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Summary.— Early studies in whole heart indicated that cGMP antagonized the positive
inotropic effects of catecholamines and cAMP. Since the L-type Ca?* channel current (lca) plays a
predominant role in the initiation and development of cardiac electrical and contractile activities,
regulation of Ic. by cGMP pathways has received much attention over the last ten years. Patch-clamp
measurements of lc, in isolated cardiac myocytes reveal at least three different cGMP effectors that
may participate to different degrees in different animal species and cardiac tissues in the regulation
of Ica by cGMP. In frog ventricular myocytes, cGMP inhibits Ic, by stimulation of a cGMP-stimulated
cAMP phosphodiesterase (PDE2), whereas in rat ventricular myocytes, cGMP predominantly inhibits
Ica via @ mechanism involving activation of a cGMP-dependent protein kinase (cGMP-PK). In guinea
pig, frog and human cardiomyocytes, cGMP can also stimulate I, via an inhibition of a cGMP-
inhibited cAMP phosphodiesterase (PDE3). This effect is most predominant in human atrial myocytes
and appears readily during an activation of the soluble guanylate cyclase activity by low
concentrations of nitric oxide (NO)-donors. Biochemical characterization of the endogenous
phosphodiesterases and cGMP-PK in purified cardiac myocytes provide further evidence in support
of these mechanisms of cGMP action on Ic.. However, the regulation of cGMP levels by a variety of
agents is not always consistent with their effects on contractility. In particular, the participation of
cGMP and NO pathways in the regulation of cardiac Ic. and contractility by acetylcholine is still
questionable.

Résumé.— Des études sur coeur entier ont montré que le GMPc s’oppose aux effets
inotropes positifs des catécholamines et de I’AMPc. Le courant calcique de type L (Ic.) jouant un réle
déterminant dans l'initiation et le développement des activités électrique et contractile cardiaques,
sa régulation par le GMPc a fait I'objet d’une attention particuliere durant les dix derniéres années.
Des expériences en patch-clamp sur myocytes cardiaques isolés ont révélé au moins trois cibles
potentielles du GMPc. Celles-ci seraient impliquées a des degrés divers suivant les espéces animales
et le tissu cardiaque considérés. Dans les myocytes ventriculaires de grenouille, le GMPc inhibe le
courant lc, en activant une phosphodiestérase stimulée par le GMPc qui hydrolyse I’AMPc (PDE2).
Toutefois, dans les myocytes ventriculaires de rat, le GMPc inhibe Ic, par I'intermédiaire d’une
activation de la protéine kinase dépendante du GMPc (PK-GMPc). Dans les myocytes cardiaques de
cobaye et de grenouille, le GMPc peut aussi activer le courant Ic, en inhibant une phosphodiestérase
sensible au GMPc (PDE3). Ce dernier mécanisme apparait prépondérant dans les myocytes
d’oreillette humaine sous I'action des donneurs de monoxyde d’azote (NO), qui stimulent la synthése
de GMPc par I'activation d’une guanylate cyclase soluble. L’existence des différents mécanismes
d’action du GMPc sur Ic, dans les myocytes cardiaques est confirmée par la caractérisation
biochimique des enzymes impliqués. Toutefois, les effets sur la contractilité cardiaque des
activateurs de synthése du GMPc ne sont pas toujours en relation avec les augmentations observées
des taux de GMPc. En particulier, la participation de la voie du GMPc/NO dans la régulation du
courant Ic, et de la contractilité cardiaque par I'acétylcholine est encore controversée.



Introduction

Les canaux calciques de type L de la membrane cellulaire d'un myocyte cardiaque s'ouvrent
sous |'effet d'une dépolarisation du potentiel de membrane (120). Lors du potentiel d'action
cardiaque, I'ouverture des canaux calciques génére un courant calcique (lc.) assurant une entrée
d'ions calcium dans la cellule qui est a I'origine d'une hausse rapide du niveau de calcium
intracellulaire (66, 120). Cette augmentation de la concentration interne en calcium, relayée par une
libération du calcium contenu dans le réticulum sarcoplasmique, est nécessaire a l'activation des
myofilaments et a la contraction de la cellule myocardique. Toute augmentation ou diminution du
courant lc, au cours du potentiel d'action s'accompagne généralement d'une variation dans le méme
sens de la force de contraction (66). Ainsi, les effets inotropes de nombreux neuromédiateurs et
hormones passent par une modification du courant Ic,.

Les régulations neuroendocriniennes de |'activité des canaux calciques cardiaques font
généralement intervenir les cascades de seconds messagers (53). Parmi celles-ci, la mieux
documentée est la cascade de I'’AMP cyclique (AMPc). En effet, une grande partie de |'action inotrope
positive du systeme sympathique passe par la stimulation B-adrénergique de I'activité des canaux
calciques de type L (53, 66, 69). Les agonistes R-adrénergiques augmentent la production d'AMP
cyclique (AMPc) par I'adénylate cyclase (35). Cette accumulation intracellulaire d'AMPc permet
I'activation d'une protéine kinase spécifique (PK-AMPc) qui phosphoryle le canal calcique de type L
(ou une protéine régulatrice proche du canal). Ce type de phosphorylation provoque une
augmentation de l'activité de ce type de canal, augmentant ainsi le courant Ic, lors du potentiel
d'action cardiaque.

Un autre nucléotide cyclique, le GMP cyclique (GMPc), est également soumis a des
régulations neuroendocriniennes importantes (34, 58, 66, 110, 118, 207). Or, le GMPc module
I'activité contractile cardiaque de maniére généralement opposée a celle de 'AMPc (39, 61, 66, 137,
170, 174, 192, 197, 206, 207, 215). Par symétrie avec la voie de ’AMPc, il a été envisagé que les
effets inotropes négatifs du GMPc seraient dus a une inhibition de Ic.. Les premiéres études
montrent en effet que le GMPc réduit I'influx de #*Ca (137), raccourcit la durée du potentiel d’action
(191), et inhibe les potentiels d’action lents dépendant de I'entrée de Ca?* (19, 92, 121, 204). Les
expériences de potentiel imposé qui ont suivi montrent toutefois que le GMPc n’exerce aucun effet
sur le courant Ic, (136, 154). Ces premiéres données électrophysiologiques, obtenues sur des
préparations cardiaques multicellulaires, ont été démenties ensuite lorsque les effets du GMPc ont
été étudiés a I'aide de la technique du patch-clamp sur des myocytes ventriculaires cardiaques isolés
de coeurs de différents animaux. En effet, aussi bien chez la grenouille (49, 67), le cobaye (103, 144),
le rat (126), et 'embryon de poulet (18, 190, 203), le GMPc produit des effets inhibiteurs sur le
courant lca. De la méme maniere, le GMPc inhibe également le courant calcique de myocytes
cardiaques humains (18). Des expériences combinant les techniques de patch-clamp et de perfusion
intracellulaire (67) ont permis d’examiner les effets d’application intracellulaire d’AMPc, de GMPc, et
de leurs analogues non hydrolysables, ainsi que de la protéine kinase dépendante du GMPc (PK-
GMPc) dans les myocytes isolés cardiaques. De telles études ont permis d’élucider les mécanismes
moléculaires impliqués dans la régulation de Ic, par le GMPc. Trois différentes protéines liant le
GMPc apparaissent jouer un réle déterminant dans cette régulation, avec des différences inter
especes importantes. Ces protéines sont vraisemblablement impliquées a des degrés divers dans les
effets cardiaques des activateurs de synthése du GMPc, tels que les peptides natriurétiques et le
monoxyde d’azote (NO).



La phosphodiestérase activée par le GMPc (PDE2)

Plusieurs données expérimentales semblent indiquer une participation de I’activation par le
GMPc d’une phosphodiestérase assurant I’'hydrolyse de I’AMPc dans les effets inotropes négatifs du
GMPc. En effet, la concentration en AMPc est généralement diminuée dans le coeur lorsque la
concentration en GMPc augmente (42, 54, 206). Par ailleurs, une phosphodiestérase activée par le
GMPc (PDE2) a été identifiée dans des études biochimiques, aussi bien dans le tissu cardiaque (13,
93,112, 116, 133, 136) que dans les myocytes cardiaques isolés (15, 22, 173). Dans des expériences
de patch-clamp menées sur des myocytes isolés de ventricule de grenouille, I'utilisation d’un dérivé
non hydrolysable du GMPc (le 8-Br-GMPc) ou de I’AMPc (le 8-Br-AMPc) a permis de montrer que
I'inhibition de Ic, induite par le GMPc passait par une activation de la PDE2. En effet : 1) le GMPc n’a
pas d’effet sur un courant calcique Ic, stimulé par perfusion intracellulaire de 8-Br-AMPc ; 2) le 8-Br-
GMPc (qui est un activateur puissant de la PK-GMPc mais non pas de la PDE2) n’a pas d’effet sur Ic, ;
3) les effets inhibiteurs du GMPc sur un courant lc, activé par I’AMPc sont antagonisés par l'isobutyl-
méthyl-xanthine (IBMX), un inhibiteur non sélectif des phosphodiestérases (49, 67). Par ailleurs, des
données biochimiques et électrophysiologiques renforcent I’hypothése d’une implication de la PDE2
dans la régulation de Ic, chez la grenouille. En effet : 1) une activité de type PDE2 a été caractérisée
dans les myocytes ventriculaires de grenouille avec une sensibilité au GMPc (K, ~1,1 uM) comparable
a celle observée pour I, (ICso = 0,6 uM) (173) ; 2) la sensibilité a I'IBMX est la méme pour les effets du
GMPc sur la PDE2 et sur I, (49, 50, 67, 173). D’autre part, lorsque le GMPc est présent dans les
dosages d’activité phosphodiestérasique dans le ventricule de grenouille, I'activité de la PDE2
dépasse largement I'activité des autres formes de phosphodiestérases (50, 51, 173). Ceci indique une
capacité d’hydrolyse de ’AMPc bien plus importante pour la PDE2 que pour les autres formes de
phosphodiestérase, et pourrait expliquer pourquoi le GMPc exerce des effets inhibiteurs sur Ic,
méme lorsque le courant calcique est augmenté au préalable par des concentrations massives
d’isoprénaline ou d’AMPc. Enfin, plus récemment, un inhibiteur puissant de la PDE2 a été identifié. Il
s’agit de 'EHNA (érythro-9-(hydroxyl-3-nonyl)-adénine), classiquement utilisé comme inhibiteur de
I’adénosine déaminase. L'EHNA est un puissant inhibiteur de I'activité PDE2 dans les préparations
cardiaques (128, 148). Dans des expériences de patch-clamp sur myocyte isolé de grenouille, I'EHNA
antagonise totalement les effets inhibiteurs du GMPc sur le courant calcique, et ce a des
concentrations 10 fois inférieures a celles nécessaires dans le cas de I'IBMX (124, 128). Il est a noter
gu’en présence de GMPc, les inhibiteurs des autres formes de phosphodiestérases, les PDE3 et PDE4,
n’ont pas d’effet sur I, (50).

Il est intéressant de noter que, en plus de son réle régulateur sur I'amplitude du courant
calcique dans le myocyte cardiaque, la PDE2 participerait également dans la réponse de différents
autres types cellulaires au GMPc ou a des activateurs de sa synthése, tel que le peptide atrial
natriurétique (ANP) (100, 114, 211).

La protéine kinase dépendante du GMPc

Divers études indiquent que le GMPc peut également moduler I'amplitude du courant
calcique cardiaque d’une maniere indépendante de son effet sur la PDE2. A I'origine de cette
observation, il faut citer les résultats obtenus dans le coeur de cobaye montrant que le GMPc inhibe
les potentiels d’action lents sans entrainer de modification apparente de la concentration en AMPc
(187). Des études plus récentes de patch-clamp, sur myocytes isolés de ventricules de rat, de cobaye,
et d’embryon de poulet, renforcent I’hypothése que, contrairement aux myocytes ventriculaires de



grenouille, le mécanisme principal impliqué dans I'inhibition de Ic, induite par le GMPc dans ces
cellules serait une activation de la PK-GMPc (18, 103, 126, 203, 181). Dans ces cellules, I'effet
inhibiteur du GMPc sur Ic, se manifeste méme lorsque le courant calcique a été préalablement activé
par le 8-Br-AMPc ou I'IBMX (18, 103, 126). Par ailleurs, le 8-Br-GMPc mime les effets du GMPc sur ces
myocytes (103, 126, 144). Dans aucune de ces préparations, I'effet inhibiteur du GMPc ne
s’accompagne d’une modification des courbes courant-potentiel ou des courbes d’inactivation (18,
126). Dans le myocyte ventriculaire d’embryon de poulet, le GMPc ou le 8-Br-GMPc inhibent aussi
bien le courant calcique basal (c’est a dire en I'absence d’une stimulation préalable de Ic. par la voie
de ’AMPc) que celui activé par I'isoprénaline, agoniste des récepteurs -adrénergiques. Cet effet est
accompagné d’un prolongement des temps de fermeture des canaux calciques (190). D’autres
évidences en faveur d’une participation de la PK-GMPc dans les effets inhibiteurs du GMPc sur Ic, ont
été obtenues dans les myocytes ventriculaires de rat perfusés intracellulairement avec de la PK-
GMPc purifiée. Pour ce type d’expérience, afin d’éliminer toute contamination d’autres effets
possibles du GMPc, il a été nécessaire de modifier par trypsinisatino partielle la PK-GMPc purifiée en
une forme constitutivement active qui ne nécessite pas la présence de GMPc pour son activation (73,
164). Ce traitement transforme le dimére de 165 kDa que forme I'enzyme complet de la PK-GMPc en
un monomere de 65 kDa. La perfusion intracellulaire de ce fragment, a des concentrations de 10 a
100 nM, dans les myocytes ventriculaires de rat produit une inhibition de 30 a 70% du courant
calcique préalablement stimulé par '’AMPc ou le 8-Br-AMPc. Cet effet est sensiblement identique a
celui produit par une concentration de 0,1 a 1 uM de GMPc ou de 8-Br-GMPc (126). La concentration
plus importante de GMPc ou de son analogue nécessaire pour produire un effet sur lc, est
vraisemblablement due a quelque hydrolyse de ces nucléotides cycliques dans la cellule et au fait
gue 4 molécules de GMPc sont nécessaires pour activer une seule molécule de PK-GMPc.

Des expériences complémentaires ont indiqué que I'effet de la PK-GMPc sur I¢, se situe
vraissemblablement en aval de la phosphorylation des canaux calciques par la PK-AMPc. En effet, le
GMPc est capable d’inhiber Ic; méme en présence d’ATPYS, un analogue non-hydrolysable de I’ATP,
dans le milieu intracellulaire (126). Ceci suggére que la régulation par la PK-GMPc se fait sur le
substrat méme de la PK-AMPc, et non pas, comme cela a été suggéré récemment dans des cellules
pituitaires, sur une activité phosphatase responsable de la déphosphorylation des substrats de la PK-
AMPc (213). L'explication la plus simple est que le canal calcique est lui-méme une cible de
phosphorylation par la PK-GMPc. A ce propos, il a été montré dans des conditions in vitro que les
sous unités al et 3 du canal calcique du muscle squelettique pouvaient étre phosphorylées par la PK-
GMPc (81).

La PK-GMPc peut produire d’autres effets dans le coeur qu’une simple inhibition de Ic.. En
effet, 'activation de la PK-GMPc entraine une diminution de la sensibilité au calcium des
myofilaments (30, 147, 172), et phosphoryle in vitro la sous unité inhibitrice de la troponine (21,
108). D’autres études in vitro suggérent que la PK-GMPc peut réguler la fonction cardiaque au niveau
du myocyte par la phosphorylation de plusieurs autres substrats, tels qu’une protéine de 70 kDa
identifiée dans le cytosol de coeur de rat (216), une protéine de 50 kDa présente dans le sarcolemme
de cobaye (36), le phospholamban (149, 159, mais voir réf. 77), et le récepteur a la ryanodine (183).
Par ailleurs, dans d’autres tissus que le coeur, le GMPc et la PK-GMPc peuvent moduler I'activité de
différents types de canaux ioniques, tels que des canaux Na* (106), CI (95, 107), et K* (4, 28, 33, 43,
141, 160, 185). Dans les cellules musculaires lisses vasculaires, la PK-GMPc pourrait étre impliquée
dans la régulation de canaux calciques activés par les récepteurs membranaires (20, 60) ou par le
potentiel de membrane (29, 40, 145, 186), de I’échange Na*/Ca* (56), et des sites intracellulaires
calciques sensibles a I'lP5 (142). Enfin, la PK-GMPc régule I’activité de canaux calciques dans certaines



cellules nerveuses (122, 140, 146), et pourrait étre impliquée dans le phénomeéne de potentiation de
longue durée (221).

La phosphodiestérase inhibée par le GMPc (PDE3)

Une des formes de phosphodiestérase assurant I’hydrolyse de I’AMPc dans les myocytes
cardiaques est la phosphodiestérase inhibée par le GMPc (PDE3). La PDE3 semble jouer un réle
majeur dans la régulation du courant calcique cardiaque. En effet, dans des expériences de patch-
clamp sur myocytes isolés de ventricule de grenouille, deux inhibiteurs spécifiques de la PDE3, la
milrinone et I'indolidan (LY195115), produisent une forte stimulation de Ic, lorsque I’AMPc est
présent a des concentrations non maximales dans le milieu intracellulaire (50). A I'inverse, aucun de
ces composés n’agit sur lc, en I'absence d’AMPc (50). Si I’activité de la PDE3 est importante dans la
régulation de Ic, dans le myocyte cardiaque, il est possible d’envisager une participation de la PDE3
dans les effets du GMPc (50, 51). En effet, une des caractéristiques essentielles de la PDE3 est sa
forte sensibilité au GMPc, le GMPc inhibant fortement I’activité de I’'enzyme (12). L'inhibition par le
GMPc de la PDE3 devrait se traduire par une augmentation de Ic.. Or, si la PDE3 est clairement
exprimée au niveau du cceur de grenouille (24, 112, 123), le GMPc, comme on I’a vu plus haut, ne
produit que des effets inhibiteurs sur Ic, dans cette préparation. Ceci suggere que, en présence de
GMPc, I'activité enzymatique de la PDE2 dépasse largement celle de la PDE3 (50). Toutefois, la
situation pourrait varier suivant les espéces animales. Dans le myocyte ventriculaire de cobaye ou,
comme on I'a vu plus haut, l'inhibition de Ic, induite par le GMPc serait due a I'activation de la PK-
GMPc plutot qu’a une activation de PDE2 (103), le GMPc peut, dans certaines conditions, entrainer
une augmentation de Ic.. En effet, pour de faibles concentrations de GMPc, Ic. augmente dans ces
cellules tandis que pour de plus fortes concentrations, Ic; diminue (144). L'augmentation de I, par le
GMPc est également accompagnée dans cette préparation d’une augmentation du courant chlore
activé par ’AMPc (142, 143). Lorsque le GMPc est remplacé par le 8-Br-GMPc ou bien par la PK-
GMPc, seule une diminution de Ic, est observée (144). L'effet stimulant du GMPc dans cette
préparation serait du a une inhibition de la PDE3 puisque 1) des données biochimiques confirment la
présence de PDE3 dans le coeur de cobaye (153, 210) et que 2) le GMPc n’exerce plus d’effet
stimulant sur Ic, en présence de milrinone, un inhibiteur sélectif de PDE3 (144). Il est a noter que si la
séparation des effets activateurs (a faibles concentrations) et inhibiteurs (a fortes concentrations) du
GMPc sur I, est possible dans des myocytes intacts, les sensibilités des PDE3 et PK-GMPc vis a vis du
GMPc apparaissent identiques dans des conditions in vitro (11, 207).

Un effet direct du GMPc sur les canaux calciques ?

Le GMPc est capable d’activer de maniere directe un canal ionique dans les cellules de
batonnet rétiniens (86), dans les cellules olfactives (135), et dans les cellules de ganglion rétinal (1).
Par ailleurs, le GMPc inhibe de maniere directe un canal ionique dans les cellules rénales de la partie
médullaire du canal collecteur (106 ; pour une revue voir réfs. 99, 218). Dans les myocytes cardiaques
du noeud sino-atrial, le GMPc pourrait aussi activer de maniére directe le canal responsable du
courant I, bien que a un degré moindre que I’AMPc (40). On peut donc se demander si le GMPc peut
agir également sur 'activité des canaux calciques cardiaques par une interaction directe entre le
nucléotide et le canal. Ceci semble toutefois peu vraisemblable puisque la structure moléculaire du
canal calcique cardiaque ne laisse pas apparaitre de site de liaison putatif pour des nucléotides
cycliques (130). Dans les expériences sur myocyte ventriculaire de grenouille, les effets inhibiteurs du
GMPc sur lc; n"apparaissent pas étre dus a un effet direct du GMPc sur le canal calcique puisque,



d’une part, le GMPc n’a pas d’effet en présence de 8-Br-AMPc, et que, d’autre part, 'lBMX
antagonise les effets du GMPc (49, 67). Une conclusion semblable s'impose a partir des données
obtenues dans le myocyte de rat. Dans cette préparation, les effets inhibiteurs du GMPc sont
irréversibles lorsque la cellule est perfusée avec de I’ATPYS, suggérant un effet du GMPc faisant
intervenir une étape de phosphorylation plutot qu’un effet direct sur le canal calcique (126).
Toutefois, il reste a examiner |’existence éventuelle d’une régulation directe par le GMPc d’autres
types de canaux ioniques dans les myocytes cardiaques. Il apparait en effet qu’un canal sensible au
GMPc serait exprimé dans le systéeme cardiovasculaire (16, 17).

Existence de cibles endogenes du GMPc dans les myocytes cardiaques

Comme on I'a vu plus haut, de nombreuses études ont permis d’établir I'existence des
différentes phosphodiestérases sensibles au GMPc et de la PK-GMPc dans les myocytes cardiaques
(109). Différentes formes de phosphodiestérases ont été identifiées aussi bien dans les tissus
cardiaques que dans les myocytes isolés, a I'exception, toutefois, de la phosphodiestérase activée par
la Ca?*-calmoduline (PDE1) dont la présence dans les myocytes cardiaques est contestée (15, 22, 133,
139). Les phosphodiestérases PDE2 et PDE3 sont clairement présentes dans les myocytes cardiaques,
et leur activité peut étre révélée par I'utilisation d’inhibiteurs sélectifs, dont certains sont des outils
thérapeutiques (11, 12, 14, 139, 152).

Des données obtenues en Western blot ont permis d’établir la présence de PK-GMPc dans les
myocytes cardiaques de rat (126). Ces mémes myocytes avaient été utilisés dans des expériences de
patch-clamp pour I'étude des effets du GMPc sur I, (126). Dans ces myocytes, la concentration de
PK-GMPc est toutefois considérablement plus faible que celle obtenue dans d’autres types cellulaires
(26, 41, 111), tels que les cellules musculaires lisses de la trachée de beeuf (46). Les faibles
concentrations de PK-GMPc dans les myocytes sont vraisemblablement a I'origine des difficultés
rencontrées dans d’autres études pour la détection de cette enzyme par des méthodes
immunocytochimiques (26, 164, 206).

Régulation du courant calcique cardiaque par les activateurs de synthése du GMPc

Les myocytes cardiaques possédent deux familles différentes de guanylate cyclase. La
premiére est constituée des récepteurs membranaires aux peptides natriurétiques, ANP (atrial
natriuretic peptide) et BNP (brain natriuretic peptide) (3, 164, 205, 220). La liaison de I’ANP ou du
BNP sur le domaine extracellulaire de ce type de récepteur induit une augmentation de I’activité
catalytique du domaine intracellulaire. L’ANP se lie au sarcolemme de myocytes cardiaques avec
forte (Kq = 10 pM) et basse affinités (K4 ~ 1 nM) (138, 157). La deuxieme famille de guanylate cyclase
cardiaque est un hétéro-dimere (af3) soluble qui est activé par le monoxyde d’azote (NO) et les
donneurs de NO (131, 164, 205), ainsi que par d’autres ligands tels que les acides gras non saturés
(194), le monoxyde de carbone et les radicaux libres (162, 164). L’activation de la guanylate cyclase
soluble par ces agents semble étre due a une liaison sur le site heme de I'enzyme, bien que
I’hypothése d’une modification des groupements thiol de la protéine ne soit pas totalement écartée
(131, 164, 179, 193, 195).

Régulation de ICa par les peptides natriurétiques



Les peptides natriurétiques ANP et BNP sont tous deux sécrétés par le cceur et agissent sur le
courant calcique cardiaque (18, 72, 101, 159, 177, 178, 189). A I'inverse, le CNP, un autre membre de
la familles des peptides natriurétiques, n’a pas d’effet sur Ic, (178). Toutefois, des variations
importantes existent dans les effets de ces peptides sur I, entre les différentes espéces animales
(grenouille, rat, cobaye, Homme) ou méme entre différentes cellules d’'une méme espéce (rat). Des
concentrations d’ANP ou de BNP comprises entre la nanomole et la micromole ont soit un effet
activateur sur g, (ventricule de rat : 72, 178 ; oreillette humaine : 101), soit un effet inhibiteur
(ventricule de rat : 78, 178 ; ventricule de poulet : 18 ; myocytes de coeur humain embryonaire : 18),
soit méme un effet nul sur le courant Ic, basal (ventricule de grenouille : 59). A ces mémes
concentrations, I’ANP ou le BNP induisent une augmentation de la concentration intracellulaire en
GMPc d’un facteur 2 a 5 (34, 66, 118). Toutefois, aprés stimulation de Ic. par des agonistes [3-
adrénergiques, I’ANP et le BNP exercent toujours un effet inhibiteur sur Ic,, a des degrés qui peuvent
cependant varier d’une espéece animale a I'autre. Les effets de I’ANP ou du BNP semblent dépendre
de la présence ou non de GTP dans le milieu intracellulaire. Ainsi, dans les myocytes cardiaques de
rat, de cobaye, et dans les myocytes humains, les effets activateurs de I’ANP et du BNP sur lc,
observés en I'absence de GTP se transforment en des effets inhibiteurs en présence de GTP (72, 101,
178). Ceci suggere que le GTP pourrait étre un facteur limitant pour I'action inhibitrice des peptides
natriurétiques mais pas pour leur effet activateur sur lc.. Il est toutefois a noter que les deux effets
opposés de ces peptides sur Ic, disparaissent totalement chez le rat lorsque le GTP est remplacé par
le GDPBS (178). Les mécanismes impliqués dans la régulation de Ic. par I’ANP et le BNP n’ont pas
encore été totalement élucidés. Deux observations suggerent néanmoins que I'effet inhibiteur serait
du a I'activation de la PK-GMPc : 1) dans les myocytes ventriculaires d’embryon de poulet, I'effet
inhibiteur de I’ANP sur Ic, n"est pas additif avec I'effet inhibiteur du 8-Br-GMPc (18) ; 2) dans les
myocytes atriaux humains, I’ANP antagonise I'effet activateur de I'lBMX sur Ic, (101). De plus, il a été
clairement établi que la régulation par I’ANP du co-transporteur Na*/K*/Cl dans les myocytes
cardiaques de mammiféres passerait par une augmentation du GMPc et une activation de la PK-
GMPc (31, 32). Toutefois, dans le myocyte ventriculaire de grenouille, ' ANP est sans effet sur un
courant lc, préalablement stimulé par une perfusion intracellulaire d’AMPc, alors qu’il inhibe
fortement le courant Ic, préalablement stimulé par I'isoprénaline (59). Dans cette préparation, ’ANP
semble donc agir en amont de la synthése d’AMPc, probablement en inhibant I'activité de
I’adénylate cyclase (voir aussi réfs. 2, 118). L'effet stimulant de I’ANP sur Ic, est encore moins bien
caractérisé que I'effet inhibiteur. Dans les myocytes atriaux humains, des données expérimentales
semblent indiquer que cet effet passerait par une activation d’une protéine G de type G (101)
puisqu’une substitution du GTP intracellulaire par le GTPYS entraine une activation de Ic, comparable
a celle induite par I’ANP, et que I’ANP n’exerce pas d’effet additionnel dans ces conditions (101).

Régulation de ICa par le monoxyde d’azote

Le cceur libere du NO (87), et le NO augmente I'activité de la guanylate cyclase soluble dans
le coeur (79). Une maniére simple d’examiner si le NO agit sur le myocyte cardiaque et d’exposer un
myocyte cardiaque a des donneurs de NO. Ces agents, tels que le glycérol trinitrate, le nitroprussiate
de sodium (SNP), ou la 3-morpholino-sydnonymine (SIN-1), reldchent le NO en solution d’'une
maniére spontanée ou suite a une modification métabolique (44). Dans les myocytes ventriculaires
de grenouille, les donneurs de NO agissent sur le courant calcique Ic. d’'une maniére qui semble étre
corrélée avec leurs effets sur les taux intracellulaires en GMPc (127). Tout d’abord, comme le GMPc,
les donneurs de NO tels que le SIN-1 ou le SNP n’agissent pas sur le courant calcique a I'état basal,
c’est a dire en I'absence d’une activation de la cascade de ’AMPc. Cette observation, retrouvée aussi



bien sur les myocytes de grenouille que sur les myocytes ventriculaires de cobaye (202) et de rat
(observation non publiée), permet de conclure a I'absence d’effet direct de ces composés sur la
protéine canal Ca%, a I'inverse de certains autres agents possédant des propriétés d’oxydo-réduction
(97). En revanche, lorsque le courant I, est stimulé soit par une activation des récepteurs 3-
adrénergiques, soit par la forskoline (activateur direct de I'adénylate cyclase), soit directement par
I’AMPc, les donneurs de NO tels que le SIN-1 ou le SNP inhibent fortement Ic, (104, 127, 202). Chez la
grenouille, cet effet inhibiteur est observé pour des concentrations de I'ordre de la micromole et est
attribué a une activation par le GMPc de la PDE2 (127). En effet : 1) le SIN-1 et le SNP stimulent
I'activité de la guanylate cyclase dans le ventricule de grenouille (127) ; 2) I'effet inhibiteur du SIN-1
sur lca ne se manifeste plus lorsque le courant Ic, est stimulé par le 8-Br-AMPc, dérivé non-
hydrolysable du GMPc (127) ; et 3) I'effet inhibiteur du SIN-1 disparait en présence d’EHNA qui,
comme on I’a vu plus haut, agit en inhibant la PDE2 (128). Dans les myocytes ventriculaires de cobaye
(104, 202) et dans les myocytes du noeud sino-atrial de lapin (62, 63), les effets inhibiteurs du SIN-1
et du SNP seraient plutot dus a une activation de la PK-GMPc, ce qui rappelle les différences
rencontrées déja entre grenouille et mammiféres dans les effets inhibiteurs du GMPc (mais voir réf.
63). Il est a noter que, aussi bien chez la grenouille (127) que chez le cobaye (104, 202), les effets
inhibiteurs des donneurs de NO sur lc, sont antagonisés par des inhibiteurs putatifs de la guanylate
cyclase soluble, tels que le bleu de méthyléene ou le LY83583.

En plus de ses effets inhibiteurs sur Ic,, le SIN-1 peut également produire une augmentation
de lca. Dans les myocytes ventriculaires de grenouille, cet effet se manifeste essentiellement a des
concentrations de I'ordre de la nanomole, et apparait préférentiellement lorsque le courant Ic, a été
préalablement stimulé par la forskoline plutot que par I'isoprénaline ou I’AMPc (127). Cet effet est
également observé chez le cobaye lorsque le courant Ic, a été stimulé de maniere non maximale par
I’AMPc intracellulaire (202). Plus récemment, nous avons montré que le SIN-1 produit une forte
stimulation du courant Ic, dans le myocyte atrial humain (89). Toutefois, a I'inverse des autres
préparations étudiées jusqu’alors, cet effet s'observe sur un courant calcique basal, c’est a dire en
I'absence d’une stimulation préalable de la cascade de I’AMPc (89). Bien que le mécanisme exact de
I’effet stimulateur du SIN-1 sur I, n’ait pas été totalement élucidé, une hypothése plausible est que
cet effet serait du a une inhibition par le GMPc de |la PDE3. En effet, aussi bien chez la grenouille
(127) que chez ’'Homme (89), le SIN-1 n’exerce plus d’effet activateur lorsque la PDE3 a été inhibée
par la milrinone.

Réle physiologique de la voie du GMPc/NO dans le coeur ?

Il est maintenant incontestable que I’AMPc joue un role majeur de second messager dans le
ceeur. La stimulation du courant Ic, par la cascade de I’AMPc explique en grande partie les effets
inotropes positifs de plusieurs neuromédiateurs ou hormones, tels que les agonistes $-adrénergiques
(48, 69, 70, 84), I'histamine (75, 102), et le glucagon (123), ainsi que ceux produits par des agents
connus pour stimuler la synthése de I'’AMPc, tels que la forskoline (68, 83), ou pour inhiber sa
dégradation, tels que les inhibiteurs de PDE3 ou de PDE4 (50, 51, 173).

Toutefois, le réle de second messager du GMPc dans le coeur est beaucoup moins bien établi.
Par exemple, la participation de ce nucléotide dans les effets inotropes des activateurs de synthése
du GMPc, tels que les peptides natriurétiques ou les donneurs de NO, reste encore incertaine. La
premiere mise en évidence d’'une modulation des taux intracellulaires en GMPc dans le coeur a été
obtenue en réponse a I'acétylcholine (ACh) (58). Mais le role précis joué par la voie du GMPc dans les
effets inotropes cardiaques de I’ACh est également controversé (49, 66). Comme on va le voir plus



bas, des résultats contradictoires sont parus dans la littérature concernant I'implication ou non du
GMPc dans les réponses cardiaques a I’ACh. Une des difficultés a élucider de maniere précise les
mécanismes impliqués dans les effets de I’ACh est que certaines expériences ont été réalisées au
niveau du myocyte isolé, et d’autres sur des préparations cardiaques multicellulaires. Or on sait que
ces dernieres contiennent différents types cellulaires en dehors des myocytes cardiaques, tels que
cellules endothéliales et cellules musculaires vasculaires, et que la réponse de ces cellules a I’ACh fait
intervenir des mécanismes totalement différents. Par ailleurs, des interactions complexes existent
entre ces différents types cellulaires (55). Enfin, I’ACh exerce un effet important activateur sur le
courant K* muscarinique (96, 182) lequel ne fait certainement pas intervenir le GMPc (52) mais peut
participer a des degrés divers suivant le tissu cardiaque considéré a I'effet inotrope négatif de I’ACh.
L’évaluation du réle joué par le GMPc dans I'action de I’ACh est rendue plus difficile encore par
I’existence d’un effet inhibiteur puissant des récepteurs muscariniques sur I'activité de I'adénylate
cyclase stimulée par les agonistes 3-adrénergiques (effet anti-adrénergique de I’ACh : 48, 66, 74).

Récemment, de nombreuses études sont parues visant a déterminer la participation de la
voie du GMPc/NO dans les effets contractiles et électrophysiologiques cardiaques de I’ACh. Parmi ces
études, plusieurs avaient pour but d’examiner I'implication d’une activité NO-synthétase (NOS),
enzyme responsable de la synthése de NO, dans I'effet inotrope négatif de I’ACh. Les résultats sont
toutefois contradictoires : I'effet inotrope négatif de I’ACh apparait dépendre d’une activation de la
NOS dans le ventricule de rat (7, 115) et dans le myocarde de chien (67), mais semble étre
indépendant d’une activation de NOS dans les myocytes ventriculaires de cobaye (180), le muscle
papillaire de lapin (78) et le myocarde ventriculaire humain (88). D’autres études sur la régulation du
courant calcique Ic, par I’ACh apportent des arguments en faveur d’'une implication de la voie du
GMPc/NO dans cette régulation. Tout d’abord, dans les myocytes ventriculaires de cobaye, I’ACh ou
le carbachol inhibent la stimulation de Ic, par I'IBMX, c’est a dire en I'absence d’une stimulation de
I'adénylate cyclase (74, 104, 132). Cet effet de I’ACh ou du carbachol est bloqué par le LY83583 (132)
ou le bleu de méthylene (104), ce qui suggére (115 ; mais voir réfs. 9, 94, 113, 117, 134, 155)
I'implication d’une guanylate cyclase. Ensuite, dans les myocytes du noeud sino-atrial de lapin, la
régulation muscarinique de Ic, est bloquée par les analogues de I'arginine qui inhibent I'activité de la
NOS (62, 63). Ces analogues inhibent également I'effet chronotrope négatif des agonistes
muscariniques dans les myocytes cardiaques de rat (6). A coté de ces données en faveur d’une
participation de la voie du GMPc/NO dans les effets de I’ACh sur Ic,, plusieurs autres études semblent
écarter toute action de I’ACh autre qu’une inhibition de I'activité de I’'adénylate cyclase (66, 82, 125).
L'argument majeur de ces études est le fait que I’ACh est incapable de diminuer un courant Ic,
préalablement stimulé par une perfusion intracellulaire d’AMPc (48, 74), alors que dans ces mémes
conditions, le GMPc produit un effet inhibiteur (49, 67).

L'utilisation des donneurs de NO est aussi a I'origine de conclusions contradictoires en ce qui
concerne I'implication du NO dans I'activité contractile cardiaque (85, 164, 205). Par exemple,
I'inhibition de la NOS par les analogues de I'arginine n’a pas d’effet sur le contractilité cardiaque
spontanée (57, 80, 188), alors qu’on observe une diminution des concentrations intracellulaires en
GMPc (90, 98). Néanmoins, suivant les études, les analogues de I’arginine accélérent (chez le rat, réf.
217) ou ralentissent (chez le chien, réfs. 212, 214, mais voir réf. 208) le battement cardiaque. De la
méme maniere, ces analogues ont des effets contradictoires sur I'augmentation de la force de
contraction cardiaque induite par les agents 3-adrénergiques (6, 8, 90). Toutefois, il n’est pas certain
que tous les effets des analogues de I’arginine peuvent s’expliquer simplement par une inhibition de
I'activité de la NOS (5, 27, 155).



La régulation du courant ¢, par les donneurs de NO peut, toutefois, avoir des implications
physiologiques. En effet, le NO, qui est un facteur relaxant libéré par I'’endothélium vasculaire (EDRF :
réfs. 44, 45, 55), peut aussi étre libéré par les cellules de I’'endothélium endocardique (91, 165, 175,
201), par des neurones intracardiaques (71, 91, 163, 184, 201), et par les myocytes cardiaques eux-
mémes (166, 167). Par ailleurs, le NO libéré par les cellules endothéliales des micro-vaisseaux
coronariens peut diffuser librement vers les myocytes cardiaques avoisinants (25, 201). Par
conséquent, aussi bien a la périphérie du coeur que dans la masse cardiaque, le NO libéré peut
atteindre les myocytes cardiaques et modifier leur fonctionnement. Il est a noter que lorsqu’on
endommage I'’endothélium vasculaire (105, 119, 150, 151) ou I’endothélium endocardique (25, 169,
176), la fonction cardiaque est fortement modifiée. En particulier, certains neuromédiateurs sont
alors incapables de stimuler les taux intracellulaires en GMPc (25, 129, 168, 169, 171, 176). Par
conséquent, il est probable que le NO endogene libéré par ces tissus module I'activité cardiaque dans
les conditions physiologiques. Par ailleurs, les neuromédiateurs qui sont responsables d’une
stimulation de la production de NO dans le cceur (6, 98) peuvent réguler I’activité cardiaque par ce
biais.

Enfin, il est vraisemblable que le NO et la NO-synthétase jouent un role dans certaines
pathologies cardiaques (37). Par exemple, certaines études ont montré des effets a court terme des
endotoxines ou des cytokines (47, 219 ; mais voir aussi réfs. 8, 10). Tandis que ces effets a court
terme peuvent entrainer des modifications du courant Ic, (156) et de ’homéostasie calcique (219),
I'implication de la voie du NO dans ces effets reste controversée. Toutefois, des applications
prolongées d’endotoxines ou de cytokines peuvent induire des effets a long terme dus a I’activation
de I'expression d’'une forme inductible de NO-synthétase dans certains types cellulaires, dont les
myocytes cardiaques (8, 38, 161, 167, 175, 198, 200). De telles conditions s’"accompagnent d’une
diminution de I'activité contractile (8, 23, 199, 200) qui peut étre atténuée par des analogues de
I'arginine. Ceci permet d’envisager que, selon |'état général du tissu cardiaque considéré, le NO peut
jouer un réle de messager bi-directionnel entre les myocytes cardiaques et les autres types
cellulaires.
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