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Liste des abréviations

ACTH : adrenocorticotropic hormone
AMM : autorisation de mise sur le marché
AMPc : adenosine monophosphate cyclique
APA : adénome producteur d’aldostérone (adénome de Conn)
ARNmM : acide ribonucléique messager
AVP : arginine vasopressine

CGREP : calcitonine gene-related peptide
CRH : corticotropin-releasing hormone
DHEA : Déhydroépiandrostérone

ECE : endotheline converting enzyme

ECG : électrocardiogramme

ET-1: endothéline 1

GABA : acid y amino butirique

GIP : gastric inhibitory peptide

HCG : hormone chorionique gonadotrope
HDL : high density lipoprotein

5-HIAA : 5-hydroxyindolacetic acid

HMBS : Hypertrophie macronodulaire bilatérale des surrénales
5-HT : 5-hydroxytryptamine (sérotonine)
5-HTOL : 5-hydroxytryptophol

IL : interleukine

IMC : indice de masse corporelle

LDL : low density lipoprotein

LH : hormone luthéinisante

MAO : monoamine oxydase

NS : non significatif

PKA : protéine kinase A
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PACAP : pituitary adenylate cyclase activationg polypeptide
POMC : proopiomelanocortine

PTZ : pentylenetetrazol

SCF : stem cell factor

SDHEA : Sulfate de déhydroépiandrostérone

SEM : standard error of the mean

TGFp : transforming growth factor 8

TNFa : tumor necrosis factor o

VIP : vasoactive intestinal polypeptide
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INTRODUCTION



1. La surrénale

A. Généralités

Chez I'homme, les glandes surrénales sont localisées au pole supérieur des deux reins.
Elles sont de forme triangulaire et pesent environ 5 grammes.
Elles sont constituées de 2 parties distinctes : le cortex et la médulla. Ces derniéres ont

des fonctions sécrétoires et une origine embryologique différentes.

Le cortex se divise en 3 couches, qui se distinguent par le type d’hormone sécrétée. De
I'extérieur vers lintérieur, on retrouve: la zone glomérulée, qui sécrete les
minéralocorticoides dont le chef de file est I'aldostérone ; la zone fasciculée, qui synthétise
principalement le cortisol, appartenant a la famille des glucocorticoides ; la zone réticulée,
qui sécréte les androgénes surrénaliens tels que la déhydroépiandrostérone (DHEA), son
sulfate (S-DHEA) et le delta-4-androstenedione.

La zone glomérulée, adjacente a la capsule, est composée de petites cellules claires. La
zone fasciculée est la zone du cortex la plus épaisse. Elle est composée de colonnes de larges
cellules claires appelées spongiocytes ayant de nombreuses inclusions de gouttelettes
lipidiques intracellulaires. Enfin, la zone réticulée est composée de cordons anastomosés

formés de petites cellules éosinophiles (Figure 1)
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Zone glomérulée

Zone fasciculée

Zone réticulée

Figure 1: Représentation au microscope optique de coupes histologiques de Ia
corticosurrénale (D’aprés Stevens A. et Lowe J. Human histology, 2éme édition, Mosby 1997)

La médullosurrénale est la couche la plus centrale. Elle présente une architecture en
cordons cellulaires irréguliers accompagnés d’un réseau vasculaire bien développé. Les
cellules médullosurrénaliennes sont également nommeées cellules chromaffines du fait de la
coloration de leur cytoplasme par les sels de chrome (Figure 2).

Les cellules chromaffines sont originaires des cellules précurseur de la créte neurale qui
ont migré dans la surrénale pour se différencier dans la médulla sous l'influence des
stéroides corticosurrénaliens (Ehrhart-Bornstein et coll. 1998).

Ses principaux produits de sécrétion sont les catécholamines : noradrénaline, adrénaline,

dopamine.
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Les cellules chromaffines sont également capables de libérer de multiples neuropeptides,
et neurotransmetteurs conventionnels participant a la régulation paracrine du cortex

surrénalien.

g Médullosurrénale

Figure 2: Représentation au microscope optique de coupes histologiques de Ila
médullosurrénale (D'aprés Junqueira L.C., Carneiro J. et Kelly R. Histologie, 2eme édition
francaise, PICCIN 2001).

En réalité, ces distinctions ne sont pas aussi claires car il existe des ilots et des cordons
de cellules chromaffines dans le cortex (Ehrhart-Bornstein et coll, 1998) facilitant la
communication entre les différentes zones. En effet, les fonctions corticosurrénaliennes sont
soumises a un contréle complexe impliquant des influences multiples issus de la
médullosurrénale, de la vascularisation artérielle et veineuse, des fibres neuronales, du
systeme immunitaire, et des facteurs régulateurs circulants tels que le systéme rénine-

angiotensine, le potassium et I’ACTH.

B. Régulation endocrine de la surrénale

L'aldostérone est une hormone produite par les cellules de la zone glomérulée de la
corticosurrénale en réponse a de multiples agents de régulation. Le maintien en vie d’un
organisme complexe dépend de sa capacité a s’adapter et a maintenir une homéostasie
interne. La réponse a un stress, tel qu’une chirurgie majeure, une infection chronique ou une

maladie auto-immune, est donc vitale et s’effectue par trois principaux relais : le systéme
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hypothalamo-hypophyso-surrénalien, le systeme nerveux sympathique, et le systéme

rénine-angiotensine-aldostérone. (Bornstein M et coll, 1999).

i. Systeme hypothalamo-hypophysaire

L’activation du systeme hypothalamo-hypophyso-surrénalien par le stress provoque une
sécrétion de CRH et d’AVP par I’hypothalamus, qui sont les principaux régulateurs de I’ACTH
hypophysaire.

L’ACTH agit par le biais du récepteur MC2 exprimé par les cellules corticosurrénaliennes.
La sensibilité des cellules stéroidiennes a ’ACTH est le reflet de la présence de I'adénylate
cyclase. Celle-ci présente 9 isoformes, se fixant sur les récepteurs de la protéine G. Son
action peut étre soit activatrice soit inhibitrice en fonction de I'isoforme exprimé.

L’ACTH stimule en premier lieu les formes AC5 et AC6 pour produire de 'AMPc en
I’'absence de calcium. AMPc et la PKA favorisent ensuite un flux calcique lent, pour enfin
activer l'isoforme AC3 dans les cellules fasciculées. Une fois la concentration maximale de
calcium atteinte, les isoformes AC5, AC6 et AC3 sont inhibées (Figure 3).

Alors qu’elle induit sa production, I’ACTH favorise également la dégradation de 'AMPc par

son action directe sur la phosphodiestérase.

\ J

Aldostérone
Cortisol
Androgénes

Figure 3 : Représentation des voies de signalisations mises en jeu par I’action de 'ACTH sur
les cellules corticosurrénaliennes (D’apres Gallot-Payet N, MSA 2012)
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Via I'AMPc, I’ACTH stimule I'expression de multiples enzymes de la stéroidogénese et
participe ainsi a la conversion du cholestérol en pregnenolone puis en 18-hydroxy-

corticostérone qui deviendra aldostérone dans les cellules glomérulées (schéma 1).

Cholestérol

v 17a0H 17,20 lyase
Prégnénolone —> 17 a-OH Pregnenolone ——>» DHEA ——> S-DHEA

36HSD l l
v

Progestérone ——> 17 OH Progestérone ———> A4 ANDROSTENEDIONE

21-Hydroxylase l 21-Hydroxylase

11 désoxycorticostérone (poc) 11- Desoxycortisol

11-8-hydroxylase l 11-8-hydroxylase
Corticostérone CORTISOL
11-8-hydroxysteroide
v 1son l T déshydrogénase
180H corticostérone )
Cortisone
v
ALDOSTERONE

Schéma 1 : Représentation schématique de la stéroidogéneése

Il semblerait que I’ACTH ait également une action trophique sur les cellules surrénaliennes in

vitro mais cela n’a pas encore été mis en évidence in vivo.

ii. Systéme rénine-angiotensine

La rénine est une hormone synthétisée par I'appareil juxta-glomérulaire des reins en
réponse a une hypovolémie, a une chute de pression artérielle au niveau des artéres rénales
ou a une variation de concentration tubulaire de sodium. Sa sécrétion est inhibée par

I'angiotensine Il et I'hypokaliémie.
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Elle permet la maturation de l'angiotensinogene, peptide synthétisé dans le foie, en
angiotensine | (protéine inactive). Cette derniere est transformée en angiotensine Il
(protéine active) grace a l'enzyme de conversion de I'angiotensine sécrétée par
I’endothélium pulmonaire (Schéma 2). L’angiotensine Il a pour principale action de stimuler
la sécrétion d’aldostérone par les cellules minéralocorticoides surrénaliennes. Elle permet
également d’activer le systeme nerveux sympathique afin de provoquer une
vasoconstriction, de favoriser la réabsorption tubulaire de sodium, et de stimuler la
sécrétion de vasopressine hypothalamique. De plus, elle favorise la sécrétion de
catécholamines par la médullosurrénale et la sécrétion de cortisol par les cellules de la zone

fasciculée en facilitant I’action de ’ACTH.

Les cellules de la zone glomérulée de la corticosurrénale contiennent des récepteurs
spécifiques a I'angiotensine, plus particulierement son sous-type AT1 (Ehrhart-Bornstein M
et coll, 1998). La médulla exprime également les récepteurs de [I'angiotensine,
préférentiellement le sous-type AT2. Dans les zones fasciculée et réticulée la concentration
de récepteurs de I'angiotensine Il est considérablement insuffisante. L’angiotensine Il a un

effet prolifératif sur la zone glomérulée et sur le maintien de la synthése d’aldostérone.
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Schéma 2 : Représentation schématique du systéme rénine-angiotensine-aldostérone

La concentration en potassium plasmatique est également un facteur régulateur de la
sécrétion d’aldostérone par rétrocontrole. En effet, une hypokaliémie aura une action

frénatrice alors qu’une hyperkaliémie stimulera sa synthése.

C. Régulation autocrine/paracrine de la surrénale

i. Systeme rénine-angiotensine intra-surrénalien

Les facteurs circulants, incluant les hormones hypothalamo-hypophysaires (ACTH),
I'angiotensine Il et le potassium, sont les acteurs principaux de la régulation surrénalienne
mais ne sont pas suffisants dans certaines situations.

De nombreuses études suggérent qu’il peut exister une sécrétion d’aldostérone
indépendante du systéme rénine-angiotensine et du potassium (Bayard F et coll, 1971 ;
Ehrhart-Bornstein M et coll, 1998 ; Oda N et coll, 2006 ; Peters J et coll, 2012). Cette

production d’aldostérone a longtemps été considérée comme étant autonome. On sait
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maintenant qu’elle est régulée par des facteurs libérés dans la glande surrénale elle-méme,

agissant selon des mécanismes autocrines/paracrines (schéma 3).

La surrénale posséde son propre systéme rénine-angiotensine. En effet, les ARNm codant
pour la rénine, I'enzyme de conversion de l'angiotensine, et l'angiotensinogéne sont
exprimés dans la corticosurrénale et dans la médulla (Peters J et coll, 2012). Ainsi,
I’'angiotensinogene est synthétisé dans les cellules des zones glomérulée, fasciculée et dans
la médullosurrénale. Cette protéine n’est cependant pas stockée et est donc difficile a
mesurer. L'angiotensine Il est synthétisée dans la zone glomérulée, ou elle exerce une
régulation autocrine sur la sécrétion d’aldostérone. Une activité rénine-like a été
initialement démontrée chez I'animal par Ryan JW et coll en 1967. Cette enzyme serait
formée principalement dans la zone glomérulée, et minoritairement dans la

médullosurrénale. Son expression apparait stimulée par la néphrectomie.

Chez 'homme, de faibles taux de rénine et d’aldostérone sont retrouvés chez des
patients néphrectomisés (Bayard F. et coll, 1971). En I'absence de reins fonctionnels la
sécrétion d’aldostérone n’est plus régulée par I'expansion volémique. Elle serait
préférentiellement contrélée par la concentration de potassium, et de sodium.

Il existe tres peu de preuves laissant penser que le systéme rénine-angiotensine
surrénalien ait un rbéle spécifique fonctionnellement identique au systéme rénine-
angiotensine systémique. Malgré tout il est possible que I’angiotensine Il synthétisée
localement soit plus efficace que I’hormone circulante. Le systeme intra-surrénalien

permettrait une réponse plus rapide a une hypovolémie ou son maintien sur le long terme.

ii. Systéeme CRH/ACTH intra-surrénalien

L’existence d’un systéeme CRH/ACTH intra-surrénalien a été également démontrée. De
fortes doses de CRH ont un effet trophique sur le cortex surrénalien des souris
hypophysectomisées. Il pourrait agir indirectement via la médullosurrénale en libérant des
sécrétagogues stimulant le cortex. (Ehrhart-Bornstein M. et coll, 1998). L’équipe d’Ehrhart-

Bornstein a montré que, chez ’homme, des fragments surrénaliens contenant des cellules
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chromaffines pouvaient libérer de I’ACTH, en réponse a de forte concentration de CRH et
que des récepteurs de la CRH étaient exprimés. Les cellules chromaffines paraissent
capables d’exprimer les genes codant pour la CRH et le précurseur de I’ACTH, la
proopiomelanocortine (POMC) (Ehrhart-Bornstein M et coll 2000 ; Lefebvre H. et coll, 2015).
La médullosurrénale serait une source d’ACTH extra-hypophysaire, indépendante de la
concentration de cortisol, mais contrélée par la CRH produite localement.

Dans certains cas d’hyperplasie surrénalienne, une expression anormale de la POMC
ainsi que de la protéase permettant sa maturation en ACTH (proconvertase 1) ont été

retrouvés dans les cellules corticales.

Régulation autocrine

Systéme rénine-
angiotensine intra-
surrénalien

Cellules chromaffines:
ACTH intra-surrénalienne
catécholamines

Fibres nerveuses:
catécholaminergiques
peptidergiques

Cellules immunitaires:
Macrophages, mastocytes,
monocytes, lymphocytes,
cytokines, amines biogénes

Cellules endothéliales:
endothéline, NO,
adrénomédulline

Régulation paracrine

Schéma 3 : Représentation schématique de la régulation autocrine/paracrine de la sécrétion
d’aldostérone.
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iii. Cellules nerveuses

La régulation neuroendocrine de I'activité corticosurrénalienne s’effectue par le biais de
neurotransmetteurs libérés par les terminaisons nerveuses dans le cortex surrénalien ou par
les cellules chromaffines. Ces derniéres sont des cellules neuroendocrines spécialisées dans
la synthése, le stockage et la libération des catécholamines. Les catécholamines sont
sécrétées par exocytose des cellules chromaffines, en réponse a une stimulation exercée par

les fibres cholinergiques du nerf splanchnique.

L'innervation du cortex surrénalien a été découverte en 1931 chez le porc. Il est
maintenant bien reconnu qu’il existe un riche réseau de terminaisons nerveuses en contact
direct avec les cellules stéroidogenes.

L'innervation afférente du cortex surrénalien dérive de deux sources :

- La médullosurrénale dont les neurones post-ganglionnaires projettent des fibres
vers la couche externe du cortex.

- La seconde source est moins bien définie. Les corps cellulaires du systeme
sympathique originaires du ganglion cceliaque et suprarénal paraissent étre a |'origine de

fibres qui pénétrent dans la partie superficielle de la glande avec les vaisseaux sanguins.

Bien que leur localisation soit principalement intra-médullaire, les cellules chromaffines
peuvent étre retrouvées dans toutes les couches du cortex sous forme de petits ilots. En
effet, au cours de I'embryogenéese, les cellules précurseur des cellules chromaffines
envahissent la surrénale primitive de I'extérieur vers l'intérieur a partir de la 6e semaine.

Certaines cellules migrent plus profondément que d’autres.

Les fibres splanchniques traversent le cortex pour rejoindre la médulla. Pendant leur
traversée de la partie superficielle de la glande, elles émettent des collatérales capables
d’établir des contacts fonctionnels avec les cellules stéroidogenes. Ces fibres sont
principalement catécholaminergiques et peptidergiques.

Leur stimulation provoque la libération de neuropeptides dans les veines surrénaliennes

efférentes. Ceux-ci favorisent la croissance surrénalienne lorsqu’il existe un dommage
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controlatéral, en augmentant la sensibilité de la corticosurrénale a I’ACTH. lls participent

également au cycle nycthéméral du cortisol (Delarue C et coll, 2001).

» Les neurotransmetteurs conventionnels

La noradrénaline et I'adrénaline font partie de la famille des catécholamines. La
noradrénaline est produite par les cellules chromaffines et par les fibres sympathiques post-
ganglionnaires. L’adrénaline, quant a elle, est uniquement sécrétée par les cellules
chromaffines. La surrénale humaine présente une riche innervation noradrénergique au
niveau de la capsule, de la zone glomérulée et de la zone fasciculée. Leur effet stimulant sur
la sécrétion minéralocorticoide est relayé par les récepteurs B-adrénergiques couplés a

I’adénylate cyclase (Cortez V. et coll, 2012).

La dopamine est seulement produite par les cellules chromaffines et exerce un effet
inhibiteur sur la sécrétion d’aldostérone. Son action est médiée par plusieurs récepteurs (D1-
D5) et sont subdivisés en deux familles (D1-like : D1 et D5 ; D2-like : D2,D3,D4). Ces
récepteurs ont des roles et une distribution différents dans les organes. Les récepteurs D1-
like sont exprimés au niveau de I'appareil juxta-glomérulaire rénal et stimulent la sécrétion
de rénine. Les récepteurs D2-like sont principalement localisés dans les zones glomérulée et
réticulée des surrénales. Dans la médullosurrénale, on retrouve tous ces types de

récepteurs, favorisant la sécrétion des catécholamines.

L’acétylcholine est présente dans les fibres cholinergiques, et a été retrouvée dans le
cortex surrénalien. L’innervation cholinergique est constituée d’épaisses fibres pré-
ganglionnaires (originaires du systéme nerveux splanchnique) et de fines fibres post-
ganglionnaires parasympathiques (originaires du plexus subcapsulaire). Les fibres pré-
ganglionnaires innervent principalement la médulla, alors que les post-ganglionnaires

agissent sur la corticale. L'acétylcholine stimule la sécrétion d’aldostérone par les cellules

glomérulées.
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> Les neuropeptides :

L’arginine-vasopressine (AVP) est exprimée dans les cellules chromaffines du cortex et
de la médulla. Sa production est stimulée par le CRH. L’AVP exerce un effet stimulant direct
sur les minéralocorticoides notamment via le récepteur V1a localisé dans la zone
glomérulée. Cependant, le réle physiologique de I’AVP intra-surrénalienne est mal connu
(Delarue C. et coll, 2001 ; Perraudin V. et coll, 2006).

Le VIP (Vasoactive Intestinal Polypeptide) est présent dans les fibres innervant les
cellules chromaffines. Il stimule la sécrétion de minéralocorticoides indirectement en
favorisant la libération de catécholamines (Delarue C. et coll, 2001 ; Conconi MT. et coll,
2006).

Le PACAP (Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide) présente la méme action
indirecte que le VIP en plus puissante (Delarue C. et coll, 2001 ; Conconi MT. et coll, 2006).

Le CGRP (Calcitonine gene-related peptide) est détectée dans les cellules chromaffines
du cortex et de la medulla (Delarue C. et coll, 2001). Son réle est encore mal connu. Il n’a
aucun effet sur la production d’aldostérone ou de cortisol de base. En revanche, il inhibe la
stimulation de sécrétion d’aldostérone induite par I'angiotensine II.

L'adrénomédulline est un peptide originellement décrit dans les phéochromocytomes.
Elle est présente dans la médullosurrénale. Ce peptide exerce 2 fonctions opposées au
niveau des cellules de la zone glomérulée. L'une d’elle inhibe la stimulation de I'aldostérone
induite par I'angiotensine Il in vivo par son action directe sur le blocage des canaux calciques
(fonction mineure). L'autre favorise la sécrétion d’aldostérone par un effet indirect (fonction
majeure) via de la libération de catécholamines par la médullo-surrénale (Andreis PG et coll,
1997).

La galanine est exprimée dans les cellules chromaffines et induit une stimulation dose-
dépendante des corticostéroides dans la zone fasciculée (Delarue C. et coll, 2001).

La neurotensine a été visualisée en analyse chromographique combinée avec une
guantification radioimmunologique dans les fibres innervant la médullosurrénale. In vivo,
elle exerce un tonus inhibiteur direct sur le cortisol et I'aldostérone chez le rat (Delarue C. et
coll, 2001).

Les tachykinines désignent une famille de peptides régulateurs tels que la substance P,

et les neurokinines A et B. Ces fibres proviennent du systeme splanchnique. Elles stimulent la
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sécrétion de cortisol chez 'homme en induisant la libération de catécholamines par la

médullosurrénale (Delarue C. et coll, 2001).

iv. Cellules endothéliales

Les surrénales sont des glandes richement vascularisées, notamment grace a 3 arteres
principales : I'artere surrénalienne supérieure, moyenne et inférieure. Elles dérivent des
artéres phréniques inférieures et rénales et se rassemblent en périphérie de la capsule pour
former le plexus sous-capsulaire. L'intérieur du parenchyme est drainé par un réseau de
capillaires.

Lors de son passage dans la surrénale, le flux sanguin délivre des stimulants, nutriments
et oxygene aux cellules stéroidiennes ; puis exporte les produits sécrétés dans la circulation
générale. L'augmentation du flux sanguin stimule la stéroidogénese. Les mécanismes de
régulation de celui-ci sont mal connus. Il s’agirait de mécanismes faisant intervenir des

médiateurs nerveux, humoraux et locaux.

La stimulation du systeme splanchnique provoque une libération de neuropeptides tels
que le VIP et la Met-enképhaline. Certains provoquent une vasodilatation, d’autres une
vasoconstriction.

L’ACTH est connue pour augmenter le flux sanguin en dilatant les vaisseaux. Cependant,
elle ne modifie pas le tonus musculaire des artéres surrénaliennes in vitro. Elle agirait de
maniére indirecte par la libération d’histamine et de sérotonine des mastocytes péri-

vasculaires.

Les produits de sécrétion de I'endothélium vasculaire (oxyde nitrique, endothéline,
adrénomedulline) sont également impliqués dans la régulation locale du flux artériel
surrénalien. L'oxyde nitrique provoque une vasodilatation, alors que I'endothéline assure
une vasoconstriction (Andreis PG. et coll, 2002).

L’endothéline 1 stimule la synthése d’aldostérone en se fixant sur ses récepteurs (ET1 A

et B) situées sur les cellules de la zone glomérulée. Elle provient du clivage de la big-
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endotheline par I'enzyme ECE (Endotheline Converting Enzyme) et la chymase. Son action

est médiée par la phospholipase C.

V. Cellules immunitaires

L'intégrité du systeme immunitaire est indispensable pour le maintien d’une
stéroidogénése adaptée.

Le systeme immunitaire influence I'axe hypothalamo-hypophysaire en stimulant la
sécrétion de CRH et d’ACTH. Il existe deux principales sources de cytokines : les cellules
immunocompétentes locales (macrophages, mastocytes, monocytes, lymphocytes) et les
cellules surrénaliennes elles-mémes (Bornstein SR et coll, 2004).

Le cortex surrénalien est fortement infiltré par des macrophages. Ces derniers sont
retrouvés en priorité dans la zone réticulée, proche de la médulla. En plus de leur fonction
de phagocytose, ils sont capables de sécréter des cytokines (IL6, IL1, TNFa) et des peptides
(VIP, TGFB) lorsque qu’ils sont activés. Certaines cytokines vont avoir une action stimulante,
d’autres une action inhibitrice. Les lymphocytes sont connus pour produire de I’ACTH mais
les quantités libérées sont probablement trop faibles pour influencer la stéroidogénése, sauf

en cas d’infection virale.

Les cytokines peuvent également étre produites par les cellules surrénaliennes elles-
mémes. L'ARNm de I'lL1 est prédominant dans les cellules de la zone réticulée. La synthese
de cette cytokine est modulée par le CRH et I’ACTH intra-surrénaliens, ainsi que par les
catécholamines provenant de la médulla. Son action est de favoriser la libération de
glucocorticoides et d’inhiber la stimulation provoquée par I'angiotensine |l sur I'aldostérone.
Elle est indépendante de 'ACTH systémique.

L’ARNm de I'IL6 quant a lui, est exprimé a la fois dans la zone réticulée et dans la médulla.
Cette cytokine favorise la libération de cortisol et d’androgénes par son action directe sur la
surrénale ; et d’ACTH en stimulant I’axe hypothalamo-hypophysaire. Elle permet le maintien
d’une sécrétion suffisante de cortisol au cours d’un stress.

Le TNFa inhibe la sécrétion d’aldostérone induite par la stimulation de I’ACTH et de

I'angiotensine Il chez le rat.
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Le TGFB1 est reconnu comme un régulateur de la différenciation cellulaire, de la migration
cellulaire, de la formation de matrice extracellulaire, de I'immunosuppression, de
I'angiogenese et de la stéroidogénése. Il apparait comme un puissant inhibiteur de la
sécrétion de stéroides. La diminution de production de cortisol serait due a une inhibition de

la 11-BHydroxylase.

D. Sérotonine et surrénale.

i En physiologie

La sérotonine (5-HT) est un peptide synthétisé a partir du tryptophane par la
tryptophane hydroxylase dans les mastocytes périvasculaires. Ceux-ci sont localisés dans la
région sous-capsulaire du cortex surrénalien. La régulation de sa libération reste encore a ce
jour peu connue. Il semblerait qu’elle soit favorisée par I'activation du systéme nerveux
sympathique au cours d’une réaction allergique ou d’une inflammation (Lefebvre H et coll,
2014 et 2015). Elle peut étre associée a la libération de I'histamine et des cytokines. Elle est
ensuite métabolisée via une désamination oxydative par la monoamine oxydase A (MAO A)
en composés inactifs tels que I'acide 5-Hydroxyindolacetique (5-HIAA) et le 5-
hydroxytryptophol (5-HTOL). La MAO-A est principalement exprimée dans les cellules
chromaffines.

La sérotonine agit également en périphérie a différents niveaux. Dans le tube digestif,
elle est sécrétée par les cellules entérochromaffines en réponse a la stimulation des fibres
nerveuses. En se fixant sur son récepteur (5-HT,), elle déclenche le réflexe péristaltique et
accélere le transit intestinal (Bharucha AE et coll, 2000). Des récepteurs 5-HT,; sont
également localisés dans le muscle vésical, et favorisent la contraction musculaire induite
par I'activation des fibres cholinergiques. Sur le myocarde, la sérotonine induit via ce méme
récepteur, une tachycardie et un effet inotrope positif. Enfin, elle régule le tonus des

muscles lisses des vaisseaux (Hegde SS et coll, 1996).
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La sérotonine régule la sécrétion de corticostéroides en agissant a plusieurs niveaux de
I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Elle favorise la sécrétion de CRH au niveau
hypothalamique et d’ACTH au niveau hypophysaire. Le tonus sérotoninergique semble jouer
un réle physiologique important dans la régulation surrénalienne. Il a été montré que la 5-HT
était impliquée dans la périodicité circadienne de la sécrétion d’ACTH (Contesse V. et coll,
2000) et dans la réponse des cellules corticotropes au stress (Chen GL. et coll, 2012). Sept
grands types de récepteurs sérotoninergiques ont été décrits. Il s’agit de récepteurs
transmembranaires couplés a une protéine G, a I'exception du 5-HT; qui est un récepteur
canal. Le type de récepteur impliqué peut différer selon I'espéce étudiée.

Chez ’lhomme, les récepteurs mis en jeu au niveau hypophysaire sont les récepteurs 5-

HT1 et 5-HT2.

La sérotonine est également capable de stimuler la sécrétion rénale de rénine et donc
d’activer la sécrétion d’aldostérone via le systeme rénine-angiotensine. Ainsi, I'équipe
d’Ahmed AH a montré que la sécrétion de rénine s’élevait in vivo chez des volontaires sains
et des patients dépressifs aprés administration de sérotonine ou de ses précurseurs, ou
aprés prise d’inhibiteurs de la recapture de la sérotonine (Ahmed AH et coll, 2011). Les
récepteurs sérotoninergiques localisés sur 'appareil juxta-glomérulaire ne sont pas connus

chez 'homme. Ils appartiennent aux types 5-HT:b, 5-HT,a/5-HT,c chez le rat.

En plus de ces actions indirectes, la 5-HT agit directement sur la surrénale par un
mécanisme paracrine. La sérotonine est synthétisée localement par les mastocytes sous-
capsulaires qui établissent des connexions avec les terminaisons nerveuses entrant dans la
corticale. La libération de sérotonine est probablement liée a I'activation du systéme
sympathique. Elle favorise la synthése de glucocorticoides en activant la voie de I’AMPc/PKA.
La sécrétion de corticostéroides est alors stimulée lorsque la sérotonine se fixe sur ses
récepteurs 5-HT, surrénaliens, positivement couplés a 'adénylate cyclase et a l'influx
calcique. Le récepteur 5-HT4; est formé de 7 domaines transmembranaires couplés a la
protéine G. Il est décliné en 5 isoformes ayant une longueur et une structure C-terminale
différentes. L'ARNm des récepteurs 5-HT, est principalement localisé dans la zone
glomérulée et plus faiblement exprimé dans les autres couches corticales. Une étude a

montré en 1996 que l'administration d’'un agoniste des récepteurs 5-HT, (zacopride)
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induisait une stimulation dose-dépendante d’aldostérone alors que I’axe hypothalamo-
hypophysaire était bloqué par la déxaméthasone (Lefebvre H et coll, 1996). Le zacopride
n’influait pas non plus sur le systéme rénine angiotensine. D’autres études ont montré que
la prise d’autres agonistes des récepteurs 5-HT, (métoclopramide, cisapride) ou d’inhibiteur
de recapture de la sérotonine stimulait la sécrétion d’aldostérone sans influencer celle de
cortisol, de rénine ou d’ACTH chez des volontaires sains (Carey RM. et coll, 1980 ; Lefebvre
H. et coll 2014). Ceci suggére que la réponse de la sécrétion d’aldostérone est liée a la

stimulation directe des récepteurs 5-HT, surrénaliens sur les cellules de la zone glomérulée.

Il est possible que la 5-HT agisse également de maniere indirecte en modulant le débit
sanguin des artéres surrénaliennes et/ou en activant la production de cytokines par les
cellules corticosurrénaliennes elles-mémes, comme cela a été démontré chez le rat (Ritchie

PK et coll, 1996).

Néanmoins, le réle physiologique de la sérotonine au niveau surrénalien est mal connu.

ii. En pathologie.

Depuis de nombreuses années, les hyperplasies surrénaliennes responsables
d’hyperaldostéronisme et d’hypercorticisme étaient considérées comme autonomes du fait
de la suppression des sécrétions de rénine et d’ACTH par I'exces de stéroides. Des progrés
sur ce sujet ont été effectués depuis les années 1990s quand plusieurs études ont démontré
que I'hypersécrétion de corticostéroides pouvait étre liée a I'expression anormale de
récepteurs sur les cellules hyperplasiques (GIP, LH...), ces récepteurs étant normalement

absents dans la surrénale saine. lls étaient de ce fait qualifiés d’illicites ou d’illégitimes.

Des études récentes indiquent que la sérotonine pourrait avoir un role
physiopathologique dans le développement des hyperplasies et tumeurs surrénaliennes. En
effet, des observations ont indiqué que la production de sérotonine était accrue dans
certains cas d’hyperplasie corticosurrénalienne ou de tumeur, provoquant une

hypersécrétion de cortisol et d’aldostérone.
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Dans les d’adénomes surrénaliens producteurs d’aldostérone (APA) ou adénome de
Conn, on observe une augmentation de la densité des mastocytes, en comparaison avec une
surrénale normale, responsable d’'une augmentation de sécrétion de sérotonine et donc
d’aldostérone. Cette prolifération mastocytaire serait la conséquence d’une surexpression
de certains facteurs de croissance (SCF) par les cellules adénomateuses. Alors que la
sérotonine est uniquement sécrétée par les mastocytes dans la surrénale normale, on
retrouve des sous-populations de cellules stéroidogénes capables de synthétiser de la 5-HT
dans les adénomes de Conn. Un mécanisme de régulation autocrine s’ajoute donc a la

régulation paracrine.

Parmi les cas de syndrome de Cushing, 10% sont liés a une hyperplasie bilatérale des
surrénales. La encore, on retrouve des sous-populations de cellules stéroidogenes capables
de synthétiser de la 5-HT dans les hyperplasies macronodulaires bilatérales des surrénales
(HMBS). De plus, ’ARNm du récepteur 5-HT,4 est surexprimé dans les HMBS (Cartier D et coll,
2005). L'équipe d’A. Lacroix a montré en 1999 que certains présentaient une élévation de la
sécrétion de cortisol suite a I'administration de cisapride. Des récepteurs 5-HT, sont
surexprimés dans toutes les couches de la corticale au niveau des tissus hyperplasiques,
notamment dans la zone fasciculée (Mannelli et coll, 2003). Il semblerait que les récepteurs
5-HT, eutopiques soient également surreprésentés, ou acquierent une fonction anormale
dans les cellules de la zone glomérulée selon I'isoforme exprimé. Il en résulte une réponse
exagérée de la sécrétion de cortisol lors de 'administration de métoclopramide.

Les profils d’expression des isoformes du récepteur 5-HT, sont en outre différents entre la
surrénale normale et les tissus d’HMBS en lien avec un probable défaut d’épissage de
'ARNm. Ces anomalies moléculaires pourraient étre en partie responsables des réponses
anormales observées chez les patients lors des tests de stimulation par les agonistes 5-HT,.

Les hypertrophies macronodulaires des surrénales sont aussi caractérisées par la présence
de récepteurs illicites sur les cellules corticosurrénaliennes (GIP, V1-vasopressine, LH-HCG).

D’autres récepteurs ectopiques, notamment le 5-HT; visibles habituellement dans les parois
artérielles surrénaliennes, ont été retrouvés dans les HMBS. Ces récepteurs participent a

I’hyperstimulation de sécrétion de cortisol.

40



Il semblerait donc que le récepteur 5-HT4 ne soit pas le seul responsable de la stimulation de

sécrétion des corticostéroides.

Plus rarement, la sérotonine agit de fagon paradoxale en inhibant la sécrétion de cortisol
dans certains cas de tumeurs bénignes corticosurrénaliennes (Louiset E et coll, 2004). Le
mécanisme physiopathologique impliqué dans ce cas serait une expression d’un récepteur
ectopique de la 5-HT négativement couplé a I'adénylate cyclase, comme le 5-HT;, ou un

couplage anormal du récepteur eutopique 5-HT,.

L'activation du tonus sérotoninergique intra-surrénalien ne parait pas résulter
exclusivement d’un processus tumoral. En effet, chez le rat, il a été montré qu’un stress
prolongé pouvait provoquer une surexpression du récepteur sérotoninergique surrénalien
eutopique (dans le cas présent: 5-HT) ainsi qu’une synthése anormale de 5-HT dans le
cortex. La régulation paracrine de la surrénale par la sérotonine a également été décrite chez

des invertébrés indiquant que ce processus a été conservé au cours de I'évolution.

iii.  Implications thérapeutiques

Au vu de ces données, les mastocytes semblent avoir un réle important dans la
physiopathologie de I'hyperaldostéronisme primaire via la libération de sérotonine.

Bien qu'il s'agisse d'un enjeu important de santé publique, le traitement médical de
I’hyperaldostéronisme par les anti-aldostérones est peu efficace et présente de nombreux
effets indésirables chez I’'homme. En effet, la spironolactone n’est pas spécifique des
récepteurs aux minéralocorticoides et se fixe également sur les récepteurs aux androgenes.
Elle provoque ainsi des gynécomasties et des troubles de libido (Pitt B. et coll, 1999).
L'éplérenone, qui est le traitement de seconde intention, est moins efficace sur le contréle
de la pression artérielle et les complications cardio-vasculaires mais présente moins d’effets
indésirables. Elle n’a cependant pas 'AMM pour le traitement de I'hyperaldostéronisme
primaire. Enfin, I'amiloride est le traitement alternatif en cas d’'impossibilité d’utiliser les

deux précédents. Il s’agit d’un inhibiteur du canal sodique du tubule rénal. Il permet la
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réduction de la pression artérielle et la correction de I'hypokaliémie mais ne prévient pas de
la toxicité directe de I'aldostérone sur le coeur, les vaisseaux et les reins.

A I'heure actuelle, le traitement proposé en cas d’inefficacité du traitement médical ou
de sa mauvaise tolérance est la surrénalectomie unilatérale. Cependant, elle pose le

probleme du risque opératoire.

Parmi les complications de I'hyperaldostéronisme primaire, on retrouve le syndrome
métabolique, non lié au degré d’hypertension. Il est défini par une pression artérielle élevée,
une élévation du périmétre abdominal (reflet de I'adiposité abdominale), un faible taux de
HDL-cholestérol, une élévation du LDL-cholestérol et de la glycémie. L'élément du syndrome
métabolique le plus influencé par I’hyperaldostéronisme est la régulation de la glycémie
(Fallo F. et coll, 2006). De nombreuses études avaient déja mis en évidence une intolérance
au glucose liée a un défaut d’insulinosécrétion et a une insulinorésistance lors d’une
sécrétion excessive de minéralocorticoides. Cette insulinorésistance était initialement
attribuée a I'hypokaliémie, perturbant la liaison de I'insuline sur ses récepteurs. Cependant,
ce mécanisme n’est pas clair dans I’hyperaldostéronisme primaire. Ainsi, dans une étude
expérimentale, il a été démontré que le potassium extracellulaire stimulait la synthese
d’insuline sur les cellules B pancréatiques. La concentration plasmatique de potassium serait

donc impliquée dans la régulation de synthése d’insuline.

Les complications cardio-vasculaires peuvent également étre la conséquence d’un effet
direct de I'aldostérone sur le cceur et les vaisseaux. L’hyperaldostéronisme primaire a une
prévalence plus élevée d’hypertrophie ventriculaire gauche. La sécrétion excessive
d’aldostérone provoque des modifications structurelles et fonctionnelles sur le plan
cardiague méme en l'absence d’hypertension artérielle (Stowasser M. et coll, 2005).
L'hypertrophie ventriculaire gauche est environ deux fois plus fréquente que dans
I’hypertension essentielle (Savard S. et coll, 2013). L’exces de risque serait lié aux effets
proinflammatoire, prothrombotique, et profibrotique de I'aldostérone. Il en résulterait un
stress oxydatif, une dysfonction endothéliale, une inflammation locale, un remodelage du
myocarde avec hypertrophie et fibrose indépendamment de la sévérité de I’hypertension.
L'action de I'aldostérone sur le tissu myocardique favoriserait également des troubles du

rythme tels que la fibrillation atriale (prévalence 12 fois plus importante ; Freel EM et coll,

42



2012). L’élévation du risque de mortalité résulterait du remodelage et de la fibrose du

myocarde.

Les reins sont également exposés aux dommages provoqués par I'exces de sécrétion
d’aldostérone (Séchi AL. et coll, 2009). Ainsi, I'aldostérone contribue a un remodelage
vasculaire intra-rénal et provoque une augmentation du flux sanguin intra-parenchymateux.
Les minéralocorticoides ont un effet direct sur les vaisseaux en favorisant la vasodilatation
des artérioles afférentes et efférentes du glomérule rénal ayant pour conséquence une
diminution de la résistance vasculaire intra-rénale. La microalbuminurie en est un marqueur
précoce. Il n’existe cependant pas d’ hyperfiltration, probablement du fait d’'une perte de

néphrons.

Enfin, les accidents vasculaires cérébraux montrent une prévalence quatre fois
supérieure dans les cas d’hyperaldostéronisme primaire par rapport aux hypertensions
simples. Il s’agit autant d’accidents vasculaires hémorragiques qu’ischémiques. Le
mécanisme physiopathologique le plus probable serait une atteinte vasculaire induite par
I'aldostérone. En effet, I'aldostérone provoque une dysfonction endothéliale indépendante
du degré d’hypertension artérielle, qui a pour conséquence une inflammation

microvasculaire au niveau cérébral (Milliez P. et coll ; 2005).

De nouvelles thérapeutiques sont en cours d’élaboration dans le but de contréler I'excés
de sécrétion d’aldostérone. Dans ce cadre, les systémes paracrines intra-surrénaliens
constituent des cibles pertinentes.

Des antagonistes des récepteurs du TNFa (etanercept, infliximab) ont été testés dans
I'insuffisance cardiaque afin de réduire I'aldostérone plasmatique, sans preuve de leur
efficacité pour le moment (Sata Y et coll, 2010). Il en est de méme pour les antagonistes non
sélectifs des récepteurs de I'endothéline ou les antagonistes de la vasopressine dans
I’hyperaldostéronisme primaire (Perraudin V et coll, 2006). Comme les Ilésions
surrénaliennes sécrétant du cortisol expriment fréquemment les récepteurs de la 5-HT, Ila
stratégie logique serait de diminuer le tonus sérotoninergique.

Ainsi, les inhibiteurs de la tryptophane hydroxylase ou les antagonistes spécifiques des

récepteurs 5-HT, pourraient représenter une alternative a la chirurgie. Un inhibiteur de la
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tryptophane hydroxylase (nommé LX-1031), déja utilisé dans des essais thérapeutiques sur
des patients atteints de syndrome carcinoide, pourrait notamment étre testé chez des

patients atteints d’hyperaldostéronisme primaire (Camilleri M et coll, 2011).

2.La L-Lysine

A. Généralités

La L-Lysine est un acide aminé essentiel retrouvé dans I’alimentation, en particulier dans
le blé, le mais, et les haricots. Elle ne peut étre synthétisée de fagcon endogene par
I'organisme. Son métabolisme s’effectue principalement dans le cerveau et le foie. La L-
Lysine circulante est transportée a travers la barriere hémato-encéphalique et est

métabolisée en acide a-aminoadipique.

Dans le cerveau, la L-Lysine et ses métabolites peuvent interagir avec de nombreux
récepteurs neuronaux incluant les récepteurs aux benzodiazépines et les récepteurs couplés

aux protéines G (Tsurugizawa T. et coll, 2013).

Un déficit en L-Lysine provoque une augmentation du tonus sérotoninergique et une
dysrégulation de la libération circadienne de la noradrénaline au niveau de I'hypothalamus.
Sur le plan clinique, il induit des signes non-spécifiques de carence en protéines tels qu’une
diminution de résistance aux maladies et un retard de croissance chez I'enfant. Le risque
d’apport inadéquat en L-Lysine est plus élevé dans les groupes de faible niveau socio-

économique.
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B. Effets de la L-Lysine mis en évidence

i. Sur le tractus digestif

Le stress peut induire des désordres intestinaux par le biais de la sérotonine, comme
c’est le cas dans le syndrome de l'intestin irritable. Des récepteurs 5-HT, ont été retrouvés
dans le tractus digestif. L'utilisation d’agonistes de ces récepteurs provoque une contraction
excessive du muscle lisse intestinal, alors que les antagonistes ralentissent le transit.

La L-Lysine aurait tendance a réduire les manifestations digestives induites par le stress
chez la souris et diminuerait la sévérité des diarrhées. Son action semble donc similaire a
celle des antagonistes des récepteurs 5-HT,.

Ghosh et coll. ont montré qu’une supplémentation en L-Lysine dans une population du
Ghana diminuait l'incidence des diarrhées, leur durée, et allongeait le temps entre deux
crises (Ghosh et coll. 2010). La diminution de I'incidence des diarrhées pourrait étre liée a la
réparation plus rapide des parois du tube digestif en cas d’agression par le rotavirus.

L’étude de Baruffol et coll. a révélé que I'apport en L-Lysine retardait la vidange gastrique
mais induisait une augmentation de la sécrétion de liquide par I'’estomac, une augmentation
de sécrétion biliaire et pancréatique, et une réduction d’absorption intestinale. Ces
observations seraient dépendantes de la dose d’acide aminé administrée (Baruffol C. et coll,
2014). Le mécanisme de cette modulation reste encore inconnu. La L-Lysine agirait par

I'intermédiaire du systéme nerveux sympathique.

ii. Surl’anxiété

L’élévation des hormones du stress contribue au développement de pathologies
périphériques. Le stress est dépendant de facteurs génétiques mais aussi de paramétres
exogénes comme le type d’alimentation (consommation de micronutriments essentiels
agissant comme des neurotransmetteurs : L-tryptophane, L-tyrosine, L-Lysine). L’anxiété
induite par un stress est secondaire a une réponse inappropriée de la sérotonine centrale ou
périphérique (SMRIGA et coll, 2003). En effet, les récepteurs 5-HT,, situés dans le tractus

digestif et le systeme limbique, jouent un réle pro-stress afin de mobiliser I'énergie
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nécessaire en réponse a un stimulus. L’utilisation d’agonistes des récepteurs 5-HT; a montré
une augmentation de la transmission cholinergique. A l'inverse, I'application d’antagonistes
des récepteurs 5-HT, prévient les désagréments liés au stress. lIs bloqueraient la sécrétion
de cortisol par la surrénale, et diminueraient la tachycardie induite par la sérotonine en cas
d’anxiété.

Chez la souris, la L-Lysine émousserait I'anxiété tandis qu’un régime pauvre en L-Lysine
I'augmenterait. L’hypothése est donc que la L-Lysine pourrait agir comme un antagoniste
partiel des récepteurs 5-HT,. Son effet est dose-dépendante et ne serait efficace qu’a des

doses supra-physiologiques.

Ghosh et coll. ont pu mettre en évidence un effet indirect de la L-Lysine sur la réduction
du stress au long terme dans une population du Ghana ayant bénéficié d’'une

supplémentation en L-Lysine.

iii. Sur le systeme nerveux central

La L-Lysine a démontré des propriétés anticonvulsivantes lors de convulsions induites par
le pentylenetetrazol (PTZ) chez la souris (Chang YF et coll, 1995). Ceci est corrélé a
I'amélioration de la fixation d’une benzodiazépine (le flunitrazepam) sur son récepteur.
Cette action est dépendante de la concentration locale d’ions chlorures. Cette propriété
s’additionne a I'effet du systeme GABAergique, lui-méme stimulé par le systéme nerveux
central, mais n’est que partiellement freiné par les antagonistes GABA. La L-Lysine serait

donc un agoniste partiel des récepteurs aux benzodiazépines.

iv. Surlasurrénale

Smriga M et coll. ont étudié I'effet de la L-Lysine sur la sécrétion des hormones de stress,
notamment le cortisol (Smriga et coll, 2007). Une diminution du taux basal de cortisol
salivaire et du taux de chromogranine A (représentatif de I'activation des neurones

adrénergiques) ont été observés chez I’homme et non chez la femme. Il semblerait que la
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L-Lysine permette de réduire la réponse surrénalienne au stress en diminuant la sécrétion
basale de cortisol et de chromogranine A. Elle agirait comme un antagoniste partiel des
récepteurs 5-HT, et un agoniste partiel des benzodiazépines. La différence entre les genres
est encore mal expliquée a ce jour : valeurs inférieures de cortisol salivaire de base chez la

femme ? Influence du cycle menstruel ?

v. Implication en physiopathologie

L'utilisation de la L-Lysine est sire. Elle est fréquemment utilisée comme complément
alimentaire et n’a pas montré d’effet indésirable, méme a forte dose.

Elle pourrait étre utilisée pour réduire les symptomes liés au stress, controler la sécrétion
basale de cortisol, améliorer la symptomatologie digestive dans le syndrome de l'intestin

irritable et agir en complément des traitements anticonvulsivants.

3. But de I'étude

A I'heure actuelle, il n’existe pas d’antagoniste synthétique du récepteur 5-HT, utilisable

dans les études cliniques.

Le but de ce travail est d’évaluer I'action d’un acide aminé essentiel (la L-Lysine) sur la
sécrétion surrénalienne de corticostéroides en utilisant ses propriétés antagonistes des

récepteurs de type 4 de la sérotonine (5-HT,).

Cette étude de type « preuve de concept » nous permettra :

1/ de vérifier que la L-Lysine est bien capable de bloquer in vivo le récepteur 5-HT,
corticosurrénalien, en évaluant I'impact de la L-Lysine sur la réponse de I'aldostérone a un
agoniste 5-HT,4 synthétique, le métoclopramide.

2/ de vérifier que les sécrétions de corticostéroides sont bien soumises in vivo a un tonus

sérotoninergique stimulant
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3/ de déterminer dans quelle(s) situation(s) physiologique(s) le controle
sérotoninergique des sécrétions corticosurrénaliennes est mis en jeu. Dans ce cadre, nous
avons notamment évalué I'implication de la sérotonine dans la réponse de I'aldostérone a

I'orthostatisme et au régime désodé.

Selon notre hypothese de travail, I'augmentation de l'apport en L-Lysine devrait
logiquement favoriser une baisse de concentration de corticostéroides. Une telle
observation ouvrirait des perspectives thérapeutiques intéressantes, notamment dans la
prise en charge des pathologies cardiovasculaires impliquant I'aldostérone et de certains

hypercortisolismes.
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MATERIEL ET METHODES



1. Caractéristiques de I'étude

Il s’agit d’une étude pilote, prospective, monocentrique, randomisée menée chez des
volontaires sains, en double insu, et en cross over contre placebo. Son but est de préciser
I'impact de la L-Lysine sur la fonction corticosurrénalienne par la sérotonine.

La L-Lysine a été administrée a la dose de 4.95g/j per os pendant 11 jours chez 20
volontaires sains sous couvert de dosages répétés de cortisol et d’aldostérone. Les patients
ont recu successivement et dans un ordre aléatoire de la L-Lysine ou un placebo. Un wash

out de une a trois semaines a été respecté entre les deux épreuves.

2. Traitement de I'étude

A. Substance test

La L-Lysine est un acide aminé basique essentiel. Elle a été isolée pour la premiére fois en
1889 a partir de la caséine (protéine du lait). L'organisme humain ne peut la produire, elle
doit donc étre apportée dans I'alimentation (viande, poisson, ceuf, produits laitiers, certaines
céréales). La carence en L-Lysine est extrémement rare dans les pays industrialisés. Les
apports recommandés sont d’environ 1g par jour, en prévention notamment des

récurrences des infections a virus herpes simplex.

Le monohydrate de L-Lysine est commercialisé sous forme de gélules dosées a 500mg,
sans prescription médicale. La L-Lysine se comporte in vitro et in vivo comme un antagoniste
partiel du récepteur 5-HT, de la sérotonine. Des doses allant jusqu’a 10g/j ont été testées et

n’ont pas montré d’effet adverse particulier.

Dans cette étude, la L-Lysine a été administrée par voie orale a la dose de 4,95g/j, sous
forme de gélules dosées a 0,55g, réparties en 3 prises au moment du repas (soit 3
comprimés matin, midi et soir). Ces gélules ont été fabriquées de facon magistrale par la
pharmacie hospitaliere du CHU Charles Nicole (ROUEN) sous la responsabilité¢ du Dr

Coquard, et conditionnées en lots thérapeutiques sous la responsabilité du Dr Donnadieu.
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La poudre de monochlorhydrate de L-Lysine a été achetée aupres de la société COOPER
(Paris, France) en flacons de 250g. Les gélules de placebo (a base de lactose) ont également

été fabriquées par la pharmacie hospitaliére pour étre indiscernables des gélules de L-Lysine.

B. Médicaments interdits pendant1’étude.

Pendant toute la durée de I'étude, il a été demandé aux sujets de ne prendre aucun
médicaments susceptibles de modifier les criteres de jugements: corticostéroides,
diurétiques, anti-aldostérone, alpha et béta-bloquants, antihypertenseurs centraux,
anticalciques, inhibiteurs de I'’enzyme de conversion, antagonistes du récepteur AT1 de

I’angiotensine.

C. Suivi de l'observance du traitement.

L'observance du traitement a été vérifiée par linvestigateur par le biais de

I'interrogatoire et de la comptabilité des gélules au retour des unités thérapeutiques.

3. Patients étudiés

A. Taille de I’échantillon

Le nombre de volontaires a inclure dans I’étude a fait I'objet d’une réflexion concertée.
Compte tenu du type d’étude (essai pilote de type « preuve de concept ») et de I'absence de
données cliniques antérieures sur ce théme, il est apparu qu’aucune modélisation statistique
ne pouvait permettre de fixer rigoureusement le nombre de sujets a explorer.

Malgré tout, un essai similaire utilisant un autre antagoniste de la sérotonine (le
piloserod) a montré que des variations significatives de I'aldostéronémie pouvaient étre

observées au sein d’un échantillon de 18 volontaires (Bharucha et coll., 2000).
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Le nombre de sujets retenus pour la présente étude a donc été fixé a 20. Chaque
volontaire a recu la L-Lysine et le placebo dans un ordre aléatoire.
Les sujets ont été recrutés a partir du fichier des volontaires sains du CIC-CRB 1204 et

n’ont donc eu aucun bénéfice médical a participer a cette étude.

B. Criteres d’inclusion

- sujets de sexe masculin

- agés de 18 a 45 ans,

- ayant donné par écrit leur consentement libre et éclairé pour participer a I'essai,

- ayant un index pondéral [poids (kg) /taille? (m)] inférieur a 27,

- n'ayant pas regu de traitement susceptible d'influencer I'axe rénine-angiotensine-
aldostérone (diurétique, R-bloquant, anti-aldostérone, IEC et inhibiteurs de la rénine) au
cours des 6 semaines précédant l'inclusion,

- sans perturbation du cycle nycthéméral (n'effectuant pas de travail de nuit)

- sans affection cliniquement décelable apres mesure de la fréquence cardiaque et de la
pression artérielle, examen clinique complet, et enregistrement électrocardiographique,

- Pression artérielle normale (au MAPA, Mesure Ambulatoire de la Pression Artérielle,
PAS jour moyenne < 135 mm Hg et PAD jour moyenne < 85 mm Hg)

- Ne présentant pas de perturbation des examens biologiques suivants: NFS,
ionogramme sanguin (natrémie, kaliémie, chlorémie et réserve alcaline), urée, créatinine,
rénine et aldostérone ; et urinaires (créatinine, aldostérone et cortisol libre urinaires).

- ayant des sérologies HIV et hépatites B et C négatives,

- n'ayant pas participé a un essai thérapeutique au cours des trois mois précédant

['étude.

52



C. Critéres d’exclusion

- antécédents médicaux ou chirurgicaux séveres en particulier endocriniens,

- insuffisance hépatique ou rénale,

- syndrome néphrotique,

- syndrome cedémateux,

- hypertension ou hypotension artérielle orthostatique,

- troubles du rythme ou de la conduction cardiaque,

- insuffisance cardiaque,

- affection psychiatrique grave,

- antécédent allergique séveére, allergie au primpéran® ou au synacthéne®

- acidose hyperchlorémique

- impossibilité de participer a la totalité de I'étude (déménagement, ...).

-patients ayant des problemes héréditaires d'intolérance au fructose, de malabsorption
du glucose-galactose, ou de déficit en sucrase-isomaltase,

- personnes ayant une intolérance au lactose

- syndromes de malabsorption intestinale

- diarrhée chronique

4. Criteres de jugement.

L'effet de la L-Lysine sur les sécrétions corticosurrénaliennes a été évalué en mesurant
les concentrations d’aldostérone (critére principal), de rénine, d’électrolytes et cortisol
(critéres secondaires) plasmatiques a I'état basal et apres stimulation, par comparaison avec
I’épreuve placebo. La mesure de la cortisolémie a eu l'intérét de permettre le calcul du
rapport aldostéronémie/cortisolémie. Cet index facilite en effet I'interprétation des données
concernant la fonction minéralocorticoide en excluant les variations d’aldostéronémie liées

au cycle nycthéméral de I’ACTH.

Un dosage de I'aldostéronurie et du cortisol libre urinaire sur les urines des 24 heures

(criteres secondaires) a également été pratiqué dans chaque groupe aprés 3 jours
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d’administration du traitement et avant la pratique des tests de stimulation. Le dosage de la

créatininurie a été associé afin de vérifier la qualité du recueil urinaire.

Le retentissement de I'administration de la L-Lysine sur le métabolisme hydro-sodé et
I’axe rénine-angiotensine a été apprécié par un monitorage tensionnel (critére secondaire).
Toute variation du critére principal ou des critéres secondaires supérieure ou égale a 20%
par comparaison avec les taux mesurés au cours de I'épreuve placébo a été considérée

comme significative.

5. Déroulement de I'essai

Notre étude a été entierement réalisée dans les locaux du Centre d’Investigation Clinique
(CIC-CRB 1204) du CHU de ROUEN sur une durée de 8 mois.

Elle s’est composée de plusieurs séquences :

- Visite de pré-inclusion, 14 jours (plus ou moins 5 jours) avant le début du traitement.

- Visite d’inclusion, programmation de la date de début du traitement dans les 7 jours.

- Premiere période de traitement : administration journaliere au cours des repas de
4,95g de L-Lysine (sous forme de 3 gélules de 0,55g matin, midi et soir) ou placebo pour une
durée de 11 jours.

- Période de wash-out de une a trois semaines.

- Deuxieme période de traitement : administration de L-Lysine ou placebo pendant 11

jours.

A. Organisation des visites (Figure 4)

Visite de pré-inclusion (V1) : J-14
» Vérification de la couverture Sécurité Sociale, inscription au fichier des
volontaires sains
Information et signature du consentement éclairé
Interrogatoire (antécédents, traitements concomitants, ...)

Examen clinique complet

YV V V VY

Taille, poids, fréquence cardiaque, ECG
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Mesure ambulatoire de la pression artérielle sur 24 heures

Questionnaire alimentaire sur 3 jours consécutifs pour évaluation de la
consommation quotidienne de sodium et de L-Lysine.

Prélevements biologiques :

o Sanguins : NFS, ionogramme sanguin (natrémie, kaliémie, chlorémie et
réserve alcalines), urémie, créatininémie, sérologies HIV et hépatites B
et C, rénine et aldostérone.

o Urinaires (urines des 24 heures) : créatinine, aldostérone et cortisol
libre urinaire (CLU), sodium.

Vérification des critéeres d’inclusion et de non inclusion

Visite d’inclusion (V2) : JO

>
>

Visite 3 (V3) :

>

Information sur les résultats des examens biologiques et paracliniques
Vérification des criteres d’inclusion et de non inclusion au vu de I'ensemble
des résultats

Décision d’inclusion ou de non inclusion

Prescription du traitement si inclusion

Attribution de l'ordre des traitements par tirage au sort a la pharmacie
hospitaliére, délivrance du traitement pour la lere période.

Prélevement sanguin de 5ml sur tube sec et 5ml sur héparine pour
vérification des données biologiques de base, si nécessaire.

Programmation de la date de début du traitement (a débuter dans les 7 jours
suivants a midi), et des visites suivantes.

Consultation diététique : dispense des conseils pour le maintien d’une
alimentation normosodée pendant I'étude, explication des modalités du

régime désodé sur 3 jours

4

Evaluation de la tolérance du traitement, recueil des effets indésirables et de

la prise de traitements concomitants.
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» Pose d’un appareil de mesure ambulatoire de la pression artérielle jusqu’au

lendemain matin

Visite 4 (V4) : aprés 5 jours de traitement (J5)

> Evaluation de la tolérance du traitement, recueil des effets indésirables et de
la prise de traitements concomitants.

» Vérification de I'observance (comptage des gélules)
Récupération du recueil des urines des 24 heures débuté la veille pour dosage
de I'aldostérone, du cortisol libre, du sodium et de la créatinine.

» Test d’orthostatisme : prélevements sanguins apres 2 heures d’orthostatisme
et aprés 2 heures supplémentaires de décubitus strict pour dosage de

I'aldostéronémie, réninémie, électrolytes plasmatiques et cortisolémie.

Visite 5 (V5) : apres 6 jours de traitement (J6)

> Evaluation de la tolérance du traitement, recueil des effets indésirables et de
la prise de traitements concomitants.

» Vérification de I'observance (comptage des gélules)

» Recueil d'un échantillon d’urines a conserver a -20°C en vue d’un éventuel
contréle du rapport sodium/créatinine (vérification éventuelle du suivi du
régime alimentaire normosodé)

» Test au métoclopramide : injection IV de 10mg de métoclopramide,
préléevements sanguins pratiqués a TO, T30, T60, T90 et T120 pour mesure

ultérieure de I'aldostérone, rénine, électrolytes et cortisol plasmatiques.

Visite 6 (V6) : apres 7 jours de traitement (J7)
> Evaluation de la tolérance du traitement, recueil des effets indésirables et de la
prise de traitements concomitants.
» Vérification de I'observance (comptage des gélules)
» Recueil d’un échantillon d’'urines a conserver a -20°C en vue d’un éventuel
controle du rapport sodium/créatinine (vérification éventuelle du suivi du régime

alimentaire normosodé)
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» Test au synacthéne: injection IV de 0,25mg de synacthéne, prélévements
sanguins a TO, T30, et T60 pour mesure ultérieure de I'aldostérone, rénine,

électrolytes et cortisol plasmatiques

Visite 7 (V7) : aprés 8 jours de traitement (J8)

> Evaluation de la tolérance du traitement, recueil des effets indésirables et de la
prise de traitements concomitants

» Recueil d’un échantillon d’urines a conserver a -20°C en vue d’un éventuel
contréle du rapport sodium/créatinine (vérification éventuelle du suivi du régime
alimentaire normosodé)

» Test du régime hyposodé : les patients devront suivre un régime sans sel strict (10
mmol de Na/j) a partir de J8 au matin. Des prélévements sanguins ont été
pratiqués a J8 pour la mesure de l'aldostérone, rénine, électrolytes et cortisol
plasmatiques. Le volontaire repart avec une glaciere contenant des repas (choisis

a V2) pour les 3 jours suivants.

Visite 8 (V8) : apres 11 jours de traitement (J11)

> Evaluation de la tolérance du traitement, recueil des effets indésirables et de la
prise de traitements concomitants

» Vérification de I'observance (comptage des gélules)

» Récupération du recueil des urines des 24 heures effectué depuis la veille au
matin, dosage du sodium et de la créatinine.

» Prélevements sanguins pour mesure ultérieure des concentrations d’aldostérone,
rénine, électrolytes et cortisol plasmatiques.

» Un régime normosodé peut étre repris aprées le bilan de J11

Un wash-out de 7 a 21 jours est prévu avant permutation des groupes.

Visite 9 (V9) : apres la période de wash-out
» Recueil des effets indésirables et de la prise de traitements concomitants

» Prescription et délivrance du traitement pour la seconde période
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>

Recueil d’'un échantillon d’urines a conserver a -20°C en vue d’un éventuel
contréle du rapport sodium/créatinine (vérification éventuelle du suivi du régime
alimentaire normosodé)

Programmation de la date de début du traitement (dans les 7 jours suivants a

midi): J’O

Visite 10 (V10) : Déroulement identique a V3

Visite 11 (V11) : Déroulement identique a V4

Visite 12 (V12) : Déroulement identique a V5

Visite 13 (V13) : Déroulement identique a V6

Visite 14 (V14) : Déroulement identique a V7

Visite 15 (V15) : Déroulement identique a V8

Visite 16 (V16) : Visite de fin d’étude en cas d’arrét prématuré

» Recueil des effets indésirables et prise de traitements concomitants

» Vérification de I'observance (comptage des gélules)

» Examen clinique orienté en fonction de la raison de la sortie prématurée de
I’essai

» Prélevement sanguin pour mesure ultérieure de I'aldostérone, rénine,
électrolytes et cortisol plasmatiques.

» Recueil d’'un échantillon d’urines conservé a -20°C en vue d’un éventuel controle
du rapport sodium/créatinine (vérification éventuelle du suivi du régime
alimentaire normosodé)

B. Identification et conditionnement des prélevements veineux et

urinaires.

Chaque tube ou flacon a été identifié par une étiquette mentionnant les initiales du

sujet, I’épreuve concernée, la date et I’heure de préléevement. Les prélevements veineux ont

été immédiatement centrifugés et le plasma conservé a -80°C au CIC-CRB 1204, CHU de
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ROUEN. Tous les dosages hormonaux ont été effectués en méme temps pour chaque
parametre mesuré au laboratoire de biochimie du CHU de ROUEN.
Pour I'ensemble de la période d’étude le volume sanguin total prélevé a été estimé a

310ml.

C. Sortie d’essai.

Les sorties d’études ont été réalisées dans les cas suivants :

- sujet perdu de vue

- retrait de consentement

- évenement indésirable grave entrainant une impossibilité de suivre I'essai

- absence de compliance du volontaire sain a suivre le déroulement de I'étude

- affection intercurrente sévére susceptibles d’interférer avec I'étude ou entrainant une

impossibilité de la suivre.
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Période 1

MAPA Orthostatisme Metoclopramide Synacthéne Régime sans sel Fin régime

® 6 &6 o6 o6 ¢
bl !

PL P2 P3 PAPSP6P7 P8 P9 P10

Période 2

MAPA Orthostatisme Metoclopramide Synacthéne Régime sans sel Fin régime

® 6 &6 o6 o o
Ll Ll !

P12 P13 P14  Plée pi1g P19 P20P21 P19 P22
P15 P17

Figure 4 : Représentation schématique du déroulement des préléevements biologiques (Pn)

6. Analyse statistique

Les données analysées ont comporté :

- Les concentrations plasmatiques d’aldostérone (critére de jugement principal),

- De rénine, des électrolytes et de cortisol (critéres de jugements secondaires) a I'état
basal et aprés stimulation (orthostatisme, métoclopramide, synacthéne, régime sans

sel)
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La médiane des valeurs retrouvées a |[|'état basal des tests d’orthostatisme,

métoclopramide et synacthéne a été calculée pour les patients sous lysine et sous placebo

dans chaque période.

Pour chaque test de stimulation, les parameétres utilisés sur les données de 'aldostérone,

rénine et cortisol sont :

Le pic: calcul du maximum du pic entre P3 et P7 rapporté la valeur de P3 pour la
premiere période, et maximum du pic entre P14 et P18 rapporté a la valeur de P14
pour la deuxieme période.

La surface r0 : Valeurs de P3 a P7 préalablement rapportées a la valeur de P3 avant
de calculer l'aire sous la courbe pour un temps équivalent a 1 minute pour la
premiere période. Méme principe pour la deuxieme période.

La surface dO : Valeurs de P3 a P7 préalablement diminuées de la valeur P3 avant de
calculer I'aire sous la courbe pour un temps équivalent a 1 minute pour la premiére

période. Méme principe pour la deuxiéme période.

L'interprétation des données a utilisé une analyse non paramétrique de Wilcoxon avec

un degré de signification inférieur a 0,05 ; permettant dans le cas d’un essai en crossover de

tester les effets suivants :

Carryover (ou effet de suite) : Il ne doit pas y avoir de différence significative en fin
d’essai entre les sujets du groupe Lysine-Placebo (LP) et du groupe Placebo-Lysine
(PL). Si cet effet est significatif, il faut comparer les groupes Placebo et Lysine
uniguement a la période 1 (sur deux groupes de 10 sujets non appariés).

Effet période : différence entre la période 1 et la période 2.

Effet traitement : différence entre Placebo et Lysine.

Au vu des effectifs, il a été choisi un test non paramétrique plutét qu’une analyse

classique de type ANOVA qui serait équivalent au test de Student. De ce fait, les données ont

été exprimées sous la forme de médiane et de déviation standard pour les valeurs obtenues

a partir des dosages hormonaux.
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RESULTATS



Entre le 18 Février 2011 et le 31 Janvier 2013, 20 volontaires sains de sexe masculin ont été
inclus dans notre protocole. Dans cette population, I’'age moyen était de 24,8 + 4,16 ans ;
I'indice de masse corporel (IMC) moyen de 22,25 + 1,71 ; la pression artérielle moyenne
systolique (PAS) de 127,5 mmHg + 9,55 et la pression artérielle moyenne diastolique (PAD)
de 72,9 mmHg + 7,75 (Tableau 1).

8 personnes se sont présentées mais n’ont pas été inclues du fait de d’un IMC limite ou d’un

travail de nuit.

N° patient Age Poids Taille IMC PAS PAD FC
(années) (kg) (cm) (mmHg) | (mmHg) (bpm)

Moyenne | 24,8 73,39 181 22,25 127,5 72,9 68,8

Ecart- 4,16 7,59 6,20 1,71 9,55 7,75 9,48

type

Minimum | 20 59,9 168 19,9 108 59 47

Maximum | 35 92 198 25,8 143 86 84

Tableau 1 : Caractéristiques cliniques des 20 volontaires sains au moment de I'inclusion

Sur le plan biologique, tous les patients inclus présentaient des valeurs d’aldostérone et
de rénine plasmatiques normales ainsi que des ionogrammes sanguins et urinaires
satisfaisants lors de la visite de pré-inclusion.

Tous les volontaires répondant aux criteres d’inclusion, ont signé un formulaire de
consentement éclairé, et ont respecté un régime normo-sodé (entre 5 et 6g de NaCl par
jour). L'application de ce régime a été vérifiée au cours de |'essai grace au dosage du

ionogramme sanguin et urinaire.

1. Tolérance

Aucun effet indésirable grave n’a été mis en évidence dans la population étudiée durant

I’étude. Aucune sortie d’étude prématurée n’a été constatée.
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2. Evolution des parametres cliniques

Les principaux parameétres cliniques de surveillance, et notamment les pressions

artérielles systoliques et diastoliques n’ont pas varié de maniére significative pendant

I’étude (Tableau 2)

Lysine Placebo
PAs PAd PAs PAd
Moyenne 116 66,2 115 66,1
Ecart-type 6,23 4,89 4,98 4,51
Minimum 105 59 105 59
Maximum 127,5 73 125 77,5

Tableau 2 : Pressions artérielles moyennes (mmHg) des volontaires, mesurés au quatrieme
jour de chaque période.

3. Evolution des parametres hormonaux

A. Impact de la L-Lysine sur la sécrétion d’aldostérone (Tableau 4)

Les taux d’aldostérone plasmatiques ont été mesurés a I'état de base (T0), ainsi qu’aprés

un test a la métoclopramide, un test d’orthostatisme, un test au synacthéne et apres régime

sans sel.

A |'état basal, la L-Lysine n’a démontré aucun effet significatif sur la sécrétion

d’aldostérone (Tableau 3)
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Orthostatisme Métoclopramide Synacthéne
L-Lysine Placebo L-Lysine Placebo L-Lysine Placebo
Médiane 180,5 206,5 220,5 298 219 247
Déviation 143 93,6 145,7 118,4 110,1 124,7
standard
p 0,89 0,12 0,28

Tableau 3 : Valeurs d’aldostéronémie de base (pmol/L) au premier temps de chaque test.

Au cours du test d’orthostatisme, effectué au 5° jour de chaque période, la lysine n’a
montré aucune différence significative sur la sécrétion d’aldostérone comparativement au
placebo. En effet, la médiane était de 180,5 pmol/L en position de décubitus et 613,5 pmol/L
en orthostatisme pour le groupe lysine ; et de 206,5 pmol/L en décubitus, et de 536 pmol/L
en orthostatisme pour le groupe Placebo. La médiane de I'aldostérone rapportée a la valeur
de base était de 1 en décubitus pour les deux groupes (Déviation standard : 0) ; et de 3,021
pour le groupe Lysine (Déviation standard: 0,288) VS 2,961 pour le groupe placebo
(Déviation standard : 0,312) en orthostatisme (p : 0,39)

En revanche, aprés administration de 10mg intraveineux de métoclopramide au 6° jour,
la lysine permet une diminution significative de la sécrétion d’aldostérone par rapport au
placebo. En effet, la variation de I'aldostérone rapportée a la valeur de base dans le groupe
Lysine était de 1,924 (Ecart type : 0,216) VS 2,471 dans le groupe placebo (Ecart type : 0,227)
au temps 60 minutes (prélévement P5 et P16) (p=0,035) (Figures 5 a et b).
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Figure 5a: Courbe représentant les médianes des valeurs d’aldostérone plasmatique (en
pmol/L) au cours du test au métoclopramide en présence de L-Lysine ou de placebo.
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Figure 5b : Courbe représentant les variations de |'aldostéronémie aprées avoir été rapportée
au niveau de base (X1/X0) au cours du test au métoclopramide en présence de L-Lysine ou
de placebo.
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Le troisieme test a été réalisé aprées injection intraveineuse de 0,25mg de synacthene le
7° jour. Il n’existe pas de différence significative entre la lysine et le placebo aux temps 0

minute, 30 minutes, ni 60 minutes.

Le régime désodé a été demandé au 8° jour aprés l'inclusion, avec une consommation
n’excédant pas 10 mmol Na par jour pendant trois jours. Aucune différence significative n’a
été observée au troisieme jour de ce test (prélevements P11 et P22) sur la sécrétion

d’aldostérone.

Groupe Lysine Groupe Placebo

Test d’orthostatisme :

- Prélévements P1, P12 180,5 206,5

- Prélévements P2, P13 613,5 536
Test au métoclopramide :

- Préléevements P3, P14 220,5 298

- Prélevements P4, P15 570 561

- Prélevements P5, P16 604,5 594,5

- Prélevements P6, P17 601 609

- Prélevements P7, P18 470 496,5
Test au Synactheéne :

- Prélévements P8, P19 219 247

- Prélévements P9, P20 708,5 612

- Prélevements P10, P21 621,5 633
Régime sans sel :

-  Début: P8 219 247

- Findu 3%jour: P11, P22 1022,5 773

Tableau 4: Evolution de l'aldostéronémie (en pmol/L) au cours des différents tests de
stimulation.
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B. Impact de la L-Lysine sur la sécrétion de rénine

A I'état basal, la L-Lysine n’a montré aucun effet significatif sur la sécrétion de rénine

(Tableau 5).
Orthostatisme Métoclopramide Synacthene
L-Lysine Placebo L-Lysine Placebo L-Lysine Placebo
Médiane 10,9 9,7 13,55 13,35 11,8 11,9
Déviation 5,5 7,03 7,538 7,37 4,96 8,33
standard
P 0,7 0,83 0,32

Tableau 5 : Valeurs de réninémie de base (ng/L) au premier temps de chaque test.
La L-Lysine n’a pas non plus entrainé de modification sur la sécrétion de rénine,
comparativement au placebo, au cours des tests d’orthostatisme, au métoclopramide, au

synacthéne ou aprés un régime sans sel.

A noter que du fait d’un effet de suite (interaction), les valeurs de la rénine n’ont pu étre

analysées que sur la premiére période.

C. Impact de la L-Lysine sur la sécrétion de cortisol

A |’état basal, la L-Lysine n’a pas montré d’effet significatif sur la sécrétion basale de

cortisol (Tableau 6).
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Orthostatisme Métoclopramide Synacthéne
L-Lysine Placebo L-Lysine Placebo L-Lysine Placebo
Médiane 313 320,5 370,9 461 316 360,4
Déviation 75,9 101,9 96,8 111,48 120,1 106,7
standard
P 0,74 0,73 0,17

Tableau 6 : Valeurs de cortisolémie de base (mmol/L) au premier temps de chaque test.

La sécrétion de cortisol ne parait pas étre influencée non plus par la L-Lysine au cours des
tests d’orthostatisme, synacthéne et régime sans sel.
En revanche, le test au métoclopramide montre une diminution de la sécrétion de cortisol a
la limite de la significativité (p : 0,053) au cours du traitement par L-Lysine en comparaison
au placebo (Figures 6a et 6b). En effet, la variation de cortisolémie rapportée a la valeur de
base dans le groupe Lysine était de 1,099 (Ecart-type : 0,056) VS 1,142 (Ecart type : 0,07)

dans le groupe placebo.
Cortisolémie (mmol/L)
600
500

|
400

300 n L

u-P

200

100

0 30 60 90 120 Temps(min)

Figure 6a : Impact de la L-Lysine sur la cortisolémie au cours du test au métoclopramide. Les
points représentent les médianes des cortisolémies (+DS) a chaque temps du test.
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Figure 6b : Variation de la cortisolémie ramenée au taux de base (X1/X0) au cours du test au
métoclopramide en présence de L-Lysine et de placebo (médiane + DS).
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DISCUSSION



Chez le rat, il a été démontré in vivo, qu’'un acide aminé essentiel, la L-Lysine, était

capable de réduire la réponse motrice du tube digestif au stress induit par I'administration
d’un agoniste sérotoninergique de type 4. Ceci suggére que cet acide aminé serait capable
d’interférer avec le récepteur 5-HT,. L'équipe de Smriga a confirmé cette hypothese en
montrant in vitro que la L-Lysine agit comme un antagoniste partiel des récepteurs 5-HT,
(Smriga M et coll 2003, 2004, 2007).
Chez le rat, la sérotonine est sécrétée par les cellules chromaffines et les mastocytes en
réponse a une stimulation du systéme sympathique. Elle exerce alors une régulation
paracrine positive sur la sécrétion d’aldostérone par le biais d’'une action directe sur les
cellules de la zone glomérulée, impliquant le récepteur 5-HT5.

Chez I’'homme, la sérotonine est exclusivement libérée par les mastocytes intra-surrénaliens.
Elle stimule la sécrétion d’aldostérone par l'intermédiaire de I'activation des récepteurs 5-
HT4 exprimés par les cellules de la zone glomérulée. Le role physiologique du mécanisme de
régulation paracrine dans le controle de la stéroidogénese n’est cependant pas connu. La
preuve la plus rigoureuse de I'existence d’un tonus sérotoninergique intra-surrénalien est de
démontrer qu’un antagoniste spécifique des récepteurs de la 5-HT est effectivement capable
de réduire la sécrétion de corticostéroides in vivo. Malheureusement, il n’existe pas
d’antagoniste du récepteur 5-HT, utilisable pour un usage clinique.

Nous avons donc choisi de tester I'impact de la L-Lysine sur les sécrétions d’aldostérone et
de cortisol chez un groupe de volontaires sains a I'état de base et aprés stimulation.

1. Impact de la L-Lysine sur la sécrétion d’aldostérone et de rénine.

D’aprés nos résultats, le taux d’aldostérone plasmatique de base n’est pas modifié de

maniere significative par la prise de L-Lysine. Il en est de méme pour la sécrétion de rénine
plasmatique.
L'absence d’effet significatif pourrait étre liée a une mauvaise biodisponibilité de la L-Lysine
dans la surrénale, ou a une puissance antagoniste insuffisante (antagoniste partiel). Il est
également possible que I'absence de modification de sécrétion d’aldostérone et de rénine
soit le reflet d’'une absence de contréle sérotoninergique a I'état physiologique sur ces
hormones.

Afin de vérifier si ce résultat négatif était lié aux propriétés pharmacologiques de la L-Lysine,
nous avons évalué I'impact de celle-ci sur la réponse de I'aldostérone au métoclopramide. Le
métoclopramide (aussi connu sous le nom de Primperan®) est actuellement utilisé comme
un agent antiémétique et gastroprokinétique. Des données de la littérature ont montré qu’il
posséde également une action stimulante sur la sécrétion d’aldostérone (Sommers K. et coll
1988), indépendamment de la sécrétion de rénine. Cette élévation d’aldostérone a
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longtemps été attribuée a ses propriétés antagonistes dopaminergiques D2/D3. L’expression
des récepteurs dopaminergiques, D1 like (incluant D1 et D5) et D2 like (incluant D2, D3, D4),
a en effet été retrouvée dans la glande surrénale humaine, en particulier dans la zone
glomérulée. Les récepteurs les plus représentés sont les D2 et D4 (Wu KD et coll, 2001). Les
récepteurs D2 like sont également présents dans la medulla.

Les récepteurs D1 like sont exprimés au niveau juxta-glomérulaire sur les reins, et
favoriseraient la sécrétion de rénine (Pivonello R. et coll, 2004).

Au cours d’une ancienne étude, I'infusion de métoclopramide directement dans l'artere
surrénalienne de requin n’avait montré aucune efficacité sur la sécrétion d’aldostérone, ce
qui suggere qu’il agit par un mécanisme indirect sur le systeme nerveux autonome
(Sommers DK et coll, 1988). L'équipe de Pivonello R. a suggéré que la glomérulée était sous
contréle freinateur dopaminergique. En effet, de fortes concentrations de certains agonistes
dopaminergiques inhibaient de facon significative le taux basal d’aldostérone (Pivonello R. et
coll, 2004). Cependant, ni la bromocriptine, ni la cabergoline (agonistes dopaminergiques
D2) n’influencaient la sécrétion de minéralocorticoides. Une autre étude a montré que la
dopamine elle-méme n’avait pas d’effet sur la sécrétion basale d’aldostérone mais atténuait
la stimulation du métoclopramide (Carey RM et coll, 1980).

Enfin, bien que le métoclopramide active la sécrétion d’aldostérone, la domperidone (qui
posséde les mémes propriétés antagonistes dopaminergiques) n’a montré aucune influence
sur la production de minéralocorticoides (D’Arienzo A et coll, 1985). Il apparait donc que
I'effet antidopaminergique du métoclopramide n’est probablement pas le principal
mécanisme impliqué dans I’action de ce dernier sur la sécrétion de I'aldostérone.

En revanche, il est bien montré que le métoclopramide se comporte comme un agoniste
partiel du récepteur 5-HT,. Cette action de type sérotoninergique est d’ailleurs impliquée
dans son effet stimulant sur la production de catécholamines par les cellules chromaffines
de la médullosurrénale (Guillermot J et coll, 2009). Le métoclopramide est également
capable d’activer la sécrétion de cortisol par les lésions surrénaliennes, adénomes et
hyperplasies macronodulaires, surexprimant le récepteur 5-HT4. Son action corticotrope
peut étre inhibée in vitro par les antagonistes 5-HT,4. L’'ensemble de ces données indique que
I'effet du métoclopramide sur la sécrétion d’aldostérone est relayé par les récepteurs 5-HT,
exprimés par les cellules de la zone glomérulée.

Dans notre étude, nous avons observé que la L-Lysine réduisait de fagon significative la
stimulation de la sécrétion d’aldostérone liée a I'administration de métoclopramide sans
modifier la sécrétion de rénine.

Cette réponse a un intérét majeur car elle nous permet de confirmer que la L-Lysine
exerce bien in vivo une action antagoniste au niveau des récepteurs 5-HT4 surrénaliens.

Il est donc probable que la sérotonine n’intervienne pas dans le controle de la sécrétion
d’aldostérone et de rénine a I'état de base.
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Comme décrit dans l'introduction, les mastocytes représentent la source principale

de sérotonine au niveau surrénalien. lls sont localisés sous la capsule, en contact étroit avec
les cellules de la zone glomérulée. La libération de sérotonine est sous le contrdéle du
systéme nerveux sympathique. En effet, de nombreuses fibres nerveuses viennent innerver
les mastocytes.
Ces notions nous ont incités a évaluer le réle de la 5-HT dans la réponse de la sécrétion
d’aldostérone et de rénine lors de |'orthostatisme. En effet, au cours du passage en
orthostatisme, une élévation physiologique de la concentration plasmatique d’aldostérone
apparait, en lien avec l'activation du systeme rénine-angiotensine par la stimulation du
systeme nerveux sympathique. Or, I'équipe de Bayard F. a montré qu’il persistait une
sécrétion d’aldostérone minime lors du passage en orthostatisme chez des patients
anéphriques (Bayard F. et coll, 1971). Cette étude suggére que les sécrétions de la zone
glomérulée au moment de la verticalisation sont également dépendantes de la libération
d’autres signaux biologiques, tels que les catécholamines ou les neuropeptides, lors de
I’activation du systéme nerveux sympathique.

Dans notre étude, aucune différence n’a été mise en évidence sur la sécrétion
d’aldostérone ou de rénine entre le placebo et la L-Lysine. Nous en avons donc déduit que la
sérotonine n’est pas impliquée dans la stimulation de la sécrétion d’aldostérone au cours du
passage a I'orthostatisme. Cependant, notre analyse statistique devra étre complétée par le
calcul du rapport aldostéronémie/réninémie afin de s’assurer qu’il n’existe pas un effet
minime sur la sécrétion d’aldostérone qui serait masqué par I’activation du systéme rénine-
angiotensine. Il sera également important d’évaluer [I'évolution du rapport
aldostérone/cortisol pour s’affranchir des fluctuations des taux d’aldostérone en lien avec
les variations de la sécrétion d’ACTH au cours du test.

Il est possible que le controle sérotoninergique de la fonction minéralocorticoide puisse
étre impliqué dans la réponse de la zone glomérulée au régime sans sel par le biais de son
action surrénalienne directe mais aussi via la sécrétion de rénine. L'administration de
sérotonine (Mantero F et coll, 1982) et d’inhibiteurs de sa recapture (Ahmed et coll, 2011)
entraine en effet une élévation des taux plasmatiques de rénine et d’aldostérone.

Nos résultats ne montrent cependant aucune différence entre les épreuves sous L-Lysine
et placebo sur les concentrations de ces deux marqueurs lors du régime désodé. Ce résultat
négatif n’exclut cependant pas une éventuelle implication de la sérotonine au niveau
surrénalien possiblement masquée par [l'activation du systéeme rénine-angiotensine
systémique. Il semble en effet que I'action de la 5-HT sur la sécrétion de rénine soit
indépendante du récepteur 5-HT, et donc non antagonisable par la L-Lysine. La encore, il
sera donc intéressant d’évaluer I'évolution du rapport aldostérone/rénine, en réponse a la
restriction sodée sous L-Lysine par comparaison avec |'épreuve sous placebo.
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2. Impact de la L-Lysine sur la sécrétion de cortisol.

D’aprés nos résultats, la sérotonine n’exerce aucune influence sur la sécrétion de cortisol
en condition physiologique. Cependant, I'équipe de Smriga avait montré qu’en situation de
stress la L-Lysine permettait une diminution significative du cortisol salivaire chez des sujets
de sexe masculin (Smriga M et coll, 2007). L’équipe de Garcia-Iglesias avait également
montré que chez le rat, le stress favorisait une augmentation de sécrétion de sérotonine et
une augmentation de la densité des récepteurs 5-HT; dans les surrénales (Garcia-Iglesias BB
et coll, 2013).

Notre étude n’a pas pu montrer cette différence sur la sécrétion de cortisol plasmatique
de base probablement du fait d’'une perte de puissance. En effet, une interaction (effet de
suite ou effet Carry over) est survenue lors de I'analyse sur le cortisol plasmatique de base
(p=0,04). Les sujets de la seconde période n’ont donc pas pu étre analysés.

Il est bien connu que la sécrétion de cortisol évolue selon un cycle nycthéméral. Ceci
explique qu’au cours de notre test au métoclopramide, la sécrétion de cortisol diminue, le
métoclopramide n’ayant aucun effet sur la sécrétion de cortisol en conditions
physiologiques. Cependant, la sécrétion de cortisol au cours de ce test a tendance a étre
réduite chez les sujets ayant pris de la L-Lysine, sans pourtant étre significative (p : 0,053).
Aussi, nos résultats suggérent que la L-Lysine pourrait agir sur I’axe corticotrope ou
directement sur les cellules de la zone fasciculée. Cette distinction ne pourra pas étre
effectuée car 'ACTH n’a pas été dosée dans notre protocole.

Des études antérieures ont montré que les agonistes 5-HT, n’exercaient aucun effet sur
la sécrétion d’ACTH (Lefebvre H et coll, 1996). Il semble donc probable que la baisse de la
cortisolémie induite par la L-Lysine résulte plutét d’un effet surrénalien direct. On ne peut
néanmoins exclure formellement une action de I'acide aminé au niveau du complexe
hypothalamo-hypophysaire faisant intervenir les récepteurs aux benzodiazépines.

Enfin un test au Synacthene a été effectué afin d’évaluer le réle de la sérotonine dans la
réponse de la sécrétion de cortisol a I’ACTH. En effet, chez le rat, il a été montré que les
mastocytes surrénaliens étaient sensibles a ’ACTH (Hinson JP et coll, 1989). Dans notre
étude, aucune modification significative de sécrétion de cortisol n’a été mise en évidence
entre les sujets recevant la L-Lysine et le placebo lors du test au Synacthéne. La sérotonine
n’interviendrait donc pas dans la réponse du cortisol a I’ACTH.
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3. Points forts et points faibles de I'étude.

A ce jour, aucune autre étude n’a été effectuée chez I’lhomme évaluant I'impact de la L-
Lysine sur la sécrétion d’aldostérone.

Notre étude a bien été conduite et ne présente pas de biais évident. Son point fort est la
comparaison intra-sujet. Chaque sujet étant son propre témoin, il n’existe pas de différence
de caractéristiques entre les sujets des périodes 1 et 2.

Cependant, notre analyse statistique a souffert d’un effet carry-over sur plusieurs de nos
tests (notamment pour la rénine). Ceci est probablement lié a un effet tardif de la substance
active malgré la période de wash out. Pour cela, certains résultats en deuxieme période
n‘ont pas pu étre utilisés. Cet effet carry-over a pu étre la cause d’'une perte de puissance
pour notre étude.

4. Perspectives

Notre étude sera complétée par des travaux in vitro afin de préciser le mécanisme
d’action de la L-Lysine sur les sécrétions corticosurrénaliennes. L’ajout de ces données aux
résultats présentés permettrait de mieux connaitre le mode de régulation de la surrénale
par la voie sérotoninergique et d’ouvrir ainsi des perspectives d’études en physiopathologie.

Concernant les adénomes de Conn ou les syndromes de Cushing ACTH-indépendant liés
a des HMBS, un test au métoclopramide pourrait étre envisagé afin de vérifier si les
récepteurs 5-HT, sont surexprimés. Si ce test s’avérait positif, la L-Lysine pourrait étre
envisagée comme traitement de choix en alternative a la chirurgie.

Un traitement médicamenteux efficace, en remplacement ou en association avec le
traitement de référence (spironolactone) pourrait permettre un meilleur controle de la
sécrétion d’aldostérone et donc prévenir ses complications cardiovasculaires, métaboliques
et rénales.

En périphérie, la L-Lysine a déja montré des bénéfices sur les symptomes digestifs a type
de diarrhées (atténue les symptémes du syndrome de l'intestin irritable), sur I'anxiété (effet
anxiolytique), sur le systéme nerveux central (effet anticonvulsivant).

La L-Lysine est simple d’utilisation (voie orale), peu couteuse, sans effet indésirable et
est présente dans I'alimentation.

L’'ensemble de ces données nous incite donc a élargir ce travail par des essais cliniques
menés chez des patients atteints d’hyperaldostéronisme lié a un adénome de Conn ; et chez
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des patients présentant un hypercorticisme secondaire a une hypertrophie macronodulaire
bilatérale des surrénales ou a un adénome surexprimant le récepteur 5-HT,.

5. Conclusion

En conclusion, nous avons montré qu’un acide aminé essentiel, la L-Lysine, agissait
comme un antagoniste des récepteurs sérotoninergiques 5-HT,4 surrénaliens, notamment au
niveau de la zone glomérulée. La L-Lysine s’est cependant montré incapable de réduire la
sécrétion d’aldostérone en réponse a I'orthostatisme et au régime désodé. Il est cependant
possible que [I'évaluation des rapports aldostérone/rénine et aldostérone/cortisol
plasmatiques au cours des tests apporte des données statistiquement significatives. Par
ailleurs, notre étude semble confirmer un effet inhibiteur de la L-Lysine sur la sécrétion de
cortisol dont le niveau ne peut malgré tout étre précisé dans I'immeédiat.

Enfin, notre étude suggére que la L-Lysine pourrait trouver sa place dans la prise en
charge thérapeutique de I'hyperaldostéronisme primaire ou de I'hypercorticisme lié a des
Iésions surrénaliennes surexprimant les récepteurs 5-HT,.
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RESUME

Les cellules corticosurrénaliennes sont soumises a un contréle complexe impliquant, outre
les facteurs circulants comme I’ACTH, l'angiotensine Il et le potassium, des facteurs
régulateurs libérés au sein du cortex surrénalien par les cellules chromaffines, les cellules
endothéliales, les cellules du systeme immunitaire et les fibres nerveuses. Ces signaux
bioactifs, qui incluent des neurotransmetteurs conventionnels-peptidiques et des cytokines
influencent la sécrétion de corticostéroides par le biais de mécanisme autocrines et
paracrines. Ainsi, la sérotonine (5-HT), produite par les mastocytes intra-surrénaliens,
stimule la sécrétion d’aldostérone et a un moindre degré de cortisol par I'intermédiaire des
récepteurs 5-HT,. Le rble physiologique du contréle sérotoninergique de la
corticostéroidogénése reste imprécis chez 'homme en raison notamment de |'absence
d’antagonistes 5-HT, synthétiques utilisables pour un usage clinique. Pour contourner cette
difficulté, nous avons choisi d’utiliser la L-Lysine, acide aminé essentiel, qui se comporte in
vivo et in vitro comme un antagoniste 5-HT,4, pour étudier I'implication du récepteur 5-HT,
dans la régulation des sécrétions d’aldostérone et de cortisol.

L'effet d’une prise orale de 4,95g de L-Lysine sur les sécrétions surrénaliennes a ainsi été
évalué chez 20 volontaires sains de sexe masculin au cours d’'une étude pilote, en cross-over,
menée en double aveugle contre placebo.

Nos résultats montrent que I'administration de L-Lysine chez des volontaires sains n’a aucun
impact sur les sécrétions basales d’aldostérone, de cortisol et de rénine. De méme, la L-
Lysine n’a aucune influence sur les sécrétions d’aldostérone et de cortisol stimulés
respectivement par les épreuves d’orthostatisme, le régime sans sel et le synacthéne. En
revanche, la L-Lysine a significativement réduit la réponse de I'aldostérone a un agoniste du
récepteur 5-HT,;, le métoclopramide. Ces données indiquent que la L-Lysine est
effectivement capable d’antagoniser in vivo le récepteur 5-HT, corticosurrénalien. Elles ne
permettent cependant pas de préciser le role physiologique de la 5-HT surrénalienne. Elles
suggerent malgré tout que la L-Lysine pourrait représenter un traitement potentiel des
hypercorticismes associés a une augmentation du tonus sérotoninergique intra-surrénalien
comme |’hyperaldostéronisme primaire ou les syndromes de Cushing secondaires a des
Iésions surrénaliennes surexprimant le récepteur 5-HT,, telles que les hyperplasies
macronodulaires bilatérales des surrénales.

Mots clés : aldostérone, glande surrénale, régulation paracrine, sérotonine, antagoniste 5-
HT4.
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