of
TACRI, TACRIs, TACR2 and TACR3 mRNAs in normal human adrenals. (B) NKI receptor
(NKIR) immunoreactivity in the subcapsular region of the cortex. (C and D) Double
immunofluorescence detection of SP and NKIR (C) or CYP11B2 (aldosterone synthase; D) in the

zona glomerulosa. SP-positive varicose fibres are close to NK1R-positive and CYP11B2-positive
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adrenocortical cells. (E) Double immunofluorescence detection of NK1R and CYP11B2 in the zona
glomerulosa. CYP11B2-positive cells express the NK1R which is also detected in CYP11B2-

negative cells.

Fig. 3. Effect of tachykinins on steroidogenesis and transduction pathways associated to
tachykinin receptors in cultured adrenocortical cells. (A) Effect of SP on aldosterone (@) and
cortisol (O0) secretion, expressed as % of basal level (BL). (B) Effect of diverse tachykinins on
aldosterone production. Neurokinin A (¢), endokinins AB (o), C (A), D (0) and hemokinin (%) had
no significant influence on aldosterone release. (C) Effect of SP on aldosterone secretion in the
absence (@) or presence of the NKIR antagonist aprepitant (o) and the NK2R antagonist GR159897
(O0). Aprepitant abolished whereas GR159897 mildly inhibited the aldosterone response to SP. (D)
Effect of SP on cytosolic calcium concentrations measured by microfluorimetry. SP at high
concentration only induced a slight increase in calcium concentrations in comparison with AngIl
(10° M) and ATP (10° M) which were used as controls. RFU; Relative Fluorescence Unit. (E)
Western blot analysis of phospho-ERK (pERK) levels. SP (10°° M) and AnglI (10® M) significantly
increased the level of pERK. (F) The ERK pathway inhibitor PD0325901 reduced SP-induced
aldosterone secretion. (G) Effect of SP (10°°M; @) on the expression levels of genes encoding
steroidogenic enzymes. SP significantly increased HSD3B2 and CYP21A2 but did not modify STAR
and CYP11B2 mRNA levels. *, p < 0.05; **P < 0.01; *** p <0.001.

Fig. 4. Effect of oral administration of the NK1R antagonist aprepitant on corticosteroid
concentrations in healthy volunteers. (A-C) In comparison with placebo (O), aprepitant (B) did
not affect 24-h urinary cortisol excretion (A), basal (8 a.m.) plasma cortisol (B) and ACTH (C)
levels (D4, 4th day of treatment). (D, E) Aprepitant reduced 24-h urine aldosterone (D), decreased
supine plasma aldosterone levels at day 4 and day 5 (DS5), whereas it had no effect on plasma
aldosterone concentration in standing position (E). (F, G) Aprepitant reduced the plasma
aldosterone to cortisol ratio (F) but did not impact plasma renin levels in recumbency (G). *P <

0.05, **P < 0.01.
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Materials and methods

Tissues

Adrenal glands were obtained from patients undergoing expanded nephrectomy for kidney cancer
and brain-dead organ donors. Adrenals were collected at surgery and immediately dissected by the
pathologist. Adrenal explants were immersed in culture medium until cell dissociation, frozen for
RT-PCR analysis, or fixed in formalin for histological study. The protocol of collection of the
tissues and the experimental procedures were approved by the French National Biomedicine
Agency (Agence de Biomédecine) and the regional ethics committee. Written informed consents

were obtained from all subjects or patients’ closest relatives.

Cell culture

Fresh adrenal samples were incubated for 45 min at 37 °C in cell dissociation solution containing
collagenase type 1A (60 mg/ml; Sigma—Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) and
desoxyribonuclease 1 type 4 (4 mg/ml; Sigma—Aldrich) dissolved in DMEM culture medium
supplemented with 1% antibiotic—antimycotic solution (Gibco, Life Technologies, ThermoFisher
Scientific; Illkirch; France). Dispersed adrenocortical cells were cultured at a density of 10° cells/ml
in culture medium (50% DMEM, 50% Ham-F12; Gibco) supplemented with 1% antibiotic—
antimycotic solution, 1% insulin—transferrin—selenium solution (Gibco) and 5% fetal calf serum
(Sigma—Aldrich). Cells were placed on 6-, 24- or 96-well culture plates (Corning, Costar,
ThermoFisher Scientific) at 37 °C in a 5% C02-95% air atmosphere with 100% relative humidity.
The culture medium was changed 24 h after plating for reducing fetal calf serum to 1% and to

remove non-adherent chromaffin cells.
Real-time RT-PCR

Total RNA from adrenal glands derived from expanded nephrectomy or adrenocortical cell cultured
on 6-well plates were extracted by using Tri Reagent (Sigma—Aldrich) and purified on Nucleospin
RNAII (Macherey—Nagel, Hoerdt, France). Human adrenal, spinal cord, small intestine, placenta

polyA mRNAs (Clontech, Ozyme, Montigny-le-Bretonneux, France), as well as ARN extracted
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from LAD2 and Caco2 cell lines [given by Dr. D Metcalfe (National Institute of Allergy and
Infectious Disease, National Institutes of Health, Bethesda, MD) and Dr Moise Coeffier
(Normandie Univ, UNIROUEN, INSERM, Rouen, France), respectively] were also used as control
specimen. Purified RNA and polyA mRNAs were converted into cDNA by using ImProm-II RT
System (Promega). Real-time PCR amplifications were performed using SYBR Green I Master Mix
(Applied Biosystem, Courtaboeuf, France) in a QuantStudio 3 System (ThermoFisher) with specific
primers (Table S1). Samples were analyzed in duplicates. Quantification of cDNAs in each adrenal
sample was normalized to PPIA (cyclophilin) by using standard curves established by using dilution
series of cDNAs derived from polyA mRNAs. For cell cultures, gene expression was normalized to
PPIA by using the average ACt value of the basal culture condition (AACt). The final fold

expression changes were calculated using the equation 2-42c.
Immunohistology

Immunohistochemical and immunohistofluorescence studies were performed on formalin fixed and
deparaffinized tissue sections. Sections were heated at 95 °C for 20 min in 10 mM citrate buffer
(pH 6) and/or Tris EDTA (pH 9) for antigen retrieval. For immunohistochemical experiments,
sections were then treated with peroxidase blocking reagent (Dako Corporation, Les Ulis, France)
and successively incubated for 1 hour at room temperature with primary antibodies diluted in
Zymed (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and anti-immunoglobulin streptavidin—biotin complex
coupled to peroxidase (Table S2). Immunoreactivities were revealed with diaminobenzidine (Dako
Corporation). The tissue sections were counterstained with hematoxylin and examined on an
Eclipse E600D microscope (Nikon). For immunohistofluorescence experiments, tissue sections
were treated with normal donkey serum and then incubated overnight at 4 °C with primary
antibodies diluted in PBS added with bovine serum albumin (1 mg/ml) and Triton X-100 (0.1%).
Immunoreactivities were revealed with fluorescent-conjugated anti-immunoglobulin antibodies
(Table S2). Nuclei were visualized by DAPI staining (1 pg/ml; Sigma-Aldrich). Fluorescence was
examined on a TCS SP8 MP confocal microscope (Leica Corp., Heidelberg, Germany). Specificity
controls of immunoreactions were performed by omitting the primary or secondary antibodies. All
images were obtained on PRIMACEN, the Cell Imaging Platform of Normandie, University of

Rouen Normandie.

Hormone secretion

Adrenocortical cells cultured on 24-well plates were incubated with fresh DMEM (control

experiments) or DMEM with different concentrations of tachykinin peptides including substance P,
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neurokinin A, or hemokinin obtained from Sigma-Aldrich, and endokinins A/B, C, D (Biorbyt;
Cambridge, United Kingdom). Substance P was applied in the absence or presence of neurokinin
receptor antagonists, aprepitant (10 M; Selleck Chemicals; Houston, Etats-Unis) and GR159897
(10° M; Tocris Bioscience; Bio-Techne Europe, Lille, France) or the MEK inhibitor PD0325901
(10 M; Sigma-Aldrich). Incubation experiments were conducted in quadruplicate at 37 °C for 24
h. Cell culture supernatants were collected and stored at -20°C until hormone assay. Aldosterone
and cortisol concentrations in culture supernatants were measured using radioimmunoassay
procedure (RIA) using specific antibodies (25) and tritiated steroid hormones (Perkin Elmer,
Villebon-sur-Yvette, France). RIA sensitivities were 80 pg/mL and 150 pg/mL for aldosterone and
cortisol, respectively. Cross-reactivity of aldosterone antibodies with corticosterone, cortisol,
testosterone, and A4-androstenedione were less than 0.001 %. Cross-reactivity of cortisol antibodies
was <0.001% for aldosterone, <0.004% for progesterone and 17-hydroxyprogesterone, <0.01% for

desoxycorticosterone, <0.3% for cortisosterone, and <5% for desoxycortisol.

Cytosolic calcium concentration

Intracellular Ca** concentrations were measured on adrenocortical cells cultured on 96-well black
plates with clear bottom by using a scanning fluorometer Flexstation III (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA) and the SoftMax Pro software on PRIMACEN. Before recording, cultured cells
were loaded with FLIPR Calcium 5 Assay Kit (Molecular Devices) during 1 h at 37 °C. The
wavelengths of excitation and emission were 485 nm and 525 nm, respectively. Substance P was
added at final concentrations ranging from 102 to 10°® M. Angiotensin II (Sigma-Aldrich) and
adenosine triphosphate (ATP; Sigma-Aldrich) were used as positive controls. Incubation

experiments were conducted in quadruplicate.
Western blot

Adrenocortical cells cultured on 6-well plates were incubated with fresh DMEM (control
experiments) or DMEM supplemented with substance P (10 M) for 30 min or 60 min at 37 °C.
Substance P was applied in the absence or presence of PD0325901 (10 M). Angiotensin II (10
M) was used as positive control. Incubation experiments were conducted in duplicate. After
incubation periods, cultured cells were rinsed once in PBS at 37 °C and homogenized in radio
immuno-precipitation assay (RIPA) buffer (Sigma-Aldrich) supplemented with proteinase
inhibitors (Sigma-Aldrich) and phosphatase inhibitors mixture 1 and 2 (Sigma-Aldrich). After
centrifugation, the total protein concentration was determined using Bradford protein assay (Bio-
Rad; Marnes-la-Coquette, France). Twenty nanograms of total proteins were diluted in Laemmli
buffer (Bio-Rad), separated on mini-protean TGX stain free gels 12% (Bio-Rad) and transferred

onto nitrocellulose membrane (Transfert pack, Bio-Rad) by using a Transblot turbo blotting system
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(Bio-Rad). Membranes were blocked for 1 h at room temperature in 5% non-fat dry milk in PBS-
Tween. They were incubated with primary antibodies overnight at 4°C, and then with HRP-
conjugated secondary antibodies for 90 min at room temperature (Table S3). Immunoreactivities
were revealed by chemiluminescence with clarity Western ECL substrate (Bio-Rad) and visualized
on ChemiDoc Imaging Systems (Bio-Rad). Signals were quantified with Image lab (Bio-Rad).

Expression was normalized to vinculin.

Clinical trial
Protocol design

Twenty healthy male volunteers, aged 21.3 = 1.7 years, were enrolled in a prospective proof-of-
concept, double blind, cross-over, placebo-controlled study after written informed consent
(ClinicalTrial identifier: NCT00977223). The experimental protocol was in accordance with the
Helsinki Declaration and approved by the Institutional Review Board of the University Hospital of
Rouen and the regional ethics committee (Comité de Protection des Personnes de Haute-
Normandie). The whole study was performed in the Centre for Clinical Investigation of the
University Hospital of Rouen (CIC INSERM 1404). Non inclusion criteria were signs or history of
liver, kidney, cardiovascular (including hypertension and orthostatic hypotension) and neurological
dysfunction, and BMI > 27 kg/m?. Mean body mass index was 22.4 + 1.7 kg/m?. None of them had
taken any medications prior to the study. Clinical examination, including measurements of blood
pressure and heart rate, blood count, and plasma electrolyte levels, were normal. Aprepitant (125
mg at Day (D) 1 and 80 mg for D2-D7) and placebo were given orally at 08.00 AM to all volunteers
by the investigators in a double blind fashion during two 7-day treatment periods performed in a
random order at 2-week interval (Fig. S3). The aprepitant and placebo capsules were of identical
appearance. All subjects maintained their regular diet during the study as confirmed by monitoring
of natriuresis which remained globally stable. Such protocol of administration allows obtaining
from D3 a plasma aprepitant concentration of 2.5 to 3 uM (26), a level much higher than the ICso of
the molecule to the recombinant human NK1R (i.e. 0.1 nM) (27). During the 2 treatment periods,
the subjects underwent a series of pharmacological and physiological tests including upright and
supine positions (test 1) at D4, a metoclopramide (10 mg iv; Primpéran, Synthélabo Laboratories,
Meudon-la-Forét, France) stimulation test (test 2) at D5, an insulin tolerance test (0,1 U/kg iv;
Actrapid, Novo Nordisk, Courbevoie, France) (test 3) at D7. For all tests, the impact of the
procedures on the adrenocortical function was evaluated by measuring plasma aldosterone, cortisol,
renin, ACTH and electrolyte levels. For test 1, blood samples were obtained at 8 AM after 2 h of

upright position and another two-hour of recumbency (10 AM), for test 2 before (t0; 9 AM after one
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hour of recumbency) and every 30 min for 2 h after administration of metoclopramide, for test 3
before (t0; 9 AM after one hour of recumbency) and every 15 min for 90 min after injection of
insulin. The effect of aprepitant on basal and stimulated corticosteroid secretion was appreciated by
evaluating the variations of plasma aldosterone levels (primary endpoint) and cortisol, renin, ACTH
and electrolyte concentrations (secondary endpoints) in comparison with placebo regimen. The
determination of plasma cortisol levels also allowed calculation of the aldosterone/cortisol ratio,
which facilitates the interpretation of plasma aldosterone fluctuations by excluding the variations of
mineralocorticoid secretion related to the nycthemeral rhythm of ACTH. Assessment of basal
production of aldosterone and cortisol has also been carried out by measurement of 24-h urinary
aldosterone (primary endpoint) and free cortisol (secondary endpoint) from D3 to D4, before the
beginning of stimulation tests. The impact of aprepitant treatment on hydromineral homeostasis and
cardiovascular status has been evaluated by 24-hr ambulatory blood pressure monitoring at D3/D4

(secondary endpoint).
Hormone assays

Plasma and urine aldosterone, plasma ACTH, cortisol, and renin levels were measured by
immunoassays using respectively the following commercial kits: Immunotech RIA Aldosterone
(Marseille, France), Immulite 2500 ACTH and cortisol (Siemens, Villepinte, France), Cisbio Renin
IIT Generation (Saclay, France). For determination of urine aldosterone and cortisol levels,
immunoassays were preceded by a step of acid hydrolysis and steroid extraction by
dichloromethane, respectively. Intra- and inter-assay variations were <10% for ACTH, cortisol,

aldosterone and renin.
Statistical analysis

Results are expressed as median and InterQuartile Range (IQR) or mean + SEM. Relative changes
were described as percentages of basal level. were analyzed using the Prism 4 program (GraphPad
Software, Inc.). Statistical significance was assessed by non-parametric Mann Whitney test or
Bonferroni test after one-way ANOVA for data obtained in vitro,and non-parametric Wilcoxon
matched pairs test for data obtained in vivo. The amounts of aldosterone and renin released in
response to metoclopramide stimulation test were appreciated by evaluating the area under the
curve (AUC) with the Prism 4 software. Statistical significance between kinetics and dose-response

curves were analyzed by Two-way ANOVA. P values less than 0.05 were considered significant.
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Data

We have previously demonstrated that serotonin (5-HT), released by intraadrenal mast cells,
stimulates aldosterone secretion through activation of the 5-HT4 receptors (5-HT4R) expressed by
zona glomerulosa cells (28, 29). In this respect, administration of agonists of 5-HT4R, such as
zacopride, cisapride and metoclopramide, have been reported to increase plasma aldosterone
concentration in healthy volunteers (30-32). In the gastrointestinal tract, it has been shown that SP
is able to mediate the prokinetic action of 5-HT in response to activation of 5-HT4Rs (33). These
observations suggested that the action of 5-HT on mineralocorticoid function may be partly indirect
via local release of SP. In order to explore this hypothesis, a pharmacological test was conducted
with metoclopramide (10 mg iv), a partial agonist of 5-HT4R, in combination with aprepitant.
Surprisingly, metoclopramide-induced aldosterone secretion, expressed as relative variation to basal
level, was significantly enhanced by aprepitant (p=0.002; two-way ANOVA, Fig. S5). These data
allow excluding an indirect action of the 5-HT4R agonist through SP nerve fibres. Conversely, the
potentiation of the aldosterone response to metoclopramide by the NK1R antagonist appeared to be
the consequence of an increase in renin production which was not observed under stimulation by
metoclopramide alone, as previously reported (32). It is conceivable that the elevation of plasma
renin concentrations may result from an impact of the metoclopramide/aprepitant combination on

the intrarenal blood flow.
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Table S1: Sequences and GenBank accession numbers of primers used for RT-PCR

Gene Primer Sequence primer (5'-3') Accession Product
number size (bp)
PPIA F ATGGCACTGGTGGCAAGTCC | NM_001300981.1 241
R TTGCCATTCCTGGACCCAAA NM_021130.4
TACI F GACTGTCCGTCGCAAAATCC NM 013996.2 150
R CCTCCTTGATCTGGTCGCTG NM_013997.2
NM_013998.2
NM_003182.2
TAC3 F CTAGATCCCCTCCACTCGGT | NM_001178054.1 227
R TCCTCCTGTGGCTCCTTACA NM_013251.3
TAC4 F CACTGAAGCAGAGACCTGGG NM_170685.2 101
R TCCCCATCAGCCCAAAGAAC | NM_001077503.1
NM_001077504.1
NM_001077505.1
NM_001077506.1
TACRI F CCCGTGCTGGTGATTGGCTAT NM 015727.2 124
R TTTTGACCACCTTGCGCTTG NM_001058.3
TACRIs F TGAGCTCCACCATGTACAACC NM_015727.2 165
R CCCACTTGTCCCTCTTGTCT
TACRII F AAAGTCAGCCGCCTGGAGAC NM 001058.3 139
R TCATGGTCTTGGAGTCACTTCG
TACR2 F GCTTCTACTCCACCGTCACCAT NM_001057.2 148
R GCTACAAACATCACCGCGAGC
TACR3 F TCATAGCGAGTGGTACTTTGGC NM_001059.2 147
R GACAGTCTGGGTTTCAAGGGA
STAR F GGCTACTCAGCATCGACCTC NM_000349.2 250
R CATCCCACTGTCACCAGATG
HSD3B2 F TTGGACAAGGCCTTCAGACA NM_000198.3 150
R ACAGGCGGTGTGGATGAC NM_001166120.1
CYP2IA2 F GAGTTCTGTGAGCGCA NM_000500.7 201
R CACGTCCACAATTTGGAT NM_001128590.3
CYPI1IB2 F TCCAGGTGTGTTCAGTAGTTCC NM_000498.3 146
R GAAGCCATCTCTGAGGTCTGTG
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Table S2: Antibodies used for immunohistochemistry or immunohistofluorescence studies

Antibody Source Host Dilution Antigen
retrieval
Aldosterone Synthase Dr Gomez- mouse 1/100 Tris EDTA
Sanchez (13) pHO
Substance P MM-0001-1 rat 1/25 Citrate pH 6
Interchim
NK1 receptor T5950 rabbit 1/200 Citrate pH 6
Sigma-Aldrich
Protein S100 20311 rabbit 1/300 Citrate pH 6
Dako Corporation
Tyrosine hydroxylase MAB 318, clone mouse 1/100 Citrate pH 6
LNC1
Merck Millipore
Choline acetyl transferase AB144P goat 1/200 Citrate pH 6
Merck Millipore
Anti-rat [gG/HRP P045001 rabbit 1/100
Dako
EnVision rabbit [gG/HRP K4002 goat Ready to
Dako use
Alexa fluor 488 anti-rat IgG A-21208 donkey 1/300
Life Technologies
Alexa fluor 594 anti-rabbit IgG A-21207 donkey 1/300
Life Technologies
Alexa fluor 594 anti-mouse IgG A-21203 donkey 1/300
Life Technologies
Alexa fluor 594 anti-goat IgG A-11058 donkey 1/300
Life Technologies
Alexa fluor 647 anti-mouse IgG FP-SC4110 donkey 1/300
Interchim
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Table S3: Antibodies used for western blot analyses

Antibodies Source Host | Molecular weight | Dilution

p44/42 MAPK (ERK1/2) M5670 rabbit 42 & 44 kDa 1/40,000

phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) 4370S rabbit 42 & 44 kDa 1/1000
Ozyme

Vinculine MCA465GA | mouse 130 kDa 1/1000
Biorad

anti-rabbit IgG, (HIL), peroxydase | 31460 Pierce | goat 1/10000

conjugated

anti-mouse IgG, (HIL), peroxydase | 31430 Pierce | goat 1/10000

conjugated

Table S4 : Effect of tachykinins on steroid production by cultured human adrenocortical cells

Maximum Half maximal effective

efficacy [Emax] concentration [EC50]
Cortisol
SP 182+2 % 62.3+0.3nM
Aldosterone
Sp 245 + 3% 3.6+03nM
SP + Aprepitant 118 = 1% NA
SP + GR159897 (10° M) 234 + 1% 52.3+0.3nM
Neurokinin A 177 = 2% 72.8 £0.4 nM
Endokinin A/B 119 £ 1% 55+0.3 M
Endokinin C NA NA
Endokinin D 124 = 2% 3.7£0.4 nM
Hemokinin NA NA

NA, Not applicable
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Table S5: Clinical characteristics of healthy volunteers

Healthy volunteers 22

Male 22

Age (year) 21.3+1.7

Body mass index (kg/m?) 22.4+1.7

Systolic blood pressure (mmHg) 127.9+11.3

Diastolic blood pressure (mmHg) 69.3+7.4

Cardiac frequency (bpm) 7011

Systolic blood Diastolic blood | Cardiac frequency
Healthy Age Body mass
pressure pressure (bpm)
volunteers | (year) | index (kg/m?)
(mmHg) (mmHg)

1 22 243 130 69 88
3 20 21,2 142 58 63
4 25 20,3 127 77 72
5 22 20,5 118 66 59
6 22 22,6 144 76 62
7 23 23,1 132 73 62
8 20 20,2 126 65 82
9 24 23,8 151 65 79
10 19 21,8 136 70 72
11 20 24,6 115 62 60
13 19 21,4 122 65 101
14 20 22,4 129 75 67
15 22 21,1 134 74 64
16 21 19,6 122 70 69
17 22 24.6 111 55 62
18 21 25,3 129 66 65
19 20 249 138 83 63
20 21 22,8 106 71 80
21 24 22,2 119 63 55
22 20 21,6 128 83 78
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SubstanceP

Tunicamedia

e

Tunica media

Fig. S1. Substance P in human adrenal arterioles. (A, B) Immunofluorescence detection of SP in
the wall of arterioles irrigating the adrenal cortex. SP immunoreactivity is observed in nerve fibre

varicosities located in the tunica media at low (A) and high (B) magnifications.
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Fig. S2. NK1 receptor (NKI1R) in human adrenal arterioles and cortex. (A-D)
Immunohistochemical (A, B) and immunofluorescence (C, D) detection of NK1R immunoreactivity
in the wall of arterioles irrigating the adrenal gland, and zona glomerulosa (ZG) in the subcapsular
region of the cortex at low (A, C) and high (B, D) magnifications. Black arrows indicate NK1R-
positive blood vessels. White arrows indicate NK1R-positive muscle cells in tunica media. Ca,

capsule; ZF, zona fasciculata.
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Fig. S3. Simplified flowchart of the clinical trial testing the effect of oral administration of the
NKI1R antagonist aprepitant on corticosteroid production in healthy volunteers. Healthy male
volunteers underwent two one-week treatment (placebo and/or aprepitant in a random order)
periods separated by a two-week wash-out period. Aprepitant was administered at the doses of 125
mg at day 1 and 80 mg per day for the six other days. Subjects underwent a series of tests including
upright and supine positions at day 4 (D4) and D24, metoclopramide (MCP; 10 mg iv) stimulation
tests at D5 and 25, and insulin tolerance tests (ITT; 0,1 U/kg iv) at D7 and D27. Blue braces

indicate 24-hr urine collection. Red arrows indicate blood samples for analysis.
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Fig. S4. Lack of effect of aprepitant on plasma ACTH and cortisol responses to insulin
tolerance tests. (A, B) Kinetics of plasma ACTH (A) and cortisol (B) responses to insulin tolerance
tests (ITT; 0,1 U/kg iv) in healthy volunteers under placebo (O0) or aprepitant (e) at D7. Aprepitant
did not modify the effect of insulin injections on ACTH and cortisol plasma levels (p=0.4 and

p=0.1, respectively; Two-way ANOVA).
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Fig. S5. Effect of aprepitant on plasma aldosterone and renin responses to metoclopramide.
(A, B) Kinetics of plasma aldosterone (A) and renin (B) responses to metoclopramide (MCP, 10 mg
iv) in healthy volunteers under placebo (o) or aprepitant (e) at D4. Aprepitant enhanced the effects
of metoclopramide on aldosterone and renin plasma levels (p=0.002 and p=0.02, respectively; Two-
way ANOVA). Variations of plasma concentrations are expressed as % basal level (BL). (C, D)
AUCs were calculated from the 2 metoclopramide tests performed under placebo (0) and aprepitant

(@), respectively. * p<0.05.
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Fig. S6. Absence of effect of aprepitant on kaliemia in healthy volunteers. Aprepitant did not

impact potassium levels in supine position at both day 4 and day 5.
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Fig. S7. Absence of effect of aprepitant on blood pressure. Mean systolic (SBP) and diastolic
(DBP) blood pressures were measured in healthy volunteers at D3/D4 by using 24-hr ambulatory

blood pressure monitoring.
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Fig. S8. Effect of angiotensin II on the expression levels of genes encoding cholesterol
transporter and steroidogenic enzymes. Angiotensin II (10® M) increased STAR, HSD3B2,
CYP2]A2 and CYPI11B2 mRNA levels (*, p <0.05; *** p <0.001).

103



104



DISCUSSION ET PERSPECTIVES

105



106



Le résultat principal de ce travail de recherche a été de montrer qu’il existe chez ’homme, un
systéme de contréle de la production d’aldostérone dans la glande surrénale d’origine neurogéne,

relayé par des fibres nerveuses a substance P, non-adrénergiques non cholinergiques.

1. Expression des tachykinines dans la glande surrénale

Nous avons détecté les ARNm des genes TAC1 et TAC4 mais ceux de TAC3 n’étaient pas décelables
dans des extraits de surrénales saines. Les ARNm de TAC1 étaient principalement représentés par
les transcrits B et y, suggérant que la SP et la NKA peuvent étre synthétisées dans la surrénale. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Page et al et de Pinto et al obtenus chez ’'homme (panels de
tissus humains) par RT-PCR conventionnelle (127), (204), (201). Nous avons alors recherché la
présence de SP et précisé sa localisation tissulaire au sein de la surrénale. Notre approche
immunohistochimique a détecté des fibres nerveuses positives a la SP qui étaient principalement
visualisées dans la zone glomérulée, lieu de la synthese d’aldostérone et, plus rarement entre les
cordons cellulaires de la zone fasciculée, au voisinage des cellules produisant les glucocorticoides.
La présence de fibres a SP a proximité des cellules stéroidogenes, suggere que le neuropeptide
pourrait controler la sécrétion des hormones stéroidiennes. De plus, I'existence de fibres a SP dans
la paroi des artéres surrénaliennes irriguant la glande surrénale suggere que ce peptide
vasorelaxant pourrait augmenter le flux sanguin, ce qui pourrait indirectement favoriser la
stéroidogénese. En effet, ce peptide pourrait controler le tonus des artérioles surrénaliennes, dont
la vasodilatation entraine une majoration de la disponibilité en substrat (cholestérol), favorisant

indirectement la synthése d’aldostérone (253).

Des fibres a SP avaient été observées auparavant dans le cortex surrénalien par Heym et al, mais
leur appartenance aux différentes composantes du systeme nerveux autonome n’a pas été établie
(155). Dans notre travail, nous avons identifié des fibres positives pour les marqueurs du systeme
sympathique (contenant la tyrosine hydroxylase) et parasympathique (contenant la choline
acétyltransférase), distinctes des fibres a SP, suggérant que ce neuropeptide pourrait étre le
neuromédiateur d’'une troisieme composante nerveuse non-adrénergique non-cholinergique
(NANC), comme cela a été décrit au niveau pulmonaire (122). Des travaux, réalisés chez le rat,
retrouvent des neurones a SP dans la médullosurrénale évoquant un contrdle présynaptique de la
SP sur les cellules chromaffines (254). Cependant nous n’avons pas pu mettre en évidence un

marquage médullosurrénalien a SP au cours de nos travaux réalisés chez ’homme.
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Nous retrouvons I'expression de TAC4 déja décrite par Page et al. par PCR classique (217). Nous
n’avons pas recherché les variants de TAC4 produits dans la surrénale mais Page et al. ont
précédemment montré que cet organe exprimait les 4 variants, codant les peptides

potentiellement produits par TAC4, ’hémokinine et les endokinines (217).

Nos expériences de g-PCR montrent que TAC4 est légerement moins exprimé que TACI. A ce jour,

nous n’avons pas recherché la distribution des peptides dérivés de TAC4 dans le tissu.

2.Expression des récepteurs des tachykinines dans la glande surrénale

Nous avons recherché les ARNm codés par les genes TACR1, TACR2 TACR3 correspondant
respectivement aux 3 types de récepteurs couplés aux protéines G nommés NK1, NK2 et NK3
responsables des actions biologiques des tachykinines. De plus, nous avons recherché les deux
isoformes du récepteur NK1 générés a partir de I'épissage alternatif du transcrit primaire du gene
TACR1, a savoir les variants court (TACR1s) et long (TACR1l). Nous avons montré que les niveaux
d’expression des ARNm de TACR1, TACR1s, et TACR1I sont présents a des niveaux élevés, avec une
prédominance de I'expression de TACR1s sur TACR1I, alors que ceux de TACR2 sont faibles et que
les ARNm de TACR3 sont indétectables, ce qui corrobore les données de la littérature (201), (204).
L'expression de TACR1 est confirmée par I'’étude immunohistochimique qui révele la présence de
NK1R (récepteur le plus affin pour la SP), qui a été principalement observée tout le long de la zone
glomérulée, tandis qu'un marquage beaucoup rare a été détecté dans la zone fasciculée. La
présence de cellules corticosurrénaliennes exprimant NK1R observées au voisinage des fibres
nerveuses contenant la SP, traduit I'existence d’une organisation structurale compatible avec un
contréle direct de la stéroidogénése par la SP via son récepteur NK1. Nosrésultats montrent que le
récepteur NK1 est présent au niveau des cellules productrices d’aldostérone, les APCC, qui
expriment l'aldostérone synthase, enzyme clé pour la synthése de l'aldostérone codée par
CYP11B2. Ces cellules, doublement marquées, sont disposées en amas répartis de maniere
discontinue dans la zone glomérulée sous la capsule. Ces résultats sont en faveur d’un contréle de
la fonction minéralocorticoide par la SP. Nous montrons cependant qu’il existe également un
marquage NK1 pour les cellules de la zone glomérulée négatives pour le CYP11B2, et qui
expriment habituellement CYP11B1, une enzyme clé pour la production de cortisol (255),
suggérant que la SP pourrait également moduler la glucostéroidogénese par l'activation du NK1R.
La surrénale exprime a un faible niveau TACR2. Le récepteur NK2R a une tres forte affinité pour la

NKA qui est produite comme la SP par TACI1. La NKA pourrait donc potentiellement exercer des
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effets biologiques dans la surrénale via le récepteur NK2. En revanche, I'absence d’expression de
NK3 qui a la plus forte affinité pour la NKB codée par TAC3, permet d’exclure I'"hypothése d’'un

controdle des fonctions surrénaliennes par la NKB.

De maniére intéressante, nous montrons également que la paroi des arteres surrénaliennes abrite
un immunomarquage NK1R au voisinage des fibres nerveuses a SP innervant les vaisseaux, ce qui

suggere un controle du tonus vasculaire par ce récepteur.

3. Effets de la SP sur les cellules corticosurrénaliennes humaines

Nous avons étudié I'effet des différentes tachykinines sur la production de stéroides surrénaliens
dans notre modele de culture de cellules corticosurrénaliennes humaines. La SP stimule de
maniere dose-dépendante la production d’aldostérone et de cortisol. L'effet prépondérant de la
SP sur la synthése d’aldostérone est concordant avec la forte expression du NK1 dans la zone
glomérulée de la glande. Toutefois, la SP stimule la libération de cortisol avec une efficacité
similaire mais avec une puissance moindre par rapport a l'aldostérone. Ceci s’explique
probablement par la faible abondance du récepteur NK1 dans la zone fasciculée, et suggere que la
réponse des glucocorticoides a la SP observée dans nos conditions de culture, provient
probablement des cellules négatives pour CYP11B2 sous-capsulaires exprimant le NK1. En
revanche, la neurokinine A, les endokinines et I'hémokinine augmentent trés faiblement Ia
sécrétion d’aldostérone (endokinines A/B et D) voire n’ont aucun effet (hémokinine et
endokinines C). La forte puissance de la SP dans son action stimulante sur I'aldostérone est en
faveur de I'implication du récepteur NK1 alors que la faible puissance de la NKA, agoniste du NK2,
ne plaide pas pour la mise en jeu du récepteur NK2 dans I'effet de cette derniére sur la production
de minéralocorticoides. L'implication des récepteurs NK1 et NK2 dans la réponse de |'aldostérone
a la SP a été recherchée par une approche pharmacologique utilisant I'aprépitant, un antagoniste
du NK1R, et le GR159857, un antagoniste du NK2R. Le fait que la réponse de I'aldostérone a la SP
soit totalement inhibée par I'aprépitant, et légerement diminuée par le GR159897 indique que
I'action de la SP sur I'aldostérone est principalement relayée par le récepteur NK1 et peu par le
NK2. L’'ensemble de ces données montrent que, dans le cortex surrénalien humain, la SP a des
concentrations suprananomolaires, stimule la stéroidogenése principalement par |'activation du
NK1R, son action biologique étant plus puissante pour stimuler la sécrétion d'aldostérone que
celle de cortisol. Cet effet physiologique implique probablement la libération locale surrénalienne

de SP par les fibres nerveuses et non une action de la SP circulante car les concentrations
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plasmatiques du peptide ne dépassent généralement pas 101'M chez ’homme, une concentration
gui n'a aucune action sur la synthése de cortisol ou d’aldostérone dans notre modele in vitro
(256). En effet, les concentrations efficaces médianes (EC50) obtenues dans le présent travail, sont

respectivement de I'ordre de 3 et 60 nM pour I'aldostérone et le cortisol.

L'efficacité maximale (Emax) de la SP observé sur la sécrétion d’aldostérone dans nos conditions
correspond a une augmentation de plus de 70% de la valeur basale d’aldostérone. Ce résultat
original est proche des valeurs observées dans la littérature. Chez le rat vivant, I'administration
locale de SP 10-5M dans l'artéere surrénalienne induit une augmentation de plus de 50% de la
sécrétion d’aldostérone (257). En revanche, dans un modele de glande interrénale périfusée de
grenouille Rana ridibunda, la réponse de I'aldostérone a la ranakinine 10°M, une tachykinine
spécifique de I'espéce proche de la SP, correspond a une augmentation de plus de 50% des

concentrations basales (258).

L'ensemble des données de la littérature et de nos travaux révele que la réponse de 'aldostérone
a la SP ou aux tachykinines apparentées varie peu malgré : (i) une variabilité inter-espéce des
peptides et de leurs récepteurs, comme cela a déja été montré pour d’autres peptides régulateurs
surrénaliens(136); (ii) des différences entre les modeéles expérimentaux utilisés ; I'lanimal vivant, la
périfusion d’explants surrénaliens et, dans notre cas, les cellules corticosurrénaliennes

sélectionnées au cours d’une culture cellulaire prolongée.

Une des limites de notre modele d’étude est liée au fait que les cellules corticosurrénaliennes
proviennent de patients en coma dépassé ayant subi un stress important au cours de la
réanimation, avec lI'administration de différents médicaments, qui potentiellement peuvent

altérer la stéroidogénese surrénalienne et la réceptivité des cellules corticosurrénaliennes a la SP.

4. Voies de signalisation de la SP impliquées dans la stéroidogénése surrénalienne humaine

La voie calcique intracellulaire est connue pour étre un régulateur majeur de la synthese de
I'aldostérone, puisqu’elle relaie I'effet stimulant de I'ANGII sur la sécrétion d'aldostérone via
I'activation du récepteur de l'angiotensine de type 1 (AT1R). Dans notre modele de culture
cellulaire, une forte concentration de SP est nécessaire pour générer une faible augmentation de
la concentration de calcium cytosolique, ce qui indique que I'effet de la SP n’est que trés peu
relayé par la voie calcique. Nos données suggerent également que I'action de la SP ne met pas en

jeu le NK1R long, qui est connu pour étre couplé positivement a la voie calcique (259).
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Cette observation s’explique probablement par le fait que le variant court du récepteur NK1, qui
représente la forme majoritaire du récepteur dans les cellules corticosurrénaliennes humaines,

n’active que faiblement la voie de transduction du calcium.

Par ailleurs, le récepteur NK1Rs est capable de stimuler la voie ERK/MAP kinase qui est impliquée
dans la réponse de I'aldostérone a I’ANGII et d'autres facteurs de régulation, tels que les produits
de sécrétion adipocytaire (79), (260). En accord avec ces données, nos expériences de Western-
Blot révelent que la SP augmente, comme I'All, la phosphorylation de ERK. De plus, la sécrétion
d'aldostérone stimulée par la SP est bloquée par le PD0325901, un inhibiteur de MEK qui
phosphoryle la protéine ERK. Globalement, nos données démontrent par conséquent que la SP
exerce des effets sécrétoires en activant le NK1 court couplé positivement a la phosphorylation de

ERK.

L'activation de la voie ERK étant connue pour relayer les effets transcriptionnels de I’ANGII sur
les génes codant différents acteurs de la stéroidogéneése, nous avons ensuite étudié I'impact de la
SP sur I'expression des genes impliqués dans la synthése d’aldostérone. La SP n'a pas eu d'effet
significatif sur les niveaux d’expression des transcrits de StAR, CYP21 et CYP11B2, mais a
significativement augmenté |'expression de HSD3B2 codant la 3BHSD2, et de CYP21, codant la 21-
hydroxylase, deux enzymes impliquées dans la voie de synthése de l'aldostérone. Dans la
littérature, il a été rapporté que la majoration des niveaux d'expression des enzymes de type
3BHSD, s’accompagne d’une augmentation de la production d'aldostérone dans un modele murin
d’hyperaldostéronisme, la lignée de souris Cry 7~ (261). Le renforcement de I'expression de la
3BHSD entraine une élévation de la production des substrats de I'aldostérone synthase favorisant
la synthese du minéralocorticoide. Cette augmentation de I'expression des ARNm codant la
3BHSD2 pourrait expliquer I'action stimulante de la SP sur la stéroidogénése dans la zone

glomérulée.

5. Protocole APHOS : effet de I'antagoniste du récepteur NK1, I'aprépitant sur les sécrétions

corticosurrénaliennes chez ’homme

Afin de rechercher si la SP exerce un role physiologique dans la régulation de la sécrétion
d’aldostérone chez ’'homme, nous avons réalisé une étude clinique visant a évaluer I'effet d’un
antagoniste du récepteur NK1, l'aprépitant sur les sécrétions surrénaliennes. En effet, les
antagonistes du récepteur NK1, comme I'aprépitant, sont maintenant couramment utilisés dans le

traitement des nausées et des vomissements induits par la chimiothérapie et leur emploi en tant
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gu’outils pharmacologiques, a été reconnue en recherche clinique (263), (264). Nous avons donc
décidé de mener une étude prospective croisée et controlée contre placebo, en double aveugle,
afin d’étudier l'impact de I'aprépitant sur les concentrations plasmatiques de corticostéroides chez
20 volontaires sains, en régime normosodé (NCT00977223). Le critére d’évaluation principal
retenu a été la production d'aldostérone estimée par I'aldostérone urinaire des 24 heures et
I'aldostérone plasmatique en condition basale et en réponse a différents tests physiologiques et
pharmacologiques. Les criteres secondaires comprenaient les concentrations plasmatiques de
rénine, de cortisol et d'ACTH, la kaliémie et le cortisol libre urinaire des 24 heures. L'aprépitant a
été administré par voie orale pendant une semaine, a la dose initiale de 125 mg (jour 1) suivie
d'une dose quotidienne de 80 mg pendant les 6 jours restants. Ce schéma posologique est plus
long que le protocole de 3 jours utilisé en prévention des nausées et vomissements post-

chimiothérapie.

L'administration d’aprépitant n'a eu aucun effet ni sur le cortisol libre urinaire et sur les
concentrations plasmatiques de cortisol et d'ACTH, tant en conditions basales qu'en réponse au
test d’hypoglycémie insulinique, qui active I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien en mimant
I'action du stress. Ces résultats montrent que le récepteur NK1 n’est pas impliqué dans la
libération basale ou stimulée par le stress du cortisol et de I’ACTH. De plus, ils suggerent que
I’effet activateur de la SP, sur I’'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien rapporté par Coiro et al,

pourrait ne pas emprunter le NK1R (176).

En revanche, I'aprépitant a réduit de maniere significative la production d'aldostérone. Ainsi,
I’aldostéronurie des 24 heures a été diminuée de 28% et I'aldostéronémie en décubitus est
diminuée a J4, de 19% et de maniere plus marquée a J5, de 26%. Cette diminution des
concentrations plasmatiques d'aldostérone sous aprépitant s’explique probablement par
I'inhibition de I'action directe stimulatrice de la SP sur les cellules corticosurrénaliennes. En effet,
la diminution du rapport aldostérone / cortisol en décubitus, qui permet d’étudier les variations
des concentrations plasmatiques d'aldostérone en tenant compte de celles de I’ACTH, suggére que
les effets inhibiteurs de I'aprépitant sur la production d’aldostérone, ne sont pas dues a une action
indirecte impliquant I'ACTH. De plus, bien que I'artere rénale regoive une innervation SP-ergique,
la diminution de I'aldostérone plasmatique en position couchée n’implique probablement pas le
systeme rénine-angiotensine comme en témoigne I'absence d’effet de I'aprépitant en décubitus
sur la rénine plasmatique. De méme, I'aprépitant n’a pas modifié la kaliémie, connue pour étre un

stimulus majeur de la libération d’aldostérone. On peut également noter que le traitement n’a
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modifié, ni la pression artérielle, ni la natriurése des 24 heures, qui sont respectivement cause et
témoin de lI'impact du SRA sur I'équilibre hydro-sodé. A contrario, I'absence d’élévation de la
rénine plasmatique malgré la baisse de pres de 30% de I'aldostérone plasmatique pourrait résulter

des effets opposés du blocage NK1 au niveau rénal et au niveau surrénalien.

Il est également a noter que la durée de 7 jours du traitement par aprépitant était probablement
trop courte pour entrainer une augmentation compensatoire des concentrations plasmatiques de
rénine et/ou de la kaliémie en réponse a la diminution de la concentration circulante
d'aldostérone. Enfin, on ne peut pas éliminer le fait qu’une partie de l'effet inhibiteur de
I'aprépitant sur l'aldostérone plasmatique ait pu résulter de la liaison de l'aprépitant aux
récepteurs NK1 vasculaires surrénaliens, en supprimant I'action vasorelaxante de la SP a ce niveau.
La conséquence pourrait étre ainsi une baisse du débit sanguin surrénalien et une diminution

secondaire de la synthese d’aldostérone (267).

Au plan physiologique, I'observation que I'antagonisme du NK1R surrénalien conduit a une
diminution des niveaux plasmatiques d'aldostérone en position couchée montre qu’un controle
neurogene, reposant sur la composante eNANC via la libération intrasurrénalienne de SP, exerce
un tonus stimulant sur la sécrétion d'aldostérone visant a maintenir la production des
minéralocorticoides a I'état basal. En revanche, nos données montrent que la SP et son récepteur
ne sont pas impliquées dans la réponse de I'aldostérone a l'orthostatisme. Ce mécanisme de
régulation original semble complémentaire du SRA systémique dont I'action prédomine dans les
situations nécessitant une forte stimulation de la production d'aldostérone, comme l'adaptation a
la position debout et a la privation de sel. A cet égard, il est pertinent de noter que les patients
anéphriques, qui présentent des concentrations de rénine plasmatique indétectables, ont des
concentrations plasmatiques basales mesurables d'aldostérone mais ne parviennent pas a
augmenter leur sécrétion d'aldostérone en orthostatisme (268). Ceci montre que la rénine n’est
pas indispensable au maintien de la sécrétion basale d’aldostérone mais qu’elle joue un role

majeur dans la réponse du minéralocorticorticoide a I'orthostatisme.

Sur le plan de I'évolution, on sait que le contrdle de la production de minéralocorticoides par les
tachykinines existe chez les organismes vertébrés tels que les amphibiens et les rongeurs. De plus,
la séquence codant le récepteur NK1 comme celle codant le récepteur des minéralocorticoides, a
été retrouvée dans le génome de tous les vertébrés incluant les poissons, ce qui laisse penser que

le NK1 pourrait étre impliqué dans la régulation de la production des minéralocorticoides chez
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nombre d’espéces animales. En revanche, I'aldostérone n’est pas produite chez les poissons a
I’exception du dipneuste qui est un poisson doté a la fois de branchies et de poumons lui
permettant de survivre lors de I'assechement des rivieres. On peut émettre I’hypothese que le
systeme nerveux tachykininergique qui préexistait a I'aldostérone, ait été utilisé pour controler la
sécrétion d’aldostérone et maintenir 'homéostasie hydro-sodée nécessaire a la survie des
animaux lors de la transition de la vie aquatique a la vie terrestre. La conservation du systeme
tachykininergique parmi les facteurs régulateurs de la sécrétion d’aldostérone de la grenouille a

I"'hnomme est révélatrice de son importance physiologique (269).

6. Effets de la SP sur la prolifération et la migration cellulaires corticosurrénaliennes

Dans différents organes, la SP exerce également des effets favorisant la différenciation et la
prolifération cellulaires, grace a la voie ERK, via le récepteur NK1. En effet, le récepteur du facteur
de croissance épidermique (EGFR) est transactivé par le récepteur NK1, activant la voie ERK ce qui

conduit a augmenter la synthése d’ADN (270), (271), (272).

A coté de ces effets prolifératifs, dans la surrénale de rat, la SP exerce des effets trophiques sur la
zone glomérulée induisant une hypertrophie cellulaire. Ces modifications s’accompagnent d’une
augmentation du volume des mitochondries et du réticulum endoplasmique avec une diminution
de leur contenu en gouttelettes lipidiques (193). La voie ERK pourrait relayée les effets trophiques

de la SP sur les cellules de la zone glomérulée.

Par ailleurs, il a été rapporté que la SP favorise la migration de cellules progénitrices
mésenchymateuses (273). En particulier, le peptide induit la migration des progéniteurs des
cellules endothéliales de la moelle osseuse vers les vaisseaux présentant une Ilésion de
I’endothélium (274). De maniére intéressante, dans le cortex surrénalien, les cellules progénitrices
sont présentes dans la région sous-capsulaire (275), (276). Compte tenu de la localisation
préférentielle des fibres a SP dans cette zone, ces cellules progénitrices pourraient migrer dans le
cortex surrénalien sous linfluence de la SP puis se différentier en cellules productrices

d’aldostérone.

7. Implications physiologiques du systéme tachyninergique dans la production d’aldostérone

7.1. Stimuli physiologiques augmentant la transmission nerveuse dans la surrénale

Les résultats de notre étude nous conduisent a rechercher les conditions physiologiques qui

provoquent la libération de SP au voisinage des cellules de la zone glomérulée. Le sommeil
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constitue un exemple de situation physiologique de mise au repos du systéme rénine-angiotensine
au cours du décubitus. Durant cette période, la SP pourrait étre I'un des principaux facteurs

contrélant la production d’aldostérone.

Dans un travail antérieur, Skrabanek et al ont décrit des pics de concentrations plasmatiques de SP
avec des intervalles réguliers de 90 minutes chez des volontaires sains. Les auteurs rattachaient
I’émission des pics aux phases de sommeil paradoxal et plus particulierement a l'activité de
neurones impliqués dans le contréle du sommeil (277). De maniére paralléle, des pics de sécrétion
d’aldostérone ont été décrits chez les volontaires sains au cours de la nuit durant le sommeil
(278). L'ACTH n’est pas impliquée dans cette pulsatilité puisque le freinage de I'axe corticotrope
par la dexaméthasone ne modifie que tres peu le rythme sécrétoire de I'aldostérone durant le
sommeil, suggérant que d’autres systémes interviennent dans la régulation de la sécrétion
d’aldostérone pendant le repos nocturne (279). Ces données suggérent, que la sécrétion
d’aldostérone en période de sommeil pourrait étre controlée par la SP, libérée lors de I'activation

neuronale des fibres SP-ergiques.

7.2.Controle de la sécrétion d’aldostérone par les tachykinines au cours de la grossesse

Durant la grossesse, le placenta produit des quantités importantes de tachykinines, en particulier
de neurokinine B (NKB). Cette tachykinine qui subit une modification post-traductionnelle
particuliére qui permet d’augmenter sa demi-vie, qui passe de 20 minutes a 20 heures (279). Les
tres fortes concentrations circulantes de NKB sont capables d’activer le récepteur NK1 des centres
du vomissement, qui est responsable de la survenue des vomissements du premier trimestre de
grossesse (280), (281). Compte tenu de ces données, on peut supposer que les tachykinines
circulantes d’origine placentaire, pourraient également stimuler la sécrétion d’aldostérone en
activant le NK1 présent dans les cellules surrénaliennes et augmenter I'aldostéronémie durant la

grossesse (282).

7.3. Interactions intrasurrénaliennes entre la SP et la 5-HT sur la production d’aldostérone

Dans les travaux antérieurs de notre équipe, il a été démontré que la 5-HT, libérée par les
mastocytes intra-surrénaliens, stimulait la sécrétion d'aldostérone par les récepteurs 5-HT4
exprimés par les cellules de la zone glomérulée (283), (284). Dans ce contexte, il a été rapporté
que l'administration d'agonistes du récepteur 5-HT4, tels que le zacopride, le cisapride et le
métoclopramide, augmente les concentrations plasmatiques d'aldostérone chez des volontaires

sains (285), (286), (voir article 2 en annexe). Il a par ailleurs été montré dans différents organes

115



dont le poumon (287), que des fibres a SP innervent les mastocytes et que |'activation des fibres a
SP augmente les sécrétions mastocytaires. Par ailleurs, des fibres a SP expriment le récepteur 5-
HT4. Ces données sont donc en faveur d’'une communication bidirectionnelle potentielle entre les

mastocytes et les fibres a SP.

Dans le tractus gastro-intestinal, il a été montré que la SP est capable de relayer I'action
prokinétique de la 5-HT en réponse a l'activation du récepteur 5-HT4 (288). Ces observations
suggerent que l'action de la 5-HT sur la fonction minéralocorticoide pourrait se produire, au moins
partiellement, de maniére indirecte via la libération locale de SP. Afin d'explorer cette hypothese,
un test pharmacologique a été réalisé chez le volontaire sain avec du métoclopramide (10 mg IV),
un agoniste partiel du récepteur 5-HT4, en association avec I'aprépitant. La sécrétion
d'aldostérone induite par le métoclopramide, n’était pas bloquée par I'aprépitant mais était
méme potentialisée par I'antagoniste NK1. Ces données permettent donc d'exclure une action
indirecte de l'agoniste du récepteur 5-HT4 a travers les fibres nerveuses a SP. Inversement, la
potentialisation de la réponse de I'aldostérone au métoclopramide par |'antagoniste du récepteur
NK1 semble étre la conséquence d'une augmentation de la production de rénine qui n'a pas été
observée sous stimulation par le métoclopramide seul, comme cela a déja été démontré dans des
études antérieures (289), (290). A cet égard, il est concevable que I'élévation des concentrations
plasmatiques de rénine puisse résulter de I'action combinée du métoclopramide et de I'aprépitant

sur le flux sanguin intrarénal.

Notre protocole de recherche clinique n’a donc pas permis de tester I'hypothese d’un contrdle
indirect de la synthése d’aldostérone via la stimulation des sécrétions mastocytaires par les fibres
a SP dans la glande surrénale. Cette hypothese pourrait étre abordée par une approche in vitro sur
des fragments de surrénale en quantifiant d’une part, la 5-HT libérée par les mastocytes en
réponse a l'application de SP et d’autre part, la sécrétion d’aldostérone induite par la SP en

absence et en présence d’un antagoniste du récepteur 5-HT4.

D’une fagon intéressante, il a été rapporté que les mastocytes présents dans la peau produisent
de la SP (291). Ces données nous ont conduit a émettre I'hypothése que les mastocytes
surrénaliens pouvaient contenir a la fois de la 5-HT et de la SP capables d’agir de concert sur la
synthése d’aldostérone (292), (293). Toutefois nos expériences d’immunohistochimie n’ont pas
permis de détecter la présence de SP dans les mastocytes surrénaliens, ce qui permet d’exclure un

mécanisme de contrdle de la production d’aldostérone par de la SP d’origine mastocytaire.
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7.4. Interactions intrasurrénaliennes entre la SP et I’Angiotensine Il dans le contréle de la

sécrétion d’aldostérone

L’ANGII est produite par clivage protéolytique de I'ANGI effectué par I'’enzyme de conversion de
I'angiotensine (ECA). Cette enzyme qui est exprimée dans le cortex surrénalien, dégrade la SP en
métabolites inactifs. En réduisant la durée de vie de la SP, cette enzyme peut donc interrompre la
stimulation de la libération d'aldostérone induite par la SP (136), (294). Par conséquent, un
équilibre peut s’établir entre les actions biologiques de I'ANGII et de la SP sur les cellules
corticosurrénaliennes. En outre, I'inhibition de I’'enzyme de conversion par un IEC, prescrit dans le
but de réduire la production d’ANGII chez les patients hypertendus, pourrait augmenter les
concentrations de SP dans la glande surrénale et renforcer par ce biais la stimulation de la
synthése d’aldostérone. Ce mécanisme pourrait expliquer la diminution peu importante des

niveaux d’aldostérone plasmatiques circulants observée chez les patients sous IEC (295).

7.5. Role de la SP dans I'hyperaldostéronisme

Sur la base de nos données montrant que des fibres a SP innervant la glande surrénale, contrélent
la sécrétion d’aldostérone, on peut envisager qu’une hyperactivité du systeme nerveux autonome

pourrait étre responsable d’un hyperaldostéronisme.

»SP, hyperaldostéronisme, hyperactivité du SNA et syndrome métabolique

L'hypertension artérielle a rénine basse, qui représente 30% des cas d’hypertension artérielle,
comprend I’hyperaldostéronisme primaire et I’'HTA essentielle a rénine basse (296). Parmi ces
patients hypertendus avec une rénine basse, il existe un sous-groupe de patients avec une
aldostéronémie élevée de maniere inadaptée en regard des concentrations basses de rénine
plasmatique (297). Plusieurs études, dont une étude ancillaire réalisée a partir d’'une cohorte de
plus de 6000 patients, MESA (Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis), suggerent I'existence d’un
continuum entre les patients normotendus présentant une rénine basse (hyperaldostéronisme
infraclinique), les patients présentant une HTA a rénine basse et les patients avec un
hyperaldostéronisme primaire (298), (299), (300). Les patients avec un syndrome métabolique
peuvent présenter une HTA a rénine basse et un hyperaldostéronisme, en grande partie,
indépendant du systéme rénine-angiotensine, comme |’atteste I’élévation significative du rapport

aldostérone/rénine plasmatique (301),(302).

Les mécanismes a l'origine de [I'hyperaldostéronisme chez les patients avec syndrome
métabolique ne sont pas encore clairement identifiés. L'équipe de Bornstein a démontré que les
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adipocytes en culture produisent des facteurs capables de stimuler la production d’aldostérone
par la lignée de cellules corticosurrénaliennes humaines H295R et des cellules
corticosurrénaliennes bovines (80), (82). Cette équipe n’a pas identifié les facteurs adipocytaires a
I'origine de la réponse de l'aldostérone mais elle a écarté I'implication d’'une adipokine, la
leptine(303). D’autres études, a l'inverse, indiquent que la leptine produite par les adipocytes
serait responsable de I'augmentation de la production d’aldostérone chez les sujets obeses (305),
(306). Certains auteurs ont mis en cause les acides gras massivement oxydés au cours de leur
métabolisme par le foie chez la personne obése, pour expliquer I'hyperaldostéronisme des
patients avec un syndrome métabolique (83). Il est tout a fait envisageable que
I’hyperaldostéronisme associé au syndrome métabolique soit d’origine multifactorielle et mette
en jeu différents mécanismes. Au cours de la prise pondérale responsable du diabéte de type 2 se
développe une insulinorésistance qui est corrélée aux concentrations plasmatiques d’aldostérone
(307). Linsulinorésistance entraine un hyperinsulinisme qui stimule le systéme nerveux
sympathique central. Dans la mesure ou il a été observé que l'activation du systeme nerveux
sympathique coincide avec I'activation du systéme nerveux eNANC au niveau bronchique (125),
(121), nous pouvons envisager que I’hypertonie sympathique induite par I'hyperinsulinisme
s'accompagne d’une augmentation de I'excitabilité du systeme eNANC chez les patients
diabétiques de type 2. Dans cette hypothese, le renforcement du tonus nerveux eNANC dans le
cortex surrénalien conduirait a une augmentation de la transmission SP-ergique entrainant une
hypersécrétion d’aldostérone. Dans le but d’évaluer le réle de la SP dans la physiopathologie de
I’hyperaldostéronisme associé au syndrome métabolique indépendant du SRA, nous avons
entrepris un protocole de recherche clinique, APHOS2, visant a évaluer I'effet de I'aprépitant sur la

production d’aldostérone chez des patients diabétiques de type 2.

A plus long terme, on peut envisager qu’un test a I'aprépitant avec une mesure de I'aldostéronurie
des 24 heures, permettrait d’identifier I’"hyperaldostéronisme SP-dépendant chez les patients en
syndrome métabolique avec HTA a rénine basse. Sur la base de ce test diagnostic, un traitement
par aprépitant au long cours, en complément ou en remplacement des antagonistes des
récepteurs des minéralocorticoides, pourrait étre prescrit pour réduire de maniéere durable les
concentrations d’aldostérone plasmatique chez ces patients et ainsi minimiser leur risque de
complications cardiovasculaires. A l'inverse, la perte de fonction de la commande nerveuse eNANC

dans la zone glomérulée pourrait étre impliquée dans I'hypoaldostéronisme observé chez les

118



patients atteints de neuropathie diabétique ou de maladie du systeme neurovégétatif, tels que le

syndrome de Shy-Drager (308).

»SP et hyperaldostéronisme au cours de I'insuffisance cardiaque

Linsuffisance cardiaque s’accompagne d’une augmentation des concentrations circulantes
d’aldostérone. L’hyperaldostéronisme est secondaire d’une part a I'activation du systeme rénine-
angiotensine consécutive a I’"hypovolémie relative, et d’autre part a la diminution du catabolisme
hépatique de I'aldostérone lié¢ a la dysfonction hépatique (269). Par conséquent, les
concentrations d’aldostérone plasmatiques sont d’autant plus élevées que l'insuffisance cardiaque
est sévere (309). Toutefois, le fait que les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de I'angiotensine
ou les antagonistes des récepteurs de l'angiotensine n'induisent qu'une inhibition partielle et
transitoire de la production d'aldostérone chez l'insuffisant cardiaque suggere que d’autres
facteurs, comme la SP, pourraient contribuer au maintien de la production de minéralocorticoides

(310).

Par ailleurs, il a été rapporté que les niveaux plasmatiques de substance P sont corrélées aux
concentrations plasmatigues de BNP (Brain Natriuretic Peptide) signant la dysfonction
ventriculaire (311). Ainsi, 'augmentation des concentrations circulantes de SP pourrait refléter
I’hyperactivité du systeme nerveux végétatif observée au cours de l'insuffisance cardiaque. Une
augmentation du tonus eNANC et de la transmission SP-ergique surrénalien au sein du cortex
contribuerait, avec le SRA, a l'augmentation des concentrations plasmatiques d’aldostérone
observées chez les patients atteints d'insuffisance cardiaque. Ces données suggerent que
I’'antagonisme NK1 pourrait étre bénéfique pour diminuer les effets cardiovasculaires déléteres de

I’hypersécrétion d’aldostérone chez ces patients (237).

»SP et hyperaldostéronisme dans le syndrome d’apnées du sommeil

Le syndrome d’apnées du sommeil est caractérisé par des épisodes récurrents d'interruption
partielle (hypopnée) ou compléte (apnée) de la respiration pendant le sommeil en raison de
I'affaissement des voies respiratoires dans la région pharyngée. Ce syndrome est associé a un
hyperaldostéronisme indépendant du SRA (312). De plus, le taux d’aldostérone circulant est
corrélé a la sévérité du syndrome d’apnées du sommeil (313). L’hyperaldostéronisme, ainsi que
I’activation sympathique, seraient impliquées dans la pathogénie de I'HTA résistante chez les
patients atteints d’'un syndrome d’apnées du sommeil (314), (313), (315). L'exces d’aldostérone

semble également jouer un role délétere dans la sévérité du syndrome d’apnées du sommeil
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puisque la prise de spironolactone, antagoniste du récepteur des minéralocorticoides, diminue de
moitié la sévérité du syndrome d’apnées du sommeil chez les patients présentant par ailleurs, une

hypertension artérielle résistante (316).

Au cours des apnées du sommeil, I'augmentation de I’activité sympathique pourrait étre |la encore,
associée a une stimulation du systeme eNANC. Il a en effet été rapporté une élévation du taux de
SP dans le liquide cérébro-spinal chez les patients atteints de syndrome d’apnées du sommeil
(317). L'hyperactivité du SNA observée au cours du SAS pourrait s’accompagner d’une

augmentation de la production nerveuse de SP.

Nous pouvons donc envisager qu’une augmentation du tonus SP-ergique dans le cortex
surrénalien pourrait contribuer au développement de I’hyperaldostéronisme observé chez les
patients atteints de syndrome d’apnées du sommeil. Il serait par conséquent intéressant d’évaluer
les concentrations d’aldostérone chez des patients atteints de SAS aprés traitement par

aprépitant.

Notre étude a identifié un nouveau systéme physiologique de régulation de la sécrétion des
minéralocorticoides chez I'homme, expliqguant l'indépendance partielle de la production
d'aldostérone par le SRA circulant. Ce processus de régulation, qui implique la libération intra-
surrénalienne de SP par les fibres nerveuses NANC, I'activation de NK1R et la stimulation de la voie
ERK / pERK dans les cellules corticosurrénaliennes, semble contréler la sécrétion en position
couchée d'aldostérone. Il montre également que le systeme nerveux exerce un controle direct sur
la production de minéralocorticoides et participe donc a la régulation de I'homéostasie hydro

électrolytique.
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Article 1

Titre : Dysrégulation de la sécrétion d'aldostérone chez des souris déficientes en mastocytes
Auteurs : Boyer HG, Wils J, Renouf S, Arabo A, Duparc C, Boutelet |, Lefebvre H, Louiset E

Résumé : Il a été démontré que les mastocytes surrénaliens activent la sécrétion d'aldostérone
chez le rat et 'hnomme. En particulier, une prolifération mastocytaire a été observée dans les tissus
surrénaliens de patients atteints d'adénome surrénalien produisant de |'aldostérone. Dans la
présente étude, nous montrons que l'activité des mastocytes surrénaliens est stimulée par un
régime pauvre en sodium et est corrélée avec la synthése de |'aldostérone chez les souris C57BL/6
et BALB/c. Nous avons également étudié la régulation de la sécrétion d'aldostérone chez des
souris C57BL/6 KitW-sh/W-sh déficientes en mastocytes par comparaison avec les souris C57BL/6
de type sauvage. Les souris KitW-sh/W-sh soumises a un régime alimentaire normosodé
présentaient des concentrations plasmatiques d'aldostérone basales similaires a celles observées
chez les animaux de type sauvage. En revanche, un régime pauvre en sodium induit de fagon
inattendue une réponse exagérée de |'aldostérone, qui semble résulter d'une augmentation de
I'expression de la rénine surrénalienne et du récepteur de l'angiotensine de type 1. Cet
hyperaldostéronisme sévere était associé a une augmentation de la pression artérielle systolique
et a une hypokaliémie marquée, ce qui favorisait une polyurie. La surexpression surrénalienne de
la rénine et du récepteur de I'angiotensine de type 1 représente probablement un mécanisme
compensateur visant a activer la production d'aldostérone en I'absence de mastocytes. Enfin, les
souris C57BL/6 KitW-sh/W-sh représentent un modeéle animal inattendu d'hyperaldostéronisme
primaire, qui a la particularité d'étre induit par la restriction sodée.
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Article 2

Titre : La L-lysine agit comme un antagoniste des récepteurs sérotoninergiques de type 4 pour
inhiber in vitro et in vivo l'effet stimulant des agents sérotoninergiques sur la sécrétion
d'aldostérone chez I'homme.

Auteurs : Duparc C, André C, Ménard J, Godouet-Getti B, Wils J, Cailleux AF, Moreau-Grangé L,
Louiset E, Lefebvre H.

Résumé : Dans la glande surrénale humaine normale, la sérotonine (5-HT) stimule la sécrétion
d'aldostérone via le récepteur 5-HT4 (5-HT4R). Cependant, le role physiologique du contrdle
sérotoninergique de la fonction corticosurrénalienne n'est pas connu. Dans la présente étude,
nous avons étudié la capacité de la L-lysine, agissant comme antagoniste des récepteurs 5-HT4, a
contrecarrer in vitro et in vivo l'effet stimulant des agonistes 5-HT4R, sur la production
d'aldostérone. La L-lysine inhibe la production d'aldostérone induite par la 5-HT et les agonistes 5-
HT4R comme le BIMUS a partir de cellules corticosurrénaliennes humaines en culture. L'action de
la L-lysine (4,95 g / jour par voie orale) sur le cortex surrénalien a également été évaluée chez 20
volontaires sains dans le cadre d'une étude en double aveugle, croisée et controlée contre
placebo. La L-lysine n'a eu aucune influence significative sur les concentrations plasmatiques de
d'aldostérone basale et sur les réponses de I'aldostérone a I'orthostatisme, au tétracosactide et a
un régime pauvre en sodium (10 mmol/jour pendant 3 jours). Par contre, la L-lysine réduit
significativement la stimulation de la production d'aldostérone plasmatique induite par le
métoclopramide, indiquant que la L-lysine est capable d'antagoniser efficacement les récepteurs
5-HT4 surrénaliens in vivo. Ces résultats suggerent que la supplémentation orale en L-lysine
pourrait représenter un nouveau traitement des hypercorticismes d’origine primitivement
surrénalienne dans lesquels I'hypersécrétion de corticostéroides est contrélée par des récepteurs
5-HT4 surexprimés.
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Article 3

Titre : Une mutation inactivatrice de la sous-unité régulatrice 1A de la PKA induit la formation
d’une boucle régulatrice sérotoninergique paracrine dans la dysplasie micronodulaire pigmentée
des surrénales.

Auteurs : Bram Z, Louiset E, Ragazzon B, Renouf S, Wils J, Duparc C, Boutelet I, Rizk-Rabin M, Libé
R, Young J, Carson D, Vantyghem MC, Szarek E, Martinez A, Stratakis CA, Bertherat J, Lefebvre H

Résumé : La dysplasie micronodulaire pigmentée des surrénales (DMPS ou PPNAD en anglais) est
une cause rare d'hypercortisolisme indépendant de I'ACTH. La maladie est principalement causée
par des mutations germinales du géne de la sous-unité régulatrice 1A de la protéine kinase A
(PRKAR1A), qui induit une activation constitutive de la PKA dans les cellules corticosurrénaliennes.
Il est admis que I'hypercortisolisme résulte de I'hyperactivité de la PKA. Néanmoins, les tissus de
DMPS présentent une différenciation neuroendocrinienne susceptible de favoriser I'émergence de
systemes paracrines de stimulation de la stéroidogenese impliqguant des neurotransmetteurs.
Nous avons émis I'hypothése que la sérotonine (5-HT) et ses récepteurs pourraient participer a la
physiopathologie de I'hypercortisolisme associé a la DMPS comme précédemment montré dans
les hyperplasies macronodulaires bilatérales de la surrénale. Nous montrons que les tissus de
PMDS surexpriment I'enzyme synthétisant la 5-HT, la tryptophane hydroxylase de type 2 (Tph2) et
les récepteurs sérotoninergiques de types 4, 6 et 7, conduisant a la formation d'une boucle
sérotoninergique stimulatrice illicite dont Il'inhibition pharmacologique in vitro diminue Ia
production de cortisol. Dans la lignée cellulaire CAR47 issue d’'une DMPS humaine, l'inhibiteur de
la PKA H-89 diminue I'expression des récepteurs 5-HT4 et 5-HT7. De plus, dans la lignée cellulaire
corticosurrénalienne humaine H295R, l'inhibition de I|'expression de PRKAR1A augmente
I'expression de Tph2 et des récepteurs 5-HT4/6/7, un effet qui est bloqué par le H-89. Ces
résultats montrent que l'apparition du systéeme de contrdle sérotoninergique paracrine illicite
observé dans les tissus de DMPS résulte de I'activation de la PKA par les mutations de PRKAR1A a
I'origine de la maladie surrénalienne. lls suggerent également que les inhibiteurs de Tph
pourraient constituer des traitements efficaces de I'hypercortisolisme chez les patients atteints de
DMPS.
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Résumé de These

La sécrétion surrénalienne d’aldostérone est sous la dépendance du systeme rénine-
angiotensine (SRA) circulant. Elle est également soumise a l'influence de nombreux facteurs
paracrines intra-surrénaliens, en particulier des neuropeptides. En outre, le cortex surrénalien est
innervé par différents types de fibres nerveuses provenant du systéme nerveux autonome, de
types catécholaminergique, cholinergique et peptidergique. Des facteurs neuronaux peuvent étre
sécrétés par des terminaisons nerveuses situées au contact des cellules de la zone glomérulée
dans le cortex surrénalien. C’'est en particulier le cas de la SP, un neuropeptide de la famille des
tachykinines, dont le role en physiologie surrénalienne a été évalué chez I'animal mais tres peu
chez 'homme. Notre étude a consisté a explorer le réle de la SP dans la régulation de la
production de minéralocorticoides dans I'espece humaine. In vitro, I’étude est basée sur la collecte
des prélevements surrénaliens provenant de patients en état de mort encéphalique ou a
I’occasion de néphrectomies réalisées a visée thérapeutique. Une approche clinique a complété
I'approche in vitro et permis d’évaluer le role physiologique de la SP dans le controle de la
sécrétion d’aldostérone. Pour cela, un essai clinique a évalué chez des volontaires sains, les effets
de l'aprépitant, un antagoniste du récepteur NK1, récepteur préférentiel de la SP, sur la sécrétion
d’aldostérone.

Nous avons utilisé plusieurs approches moléculaires, histologiques, fonctionnelles et
pharmacologiques visant a caractériser les effets de la SP sur la sécrétion d’aldostérone par les
cellules corticosurrénaliennes humaines en culture ainsi que les voies de transduction impliquées.

Nos données indiquent que les genes codant la SP (TAC1) et le récepteur NK1 (TACR1) sont
exprimés en grande quantité dans la surrénale. De plus, nous montrons que des fibres nerveuses a
SP sont disposées a proximité des cellules productrices d’aldostérone possédant le récepteur NK1
(NK1R). La SP stimule de maniére dose-dépendante la production d’aldostérone via le NK1R, cette
production étant inhibée par I'aprépitant. En outre, nos données fonctionnelles indiquent que
I'isoforme courte du NK1R active la voie ERK, une des voies mises en jeu dans la réponse de
I'aldostérone a I’angiotensine Il. Nous mettons en évidence une augmentation de la transcription
de certains genes codant des protéines impliquées dans la synthése d’aldostérone. Ces données in
vitro sont confirmées sur le plan clinique, avec la mise en évidence d’une diminution significative
de la production globale d’aldostérone (aldostéronurie des 24 heures) et de la sécrétion du
minéralocorticoide en position couchée sous aprépitant.

Nous avons ainsi montré qu’il existe dans la glande surrénale chez I’homme, un systeme de
contréle de la synthése d’aldostérone d’origine neurogene, relayé par des fibres nerveuses a SP,
appartenant au systéme non-adrénergique non-cholinergique (NANC). Nous avons également mis
en évidence les éléments du systeme tachynininergique présents au niveau surrénalien et
I’existence d’une colocalisation fonctionnelle cohérente, en accord avec un contrdle paracrine de
la production d’aldostérone par la SP. Il existe donc un contréle substance P-ergique surrénalien
de la production d’aldostérone complémentaire du SRA circulant chez ’homme.

Mots clés : aldostérone, cortex surrénalien, substance P, paracrinie, récepteur NK1, aprépitant.
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