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Résumé

Martin Cloutier. Effets électrophysiologiques de [P’acide 20-

hydroxyeicosatétraénoique sur les muscles lisses des voies respiratoires.
L’acide 20-hydroxyeicosatétraénoique (20-HETE) est un métabolite de 1’acide
arachidonique produit par les cytochrome P450 o—hydroxylase. C’est un des eicosanoides
qui sont impliqués dans la modulation du tonus des cellules de muscle lisse des voies
respiratoires (MLVR). Il a été rapporté que les réponses des muscles lisses au 20-HETE
sont différentes selon I'espéce ou le type de tissu sur lequel il est appliqué. Le but de
cette étude est de quantifier les effets du 20-HETE sur le tonus et sur les propriétés
électrophysiologiques des MLVR de mammifére. Des expériences de mesures de tension
isométriques, réalisées sur les MLVR de cobaye, ont montré que le 20-HETE induit un
effet inotrope positif qui est dépendant de la concentration utilis€ée avec une valeur de
ECsp de 1.5 uM de 20-HETE et un coefficient de Hill de 0.77. De plus, I’effet inotrope du
20-HETE exogeéne persiste en absence d’épithélium. Par contre, il est aboli par un
prétraitement & I’indométhacine qui est utilisée comme inhibiteur des cyclooxygénases.
Les contractions induites par le 20-HETE dans des milieux modifiés en Ca’" montre qu’il
déclenche une phase transitoire due & une libération du Ca®" intracellulaire suivit d’une
phase tonique nécessitant une entrée de Ca® en présence de 2.5 mM de CaCl,
extracellulaire. De plus, le 20-HETE induit une dépolarisation significative du potentiel
de membrane (Vm) des cellules de MLVR de cobaye et de lapin. Ce dernier effet est
indépendant de 1’épithélium. De plus 30 uM de 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) qui
active directement des conductances cationiques non-sélectives, dépolarise de 6 mV les

cellules de MLVR de chien. Le 20-HETE n’a pas d’effet direct sur les canaux K¢, et CI
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reconstitué dans les BLP mais il pourrait trés bien modifier leur activité via des cascades
intracellulaires comme cela a été rapporté pour les canaux K¢, dans les muscles lisses
vasculaires. Des mesures en « Patch Clamp » montre que le 20-HETE augmente un
courant entrant cationique, non-sélectif entrant des cellules isolées de MLVR de cobaye.
Les conductances impliquées dans le contrdle du Vm et de I’entrée du Ca®* pourrait donc
étre des conductances cationiques non-sélectives, supportées par les canaux de type TRPC
et éventuellement des canaux Ca®" de type L. Ces résultats montrent que le 20-HETE
module le tonus des MLVR par I'entremise d’effets électrophysiologiques. De plus
Iexpression des ARNm des TRPC3, 4, 5 et 6 dans les cellules isolées de MLVR de
cobaye et de rat a été vérifiée ce qui supporte ’une de nos conclusions.

Mots Clefs : Asthme, Bronches, Contraction, Eicosanoide, Electrophysiologie.
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Introduction

Role et description anatomique des voies respiratoires

Les organes du systéme respiratoire sont le nez, le pharynx, le larynx, la trachée,
les bronches et les poumons, qui contiennent des bronchioles qui se terminent par les sacs
alvéolaires. D’un point de vue fonctionnel, le systéme respiratoire est constitué d’une
zone de conduction et d’une zone ou s’effectue la respiration externe. Cette dernicre
s’effectue dans les alvéoles ol se produit les échanges gazeux (O; et CO;). Les organes de
la zone de conduction ont le role de filtrer, d’humidifier et de réchauffer I’air inspiré.
Parvenu dans les poumons, I’air contient beaucoup moins d’agents irritants (poussiere,

bactérie, etc.) qu’a son entrée dans le systéme.

La trachée s’étend du larynx au médiastin (Fig. 1A). Elle se termine au milieu du
thorax en donnant naissance aux deux bronches principales, ou bronches souches. La
paroi de la trachée est composé de couches communes & de nombreux organes tubulaires
(Fig. 1B) : une muqueuse qui est constituée de cellules épithéliales ciliées recouverte de
mucus, une sous-muqueuse composée de glandes séromuqueuses qui sécrétent le mucus,
une tunique moyenne qui est formé de cartilage hyalin, une adventice qui est une couche
de tissus conjonctif qui recouvre la trachée. Le feuillet de muscles lisses situ¢ dans la
paroi postérieure de la trachée constitue la media. La contraction du muscle lisse trachéal,
diminuant ainsi son diameétre, a pour rdle d’accroitre la force de poussée de I’air expiré
pour favoriser la sortie du mucus de la trachée pendant la toux. La trachée se subdivise en

deux bronches (la gauche et la droite) a partir de 1’éperon trachéal.
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Figure 1- Schéma résumant I’anatomie de la trachée.

A: Schéma de la trachée et des principaux organes par rapport aux structures

environnantes. B : Schéma et coupe histologique montrant la composition cellulaire de la

paroi de la trachée.
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Les bronches, une fois entrées dans les poumons, se subdivisent en bronches
secondaires, ensuite en bronches tertiaires et ainsi de suite. Il y a en tout 23 ordres de
subdivisions de conduits aériens dans les poumons. La proportion de muscle lisse dans la
paroi s’accroit 4 mesure que les conduits aériens diminuent en diamétre. Comme les
bronchioles sont entiérement entourées de muscle lisse circulaire, elles offrent dans
certaines conditions une résistance au passage de I’air. Ce muscle lisse est sensible a la
stimulation cholinergique du systéme nerveux et aux substances inflammatoires, qui
causent une vigoureuse contraction des bronchioles et une résistance marquée de
I’écoulement des gaz. De fait, I’intensité de la bronchoconstriction qui accompagne une
crise d’asthme aigué& peut faire cesser presque complétement la ventilation pulmonaire et
ce quel que soit le gradient de pression. Inversement, la noradrénaline, un agoniste des
récepteurs B-adrénergiques qui est libérée a la suite d’une stimulation sympathique ou
administrée & des fins thérapeutiques, dilate les bronchioles et réduit la résistance. Les
accumulations locales de mucus, les matiéres infectieuses et les tumeurs obstruant les
conduits aériens constituent d’importantes sources d’obstruction des mouvements d’air
lors des maladies respiratoires comme les maladies pulmonaires obstructives chroniques
(MPOC). Ces obstructions augmentent considérablement les efforts de respirations qui
parfois ne suffisent pas & rétablir une ventilation adéquate des alvéoles. Par ailleurs,
I’hyperactivité bronchique reste un probléme important qui justifie ’étude du couplage
excitation-contraction dans les muscles lisses des voies respiratoires (MLVR). De plus,
I’hypertrophie et I’hyperplasie de la media, dans les cas d’asthme chronique, justifient que

’on s’attarde & mieux étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans la réactivité

des MLVR.
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Controle de la tension mécanique des MLVR

Le couplage excitation-contraction des MLVR se fait selon deux modes: le
couplage pharmacomécanique qui peut étre modulé par un couplage électromécanique.
Ces deux mécanismes ont pour effet d’augmenter la concentration du Ca®" libre dans le
cytosol amenant la cellule a se contracter suivant une cascade d’activation biochimique
(Somlyo et Somlyo, 1994; Janssen, 2002). Eventucllement des mécanismes
compensateurs (Feed-Back) permettent de contréler la relaxation des MLVR. Au niveau
intracellulaire et moléculaire, quatre atomes de Ca®" vont se fixer 4 la calmoduline (CaM).
Le complexe Ca**-CaM va se lier 4 la kinase des chaines 1égéres de la myosine (MLCK)
ce qui la rend active. Ce nouveau complexe va utiliser I’adénosine-5’-triphosphate (ATP)
pour ajouter un groupement phosphate sur une chaine légere de la myosine ce qui va
ensuite augmenter les interactions entre les myosines phosphatées et les filaments d’actine

pour provoquer la contraction des cellules de muscle lisse (Fig. 2).

Les changements de la concentration du Ca®* libre intracellulaire ([Ca2+]i) des
MLVR peuvent étre décomposés en deux parties: une partie {ransitoire rapide qui
survient toujours suite & un stimulus pharmacologique puis une partie soutenue qui suit la
premiére phase seulement si le stimulus est toujours présent (Pacaud et Bolton, 1991). Ces
deux voies impliquent une augmentation du [Ca®*]; qui provient soit des réserves
calciques intracellulaires pour la partie transitoire, soit du milieu extracellulaire pour la
partie soutenue aprés que les réserves calciques aient été vidées (Pacaud et Bolton, 1991).
Lorsque le stimulus est terminé, le [Ca®']; est repompé dans les réserves intracellulaires

par la pompe Ca”*-Mg**-ATPase (SERCA). Il est aussi extrudé de la cellule par des
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pompes calciques ATP-dépendant et 1’échangeur Na*/Ca®", situés dans le sarcolemme

(Janssen, 2002).
Mitieu Milien
extracellulaire intracellulaire

‘‘‘‘‘‘‘

L | |
J/nee.can e Ca?" CalhWLCH
Cam WLeR ATP ADP
Région
transmembranaire

modifiée d’aprés Barany, 1996

Figure 2- Schéma de la cascade d’activation induite par les agonistes muscariniques
via le Ca®" et amenant i la contraction du muscle lisse.

L’augmentation du Ca*" intracellulaire provenant du milieu extracellulaire et des réserves
internes induit une cascade d’activation amenant & la phosphorylation de la téte de

myosine qui va ensuite tirer sur le filament d’actine pour contracter le muscle lisse.
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Couplage pharmacomécanique

Les différents types de couplage pharmacomécanique s’effectuent par
Pintermédiaire de cascades de signalisation extracellulaire, transmembranaire et
intracellulaire qui peuvent influencer le tonus produit par les cellules musculaires, sans en
affecter leur potentiel membranaire. Ce mécanisme est initié suite a la liaison d’un agent
pharmacologique comme 1’histamine et ’acétylcholine (ACh), a leur récepteur respectif.
Le systéme nerveux parasympathique est le principal systéme qui contrdle la
bronchoconstriction. Les innervations dominantes des voies respiratoires sont les fibres
parasympathiques qui emprunte le nerf vague jusqu’aux ganglions parasympathiques. A
partir de ces ganglions, de courtes fibres postsynaptiques se rendent au MLVR et aux
glandes séromuqueuses (Fig. 3). L’ ACh, qui est le principal neurotransmetteur du systéme
nerveux parasympathique, est libéré dans les synapses ganglionaires et active le récepteur
nicotinique et le récepteur muscarinique M; du neurone postganglionaire. Cette activation
produit un potentiel d’action qui se propage le long du neurone et se rend a la jonction
neuromusculaire ou il induit une autre libération d’ACh. Cet ACh va activer les récepteurs
muscariniques M, et M3 situés & la membrane postsynaptique des cellules de muscle lisse
induisant ainsi une augmentation du tonus musculaire. Le récepteur M; est aussi présent a
la membrane présynaptique et il est aussi activé par I’ACh pour permettre la formation
d’une boucle de rétroaction négative limitant la reldche subséquente de neurotransmetteur

(Roux et al., 1998).
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Figure 3- Schéma résumant la distribution des récepteurs cholinergiques dans le
réseau conducteur parasympathique vers les MLVR.
L’influx nerveux arrive au MLVR par Pentremise de deux synapses ou les neurones
libérent de "ACh qui va activer séquentiellement des récepteurs nicotiniques (N) et
muscariniques (M;) sur les neurones ganglionaires puis d’autres muscariniques (M, et

M3) sur la membrane plasmique des cellules de MLVR.

Les récepteurs nicotiniques appartiennent 2 la famille des récepteurs protéiques
formant des canaux qui ont pour fonction, une fois activés, de s’ouvrir pour laisser passer
des cations monovalents (Na") et donc de ce fait, induire une dépolarisation qui conduit &

la génération d’un potentiel d’action du neurone effecteur. Ces récepteurs sont localisés



19

sur tous les neurones postganglionaires qui sont situés dans les ganglions

parasympatiques.

Les récepteurs muscariniques appartiennent a la famille des récepteurs a sept
domaines transmembranaires couplés aux protéines G qui une fois activées posseédent une
activité inhibitrice ou excitatrice. Ces récepteurs se retrouvent dans le systéme respiratoire
sur toutes les cellules effectrices stimulées par les neurones cholinergiques
postganglionaires, ¢’est-a-dire sur les cellules épithéliales, les glandes séromuqueuses et
les muscles lisses (Barnes, 1993). L’activation de ces récepteurs muscariniques par ’ACh
conduit & une contraction des MLVR, une sécrétion de mucus et a la relaxation des

vaisseaux sanguins.

Les récepteurs muscariniques sont codés par cinq génes, nommés m;, my, ms, My
et ms, qui contiennent aucun intron mais possédent un grand degré d’homologie (Hulme et
al., 1990). Les genes m; & my correspondent respectivement aux récepteurs endogénes M,
M,, M3 et M. Aucune protéine endogéne produite normalement et qui corresponderait au
géne ms n’a été répertoriée malgré "utilisation de son géne dans des lignées cellulaires
(Roux et al., 1998). Dans les tissus des voies respiratoires, le récepteur M; est
principalement localisé le ganglion parasympathique ensuite dans les glandes
séromuqueuses et dans la paroi alvéolaire; le récepteur M, se retrouve & la jonction
neuromusculaire des nerfs postganglioniques et dans les MLVR (Fig. 3); le récepteur M
se retrouve dans les MLVR, dans les glandes séromuqueuses, dans les cellules épithéliales

et dans les cellules endothéliales; le récepteur My se retrouve surtout chez le lapin dans les
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MLVR, dans la paroi alvéolaire et possiblement dans les nerfs postganglioniques (Brann

et al.,1993).

Le contrdle biochimique du mécanisme de la contraction est initi€¢ par la liaison de
I’ACh avec le récepteur Mj. Cette liaison active une protéine Gg1 qui va a son tour
induire I’activation de la phospholipase Cg (PLCpg). La PLCy va catalyser I’hydrolyse de la
phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate (PIP,), situé dans la membrane sarcolemmale, en
inositol 1, 4, 5-triphosphate (InsP3) et en diacylglycérole (DAG). L’ InsP; diffuse dans le
cytosol vers I'intérieur de la cellule et va ensuite se lier & son récepteur (InsP;R) situé
dans la membrane des réserves de Ca®* intracellulaire. La localisation des InsP;R dans les
MLVR reste toujours un débat qu’en a savoir s’ils se trouvent dans la membrane du
réticulum endoplasmique (RE) et/ou dans celle du réticulum sarcoplasmique (RS) (Roux
et al., 1998; Kotlikoff et Wang, 1998). La liaison de 1’InsP; sur son récepteur canal va
faire ouvrir ce dernier et va libérer rapidement une partic du Ca’* contenu dans les
réserves intracellulaires (Fig. 4). Suite & cette augmentation transitoire du [Ca®"}; libre,
une partie de ce Ca®" va se lier & la CaM pour induire la cascade d’activation amenant la
contraction des MLVR tel que décrit précédemment. L’augmentation du [Ca2+]i libre a
d’autres effets : 1) activer le canal CI" -Ca*" dépendant qui va initier la dépolarisation
cellulaire (Janssen, 1996); 2) activer le récepteur sensible a la ryanodine (RyR) qui va
relicher une plus grande quantité de Ca>* libre contenu dans le RS qui va activer
ultérieurement des canaux K activés par le Ca** libre sous membranaire (Kca) (Barnes,

1998; McCann et Welsh, 1986) qui est impliqué dans ’hyperpolarisation membranaire
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amenant la fermeture des canaux calciques voltages dépendants et ensuite a la relaxation

des MLVR.

contracton
Clca
Membrane
Hyperpolarisation Dépolarisation

modifiée d’apres Roux et al., 1998
Figure 4- Schéma d’une cascade d’activation induit par PACh induisant une
contraction et une variation du potentiel transmembranaire des ML VR.
L’ACh induit une augmentation du [Ca®]; libre via l'activation des récepteurs
intracellulaires InsP;R et RyR. En plus d’induire la contraction des MLVR,
I’augmentation du [Ca2+]i libre active le canal Clc, et le canal K¢, qui sont respectivement

impliqués dans la dépolarisation et hyperpolarisation membranaire. Pompe SERCA (8S).
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Le DAG, le second produit de I’hydrolyse de la PIP, par la PLC;, reste dans la
membrane plasmique ou il active la protéine kinase C (PKC) qui va aussi participer a la
régulation de la tension du MLVR par la phosphorylation de plusieurs protéine contractile
(Roux et al., 1998). Par contre la PKC va phosphoryler le récepteur B,-adrénergique qui,
avec la liaison de son ligand, est impliqué dans la relaxation des MLVR en induisant une
augmentation de 1’adénosine-3’,5’-monophosphate cyclique (AMPc) intracellulaire a

partir de I’ATP via I’activation de la protéine G; et de I’adénylate cyclase (AC).

Lorsque I’ACh active le récepteur M, il active aussi le récepteur muscarinique M,
situé¢ dans le sarcolemme des cellules des MLVR (Fig. 5). Le récepteur M, active une
protéine G; qui a pour fonction inhiber I’AC et ainsi de diminuer la formation de ’AMPc¢
a partir de I’ATP intracellulaire. Une augmentation de I’AMPc active la protéine kinase A
(PKA) qui active la phosphatase des chaines légeres de la myosine (MLCP) (Pfitzer,
2001) et active le repompage du Ca*" par la pompe SERCA des membranes
intracellulaires du RE et du RS (Roux et al.,, 1998). La MLCP enléve le groupement
phosphate de la chaine 1égére de myosine qui se détache du filament d’actine induisant la

relaxation des ML VR.

Des études récentes ont montré une autre voie pharmacomécanique qui induit la
contraction des cellules de muscle lisse. C’est la voie des Rho-kinases (Fig.6). Les Rho-
kinases sont également impliqués dans diverses réponses cellulaires comme [’activation

de la transcription, la motilité, I’adhésion et le cycle cellulaire (Mackay et Hall, 1998).
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Dans le mécanisme de contraction des muscles lisses, cette voie est Ca™ -indépendante car

elle ne favorise ni la libération ni ’entrée du Ca" dans la cellule.
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Figure 5- Schéma représentant le chevauchement fonctionnel entre les voies
muscariniques et Br-adrénergiques dans le mécanisme de contraction des MLVR.

En plus d’activer le récepteur M3, I’ACh active le récepteur M, qui active la protéine G;
qui lui inhibe ’AC et ainsi la relaxation. Cette derniere est favorisée par P’activation du

récepteur fr-adrénergique qui active une protéine G qui lui active I’AC et la relaxation.
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Figure 6- Mécanisme de contraction des muscles lisses impliquant la voie des Rho-
kinases qui est Ca’*-indépendant.
La phosphorylation de la myosin «regulatory light chain » (RLC) et ainsi la contraction
des muscles lisses sont favorisé par inhibition de la ML.CP. Cette inhibition ce produit
selon trois voies : 'activation des Rho-kinases, 1’augmentation de la concentration de
’acide arachidonique (AA) et le blocage de la MLCP active par le CPI-17 qui est activé
par la PKC. Par contre, un blocage de I’activité¢ des Rho-kinases par le C3 et le Y-27632
conduit & une activation de la MLCP qui va ensuite déphosphoryler la myosin RLC et

donc relaxer le muscle lisse.
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La voie des Rho-kinases débute par 1’activation d’un récepteur par le U-46619 (un
analogue aux tromboxanes) qui active la protéine Gip 3. Celui-ci active un facteur
d’échange nucléotidique, nommé p'"Rho GEF, qui lui active la protéine RhoA-GDP en
échangeant la guanosine-5’-diphosphate (GDP) pour de la guanosine-5’-triphosphate
(GTP). Devenue RhoA-GTP, cette protéine active la Rho-kinase qui va ajouter un
groupement phosphate a partir de ’ATP sur la MLCP. La phosphorylation de la MLCP
rend celle-ci inactive en ’empéchant de déphosphoryler les tétes de myosine favorisant la
contraction (Somlyo et Somlyo, 2000). Donc le tonus des MLVR est la résultante de la

phosphorylation et de la déphosphorylation de la myosin.

Modulation électromécanique

Le couplage électromécanique est initié lorsque la tension mécanique est induite
par des changements du potentiel électrique aux bornes de la membrane cellulaire (Farley
et Miles, 1977). La dépolarisation transmembranaire est induite par l’activation des
courants Cl” et des courants cationiques non sélectifs, transportés par le Na” et le Ca*",
tandis qu’il y a une suppression des courants K’ (Janssen, 1996) qui eux sont
principalement impliqués dans la repolarisation ou I’hyperpolarisation membranaire et qui
facilitent la relaxation de la cellule. Les études de patch-clamp ont démontrées que les
courants calciques dépendants du voltage provenant de I’ouverture des canaux sensibles
aux dihydropyridines sont activés pendant la dépolarisation membranaire (Fleischmann et
al., 1996; Kotlikoff, 1988). Les parameétres qui régulent ’influx calcique (I¢,) vers
Pintérieur de la cellule a partir d’un canal sont la Po (la portion du temps que le canal

passe dans un €tat ouvert), le courant unitaire (i) et le nombre de canaux (N) permettant
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obtenir 1’équation suivante : Icay) =Pogy"i)'N. Dans les MLVR, le courant calcique
dépendant du voltage provient majoritairement du canal calcique de type L (Long-
Lasting). Ce canal, qui est sensible aux dihydropyridines, posséde un seuil d’activation a
partir du potentiel membranaire de —40 mV et une longue période de temps d’inactivation
(Janssen, 2002). 11 a ét¢ démontré que les courants calciques entrant sont suffisants pour
induire la contraction de la cellule de muscle lisse suite a I!’application d’une
concentration d’ion K* élevée dans le milieu extracellulaire (Janssen et al., 1997) ou par
utilisation de bloqueurs plus ou moins spécifiques des canaux potassiques comme la
tétraéthylammonium (TEA), la charybdotoxine (ChTX) et la 4-aminopyridine (Corompt
et al., 1998). De plus, une entrée de Ca®* pourrait contribuer a activer le RyR qui est situé
dans la membrane du RS. Le RyR est un canal activable par le Ca®* qui amplifie la
relache du Ca®* & partir des réserves intracellulaires. La localisation précise du RS fait
I’objet de différents débats mais une étude, réalisée sur le MLVR de chien (Darby et al.,
2000), montre qu’il formerait une structure situé¢ immédiatement sous le sarcolemme
séparant ainsi le cytosol en deux espaces (Fig. 7); cette localisation avait déja ét€ proposé
chez les muscles lisses vasculaires par le groupe de Van Breeman (Lee et al., 2002; Nixon
et al., 1994). L activation des RyR pourrait participer & la libération du Ca*" contenu dans
le RS contribuant ainsi a une augmentation transitoire du [Ca2+]i et donc 4 la contraction
de la cellule. L’augmentation du Ca®* libre 4 Iintérieur de la cellule active aussi les
canaux K¢, de la membrane plasmique (Amedee et al., 1990). L’activation des canaux
Kca provoque une hyperpolarisation membranaire. Cette hyperpolarisation induit une
désactivation des canaux Ca®* ce qui tend & diminuer le courant calcique entrant dans la

cellule ce qui a pour conséquence de faciliter la relaxation des MLVR.
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Figure 7- Schéma représentant la localisation sous-membranaire du RS dans les
MLVR.
Le RS constitue un compartiment calcique sous-membranaire dont [activation
(mobilisation du Ca®* libre) peu moduler les conductances ioniques de la membrane
sarcolemmale.

Cependant, les amplitudes des contractions générées par des dépolarisations
membranaires représentent une fraction de celles induites par des agonistes
physiologiques comme I’ACh, I’histamine, 1’endothéline ou pharmacologique comme le
chlorure de carbamylcholine (CCh) (Janssen, 2002). Il a été rapporté que I’utilisation des
bloqueurs des canaux calciques avait peu d’effet sur des contractions induites par des
agonistes muscariniques (Tao et al., 2000). De plus, Iutilisation des bloqueurs des canaux
chlores n’ont aucun effet sur le potentiel de repos et sur les contractions des MLVR
induites par des agonistes muscariniques (Janssen et al., 1998). De plus, la plupart des

conditions expérimentales montrant un effet inhibiteur des dihydropyridines sur la
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réponse mécanique dans les MLVR n’étaient pas des conditions physiologique (les
réserves intracellulaires de Ca®" avaient été vidées) ou bien les concentrations utilisées de
ces bloqueurs étaient trop élevées (Bourreau et al., 1993; Shen et al., 2000). Méme chose
avec la nifédipine, qui est un autre bloqueur des canaux Ca** de type L, d’ol: I"utilisation
de concentration de P'ordre du submicromolaire est suffisant pour bloquer ce canal
(Honda et al., 1986). Ces résultats sont compatibles avec le fait que les études cliniques
ont prouvé que lutilisation des bloqueurs des canaux Ca®" est inefficace comme agent
thérapeutique pour relaxer et dilater les bronches dans une maladie comme !’asthme
(Barnes, 1985; Fish, 1984). De plus dans les MLVR, il y a ni canaux Na" activés par le
voltage ni potentiel d’action. Donc s’il y a entrée de cation monovalent (Na") ou divalent

(Ca*"), elle doit se faire par d’autres voies.

Les anomalies sur la contraction et la prolifération des muscles lisses sont les
principales causes de maladies parce que contrairement au muscle cardiaque, le muscle
lisse mature peut se régénérer. Les découvertes récentes sur une multiplicité de
mécanismes qui régulent la contraction suggérent qu’un désordre de ceux-ci, n’impliquant
pas nécessairement des canaux Ca®’, cause une maladie. Un de ces mécanismes est celui
qui implique l’e;cide arachidonique (AA) et ses métabolites. Par exemple, I’asthme et
hypertension artérielle sont des manifestations de contractions involontaires des ML VR et
des muscles lisses vasculaires (MLV) causées par un exces d’agonistes excitateurs
(comme ’histamine impliqué dans les allergies) ou une intensification de la réponse du
muscle lisse a un stimulus «normale » (Somlyo et Somlyo, 1994). De plus,

I'inflammation asthmatique implique une grande quantité d’€osinophiles et d’autres
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cellules inflammatoires qui envahissent la paroi des voies respiratoires qui va ensuite
gonfler et augmenter la sécrétion de mucus pour ainsi obstruer le passage de I'air. Les
leucotriénes, qui sont des composés biologiquement actifs produits & partir de I’AA, font
partis des agents responsables qui induisent cette inflammation. Il a été rapporté qu'une
inhibition de la synthése des leucotriénes bloque partiellement ou enti¢rement la réponse
constrictrice des ML VR induite par plusieurs agents causant 1’asthme (Holgate et al,,

1996).
L’acide arachidonique et le systéme respiratoire

Synthése de ’acide arachidonique

L’AA est principalement estérifié¢ en position sn-2 des phospholipides et fait donc
partie intégrante de la structure de la membrane plasmique. C’est également un précurseur
de plusieurs molécules bioactives. L’AA, entrant dans la composition de la
phosphatidylcholine (PC), est libéré de la membrane de la liaison ester a la position sn-2
du phospholipide par une activité spécifique de la phospholipase A; (PLA,) cytosolique
qui est dépendante du Ca®* et de la phosphorylation (Clark et al., 1991 et Lin et al., 1993
respectivement). Cet acide gras insaturé peut étre également hydrolysé des phospholipides
membranaires par la PLCg, la DAG-lipase et le 2-monoacylglycérol (MAG) lipase (Fig.
8) ou bien par ’entremise de la phospholipase D (PLD), de I’acide phosphatidique
phosphohydrolase (PAPH) et de la DAG lipase / 2-MAG lipase (Dennis et al., 1991). La
formation intracellulaire de I’AA représente un important second messager qui est
directement responsable & la modulation d’enzymes intracellulaires clefs comme la PKC

(Khan et al., 1995) et les MAP kinases (Rao et al., 1994). Par ailleurs sa conversion en un
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nombre important de métabolites oxydés joue plusieurs roles fondamentaux complexes

dans la biologie cellulaire (Piomelli, 1993).

Phospholipide

PLD
l PLC \A

Diacylglyceérol o

PAPH

cide phesphatidique

Acyltransférase
l DAG-lipase
cPLA,
l MAG-lipase
Acide arachidonique

Figure 8- Schéma montrant les diverses voies de synthése de Pacide arachidonique a
partir d’un phospholipide membranaire.
Une fois que ’acide arachidonique est produit selon les trois voies de synthese, il peut

étre réincorporé a un phospholipide membranaire par une enzyme acyltransférase.

Métabolisme de Pacide arachidonique

Une fois libéré dans le cytosol, PAA peut étre métabolisé selon trois voies
métaboliques : 1) la voie des cyclooxygénases (COX 1 et 2) qui produisent les
prostaglandines, les tromboxanes et les prostacyclines, 2) la voie des lipoxygénases qui
produisent les leucotriénes, les acides hydroxyeicosatétraénoiques (HETE) et les acides
hydroperoxyeicosatétraénoiques (HpETE) 3) la voie des cytochromes P450 (CYP450)
époxygénases et hydroxylases qui produisent respectivement les acides
époxyeicosatriénoiques (EET) et les 19- et 20-HETE. La cascade métabolique de ’AA est
présentée a la figure 9. Les tromboxanes et certaines prostaglandines (PGF,,) sont des

bronchoconstricteurs (Hyman et al., 1981) tandis que les prostacyclines et d’autres
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prostaglandines (PGE,) sont des bronchodilatateurs qui possédent des propriétés anti-
inflammatoires (Hardy et al., 1988; Mathe et Hedqvist, 1975). Les produits de la
lypoxygénase sont des bronchoconstricteurs qui augmentent la sécrétion de mucus et la
perméabilité vasculaire dans ’asthme (Adelroth et al., 1986). Les produits des voies
métaboliques des COX et des lipoxygénases sont bien connus comme étant d’important

modulateur du tonus bronchique et des réactions inflammatoires des MLVR.

Plusieurs métabolites des CYP450 sont maintenant connus pour jouer un rdle non
négligeable dans la régulation fine de la résistance des voies aériennes et du tonus
vasculaire dans les poumons et d’autres lits vasculaires comme les coronaires ou le rein
(Roman 2002). Plusieurs études ont montrées que des fractions microsomales
membranaires qui ont été préparées & partir de poumons de lapin, de rat, de cobaye, de
chien et d’humain produisent des EETs et du 20-HETE lorsqu’elles sont incubées avec de
IPAA (Yu et al, 2002). Des études quantitatives ayant nécessité des mesures par

chromatographie sur colonne.

Les enzymes qui sont responsables de la production des EETs sont des CYP450
époxygénase nommées 1A, 2B, 2C, 2D et 2J qui se retrouvent dans différents tissus
(Roman, 2002). Ils sont exprimés dans les cellules épithéliales ciliées et non-ciliées et
dans les cellules endothéliales des capillaires des voies aériennes. Il a été démontré que
dans le systéme respiratoire, les EETs induisent in vitro la relaxation des trachées et des

bronches de cobaye précontractées au CCh (Dumoulin et al., 1998) et & ’histamine, ainsi



que celle des bronches humaines précontractées par I'histamine (Zeldin et al., 1996).

Cette relaxation est principalement causé par I’activation des canaux K¢, (Benoit et al.,
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Figure 9- Schéma montrant le métabolisme de P’acide arachidonique dans les
vaisseaux ainsi que des inhibiteurs pouvant étre utilisés.

Ce métabolisme de I’acide arachidonique représenté ici est le méme pour les MLVR mais
les effets constricteurs du 20-HETE et dilatateurs des EETs peuvent variés selon les tissus
et les espéces. Une molécule, le HET-0016, est 'inhibiteur le plus spécifique de la
synthése du 20-HETE connu jusqu’a présent. L’ETYA, acide eicosatétraynoique, est un

inhibiteur non sélectif des lipoxygénases, des cyclooxygénases et des cytochromes P450.
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2001) et P’inhibition des canaux CI (Salvail et al., 1998) induisant une hyperpolarisation
membranaire amenant a la relaxation des MLVR. Dans la circulation pulmonaire, les
EETs dilatent les MLV de chien précontractés par le U-46619 (Stephenson et al., 1996),
un analogue des tromboxanes; ils sont aussi impliqués dans la régulation de la
perméabilité vasculaire. Par contre, les quatre régioisoméres des EETs contractent in vitro

les artéres pulmonaires de lapin (Zhu et al., 2000a).
Pharmacologie du 20-HETE

Syntheése du 20-HETE

Tel que résumé dans le Tableau 1, le 20-HETE est produit & partir de I’AA par les
isoformes des CYP450-4A et/ou 4F selon ’espéce et le tissu dans lequel il est produit
(Roman, 2002). Ces enzymes qui sont des w-hydroxylases ajoutent un groupement
hydroxyle au dernier carbone (Cyg) de la molécule d’AA. Par ailleurs, il a été rapporté que
les acides ribonucléiques messagers (ARNm) codant les transcrits protéiques des
CYP450, qui produisent le 20-HETE, sont exprimés dans les reins, le foie, le cerveau et
les poumons de rat; dans le foie et les reins de la souris; dans le foie, les poumons et les
reins de lapin; dans les reins et le cerveau de chien (Roman, 2002), dans les poumons de

cobaye (Yu et al., 2002) et dans le foie, les reins et les poumons de I’humain (Roman,

2002; Birks et al., 1997)

Une fois produit, le 20-HETE, peut étre métabolisé par B-oxidation en de petites
molécules biologiquement peu actives de 16 et 18 carbones et métabolisé par les COXs

en molécules bioactives sur le tonus musculaire (Roman 2002). Alternativement les
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molécules de 20-HETE libre peuvent &tre estérifiées aux phospholipides de la membrane
plasmique a la position sn-2 pour y étre entreposées (McGiff et Quilley, 1999). Ces
molécules estérifiées sont ensuite relachées dans la cellule en réponse a une stimulation
d’un récepteur membranaire. La concentration intracellulaire de 20-HETE peut étre
augmentée 2 la fois par sa production a partir de I’ AA mais également par sa libération de
la membrane plasmique, contrairement aux prostaglandines qui elles ne sont pas
entreposées mais toujours produites en réponse & un stimulus. L’incorporation des
produits des CYP450s (EET et 20-HETE) dans la membrane plasmique a comme

conséquences de

s

Janrestn Boecies Peoslont{s’s Thoarnis indlncir
4AL Hat B, SHETE LA Filrrates( Y, tiabetes, Taning
472 Fab e, 20HETE, EETs LY B LG Fibrates, disbutes, faatlng
443 Bat 1, SHETE, EETs KLV B IG Fibrates, dishuies, fusting
48 Bt WHETE? L
4#1 Rat 4 L
484 Hat ? LEB
475 Rar ? LEB
4% fat ? LESB
4448 Huraan 1, SHETE i X
4¥2 Hurean SHETE L%
415 Human FydroxyL 18, PMNe
471 Human LK
A1 Sowse 19, BHBTE LR Fbrates( 43
4412 Konse 18, JHETE LK Fibeates (Tomade ondy)
4414 Movse 1% Hydrony-tmrate . B Fibrates(+)
¥4 Mouse Laukotdenes LI 4
4515 House ? o B K Fibrateg, LI
kg Mowse # WB K LFS
481 Monge Hudeoooy Taiy auids
233 Mo BHETE &
454 Fabbit EBHETE, POROH I P Progaancy, storokds
445 Fabbit i Hydroxydaene i
488 Rablilt HHETE LK Filegaaad 43
447 Robisdy MEETE i Fihrates
FiAl Huwman
R HETE i ¥ Eahanot
Pkt

’ ’&, Madney, L, lvee ¥, vascalature; B, bealeyy UG, hngy B, panoress; G gostrolntestingl teact 8, i PN, solvmorpshonuclear lenkonyies
HETE hydrovyeioositetmenoly seid BET, spovstonmtiencis acld LPS, Yoondlysaecharide; U1, leukotdone,
Roman, 2002
Tableau 1- Localisation des isoformes des CYP450 w-hydroxylase et leur produit

selon Pespéce et le tissu.
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modifier la perméabilité membranaire et ’activité des enzymes liés a cette membrane
(McGiff et Quilley, 1999). L’efficacité des inhibiteurs des CYP450s peut étre mal
interprétée parce qu’ils peuvent empécher la production du 20-HETE & partir de 'AA
mais il n’empéchera pas la libération de ce métabolite des phospholipides membranaires.
Par exemple, dans un rein de lapin isolé et perfusé en présence de 1uM de D'acide 17-
octadécanoique (17-ODYA), un inhibiteur non sélectif des CYP450s qui empéche la
production basal de 20-HETE, I’angiotensine 11, via la PLA,, libére le 20-HETE entreposé
dans les phospholipides a partir d’un seuil non détectable jusqu’a 0.93 ng/min dans I’urine

et a partir de 0.06 jusqu’a 0.24 ng/min dans les veines rénales (Carrol et al., 1997).

La quantit¢ de 20-HETE, des autres HETEs et des EETs liés aux lipides
membranaires représente un réservoir significatif dans les tissus ou ils ont été quantifiés.
Dans un rein de lapin, la quantité I’HETEs (16-, 17-, 18-, 19- et 20-HETE) estérifiés est
de 34.40 ng/g de tissus dans le cortex et de 22.76 ng/g de tissus dans la médulla (Carrol et
al., 1997). Dans une culture de plaquette humaine, la quantité¢ de 20-HETE libéré par la
PLA, est de 9.7 fmol/10° cellules. Cette quantité représente environ de 2000 fois moins

que celle des EETs qui est de 4.3 pmol/ 10 cellules (Zhu et al., 1995).

Effet du 20-HETE sur les MLV non-pulmonaires

Le 20-HETE a pour effet de contracter les artérioles rénales (Ma et al., 1993),
cérébrales (Gebremedhin et al., 2000), mésentériques (Wang et al., 2001) et celles des
muscles squelettiques (Kunert et al., 2001). La contraction de ces artéres améne une
élévation de la pression transmurale et une autorégulation du débit sanguin dans les

arteres rénales et cérébraux chez le rat in vivo (Roman, 2002). Les concentrations de 20-
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HETE utilisées dans ces expériences étaient relativement élevé (1-10 pM) parce que la
concentration endogéne de 20-HETE dans les petits vaisseaux est d’environ de 100 nM
(Roman, 2002). Si la production endogéne de 20-HETE est inhibée, il faudra moins de
20-HETE pour obtenir le méme effet. De plus chez le rat, le 20-HETE contracte peu ou
pas du tout les grosses artéres comme [’aorte (Muthalif et al., 1998 et 2000). Cette
absence d’effet sur le tonus vasculaire est surprenante car il induit un effet mitogénique
semblable sur des cellules isolées des MLV d’aorte et de petits vaisseaux de rat. Ceci
pourrait s expliquer par une différence dans I’expression des types de canaux K ou dans

la cascade de signalisation intracellulaire entre les gros et les petits vaisseaux (Roman,

2002).

En plus de contracter le muscle lisse vasculaire, il a été rapporté que 1 pM de 20-
HETE dépolarise de 10 mV le potentiel transmembranaire des artéres rénales de chien
associé avec une augmentation de la concentration du [Ca*"}; (Ma et al., 1993). L activité
vasoconstrictrice du 20-HETE implique un blocage des canaux K¢, Cet effet peut étre
mimé par I’addition de la TEA ou de I'ibériotoxine (IbTX) alors que le 20-HETE n’a
aucun effet sur le tonus vasculaire aprés administration des bloqueurs des canaux K¢,
(Imig et al., 1996). Des expériences de patch clamp en configuration « Cell-attached » ont
démontré que ’addition de 20-HETE exogéne inhibe ’activité des canaux Kc, tandis
qu’ils ne le sont pas lorsque la membrane est excisée de la cellule d’artére cérébrale
(Lange et al., 1997). Ceci montre bien que le 20-HETE inhibe les canaux K¢, a travers

une cascade d’activation intracellulaire qui est encore & déterminer.
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Il a été rapporté que le 20-HETE active la PKC dans les MLV des artéres
cérébrales de chat (Lange et al., 1997), des tubules proximaux de rat (Nowicki et al,,
1997) et des artéres interlobulaires rénales de rat (Sun et al., 1999). L’effet inhibiteur du
20-HETE sur les canaux K¢, qui est concomitant de la contraction des artéres cérébrales
de chat n’est pas observé en présence d’inhibiteurs de la PKC (Lange et al., 1997). Par
contre dans les artéres rénales de rat, les inhibiteurs de la PKC n’empéche pas ’effet
bloquant du 20-HETE sur les canaux K¢, (Sun et al., 1999). De plus, dans ces tissus, il a
été rapporté que le 20-HETE active la cascade de signalisation des « mitogen-activated
protein kinase » (MAPK) et cette activation contribue au blocage des canaux K¢, et a la
contraction des MLV (Sun et al., 1999). Ce blocage des canaux K¢, par le 20-HETE est
inhibé par I’inhibition de la tyrosine kinase et non par inhibition de la MEK kinase (Sun et
al., 1999). Par contre, ces observations n’expliquent pas complétement par quelle cascade
de signalisation intracellulaire le 20-HETE peut bloquer le canal K¢, De plus, cet effet
inotrope positif du 20-HETE pourrait aussi impliquer une modulation des canaux

calciques membranaires.

L’implication du 20-HETE endogéene dans la régulation du tonus myogénique des
MLV non-pulmonaires a été proposé comme suit : I’étirement du vaisseau sanguin par
’augmentation de la pression sanguine, I’interaction avec plusieurs hormones vasoactives
avec leur récepteur activent la PLCg qui augmente la synthése de ’InsPs et stimule la
relache du Ca®* intracellulaire. Cette augmentation du [Ca®']; actives la PLA, Ca®'-
dépendant et la DAG-lipase pour libérer PAA qui est convertie en 20-HETE par les

CYP450 qui lui peut inhiber le canal K¢, par une cascade intracellulaire (Fig. 10), Cette
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cascade intracellulaire, activé par le 20-HETE, passe par la PKC et la tyrosine kinase.
Cette activation est dépendante de I’espéce et/ou du tissu étudié. Le blocage des canaux
Kca empéche I’hyperpolarisation et tend & maintenir la cellule dépolarisée. Ceci va
favoriser Ientrée du Ca®* a I’intérieur de la cellule et donc contribuer & maintenir le tonus

myogénique (Roman, 2002).

La production du 20-HETE est grandement dépendante de I’O, dans les artérioles
rénales et cérébrales, les microsomes rénaux, le glomérule isolé et dans les artéres
pulmonaires (Harder et al., 1996; Zhu et al., 2000b). De plus, le NO qui est libéré de
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Roman, 2002
Figure 10- Mécanisme de contraction des MLV intégrant les voies de signalisation
intracellulaire impliquées dans le mode d’action du 20-HETE.
Le 20-HETE, produit de I’acide arachidonique, inhibe indirectement les canaux Kc, par
P’entremise de la PKC et des MAPKs prolongeant ainsi la contraction. De plus le NO qui
est produit dans D’endothélium diminue la concentration du 20-HETE favorisant

I’ouverture du canal K¢, et ainsi la relaxation.
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I’endothélium entre dans le muscle lisse et le CO, produit par I’enzyme heme-oxygénase,
diminue la production endogéne du 20-HETE. Cette diminution favorise la vasodilatation

des petits vaisseaux sanguins (Roman 2002).

Aucune équipe n’a encore identifié de récepteur au 20-HETE ou bien démontré
que sa production modifie celle des seconds messagers comme le DAG, I'InsP;, ’AMPc
ou la guanosine-3’,5’-monophosphate cyclique (Roman, 2002). Des inhibiteurs de
production du 20-HETE endogéne ont été identifiés: le N-méthylsulfonyl-12,12-
dibromododéc-11-énamide (DDMS), le 17-ODYA qui sont des inhibiteurs non-
spécifiques des CYP450s et le HET0016 qui est un inhibiteur spécifique au CYP450 o-

hydroxylase.

Effet du 20-HETE sur les MLV pulmonaires

Jusqu’a présent, la majorité des effets du 20-HETE dans la circulation sanguine
pulmonaire sont a I’opposée de ceux observés dans les lits vasculaires périphériques. Le
20-HETE dilate les artéres pulmonaires de lapin, de bovin et de I’humain précontractées
avec le U-46619 ou de la norépinéphrine (Zhu et al., 2000b; Yu et al., 2002; Birks et al.,
1997 respectivement). Chez le lapin, la conversion de ’AA en 20-HETE est bloquée par
le DDMS et le 17-ODYA. La diminution de la production de 20-HETE induit la
contraction des artéres pulmonaires. Cette réponse au 20-HETE est dépendante d’un
endothélium intacte et de la COX. Ceci suggere que le 20-HETE est métabolisé par la
COX en une molécule vasodilatatrice ou bien il stimule la reldche d’un métabolite

vasodilatateur de la COX provenant de ’endothélium (Zhu et al., 2000b; Birks et al.,
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1997). Chez le bovin, Peffet vasoconstricteur du 20-HETE est bloqué par le L-NAME, un
inhibiteur de la NO-synthase, ou par la destruction de I’endothélium. Le 20-HETE
augmente le [Ca®*]; et la production du NO dans I’endothélium (Yu et al., 2002). De plus,
lauteur de cet article mentionne que ’effet relaxant du 20-HETE sur I’artére pulmonaire
bovine, suivant une précontraction avec le U-46619, est toujours présent mais faible en
présence d’indométhacine que lorsque I’activité des COX est intacte. Cependant, un seul
article montre que cet eicosanoide contracte les artéres pulmonaires de rat. Le 20-HETE
les contracte a partir du tonus de base et il n’induit aucune activité vasodilatatrice méme
suite & une préconstriction avec la phényléphrine (Yaghi et al., 2001). Ces effets du 20-

HETE sur les artéres pulmonaires varient selon les espéces.

Effet du 20-HETE sur les MLVR

L’effet du 20-HETE sur les MLVR varie en fonction de ’espéce. Il induit une
relaxation des bronches de lapin précontracté a ’histamine ou le KCI (Jacobs et al., 1999)
et les bronches humaines précontractées avec 'histamine (Zhu et al., 2000b). L’effet
relaxant du 20-HETE est bloqué par l'indométhacine ou suite & la destruction
fonctionnelle de 1'épithélium. Ces études proposent que le 20-HETE serait métabolisé par
les COX en un bronchodilatateur ou qu’il stimule la libération d’un métabolite des COX 2
partir de I’AA situé dans 1’épithélium (Roman 2002). Par contre, il a été rapporté que le
20-HETE contracte les bronches de cobaye (Zeldin et al., 1995). Tous ces résultats
suggerent que les effets du 20-HETE sur le tonus des MLVR varient en fonction de

I’espéce et reflétent probablement une différence dans le type de métabolite produit par

fes COX.
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Contexte et objectifs spécifiques de I’étude

L’acide 20-hydroxyeicosatétraénoique (20-HETE) est un métabolite de 1’acide
arachidonique produit par I’entremise des cytochromes P450. Le 20-HETE est impliqué
dans la modulation du tonus des muscles lisses vasculaires (MLV) et des voies
respiratoires (MLVR) (Roman, 2002). Les réponses des muscles lisses au 20-HETE
semblent étre différentes selon I’espece voir méme le type de tissu ot il est généré ou sur
lequel il est appliqué. Dans les MLV, il a été rapporté que le 20-HETE induit la
contraction principalement en bloquant le canal K¢, par I’'intermédiaire de la PKC et/ou
des MAPKSs (Lange et al., 1997; Sun et al., 1999). Les effets inotropes du 20-HETE ont
surtout été étudiés au niveau des muscles lisses vasculaires des artéres coronaires, des
microvaisseaux du rein et des muscles squelettiques. Par contre, dans les MLVR, il a été
rapporté que le 20-HETE induit une relaxation des muscles lisses des bronches humaines
(Zhu et al., 2000b) et de lapin (Jacobs et al., 1999) mais une contraction sur ceux de
cobaye (Zeldin et al., 1995). La relaxation induite par le 20-HETE sur les MLVR de lapin
est dépendante de I’épithélium et d’une activité intacte des COX (Jacobs et al., 1999).
Cette antithése apparente de la réponse inotropique des MLVR pourrait étre due aux
profils différentiels des enzymes qui produisent ou métabolisent le 20-HETE. De plus,
aucune ¢tude plus approfondie sur les MLVR n’a ét¢ réalisée sur une possible modulation
des canaux ioniques membranaires et sur I'effet inotrope positif induit par le 20-HETE.
Son mode d’action sur ce tissu reste donc a étre illucidé. Notre hypothése de travail
consistera a vérifier si les modulations de la tension mécanique des ML VR, induites par le

20-HETE, sont dues a des changements des propriétés électrophysiologiques.
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Le but de cette étude est donc d’établir le mode d’action du 20-HETE sur les
MLVR de cobaye en utilisant des mesures électrophysiologiques complémentaires ce qui

nous ont conduit a définir les objectifs spécifiques suivants :

1- FEtudier et quantifier les effets du 20-HETE sur le tonus et sur des cellules isolées
des MLVR de mammiferes par ’entremise de différents inhibiteurs en utilisant les
techniques de mesure de tension isométrique et d’imagerie cellulaire.

2- Evaluer les effets du 20-HETE sur le potentiel membranaire des cellules de
MLVR avec ’aide de la technique de la microélectrode.

3- Vérifier si le 20-HETE modifie directement les propriétés électrophysiologiques
des canaux connus en utilisant les techniques de reconstitution membranaire des

BPL et a I’aide de mesures réalisées en patch-clamp.
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Matériels et Méthodes

Mesures de tension isométrique

Préparation des fragments de bronche et de trachée de cobaye

Les cobayes de Hartley albinos (250-300 g), méle ou femelle, ont été anesthési€s
avec du pentobarbital de sodium (75 mg/kg) injecté intrapéritonéalement et puis
exsanguinés par section de 1’aorte dorsale. La trachée et le systéme cceur-poumon ont été
prélevés et nettoyer dans la solution de Krebs préalablement barboter au carbogene (O,
95% et CO, 5%) a la température de la pi¢ce. La solution de Krebs est composée de (en
mM) : 118.1 NaCl, 4.7 KCl, 1.2 MgSQOq, 1.2 KH,PO4, 25 NaHCOs3, 2.5 CaCl, et 11.1
glucose et le pH est & 7.4 suite au barbotage avec le carbogeéne. Les bronches externes et
la trachée sont prélevés et coupées en spirales (Cadieux et al., 1990). Les tissus sont
ensuite placés dans les bains & organe isolé dans la solution de Krebs barbotée et
préchauffée a 37 °C. Les tissus sont soumis a une tension initiale de base de 1 g visualisée
a I'aide d’un transducteur de force de Grass modele FT.03E (Astro-Med Inc.). Avant
chaque protocole expérimental impliquant ’ajout d’agents pharmacologiques, les tissus
sont stabilisés dans les bains pendant 1 heure, avec 4 lavages au 15 min tous en solution

Krebs normal (Savaria et al., 1992).

Mesures des tensions musculaires isométriques

Une extrémité des tissus est attachée a un support fixe tandis que ’autre au
transducteur de force de Grass modele FT.03-E (Astro-Med Inc.). Ce modele a été

développé pour mesurer les changements de tension musculaire isométrique (le muscle
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reste & une longueur constante) suite & ’addition de divers agents pharmacologiques. Les
variations de tension sont transformées en variation de voltage par le transducteur et ces
signaux sont ensuite amplifiés par un amplificateur de Grass DC modéle 7P1J (Astro-Med
Inc.) puis tracés sur papier par un polygraphe de Grass modele 7E (Astro-Med Inc). Les
¢léments du montage expérimental sont représentés sur la figure 11. Ces variations de
tensions musculaires sont alors converties en gramme (g) (Cadieux et al., 1990). Toute les
premiéres expériences réalisées sur les bronches et les trachées consistent a induire une
contraction « test» par une addition de 0.1 uM de CCh pour s’assurer de la bonne
réactivité des tissus. Lorsque "amplitude de contraction est devenue stable (en prenant la
forme d’un plateau), les tissus sont lavés 4 fois pour éliminer le CCh. Aprés stabilisation
des tissus au tonus de base (1 g), le 20-HETE est injecté dans les bains et la tension
mécanique développée est enregistré en continue. Les tissus sont ensuite lavés ou sont
ajoutées de divers substances pharmacologiques pour visualiser leur effet sur la
contraction induite par le 20-HETE. Les amplitudes de contractions induites par le 20-
HETE sont calculées en pourcentage (%) par rapport a celle qu’induit 0.1 uM CCh a
partir du méme tissu (valeurs pairées) avec ’aide de I’équation 1. L’amplitude de
contraction induite par 0.1 uM CCh a été choisi comme valeur de référence parce qu’il
correspond a 30% de la tension maximale que peut induire le CCh sur les MLVR de

cobaye (Benchekroun et al., 1992).

_ T A[20-HETE] x 100
T T T[0.1uM CCH

Eq.l: % Tm

ou Tm est la tension mécanique normalisée, T A[20-HETE] est la tension mécanique

induite par différentes concentrations de 20-HETE et T [0.1 uM CCh] est la tension

mécanique induite par 0.1 uM CCh.
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Figure 11- Photos de la cuve d’organe isolé et représentation du montage
expérimental utilisé pour les mesures de tension isométrique.
Le courant (Al), qui est généré a partir des variations de tension musculaire lisse de la

trachée ou de la bronche, est regu par le transducteur de force et convertie en voltage (AV)

par le convertisseur (CIV) courant-voltage. Le AV est ensuite amplifié par un
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amplificateur de Grass et finalement convertie en amplitude de contraction (en cm) par le

traceur du polygraphe de Grass.

Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en terme de valeurs moyennes = la SEM. La courbe

dose-réponse, représentée dans les résultats, a été obtenue a partir de I’équation suivante :

Eq.2: C = Corae X™) 1 (ECsg™ + X"

ou C et Cuax sont les amplitudes de contraction, X est la concentration de 20-HETE
utilisée, ECs est la concentration de 20-HETE pour laquelle on obtient 50% de 1’effet
maximal et nH est le coefficient de Hill. La variance statistique est évaluée a I’aide du test
t de Student pairé ou non-pairé, selon les cas, en utilisant le logiciel de SigmaPlot 8.0

(SPSS Science). Une valeur de P < 0.05 est considérée comme significative.
Technique de microélectrodes

Préparation des trachées de lapin et de chien

Des lapins albinos (1.5 et 2.5 kg) ou des chiens batards méle ou femelle ont été
anesthésiés avec du pentobarbital de sodium (35 mg/kg). La trachée est prélevée
rapidement et placée dans une solution de Tyrode barbotée avec du carbogéne (95% O, et
5% CO,) a température de la piece (environ 20°C). La solution de Tyrode contient (en
mM) : 136 NaCl, 4 KCl, 1.8 CaCl,, 0.5 MgCl, 0.35 Na,HPO4, 12.5 NaHCO; et 11
glucose a un pH de 7.4 suite au barbotage de la solution au carbogéne. La trachée a été

préparée et coupée tel que décrit par Benoit et al. (2001). Lorsque ’expérience I’exigeait,
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les cellules épithéliales ont été enlevées a 1’aide d’un applicateur de coton en le roulant
légérement dans le sens de la longueur sur la surface luminale de la trachée. Les
fragments de trachée (5 x 12 mm) sont ensuite placés dans la chambre de perfusion d’une
capacité de 3 ml d’un systéme de trois compartiments (Fig. 12) dont la température
(37°C) et le niveau de solution sont treés rigoureusement contrdlés tel que décrit par
Salvail et al. (1998). Ce montage, qui a été dessiné et réalisé par I’équipe du laboratoire
du Dr Eric Rousseau (Le Bilarium), posséde un systéme de perfusion a six voies avec un
robinet permettant le choix de la sélution et des concentrations d’agents
pharmacologiques. Le débit est contr6lé a 2 ml/min avec la solution de Tyrode standard.
La trachée, avec la couche de muscle lisse placée vers le haut, est soumise & une période
de stabilisation de 20 min en Tyrode et d’une seconde de méme durée, en présence de 5
uM de wortmannin ajouté au Tyrode, de fagon a prévenir les contractions de muscle lisse
spontanées lors des empalements. Les perfusions subséquentes sont effectuées avec de la
solution de Tyrode seul ou additionnée d’agents pharmacologiques sans wortmannin. Les
tissus utilisés plus tard dans la journée sont conservés sur glace dans la solution de
Tyrode, barbotée au carbogeéne. Récemment nous avons aussi réalisé des expériences de
microélectrode sur des trachées de cobaye. L’animal a été sacrifié et la trachée préparé
selon le méme protocole décrit plus haut. Par contre, la solution physiologique utilisée est

la solution de Krebs (voir composition p. 43).

Mesure des potentiels transmembranaires

Les potentiels transmembranaires sont mesurés suite & I’empalement des cellules
du muscle lisse des voies respiratoires (& partir de la face luminale) a ’aide d’une

microélectrode de verre intracellulaire et conventionnelle en borosilicate (modéle
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1B150F-3; World Precision Instruments). Les microélectrodes sont remplies d’une
solution de 3 M de KCIl. Leur résistance électrique se situe entre 30 et 50 MQ. La
microélectrode est reliée via une pastille d’Ag/AgCl, & un amplificateur qui est monté sur
un micromanipulateur modeéle No13004 (Narishige). Une autre pastille d’Ag/AgCl, est
placée dans le premier compartiment de la chambre expérimentale et sert d’¢lectrode de
référence connectée a la terre (Fig. 12). Les potentiels membranaires sont mesurés a 1’aide
d’un amplificateur modele KS-700 (World Precision Instruments) et ensuite constamment
surveillés avec I’aide d’un oscilloscope modeéle TDS 310 (Tektronix). Les données sont
enregistrées 4 la fois dans un DAT (Digital Audio Tape) modéle DAS-75 (Dagan Corp.)
et sur le disque dur & I’aide d’une interface DigiData mode¢le 1200 et du programme

Axoscope 7.0 (Axon Instruments Inc.). Les enregistrements sont digitalisés sur le DAT

et/ou sur le disque dur (0.05 kHz) serviront aux analyses subséquentes.

Analyse des résultats et statistiques

Les résultats ont été exprimés en terme de valeurs moyennes + SEM. Pour
I’analyse statistique, le test t de Student a été utilisé de fagon pairé ou non-pairé selon les
conditions expérimentales. Une valeur de P < 0.05 est considérée comme significative. N

est le nombre d’empalements. Les histogrammes et les courbes ont été réalisés 4 I’aide du

programme SigmaPlot 8.0 (SPSS Science).
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Figure 12- Schéma (A) et photo (B) de la chambre expérimentale utilisée pour la
technique de microélectrode.

La trachée est fixée au fond de la chambre expérimentale et perfusé par une solution
physiologique chauffé & 37°C. Le potentiel transmembranaire, mesuré & partir d’une
microélectrode en borosilicate empalé dans le muscle lisse, est amplifi¢é par un
amplificateur KS-700, visualisé sur un oscilloscope TDS 300 et enregistré par le DigiData
1200. Le signal brute, provenant directement de la microélectrode ou de I’enregistrement
sur DigiDate, est ensuite filtré, digitalisé et enregistré par un ordinateur PC comprenant le

programme AxoScope 7.0 pour fin d’analyse ultérieure.
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Culture des cellules primaires de muscles lisses des voies respiratoires

Prélévement et culture des cellules du ML VR (en condition stérile sous la hotte)

Les trachées, prélevées sur des cobayes, ont été lavées et nettoyées des tissus
adjacents dans une boite de Pétri, contenant de la solution de Krebs a 4°C (sur glace).
Ensuite, elles sont coupées longitudinalement du coté opposé au muscle lisse. La trachée,
en position ouverte, est fixée par des épingles a dissections sur un papier Whatman stérile
qui est placé sur un gel de silicone (Sylgard 184; Dow Corning Corp.) coulé dans une
boite de Pétri, déposé sur la glace. L’épithélium est enlevé mécaniquement avec 1’aide
d’un coton-tige stérile, pour celle de cobaye et de rat, en effectuant des mouvements de
rotation perpendiculairement a 1’axe de la trachée. Le muscle lisse est ensuite disséqué,
déposé dans une solution de « Minimum essential media » (MEM) contenant 1.6 mM
d’EGTA pour diminuer la concentration de Ca®" extracellulaire libre & 200 uM. Le tissu
émincé avec des ciseaux fins et centrifugé a 80 g pendant 1 min. Le surnageant est enlevé
et le culot (MLVR) est resuspendu dans la solution MEM (200 uM Ca®" libre) contenant
des enzymes de digestion : 640 U/ml de collagenase type 4, 3 U/ml d’¢lastase type 4 et 20
ng/ml ADNase type 1 (tous provenant de Sigma-Aldrich). Les tissus sont digérés pendant
1 heure dans I’incubateur a cellule, entrecoupée de trois périodes d’agitation au 20 min.
La suspension cellulaire est ensuite filtrée avec 'aide d’un tamis cellulaire de Nylon de
100 pm. Le filtrat est ensuite lavé avec du MEM (900 pM Ca™), centrifugé a 80 g
pendant 10 min et ensuite le culot (cellules MLVR) est resuspendu dans 1 ml d’Opti-
MEM additionné de 2 % de sérum de veau fétal (FBS) et de 1 % d’antibiotique (Pénicillin

— Streptomycin). Les cellules sont incubées dans une ou deux boites de Pétri, modéle BD
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Falcon (BD Biosciences) de 35 x 10 mm, pendant 10 min. Les cellules des MLVR non
adhérentes sont replacées en suspension avant d’étre ensemencées a raison de 10° cellules
par boite de Pétri et incubées pendant 30 min pour les laisser se fixer et ensuite le volume
est complété a 2 ml avec de ’Opti-MEM. Les milicux de cultures sont changés 24 heures
aprés la mise en culture et ensuite tous les trois jours. Les cellules peuvent supporter
jusqu’a sept passages lorsqu’elles sont a confluences. Tous les milieux de culture, FBS et
antibiotique proviennent de Gibco Invitrogen Corp. et des contrbles de stérilité sont

effectués systématiquement en paralléle a chaque culture.

Technique d’imagerie cellulaire

Description de la technique et du montage expérimental

Cette technique consiste & visualiser les cellules isolées des muscles lisses des
voies respiratoires de cobaye (ou d’un autre animal) et a analyser leur aptitude a se
raccourcir (contracter) ou a se rallonger (relaxer) suite & ’application de divers agents
pharmacologiques. Une boite de Pétri, contenant une culture primaire de cellules de
MLVR (voir plus haut la mise en culture), est placé sur une plaque chauffante maintenue
a 37°C a laide d’un contrdleur de température modele WPI-14471 (World Precision
Instruments) sur un microscope inversé. Les cellules sont d’abord visualisées en contraste
de phase dans la lumiere visible avec I’aide du microscope inversé modele Eclipse TE300
(Nikon) avec lequel il est également possible de mesuré la fluorescence émise par
différente sonde. Parallelement les cellules sont visualisées sur 1’écran d’un ordinateur
avec |’aide du logiciel MetaMorph 4.5 (Universal Imaging Corp.) par ’intermédiaire

d’une caméra digitale monochromatique modele Photometrics CoolSnap fx (Roper
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Scientific) qui est couplée au trajet optique du microscope. Le logiciel de contrdle de
I’acquisition permet également d’ajuster le focus de ’image des cellules avec Iaide d’une
manette de type « joystick » reliée au microscope par l’intermédiaire d’un contrdleur

d’instrumentation modéle W/Mbus P (Cell Robotics International Inc.).

Protocole expérimental et pharmacologie

Les cellules utilisées sont lavées avec 1 ml de solution de Krebs, de méme
composition que décrit plus haut, additionnée de 5 mM d’HEPES, chauffé¢ a 37°C, filtré
(stérile) et ajustée a pH 7.4. Le milieu de culture est remplacé par 1 ou 2 ml de solution de
Krebs selon le protocole. Avec ’aide de I'objectif & faible grossissement les cellules
isolées et ensemencées sont repérées, tout en prenant bien soin d’enlever le fond (bruit de
fond) en soustrayant une image hors focus aux images des cellules prises au focus. Les
images sont prises toutes les cing secondes et elles sont enregistrées dans un méme fichier
pour faire en sorte de reconstituer des films qui permettront de voir les cellules bouger
plus rapidement qu’en temps réel. L agent pharmacologique est ensuite injecté dans la
boite de Pétri & une concentration finale calculée en fonction du volume de solution de
Krebs contenue dans la boite (généralement 2 ml). L’agent est injecté a proximité du
champ de I’objectif du microscope pour ne pas faire bouger la boite de Pétri et changer de

focus les cellules ainsi observées.

Analyse et prise d’images

Les images sont prises au 5 secondes et enregistrées en « 16 bit » par le logiciel
MetaMorph 4.5. Puis elles sont sauvegardées en « 8 bit » pour diminuer de moiti€ la taille

des fichiers. Elles sont ensuite visionnées avec 1’aide du programme « Image J » version
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1.29 qui est disponible gratuitement sur Internet. Les différentes images sont assemblées
en un pseudo-film susceptible d’étre visualisées par séquence permettant de détecter les
changements lents de la forme et de la longueur (tonus) des cellules mise en culture et
stimulées pharmacologiquement. Des images sont ensuite sélectionnées et affiché sous
forme de figure. Le raccourcissement (contraction) des cellules isolées est mesuré a partir
du point d’origine de I’extension cellulaire jusqu’a ’endroit ou il est située aprés un temps

donné d’incubation avec I’agent pharmacologique.
Technique de purification des ARNm des cellules de MLVR

Extraction de ’ARN total

Les cellules de MLVR ont été isolées et cultivées dans des boites de Pétri de 35
mm de diametre tel que décrit plus haut. Le protocole utilisé pour extraire I’ ARN total est
disponible gratuitement sur le site Web de la compagnie Ambion Inc sous le nom
« RNAqueous™-4PCR » au numéro de catalogue : #1914. La table de travail et tout le
matériel nécessaire pour réaliser 'extraction de ARN total ont été traités pour travailler
sans ARNase. Les cellules, a environ 80% de confluence dans la boite de Pétri, ont été
lavées avec une solution tampon « phosphate buffer saline » (PBS) composée de (en
mM) : 136.9 NaCl, 2.7 KCl, 10.0 NayHPO,-7H,0 et 1.8 KH,PO4 & pH 7.4, Les cellules
sont ensuite lysées avec 500 pl de tampon de lyse (Ambion Inc.). Le lysat est déposé dans
un eppendorf stérile. 500 ul d’une solution de 64 % d’EtOH (Ambion Inc.) a été ajoutée a
chaque aliquote de cellules lysées et ensuite mélangées par inversion. Le lysat est ensuite
filtré a travers une cartouche de filtre « RNAqueous » (Ambion Inc.) par centrifugation a

10 000 g pendant 30 s servant a retenir I’ARN du reste de la suspension. Le filtre est
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ensuite lavé trois fois (1x 700 pl de solution de lavage #1 et 2x 500 ul de solution de
lavage 2/3, toutes fournies par Ambion Inc.) en jetant le filtrat a chaque étapes parce que
I’ARN est toujours retenue dans le filtre. L’ARN est alors élué dans un autre eppendorf
stérile avec 2x 50 pl de tampon d’élution (Ambion Inc.) préchauffé a 95°C. Les lavages et
les élutions ont tous été faits par centrifugation a 10 000 g pendant 30 s. L’ARN total est
ensuite traité & la DNase par 1’addition de 10 pl de tampon a la DNase 10X, préchauffé a
37°C, et de 1 ul de DNase type 1 (tous d’Ambion Inc.); le tout est incubé a 37°C pendant
30 min. Ce traitement est arrété suite 4 ’addition de 10 pl d’agent inactivateur de DNase
(Ambion Inc.) et d’une incubation de 2 min & la température de la piéce suivi d’une
centrifugation a 10000 g pendant 1 min. Le surnageant, d’ARN total, est ensuite
concentrer par précipitation avec I’addition de 10 ul d’acétate d’ammonium 5 M et de 2 ul
d’acrylamide linéaire (tous d’Ambion Inc). Aprés avoir mélanger brievement, 250 ul
d’EtOH 100 % (Ambion Inc.) est ajouté. Le mélange est ensuite centrifugé a 10 000 g
pendant 15 min puis le culot est resuspendu dans 15 pl de solution d’élution (Ambion
Inc.) préchauffé a 65°C et ensuite incubé pendant 5 min a 65°C pour favoriser et faciliter

la solubilisation.
La concentration d’ARN extrait est ensuite déterminée par lecture d’absorbance
avec l'aide d’un spectrophotométre & une longueur d’onde de 260 nm (Ajg) selon

I’équation suivante ol 1 Aygp est équivalent a 40 pg d’ARN/ml:

Fq.3: [ARN total]l = A5 x facteur de dilution x 40 ug/ml
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Un rapport des absorbances Ajg sur Aggy est ensuite déterminé pour nous donner un
indice sur la pureté de I’ARN extrait et ce rapport doit se situer entre 1.8 et 2.1. Par contre
$’il est au-deld de ces limites, les expériences subséquentes peuvent aussi bien
fonctionner. Pour s’assurer de la bonne qualité de ’ARN extrait, 1 pl de cet ARN total
qui est additionné de 1 ul de tampon Loading Dye 6X (Promega) et 4 pl H,O, est migré
sur un gel d’agarose de 2% pendant 15 min & 100 V. En plus de donné une charge
négative nette, le tampon Loading Dye sert 4 visualisé€ le front de migration. La solution
utilisée pour I’électrophorése, dans lequel baigne le gel d’agarose, est le tampon Tris-
Acetate-EDTA (TAE), composé de 40 mM Tris, ImM Na,EDTA et de 0.11% d’acide
acétique, additionné de 0.1 pg/ml de bromure d’éthidium (EtBr). Aprés I’électrophorése,
le gel est ensuite numérisé avec 1’aide d’un « Multilmage Light Cabinet » (Alpha
Innotech Corporation). Le résultat final doit montré deux bandes représentant d’ARN

ribosomale 28S et 188,

Transcription inverse

La technique de transcription inverse, RT pour « reverse transcriptase », a pour but
de transcrire tous les ARNm en leur acide déoxyribonucléique complémentaire (ADNc). 5
ng d’ARN, 1 ul d’oligo d(T) (Amersham-Pharmacia Biotech) et 7 pl HyO ont été
meélangés et chauffé pendant 10 min & 70°C pour permettre la ligation des oligos d(T) a la
queue de poly A des ARNm. 2 pl de DTT 0.1 M, 1 pl de dNTP 10 mM (mélange de
nucléotides), 1 pl de I'enzyme M-MLV (I’enzyme qui va produire la transcription
inverse), 4 ul de tampon First 5X (tampon de ’enzyme) et 0.62 ul de RNasine (qui inhibe

les RNases), ont été ajoutés et ensuite ce mélange est chauffé a 42°C pendant 60 min pour
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activer I’enzyme a la transcription et ensuite chauffé 4 70°C pendant 10 min pour

désactiver I’enzyme. Les réactifs et les tampon proviennent tous de Promega.

Amplification des ADNe¢

Cette technique, appelé « polymerase chain reaction » (PCR), est utilisée pour
amplifier en chaine la quantité d’un brin &’ ADNc spécifique que ’on veut utiliser. A 4 pl
de produit RT on ajoute 1 pl de dNTP 10 mM, 1 pl d’une amorce sens (10 pM) et 1 pl
d’une autre antisens (10 pM) qui vont ce lier a I’ADNc que "on veut amplifier, 5 pl de
tampon 10X de la Taq polymérase, 0.33 pl de 'enzyme Taq polymérase qui va initier
]’élongation des nouveaux brin d’ADNc a partir des amorces et le tout est complété avec
37.67 ul d’HyO. Les tampons et les réactifs utilisés proviennent tous de Promega. Les
amorces utilisées sont spécifiques pour les séquences des « transient receptor potential
canonical » (TRPC) 1, 3, 4 et 5 qui proviennent d’une publication (Garcia et Schilling,
1997) et de TRPC6 qui provient des séquences a partir de GeneBank. Les séquences des

amorces utilisées sont :

mTRPC 1: sens: SCAAGATTTTGGGAAATTTCTGG3
antisens: 5S"TTTATCCTCATGATTTGCTAT’3

hTRPC 3: sens: STGACTTCCGTTGTGCTCAAATTAG’3
antisens: 5’CCTTCTGAAGCCTTCTCCTTCTGC’3

mTRPC 4: sens: S’TCTGCAGATATCTCTGGGAAGGATGC’3
antisens: 5’AAGCTTTGTTCGAGCAAATTTCCATTC’3

mTRPC 5:  sens: 5’ATCTACTGCCTAGTACTACTGGCT’3

antisens: 5’CAGCATGATCGGCAATGAGCTG’3
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rTRPC 6:  sens: 5’AACAAAAGCATGACTCCTTCAG’3

antisens: 5’AAGGAGCACACCAGTATATGAGA’3

Les amplifications ont été réalisées a partir d’un systéme d’amplification modele 2400
(Perkin Elmer) pendant 34 cycles dont chacun a une durée de 30 s a 94°C (pour dénaturer
les brins d’ADN), de 60 s & 58°C (pour permettre la liaison des amorces au brin d’ADN)
et de 2 min & 72°C (pour permetire ’extension des nouveaux brins d’ADN par la
polymérase Taq). Pour la visualisation, 10 pl du produit de PCR, mélangé avec 5 ul de
tampon Loading Dye 6X (Promega), a été déposé sur un gel d’agarose 2% contenant 0.1
pg/ml d’EtBr dans un tampon TAE 1X. Aprés [’électrophorese d’une durée de 45 min a
90 V avec un appareil nommé « Sub-Cell GT » (Bio-Rad), le gel a ét¢ numérisé avec
I’aide d’un « Multilmage Light Cabinet » (Alpha Innotech Corporation) permettant de
visualiser des bandes représentant les brins d’ADNc amplifiés par PCR et séparés sur gel
selon leur poids moléculaire. C’est a partir de I’EtBr qui est fixé 2 I’ADNc que 1’on peut

voir les bandes.

Reconstitution des canaux CI” dans des bicouches lipidiques planes

Préparation des fractions microsomales de trachées de baeufs

Les trachées de boeuf proviennent d’un abattoir local (Montpak, St-Germain-de-
Grantham, QC). Elles sont prélevées rapidement et transportées vers le laboratoire dans
une solution froide (4°C) de McEven contenant (en mM) : 130 NaCl, 5.4 KCl, 2.2 CaCl,,
1 MgCl, et 10 HEPES, pH 7.4 (avec NaOH). Ensuite, les trachées sont disséquées a 4°C

afin de réduire le métabolisme cellulaire et plus particulierement la protéolyse (Kwan et
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al., 1983). Les trachées sont fixées sur une planche de dissection et le tissus épithélial est
enlevé mécaniquement (Savaria et al., 1992) de maniére a exposer le muscle lisse qui est
toujours gardé humide avec de la solution de McEven. Le muscle lisse est ensuite
disséqué du cartilage et coupé en morceaux qui sont mis dans une solution
d’homogénéisation isosmotique composé de (en mM) : 300 sucrose, 20 K-PIPES, 4 K-
EGTA a un pH de 7.0 (avec KOH). Un cocktail d’inhibiteurs de protéases contenant : 2
mM DTT, 50 uM Pefabloc, 1.0 pM Leupeptine, 0.24 TIU d’ Aprotine /100 ml est ajouté a
la solution d’homogénéisation. Les morceaux de trachée sont ensuite homogénéisés avec
’aide d’un polytron modele Ultra-Turrax T25-S1 (IKA-Labortechnik) & 4°C pour 4
périodes : 2 x 30 s & 8000 rpm et ensuite 2 x 30 s & 13 500 rpm. L"homogénat est ensuite
centrifugé a 6500 g pendant 20 min & 4°C dans un rotor type 35 (Beckman). Le
surnageant est ensuite filtré sur 2 couches de gaze biomédicale puis recentrifugé a 85 000
g pendant 60 min a 4°C en utilisant un rotor modele Ti-42.1 (Beckman). Le culot, obtenu’
suite 4 cette deuxiéme centrifugation, est resuspendu avec 1’aide d’un Potter dans une
solution de cryopréservation contenant (en mM): 300 sucrose, 5 K-PIPES, pH 7.0
(KOHR). La fraction microsomale brute, ainsi obtenue, est aliquotée dans des microtubes
de type Eppendorf. Ces tubes sont congelés dans de 1’azote liquide et entreposés & -80°C.
La concentration protéique de la fraction microsomale brute est déterminée avec I’aide de

la méthode de Lowry en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (Lowry et al., 1951).

Méthode de reconstitution membranaire

Cette technique consiste a faire fusionner des microvésicules ou a insérer
directement des protéines canaux purifiées dans des bicouches lipidiques planes (Miller et

Racker, 1976). Cette technique permet a la fois de contréler la composition des solutions
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contenues dans les chambres expérimentales, la composition lipidique de la bicouche et
d’avoir accés aux deux cOtés des canaux reconstitués. Les deux chambres expérimentales,
nommeées cis et frans, correspondent respectivement au c6té extracellulaire et au c6té
intracellulaire des canaux provenant de la membrane de plasmidique. Les deux chambres
sont séparées par un septum perforé d’un orifice ayant un diametre de 250 pm. Pour
former les bicouches lipidiques planes un mélange de phospholipides est utilisé. Il est
composé de : phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylsérine (PS) et
phosphatidylcholine (PC) (Fig. 13) dans un rapport de 3 : 2 : 1, dilué dans du n-décane a
raison de 25 mg/ml. Un méme mélange de lipides dilué dans le chloroforme sert a
prétraiter la paroi de D'orifice dans lequel sera peinte la membrane artificielle. Ce
prétraitement permet d’augmenter la stabilité des bicouches lipidiques planes (BLP) dans

le temps, ce qui facilite la fusion des microvésicules dans les membranes artificielles.

Les deux chambres expérimentales cis et frans contiennent la solution suivante (en
mM) : 50 CsCl, 20 HEPES, 0.01 Ca*" libre (109 pM CaCl, + 100 uM tris-EGTA) pH 7.4
(Tris ou HCI) a température de la piece (22 + 2°C). La membrane est peinte dans le trou
avec le mélange de lipides, dilu¢ dans le n-décane, avec ’aide d’une tige de téflon.
Lorsque la membrane artificielle est formée, un gradient osmotique et électrochimique est
créé entre les deux chambres par un ajout d’un aliquote de CsCl dans la chambre cis
(+200 mM), ce qui a pour but de favoriser la fusion des microvésicules contenant des
canaux (250 mM cis et 50 mM trans de CsCl). Les BLP utilisées ont une capacitance

comprise entre 150 et 300 pF.
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Phosphatidyléthanolamine (PE)

Phosphatidylsérine (PS)

Phosphatidylcholine (PC)

Figure 13- Structures chimiques en 2 dimensions des trois phospholipides utilisés
pour la technique des bicouches lipidiques planes.

Le PE et le PC sont des molécules switterioniques tandis que le PS posse¢de une charge
nette négative. Les lettres R; et R, représente les chaines aliphatiques d’acide gras des
phospholipides. L’acide gras a la position R1 est généralement saturé comme par exemple
’acide palmitique, stéarique et oléique tandis que celui a la position R, est généralement

insaturé comme par exemple 1’acide arachidonique, oléique et linoléique.
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L’injection des microvésicules s’effectue dans la chambre cis le plus prés possible
de Porifice lorsque la capacitance membranaire est stabilisée. La chambre expérimentale
est reliée a la terre virtuelle (chambre frans) et la chambre cis est relie a la téte du
préamplificateur modéle 8930 (Dagan Corp.) par des microélectrodes d’Ag/AgCl. Le
préamplificateur est connecté & un amplificateur de Patch Clamp modele 8900 (Dagan)
qui sert & appliquer un voltage constant aux bornes de la membrane artificielle. Le
préamplificateur contient un amplificateur opérationnel et un convertisseur courant-
voltage. Un courant est généré aux bornes de la membrane artificielle lorsqu’une
microvésicule contenant un ou plusieurs canaux ioniques fusionne dans la membrane et
qu’ensuite il y a ouverture d’au moins un de ces canaux. Le circuit électronique réinjecte
alors un courant égal mais de signe opposé au courant qui traverse la membrane
artificielle dans la résistance de contre-réaction (Ryp) pour neutraliser la chute de voltage
qui pourrait s’opérer aux bornes d’entrée du préamplificateur. C’est ce courant de signe
opposé, proportionnel au courant passant & travers le canal, qui est mesuré par
’amplificateur Dagan 8900. A sa sortie, le signal est amplifié 100 fois et filtré par un
filtre passe-bas de type Bessel intégré a ’amplificateur Dagan 8900 avec une fréquence
de coupure de 10 kHz. Les signaux électriques bruts sont enregistrés sur bande
magnétique avec ’aide d’un magnétoscope modele DAS/VCR 900 (Unitrade) branché a
la sortie du Dagan 8900. Les enregistrements seront utilisés ultérieurement pour fin
d’analyses. Les courants produits lors de I’ouverture des canaux sont également visualisés
sur un oscilloscope modéle DSS 5020A (Kikusui) aprés avoir été filtrés a4 1 kHz par un
filtre passe-bas de type Bessel LPF-100 8-poles (Warner Instruments Corp.). Les signaux

électriques sont digitalisés a ’aide d’une interface analogue/digitale Digidata 1320 B
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Figure 14- Schéma du montage expérimentale utilisé lors de la technique des

bicouches lipidiques planes.

(Axon Instruments Inc.) et du logiciel AxoScope 8.1 (Axon Instruments Inc.). La figure
14 décrit le montage expérimental comprenant les deux chambres et les divers
composantes électroniques. Les signaux digitalisés vont permettre d’analyser les
caractéristiques des courants pour réaliser les courbes courant-voltage (i/V) et déterminer

la probabilité¢ d’ouverture (Po) des canaux.
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Analyse des courants chlores

Les courbes i/V sont obtenues en reportant sur un graphique la valeur du courant
unitaire (pA) en fonction du voltage (mV) appliqué & la membrane dans différentes
conditions expérimentales. La valeur de la pente de la relation I/V correspond a la

conductance unitaire (y) du canal.

La Po est définie comme étant la fraction du temps qu’un canal passe dans son état
ouvert par rapport & la durée totale de Penregistrement. La Po est calculé avec I’aide d'un
programme informatique nommé « SCA » pour « Single Channel Analysis » développé
par le Dr Mark T. Nelson de I’Université du Vermont. Ce programme construit un
histogramme d’amplitude pour lequel les points digitalisés pendant I’enregistrement sont
classés en fonction de ’amplitude du courant. L histogramme d’amplitude, pour un canal
fluctuant entre un état fermé et un état ouvert, a la forme d’une double Gaussienne dont
une pour le canal en configuration fermée et I’autre pour celle ouverte. En calculant ’aire

sous ces Gaussiennes, il est possible de calculer la Po selon I’équation 4 :

; . __ 4o
Eq. 4: PO—A0+AC

ou « Po » est la probabilité¢ d’ouverture, « Ao » est aire sous la courbe représentant le

nombre de point digitalisé ot le canal est position ouvert et «Ac » est celle out le canal en

position fermé.
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Résultat

Effet inotrope positif du 20-HETE sur les MLLVR

Le 20-HETE contracte les MLVR de cobaye

Des expériences de mesure de tension isométriques ont été effectuées pour
déterminer si le 20-HETE exogéne induit des effets inotropes sur les MLVR des trachées
et des bronches de cobaye. En premier lieu, 0.1 pM de CCh & été appliqué sur des
préparations soumises a un tonus de base de 1 g pour obtenir une amplitude de contraction
qui va servir de référence lors de la quantification des effets du 20-HETE sur ces méme
tissus, Suite au lavage du CCh et au retour & un tonus de base stable, différentes
concentrations de 20-HETE ont été appliquées aux tissus. Sur les MLVR de cobaye, le
20-HETE induit un effet inotrope positif qui est cumulatif et dépendant de la
concentration (Fig. 15A). De plus cet amplitude de contraction, qui est aussi indépendant
de I’épithélium (ce résultat n’est pas montré), se stabilise pour prendre la forme d’un
plateau pour ensuite diminuer graduellement suite & la dégradation possible du 20-HETE
ou a P’inactivation de ses récepteurs potentiels. L’ effet inotrope positif, qui est toujours
réversible & 100% sur les MLVR, est propre au 20-HETE car ’addition d’une méme
quantité de son véhicule (I’EtOH 100%) n’a aucun effet sur le tonus de base (Fig 15B).
Une courbe dose-réponse a €té obtenue suite & 1’ajout de concentrations cumulatives de
20-HETE (Fig. 15C). Les valeurs expérimentales moyennes ont été obtenues avec ’aide
de ’équation 2 (voir Matériels et Méthodes p.46). A partir de celle-ci, une ECsq de 1.5
uM pour le 20-HETE et coefficient de Hill (nH) de 0.77 ont ét¢ déterminés. Cette courbe
indique que le 20-HETE induit un effet inotrope positif qui est détectable & partir de 0.1

uM et qui est maximale aux environs de 100 uM de 20-HETE (n = 3-8).
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Figure 15- Effet dose-dépendant du 20-HETE sur les muscles lisses des voies
respiratoires de cobaye avec un épithélium intact.

A : Tracé représentatif montrant I’effet inotrope positif et cumulatif du 20-HETE. Des
concentrations cumulatives de 0.5, 1.0 et 1.5 uM de 20-HETE ont été utilisées et
appliquées séquentiellement. Le tonus basal est de 1 g. B : Tracé représentatif montrant
que les méme quantités de véhicule (EtOH) que celles utilisées lors de ’ajout du 20-
HETE (utilisées en A) n’ont aucun effet sur le tonus de base. C : Courbe dose-réponse
représentant ’amplitude de contraction induit par le 20-HETE en pourcentage de celle
obtenue en présence de 0.1 pM de CCh, sur le méme tissu, en fonction des concentrations
de 20-HETE utilisées. Une ECsy de 1.5 uM pour le 20-HETE et un coefficient de Hill
(nH) de 0.77 ont été¢ déterminés & partir de la courbe avec ’aide de 1’équation 2 (voir
Matériels et Méthodes). Ces données sont des valeurs moyennes = S.E.M. obtenues a
partir de 3 a 8 expériences. Les fleches indiques le moment de ’ajout du 20-HETE et de

son véhicule, puis le moment du lavage (L) des tissus.
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Le 20-HETE agit également sur des cellules isolées de MLVR en culture primaire

Il a été rapporté que Dactivité relaxante du 20-HETE était dépendante de
I’épithélium chez le MLVR de lapin (Jacobs et al., 1999). Comme le 20-HETE induit la
contraction des MLVR de cobaye lors de mesures de tension isométrique, nous avons
vérifié si le 20-HETE pouvait induire aussi un raccourcissement (contraction) des cellules
isolées de MLVR qui on été mise en culture primaire. Ces cellules ne subiront pas
Pinfluence de la circulation sanguine ni celle de 1’épithélium. Avec 1’aide de la technique
d’imagerie cellulaire, des images ont été prises a toutes les cing secondes a I’aide de la
caméra digitale installée sur le microscope inversé. Ses images permettent la visualisation
des changements de forme, des déplacements et des raccourcissements des cellules en

fonction du temps ou de I’addition d’agent pharmacologique.

La figure 16 montre trois images prises lors d’une expérience réalisée en absence et en
présence de 1.5 pM de 20-HETE sur des cellules isolées de ML VR de chien. En condition
contrdle (Fig. 16A), les cellules baignent dans une solution physiologique et elles ont
majoritairement une forme allongée de part et d’autre du corps cellulaire. Aprés ’ajout de
1.5 uM de 20-HETE dans la solution de Krebs, les cellules ont commencé a ce raccourcir
en ramenant leurs extrémités vers le corps cellulaire (Fig. 16B). Le raccourcissement des
cellules est plus prononcé aprés 10 min 40 s (640 s) d’incubation avec 1.5 pM de 20-
HETE (Fig. 16C). En plus de raccourcir les cellules isolées de MLLVR de chien, le 20-
HETE induit le méme effet sur des cellules de rat et de cobaye. Par contre, le peu
d’expérience faite avec cette technique rend difficile la quantification des effets du 20-

HETE sur ces cellules. De plus, le raccourcissement observé semble étre dépendant de
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Figure 16- Exemple de Peffet du 20-HETE sur des cellules isolées de MLVR de
chien.

Les images digitalisées montrent des cellules isolées de ML VR de chien mise en culture
primaire en condition contrble dans la solution physiologique a 37°C (A), puis a 65 s (B)
et a 640 s (C) apres 'ajout de 1.5 uM de 20-HETE. Ces images ont été obtenues dans le
visible & I’aide d’une caméra couplée au microscope inversé. Le facteur de grossissement
est de 400X. Les lignes pleines désignent la position de D’extrémité des cellules en
condition contrdle, alors que les lignes pointillées désignent I’extrémité de la méme
cellule, 4 un temps donnée, aprés 'ajout de 1.5 uM de 20-HETE dans le milieu. Trait de

graduation : 25 pm.
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la liaison de celles-ci 4 la boite de Pétri et/ou aux autres cellules. De plus I’ajout seul du
solvant (EtOH 100%), qui sert de véhicule pour le 20-HETE, n’a pas d’effet
contracturant (raccourcissement) bien qu’a un rapport de 1% dans une solution
physiologique, il pourrait induire un effet osmotique généralement associé a un
changement de volume cellulaire. D’autres expériences de méme type ont été réalisées sur
des cellules isolés de MLVR de rat et de cobaye et un ajout du 20-HETE exogeéne a

¢galement induit un raccourcissement de ces cellules.

Le petit nombre d’expériences réalisées a I’aide de cette technique est insuffisant
pour permettre une quantification des mesures de la distance de raccourcissement des
cellules par rapport a leur point d’origine. Néanmoins, la figure 16 donne un exemple de

cette état de fait (ligne en pointillé vs ligne pleine).

Implication du Ca®' intra et extracellulaire dans Ieffet inotrope positif du 20-HETE

Les substances qui ont des effets contractiles sur les MLVR comme [’Ach et
I’histamine induisent leurs effets via leur liaison a leurs récepteurs respectifs. L activation
de certain récepteurs a sept domaines transmembranaires (ie: M3) induisent une
augmentation du [Ca®"); provenant des réserves intracellulaires et/ou du milieu
extracellulaire (Roux et al., 1998). Afin de vérifier si le Ca®" extracellulaire est impliqué
dans le contrdle de la contraction induit par le 20-HETE, des expériences ont été réalisées
en substituant a la solution de Krebs normal une solution modifiée ne contenant pas de
Ca®*. En condition normale, soit en présence de 2.5 mM de Ca** dans la solution de Krebs

(Fig. 17A), 1 uM de 20-HETE induit une contraction comprenant une phase de monté
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A B

Krebs (2.5 mM CaCly) L Krebs (0 Ca™")

w1 HM 20-HETE

Figure 17- La contraction des ML VR de cobaye induit par le 20-HETE implique des
mouvements calciques dans la cellule.

A : Tracé représentatif d’une contraction induite par 1 uM de 20-HETE sur le MLVR de
cobaye avec €pithélium et en solution de Krebs normale (2.5 mM CaCl;). B : Tracé
représentatif montrant I’effet transitoire de 1 uM de 20-HETE dans une solution de Krebs
modifiée contenant 0 mM de CaCl,, suivi d’une augmentation de la tension apres 1’ajout
de 2.5 mM CaCl, dans le bain & organe isolé. Les deux tracés (A et B) sont des
expériences réalisées sur le méme tissu. Tous ces effets sont réversibles aprés le lavage

(L) avec de la solution de Krebs normale (A) ou modifiée (B).
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rapide menant & un plateau qui diminue ensuite peu a peu. La contraction est réversible
aprés un lavage avec de la solution de Krebs sans eicosanoide. Lorsqu’il n’y a pas de Ca?
dans la solution de Krebs modifiée : 0 mM Ca®* (Fig. 17B), I’application de 1 pM de 20-
HETE sur le tonus de base induit un effet inotrope positif qui est transitoire. Cette
contraction comprend une phase de monté rapide de faible amplitude, contrairement a
celle en condition normale, et celle-ci diminue rapidement jusqu’a un niveau stable qui a
une amplitude un peu plus élevée que celui du tonus de base. Toujours en présence de 20-
HETE, I’addition de 2.5 mM de CaCl, dans la solution de Krebs induit une augmentation
de 'amplitude de contraction jusqu’a I’obtention d’un plateau qui se maintient. Cette
derniére expérience tend & prouver que ’ajout de Ca®* au milieu extracellulaire, lors de la
stimulation pharmacologique au 20-HETE, permet de retrouver la composante tonique de
la contraction. Cette contraction est réversible et revient au tonus de base suite au lavage

du tissu avec de la solution de Krebs modifiée (0 mM Ca®") et sans 20-HETE.

Implication de canaux calciques dans la contraction induite le 20-HETE

1l existe plusieurs moyens par lequel le Ca®" extracellulaire peut entrer dans la
cellule lors d’un contraction des muscles lisses : les canaux Ca®* dépendants du voltage de
type L, les échangeurs Na'- Ca®" et les conductances cationiques non-sélectifs. Il a été
rapporté que les canaux calciques de type L ne sont presque pas impliqués dans la phase
tonique d’une contraction muscarinique des MLVR (Tao et al., 2000). De plus les
échangeurs Na'- Ca?" sont surtout impliqué dans Pextrusion du Ca®* intracellulaire vers
le milieu extracellulaire suite & une contraction (Bokemeyer et al., 1994). Alors nous
avons vérifier si le Ca’™ pouvait entrer dans les cellules par des conductances cationiques

non-sélectives comme il a été rapporté dans la contraction des MLV des artéres cérébrales
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de rat, activée par I’augmentation de la pression (Welsh et al., 2002). Notre premiére
approche expérimentale a consisté a utiliser du Gd*" pour bloquer les conductance
cationique non-capacitatifs (Moneer et Taylor, 2002) qui pourrait étre induite par 1 uM de
20-HETE. 100 uM de GdCl; 4 été ajouté au milieu lors de la phase tonique (plateau) de la
réponse contractile aux tissus (Fig. 18A). L’effet du Gd* sur cette contraction soutenue
est une relaxation partielle des MLVR de cobaye jusqu’a la I’obtention d’un état stable
(plateau). Suite au lavage des tissus avec de la solution de Krebs normale, le tissu se
relaxe complétement jusqu’a ’obtention d’une tension de base qui est systématiquement
inférieure a celle de référence. Cette derniére observation tend a prouver que le Gd>" est
susceptible de bloquer des conductances impliquées dans le maintient du tonus musculaire
des MLVR. Pour connaitre par quel mécanisme le calcium entre dans la cellule lorsque
les canaux impliqués dans I’entrée non-capacitative de Ca®" sont bloqués, la nifédipine a
été utilisé en association avec le Gd** pour tester I’implication des canaux Ca*" de type L
qui sont dépendant du voltage et sensible aux dihydropyridines. 1 uM de nifédipine & été
ajouté dans les bains a organe isolé lors de la formation du plateau obtenu apres les ajouts
successif de 1pM de 20-HETE et de 100 uM de Gd* (Fig. 18B). La nifédipine a eu pour
effet d’induire la relaxation du reste de la tension mécanique induite par le 20-HETE a un
tonus de base qui est, encore une fois, plus bas que celle de référence. De plus, 1 uM de
nifédipine seul relaxe de 69.6 + 7.8% (n = 12) la tension mécanique induite par 1 pM de
20-HETE et une addition successive de 100 uM de Gd** relaxe de 19.7 +2.1% (n=3)le
reste de la tension (ce résultat n’est pas montré). Ces résultats montrent que les
conductances cationiques non sélectives et les canaux Ca®* de type L sont impliqués dans

la phase tonique de 1’effet contracturant induit par le 20-HETE sur les ML VR de cobaye.
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Figure 18- Effet de deux bleoqueurs de conductances cationiques sur la temsion
mécanique des ML VR induite par le 20-HETE.

A : Effet inotrope positif de 1 uM de 20-HETE sur le MLVR de cobaye. 100 pM de
GdCl; est ajouté lors de la phase tonique de la contraction induite par le 20-HETE. Le
Gd** provoque une relaxation partielle de la tension mécanique (n = 3). Cette tension
mécanique résiduelle est complétement aboli apres le lavage (L) avec de la solution de
Krebs normale sans agent pharmacologique. B : Effet cumulatif du Gd®" et de la
nifédipine suite a une stimulation pharmacologique avec 1 uM de 20-HETE. Le GdCls
relaxe partiellement (= 50%) la tension mécanique jusqu’a la formation d’un plateau. A ce
plateau 1 uM de nifédipine est injecté dans le bain, ce qui provoque la relaxation de la
tension mécanique résiduelle. Le tissu est ensuite lavé (L) avec de la solution de Krebs

normale (n = 2). Ces expériences ont été réalisées sur des tissus avec un épithélium intact.
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L’effet contracturant du 20-HETE implique une activité des COX

Une publication antérieure a montré que D’effet relaxant du 20-HETE sur les
MLVR de lapin se produisait lorsque I’activité¢ des COX était intacte (Jacobs et al.,1999).
Nous avons donc vérifié si les effets inotropes positifs du 20-HETE sur les MLVR de
cobaye étaient sensible & I’indométhacine, inhibiteur non spécifique des COX. Nous
avons donc testé effet de ’indométhacine sur la réponse des tissus au 20-HETE. La
figure 19 montre que suite a un prétraitement avec 1 pM d’indométhacine aux MLVR
ayant un épithélium intact, le tonus de base des deux morceaux de trachées a diminué
mais pas celle de la bronche. A un tonus de base redevenu stable (aprés environ § minutes
d’incubation), I uM de 20-HETE a été ajouté dans les bains & organe isolé. Le 20-HETE
n’a trés peu d’effet sur le tonus de base des MLVR. Ce résultat montre bien que Ieffet

inotrope positif du 20-HETE est dépendant des COX.

De plus, suite au lavage des tissus avec de la solution de Krebs (sans agent
pharmacologique), le tonus de base des deux morceaux de trachée n’est pas retourné au
niveau de référence (Fig. 19); il est resté au méme niveau d’amplitude qu’a celui obtenu
en présence d’indométhacine. Il est possible que I’indométhacine soit resté dans les
cellules du MLVR pour aller inhiber les COX avec une grande affinité. De fait les effets
de cet inhibiteur seraient difficilement réversible. De plus cette observation reproductible
suggere qu’une production endogene de prostaglandine existe dans ces tissus montés dans

des bains 4 organe isolé.
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Figure 19- Influence de 'indométhacine sur le tonus des MLVR de cobaye et sur la
réponse des tissus au 20-HETE.

Les tissus, en présence d’un ¢€pithélium intacte, ont été prétraités avec 1 puM
d’indométhacine. Aprés I’obtention d’un tonus de base stable (environ 8 min), 1 uM de
20-HETE a été ajouté dans les chambres expérimentales. En présence d’indométhacine, le
20-HETE n’a pratiquement pas eu d’effet sur le tonus de base. Les tissus ont ensuite été

lavées (L) avec de la solution de Krebs normale (sans agent pharmacologique).
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Effet du 20-HETE sur le potentiel transmembranaire des ML VR de lapin

Lorsqu’un agoniste muscarinique, comme 1’ACh, induit la contraction du muscle
lisse trachéal canin, il a été rapporté qu’une dépolarisation transmembranaire accompagne
cet effet inotrope (Farley et Miles, 1977; Stephens, 1970). Jusqu’a présent, aucun article
n’a fait ’objet d’études visant & montrer que 1’effet inotrope positif du 20-HETE pouvait
étre concomitant avec un changement de potentiel transmembranaire des cellules de
muscle lisse des voies respiratoires. Deux études ont montré que le 20-HETE dépolarise le
potentiel transmembranaire des MLV d’artéres rénales et basilaire de chien (Ma et al,,
1993; Obara et al., 2002). Nous avons vérifi€ si I’application du 20-HETE exogene peut
modifier le potentiel transmembranaire des cellules de MLVR avec I'utilisation de la
technique de microélectrode. Les expériences ont été réalisées sur des trachées de lapin (et
de cobaye) perfusées avec de la solution physiologique a 37°C et & un pH de 7.4 suite A un
barbotage avec du carbogéne (95% O, et 5% CO,). La figure 20A montre un
enregistrement d’un tracé en continue du potentiel transmembranaire mesuré a partir
d’une cellule de MLVR de lapin avec un épithélium intact. La microélectrode, qui reste
empalée dans une cellule de muscle lisse, permet de mesurer le potentiel
transmembranaire continuellement. Cette expérience a été obtenue avec un débit de
perfusion bas (0.5 ml/min) pour faciliter le maintient de ’empalement et ainsi les
enregistrements. Aprés avoir obtenu un potentiel transmembranaire stable & —-60 mV, 1
puM de 20-HETE a été perfusé et une dépolarisation de la cellule de MLVR a été obtenue.
Cet effet se produit en fonction du temps et une dépolarisation maximale de 18 mV a été
enregistré aprés 22 minutes du début de la perfusion du 20-HETE. Lorsque la

dépolarisation maximale a été obtenue, un lavage a été réalisé par la perfusion de la
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Figure 20- Effet du 20-HETE sur le potentiel transmembranaire des MLVR de
lapin.

A : Enregistrement en continue du potentiel transmembranaire des MLVR de lapin avec
un épithélium intact. 1 pM de 20-HETE induit une dépolarisation en fonction du temps.
Cet effet est réversible suite au lavage du tissu par la solution physiologique. Pour
maintenir I’empalement, le débit de perfusion est de 0.5 ml/min. B : Compilation des
mesures de potentiels transmembranaires des MLVR de lapin avec épithélium par la
technique de multi-empalements. Ces mesures (n = 9 empalements) ont été prises a
différent temps de perfusion de 1 uM de 20-HETE (0, 2.5, 5, 7.5 et 10 min). Le débit de
perfusion est dans ces expériences est de 1 ml/min. C : Quantification des variations de
mesures de potentiel transmembranaire sur des MLVR de lapin, dépourvus de leur
épithélium. Dans ces conditions, le potentiel de repos des cellules des ML VR est de —50 +
0.6 mV (n = 23 empalements). L’ajout de 0.3 pM de 20-HETE dépolarise de 3.4 + 0.5
mV (n = 60 empalements) le potentiel transmembranaire moyen. Le retour au potentiel de
référence est obtenu apres le lavage des tissu avec la solution de Tyrode normale (sans 20-
HETE). Les résultats représentent la valeur moyenne + S.E.M. * Signifie que la valeur du
potentiel transmembranaire dépolarisé par le 20-HETE est significativement différente

que celle en condition contrdle avec un P < 0.05.
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solution de Tyrode seule (sans 20-HETE) et le potentiel transmembranaire est revenu au
niveau de référence (Fig. 20A). Une différence se pergoit entre nos résultats de Deffet
dépolarisant du 20-HETE et de ceux de leffet relaxant, qui est possiblement
hyperpolarisant, sur les MLVR de lapin publiés par Jacobs et al. (1999). Nous n’avons
aucune explication pour expliquer cette différence. De plus en ces mémes conditions
expérimentales, 3 uM de 20-HETE induit aussi une dépolarisation membranaire de 13.4 +
1.4 mV qui est 100% réversible sur des cellules de MLLVR de cobaye (ce résultat n’est pas
montré). Comme il est difficile de maintenir la microélectrode en place (empalé) pendant
une longue période de temps, la méthode de multi-empalements a été utilisée. Cette
méthode consiste a prendre des mesures de potentiel transmembranaire & partir de
plusieurs cellules adjacentes lors d’une méme expérience et en fonction des différentes
conditions expérimentales. La figure 20B rapporte les résultats des mesures de potentiel
transmembranaire obtenus avec 1’aide de la technique de multi-empalements sur le
MLVR de lapin avec un épithélium intact. Ce type d’expérience a été réalisé avec un débit
de perfusion de 1 ml/min. Les potentiels transmembranaires ont été mesurés a différentes
intervalles de temps (0, 2.5, 5, 7.5, et 10 min) aprés le début de la perfusion avec le 20-
HETE. La perfusion de 1 uM de 20-HETE dépolarise les cellules de MLLVR de lapin de
32+2.6mV apres 2.5 min, 9.5 + 3.2 mV aprés 5 min, 12.9 £ 1.8 mV aprés 7.5 min et de
15.0 £ 5.0 mV aprés 10 min (n = 9 empalements). La figure 20B montre que la
dépolarisation maximale induite par le 20-HETE est mesuré & 10 min apres le début de la
perfusion; ce qui est compatible avec les 22 min mesurés 4 un taux de perfusion deux fois
plus lent (Fig. 20A). Le potentiel transmembranaire a aussi été mesuré sur les MLVR de

lapin sans épithélium pour vérifier si les cellules épithéliales contribuent ou non a Peffet



81

du 20-HETE. En absence d’épithélium (Fig. 20C), le potentiel transmembranaire au repos
est de —50 + 0.6 mV (n = 23 empalements). Sur ces tissus, 0.3 uM de 20-HETE dépolarise
de 3.4 + 0.5 mV (n = 60 empalements). Cette dépolarisation induite par le 20-HETE est

réversible aprés la perfusion avec la solution de Tyrode seule (Fig. 20C).

Effet de POAG sur le potentiel transmembranaire

Les mesures de tension isométrique ont montré que suite a I’effet relaxant du Gd*,
les conductances cationiques non-sélectives sont impliquées dans la phase tonique
(plateau) de la contraction induite par le 20-HETE. Nous avons vérifié si I’activation de
ces conductances par le 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) peut aussi induire une
dépolarisation transmembranaire. L’OAG est un analogue stable du DAG qui est
perméable a la travers la membrane plasmique des cellules. Il est un activateur de la PKC
(Baron et al., 2002) et il est également utilisé pour activer les conductances cationiques
non-sélectives supportées par les canaux de type « Transient Receptor Protein Channel »
(TRPC) 3/6/7 des cellules de Jurkat et des lymphocytes T humain (Hofmann et al., 1999;
Okada et al., 1999). La technique de multi-empalements a également été utilisée pour
tester les effets de I’OAG sur le potentiel transmembranaire des ML VR de chien. Les
figures 21A et B montrent que 30 uM d’OAG dépolarise le potentiel transmembranaire
moyen des MLVR de chien avec un épithélium intact. La figure 21 A montre les résultats
bruts d’une expérience montrant I’effet de I’'OAG sur les MLVR de chien en fonction du
temps. Suite a I’effet dépolarisant de I’OAG, la perfusion d’une solution de Tyrode seule
permet un retour du potentiel de membrane au potentiel de référence. Lorsque I’ensemble

des résultats a ét¢ compilé (Fig. 21B), 30 uM d’OAG dépolarise de 5.74 £ 0.79 mV les
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Figure 21- Effet de POAG sur potentiel transmembranaire des MLVR de chien avec
épithélium.

A : Résultat d’une expérience, a I’aide de la technique de multi-empalements, montrant
I’effet de la perfusion du 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) sur le potentiel
transmembranaire des MLVR de chien en fonction du temps. 30 pM d’OAG induit une
dépolarisation membranaire. Aprés le lavage du tissu avec la solution de Tyrode, le
potentiel de membrane tend a revenir vers le potentiel de référence. B : Quantification de
I’effet de I’'OAG sur le potentiel transmembranaire des MLVR de chien avec épithélium.
30 pM d’OAG dépolarise de 5.74 £ 0.79 mV (n = 14 empalements) le potentiel de
référence des ML VR. L’effet de 'OAG sur les MLLVR de chien n’est pas 100% réversible
lorsque le potentiel transmembranaire est quantifié (n = 15 empalements) aprés le lavage
des tissus avec la solution de Tyrode (sans OAG). Les résultats représentent la valeur

moyenne + S.EM. * Signifie que la valeur du potentiel transmembranaire est

significativement différente (P < 0.05).
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MLVR (n = 14 empalements). Par contre, le lavage de ’OAG par la perfusion d’une
solution de Tyrode seule, n’a permis qu’un retour partiel du potentiel transmembranaire
qui est non significatif avec la valeur de référence. Il est possible, comme 1'indométhacine
et le GD*', que POAG soit difficilement lavable et reste dans les cellules de MLVR tout

en les maintenant dépolarisées.

Effet du 20-HETE sur les canaux ioniques des MLVR bovin

Les expériences précédentes ont montré que le 20-HETE induit une dépolarisation
et un effet inotrope positif sur les MLVR impliquant des conductance cationique non-
sélectives et des canaux calciques de type L. Pour ce qui est des autres canaux ioniques, il
est possible que cet effet dépolarisant implique une diminution des conductances
potassiques et une augmentation des conductances calciques et chlores (Janssen, 2002). 11
a été rapporté par notre laboratoire que les EETs, en plus de relaxer et d hyperpolariser les
MLVR (Benoit et al., 2001), diminue I’activité du canal CI" des MLLVR de bovins (Salvail
et al., 1998; Salvail et al., 2002). Les effets du 20-HETE ont été testés sur I’activité du
canal CI" pour savoir s’il pouvait éventuellement modifier I’activit¢ de ce canal. Ces
expériences ont été réalisées avec I’aide de la technique des BLP. La figure 22A montre
des enregistrements séquentielles de I’activité d’un canal CI” en condition contrdle, puis
suite a I’ajout cumulatif de 1 et 3 uM de 20-HETE dans le compartiment cis. Ces résultats
ont été obtenus a —60 mV et en condition asymétrique de 50 mM trans / 250 mM cis de
CsCl. Les additions cumulatives de 20-HETE ne modifie pas I"amplitude de courant
unitaire. De plus, le 20-HETE ne semble pas avoir d’effet sur la conductance du canal CI’

(Fig. 22B), c’est-a~dire sur pente de la relation du courant (i) en fonction du voltage (V),
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ni sur sa probabilité d’ouverture (Po) qui est de 0.93 + 0.03 (n = 3)en controle, 0.91 £ 0.01
(n=3) en présence de 1 pM 20-HETE cis et de 0.92 £ 0.02 (n = 3) avec 3 uM 20-HETE

cis (Fig. 22C).

De plus, il a été rapporté que "activité contracturante du 20-HETE sur les muscles
lisses vasculaires implique une inhibition des canaux potassiques de type Kca. Les canaux
Kca seraient bloquées indirectement par le 20-HETE par ’entremise de la PKC (Lange et
al., 1997, Nowicki et al., 1997) et / ou des MAPK (Sun et al., 1999). D’autres
expériences, du méme type que celles décrites plus haut, ont été réalisées sur des canaux
Kca des MLVR bovin pour vérifier si leur activité est modifié directement par le 20-
HETE. Comme pour les résultats obtenues sur les canaux CI, les addition cumulatives de
1.5 et 3 uM de 20-HETE de modifie pas la conductance (Fig 23B) et ni la Po (Fig. 23C)

du canal K¢, des ML VR de ’espéce bovine.

Ces résultats « négatifs » (Fig. 22 et 23) signifient que P'effet contracturant et
dépolarisant induit par le 20-HETE ne sont pas d & un effet direct sur activité des
canaux Cl” et des canaux Kca des MLVR. Si le 20-HETE devait moduler ces
conductances, le mécanisme passerait par l’activation de cascades de signalisation

intracellulaire qui modifierait I’activité de ces canaux ioniques.
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Figure 22- Le 20-HETE n’a pas d’effet direct sur Pactivité du canal CI' natif
reconstitués dans des bicouches lipidiques planes.

A : Enregistrements séquentiels de Iactivité du canal CI', provenant des MLVR bovin, en
condition contrdle et suite aux additions cumulatives de 1 et de 3 uM de 20-HETE. Ces
tracés ont été enregistrés & —-60 mV et en condition asymétrique de 50 mM trans / 250
mM cis de CsCl. B : Courbes courant-voltage (1/V) en contrdle et en présence de 3 pM
de 20-HETE en condition asymétrique a partir de ’expérience décrite en A. C : Tableau
comparatif des probabilités d’ouverture (Po) du canal CI' natif reconstitué¢ dans les
bicouches lipidiques planes en condition contrdle et aprés 10 min de I'ajout de 1 et 3 uM

de 20-HETE respectivement (n = 3). Les résultats représentent la valeur moyenne =+

S.E.M.
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Figure 23- Le 20-HETE n’a pas d’effet direct sur les canaux K¢, natifs reconstitués
dans des bicouches lipidiques planes.

A : Enregistrements séquentiels de I’activité du canal Kc,, provenant des MLVR bovin,
en condition contr6le et suite aux additions cumulatives de 1.5 et de 3 uM de 20-HETE.
Ces tracés ont été enregistrés 4 +40 mV et en condition asymétrique de 50 mM trans / 250
mM cis de KCl et en présence de 10 uM de Ca®* libre. B : Courbes courant-voltage (i/V)
en condition asymétrique (50 / 250 mM KCI) et symétrique (250 / 250 mM KCI). En
condition symétrique, 1.5 pM de 20-HETE ne modifie pas la conductance du canal K¢, (n
=4). C: Valeurs des probabilités d’ouverture (Po) du canal K¢, en condition contrble et
en présence de 1.5 et 3 uM de 20-HETE. Le 20-HETE ne modifie pas la Po des canaux
Kca Ces expériences ont été réalisées par Mme Sonia Proteau et M Frédéric Mercier. Les

résultats représentent la valeur moyenne + S.E.M.
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Le 20-HETE active un courant macroscopique cationique et non-sélectif sur les

cellules isolées de cobaye

Les expériences précédentes ont montré, par Deffet relaxant du Gd** et
dépolarisant de ’OAG, que Peffet du 20-HETE sur les MLVR pourrait impliquer des
conductances cationiques non-sélectifs. A I’aide de la technique de patch-clamp, nous
avons testé si le 20-HETE pouvait activer un courant ionique macroscopique apparenté a
ce type de conductance. Les expériences ont €té réalisées sur des cellules isolées de
MLVR de cobaye mises en culture primaire et en configuration « Whole Cell ». Cette
configuration nous permet de mesurer des courants macroscopiques qui proviennent de
Iouverture de plusieurs canaux sur toute la surface de la cellule. Les conditions
expérimentales utilisées (voir légende de la Fig. 24) nous permettent de mesurer des
courants générés par les protéines formant des canaux de type TRPC. La figure 24A
montre les résultats obtenus dans la configuration « Whole Cell ». En condition contrdle
et a un potentiel de maintient de —50 mV, il existe un courant entrant de -32 pA. Ce
courant est fortement augmenté par I’ajout de 1 uM de 20-HETE. Le courant net, activé
par le 20-HETE (b - a), est visualisé avec I’aide d’une soustraction des courants obtenus
pendant les rampes de voltage (de -100 & +60 mV) effectuées pendant la perfusion avec 1
uM de 20-HETE (Ip) moins celle en contrdle (I,) (voir Fig. 24 A et B) : 1., (20-HETE) =
Iy (total) — I, (contréle). Ce courant net, activé par le 20-HETE, ressemble a celui généré
par I’activation de canaux de type TRPC et possede un potentiel d’inversion proche de 0

mV; ce qui atteste de sa non-sélectivité en condition biioniques asymétriques.



I(pA)

91

0 -
i1 HP=-50mV
-10 -
. M 20-HETE
220 - — &\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\\\\\\\\
o a +

0 50 100 150 200 250
Temps (s)

100 ;
50 1

0

I (pA)

-50 Ted il
K

~100 -

-150

-200 +————r——r ;
-100 -80 -60 -40 —20 0 20 40 60

V (mV)




92

Figure 24- Activation par le 20-HETE d’un courant entrant non-sélectif et
expression des TRPC dans les MLVR de cobaye.

A : Enregistrement d’un courant macroscopique de fond entrant par la technique de patch-
clamp en configuration « Whole Cell ». En condition contrdle (-50 mV et sans agent
pharmacologique) le courant est de I’ordre de -30 pA. Aprés ’ajout de 1 uM de 20-HETE
dans la solution de perfusion sur une cellule de MLVR de cobaye, le courant
macroscopique augmente a —51 pA. B : Des rampes de voltage, de —100 & +60 mV, ont
été réalisées en condition contrdle (a) et en présence de 1uM de 20-HETE ajouté dans la
solution de perfusion (b) & partir de ’enregistrement de la figure A. La solution
intracellulaire utilis€ est composée de (en mM) : 140 CsAsp, 1 CaCly, 11 EGTA, 2
MgCl,, 18 NaCl, 10 HEPES, 0.3 ATP et 0.03 GTP, pH 7.2 (concentration de [Ca*']; libre
calculé est de 100 nM). La solution dans laquelle baigne les cellules est composée de (en
mM) : 140 NaCl, 1.8 CaCl,, 1.2 MgCl,, 15 HEPES, 10 glucose, pH 7.4. La solution de
perfusion, ol une concentration final de 1 uM de 20-HETE est additionné, est composée
de (en mM) : 145 NaCl, 2.5 EGTA, 5 HEPES, pH 7.4. Le courant entrant net induit par 1
uM de 20-HETE a été obtenu de la soustraction du courant b avec le courant a (b - a). Les
expériences des figures A et B sont représentatifs de trois expériences différentes et ils ont

tous été réalisées par le Dr Nuria Basora.
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Mise en évidence de Pexpression de PADN¢ des TRPC dans les MLVR.

Les résultats de ’expérience précédente (Fig. 24) ont montré que le 20-HETE
active un courant ionique macroscopique qui est cationique et non-sélectif qui pourrait
étre généré par des canaux de type TRPC. Une analyse par RT-PCR a été réalisée pour
déterminer si des molécule d’ARNm correspondant aux protéines des TRPC sont
exprimées dans les cellules de MLVR de cobaye. La figure 25A montre le résultat du RT-
PCR obtenue par la migration des ADNc correspondant aux TRPC1, 3, 4, 5 et 6 sur un gel
d’agarose 2% avec 0.1 pg/ml de EtBr. Le résultat montre que les ARNm des TRPC3, 4, 5
et 6 sont exprimés dans les cellules de MLLVR de cobaye tandis que celui du TRPC1 ne
I’est pas. De plus, une autre analyse du méme type que celle de la figure 25A a aussi été
faite sur la trachée de rat. La Figure 25B montre que les ARNm des TRPC 1, 3,4, 5 et 6
sont exprimé dans les MLVR de rat. Ces résultats tendent & montrer que 1’activation des
conductances cationiques non-sélectives par le 20-HETE pourrait étre supportée par
’activation de canaux de type TRPC 3, 4, 5 et/ou 6 dont le I’ARNm est exprimé dans ces
cellules. Toutefois, d’autres expériences devront étre réalisées pour démontrer que ces
canaux sont impliqués dans la phase tonique de 'effet inotrope positif induit par le 20-

HETE sur les MLVR de cobaye.
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Figure 25- Expression des ARNm de différents TRPC provenant des cellules isolées
de MLVR de cobaye et de rat.

A : Analyse par RT-PCR réalisée a partir de I’ARN total des cellules isolées du MLVR
des trachées de cobaye (T) et de cerveau de rat (C) en guise de contrble. Les ARNm des
TRPC3, 4, 5 et 6 sont exprimés. B : Analyse par RT-PCR réalisée a partir de I’ARN total
des cellules isolées du MLVR des trachées (T) et de cerveau de rat (C) en guise de
controle. Les ARNm des TRPCI, 3, 4, 5 et 6 sont exprimés. Les ADNc des figures A et B
ont migré sur des gels d’agarose de 2% contenant 0.1 pg/ml de bromure d’éthidium
(EtBr). Les amorces utilisées sont spécifiques au TRPC1, 3 4 ,5 et 6 puis au GAPDH

utilisé en contrdle. Paire de base (pb).
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Discussion

Nos résultats ont permis de démontrer que le 20-HETE a des effets inotropes
positifs sur les MLVR de cobaye et qu’il induisait le raccourcissement des cellules isolées
des muscles lisses de trachée de chien, de rat et de cobaye. De plus, cet effet impliquerait
une contribution séquentielle du Ca®" intracellulaire et extracellulaire par des activations
combinées de conductances cationiques non-sélectives et de canaux Ca®" de type L. La
présente étude vient donc approfondir les connaissances sur les mécanismes par lesquels
le 20-HETE induit ces effets inotropes positifs sur les ML VR & partir de résultats obtenus

lors de mesures mécaniques, €lectrophysiologiques et biochimiques.

Effet du 20-HETE sur la tension mécanique

Les mesures de tension isométrique, entreprises sur le MLVR de cobaye ont
permis de quantifier les effets du 20-HETE exogene sur la tension mécanique. Cet
eicosanoide induit une contraction des MLVR de cobaye 100% réversible en présence
comme en absence de cellules épithéliales. Ces observations confirment celles qui ont été
rapportées par Zeldin et al (1995). De plus, I’amplitude de contraction est dépendant de la
concentration du 20-HETE utilisée. Cet effet inotrope positif est indépendant de
I’épithélium parce que le 20-HETE induit également un raccourcissement des cellules
isolées du MLVR de chien (Fig. 16), de rat et de cobaye mises en culture primaire. Par
contre sur les MLVR de lapin, I’effet relaxant du 20-HETE serait dépendant d’un tissu
épithélial intact (Jacobs et al., 1999). Dans le champ de vision couvert par 1’objectif, les
cellules isolées de MLVR ne se sont pas toutes raccourcies par ’ajout du 20-HETE (Fig.

16). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que certaines de ces cellules seraient dans un état
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physiologique différent et/ou par une expression différentielles de récepteurs

membranaires de certaines cellules di fait de leurs mises en culture.

Une valeur de ECsq a été déterminée a 1.5 uM a partir de la courbe dose-réponse
obtenue in vitro par I’ajout de 20-HETE exogéne. Cependant ce résultat ne permet pas de
conclure sur les effets du 20-HETE endogéne en condition physiologique. Deux études
ont tenté de quantifier la concentration de 20-HETE endogene contenue dans les cellules.
Au niveau des reins de lapin par exemple, la quantité¢ I’'HETEs (16-, 17-, 18-, 19- et 20-
HETE) estérifiés aux lipides membranaires, est de 34.40 ng/g de tissus dans le cortex et
de 22.76 ng/g de tissus dans la médulla (Carrol et al., 1997). Le deuxiéme article a montré
que, dans une culture de plaquette humaine, la quantité¢ de 20-HETE endogéne libérée par
la PLA, est de 9.7 fmol/10° cellules (Zhu et al., 1995). Cependant, les résultats de ces
études ne fournissent pas d’information sur la concentration de 20-HETE contenue dans le
milieu interstitiel. Il serait donc important de pouvoir mesurer la concentration ou les

variations de concentration du 20-HETE contenue dans le liquide bioactif du milieu

interstitiel.

De plus, un coefficient de Hill (nH) de 0.77 & été déterminé a 1’aide de la courbe
dose-réponse et de ’équation 2. Ce coefficient est généralement utilisé pour estimer le
nombre de molécule d’un ligand qui est requis pour permettre I’activation du récepteur et
induire un effet fonctionnel. Le chiffre 0.77 (= 1) suggére qu’un récepteur par lequel le
20-HETE induit un effet inotrope positif est présent sur les MLLVR de cobaye. De plus, ce

récepteur pourrait étre localisé dans la membrane plasmique ou bien dans le cytosol.
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Néanmoins, la présence d’un récepteur spécifique au 20-HETE reste encore un sujet de
débat pour différentes raisons: les expériences de liaison spécifique sont difficile a
réaliser car, comme dans le cas des EETs (Bernstrom et al.,, 1992), les propriétés
hydrophobes de ces ligands induisent un trés haut niveau de liaison non-spécifique. Par
contre, des antagonistes comme le S-HETE, le 15-HETE, le 19-HETE et le 6(Z),15(Z)-20-
HEDE (WIT-002) qui sont des analogues au 20-HETE, bloquent complétement 1’activité
vasoconstrictrice des MLV d’artéres cérébrales (Alonso-Galicia et al., 1999) et rénales
(Gebremedhin et al., 2000) induit par le 20-HETE. Ceci suggére une existence possible

d’un site de liaison spécifique au 20-HETE.

Nos avons montré que I’indométhacine diminue la tension de base des MLVR de
cobaye en présence d’épithélium. Les cellules épithéliales des MLVR ont été rapporté
comme étant le lieu de production d’une majorité des prostaglandines produites par les
COX 2a partir de ’AA (Churchill et al., 1989; Eling et al., 1986). Cet effet de
Pindométhacine pourrait s’expliquer par le fait que ces prostaglandines, produits par les
COX, participent a la génération du tonus de base. Une de nos observations est néanmoins
intrigante : D’effet inotrope positif du 20-HETE sur les MLVR de cobaye semble étre
dépendant de [activit¢é des COX car, lorsque ces enzymes sont bloquées par
I'indométhacine, le 20-HETE n’a plus d’effet (Fig. 19). Sur les MLVR de lapin, le 20-
HETE induit la relaxation des tissus précontractés & I’histamine ou au KCI, mais en
présence d’indométhacine, cet effet relaxant est absent, montrant, aussi chez cette espéce,
une dépendance de I’activité des COX (Jacobs et al., 1999). Ces résultats suggérent que

les effets inotropiques du 20-HETE sur les MLVR varient en fonction de I’espéce. Cette
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variabilité pourrait s’expliquer selon le mécanisme suivant : les effets du 20-HETE sur la
tonicités des tissus (ML VR) nécessitent une activité intacte des COX qui métaboliseraient
le 20-HETE en des molécules qui posséderaient un effet contracturant chez le cobaye et
relaxant chez le lapin. Par contre, il serait possible que I’'indométhacine interagisse d’une
maniére compétitive avec le «récepteur» du 20-HETE qui induirait une tonicité

différente des MLVR chez le cobaye (contraction) et le lapin (relaxation).

L’effet inotrope positif du 20-HETE exogéne requiert trés probablement une
mobilisation du Ca®" intracellulaires. Cette augmentation provient des réserves calciques,
qui sont impliquées dans la phase transitoire (Fig. 17). De plus, le Ca** pourrait également
venir du milieu extracellulaire. Cette entrée serait impliquée dans la phase tonique de la
contraction induite par le 20-HETE tel que montrée dans la Figure 17. Le profil
contractile induit par le 20-HETE sur les MLVR de cobaye, met en relation la
contribution séquentielle du Ca®* intracellulaire et extracellulaire. Il ressemble beaucoup
au profil d’une contraction muscarinique induite par une molécule comme le béthanechol
(Tao et al., 2000). De plus une entré de Ca®* libre dans les cellules de MLVR est
nécessaire pour induire et maintenir la contraction tonique qui survient suite au passage a
2.5 mM de CaCl, dans une solution de Krebs non continue. Cette entrée de Ca’’ dans le
MLVR semble étre dépendant de la libération du Ca®* contenu dans les réserves
calciques. Ceci signifierait que cette entrée se produit d’une fagon capacitative comme

cela a été rapporté lors de stimulations a I’ACh (Sweeney et al. 2002).
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La réponse tonique induite par le 20-HETE est partiellement relaxée aprés un ajout
de 100 uM de GdCl; (Fig.18), une concentration utilisée pour bloquer les canaux
cationiques non-sélectifs. Certain de ces canaux permettent une entrée du Ca®
extracellulaire dans la cellule d’une maniére non-capacitative, indépendamment de 1’état
des réserves calciques intracellulaires (Moneer et Taylor, 2002). La relaxation induite par
le Gd®" suggérerait donc le rdle éventuel de ce processus moléculaire. Dans ces
conditions, ’ajout de la nifedipine, dans le bain & organe isolé, induit une relaxation du
reste de la contraction induite par le 20-HETE et en présence du Gd>* sur les MLVR de
cobaye. Donc, lorsque les canaux cationiques non-sélectifs sont bloqués, lors de Deffet
inotrope positif induit par le 20-HETE, il y aurait une participation des canaux Ca®"
dépendant du voltage pour soutenir la contraction. Il a été rapporté que ces canaux Ca*" de
type L jouent un role mineur dans le controle de la contraction des MLVR, induit par les
agonistes muscariniques (Tao et al., 2000). Cependant, des expériences pharmacologiques
et électrophysiologiques, sur les cellules des muscles lisses des bronches humaines et
d’autres mammiféres, ont démontré I’existence de ces canaux Ca>* dans ces préparations
(Marthan et al., 1999). Une contribution des canaux Ca®* de type L est plausible du fait
que la nifédipine a un effet partiel sur la contraction des MLVR induite par le 20-HETE et
qu’il a été rapporté que cet eicosanoide induit une augmentation du [Ca™); suivant une

activation en parall¢le de ces canaux dans les MLV (Gebremedhin et al., 1998).

Effets électrophysiologiques du 20-HETE

Nos résultats montrent que le 20-HETE induit une dépolarisation
transmembranaire des cellules de MLVR de lapin (Fig. 20) et de cobaye qui est

complétement réversible. La réponse dépolarisante des cellules au 20-HETE a également
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été mesurée en absence d’épithélium chez le lapin. De plus, il a aussi été rapporté que le
20-HETE dépolarise de 10 mV les MLV d’artéres rénales et basilaires de chien (Ma et al.,
1993 et Obara et al., 2002 respectivement). Ces observations suggerent donc que le 20-
HETE est capable de moduler des conductances membranaires et que son mode d’action
n’est pas strictement dépendant de I’épithélium; ce qui suggere des effets directs sur le
MLVR. La modulation de ces conductances pourrait impliquer I’activation de canaux

cationiques non-sélectifs.

Nous avons utilisé I’OAG, qui est un analogue stable du DAG et perméable a la
membrane plasmique, pour déterminer si [’activation des conductances cationiques non-
sélectives dépolarisait aussi la membrane des MLVR. Nos résultats ont montré que
I’OAG induit une dépolarisation transmembranaire qui n’est pas entierement réversible
sur des cellules de MLVR de chien. Ceci est probablement causé par une interaction de
haute affinité entre ’OAG et des composantes de la membrane plasmique des MLVR ou
des systémes enzymatiques intracellulaires (Slater et al., 2001). De plus, il a été rapporté
que 'OAG, mimé par le DAG, active des conductances cationiques non-sélectives en
dépolarisant aussi les membranes de surface des lymphocytes T par I’activation d’une
entrée de Na" dans un milieu ne contenant pas de Ca®". Cette dépolarisation serait associé
avec I’expression du canal TRPC6 (Gamberucci et al., 2002). Comme "OAG induit une
dépolarisation transmembranaire similaire a4 celle induite par le 20-HETE, nous avons
postulé que cet eicosanoide pouvait aussi induire 1”activation de conductances cationiques

non-sélectives, impliquant des canaux de type TRPC, susceptibles de produire une
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dépolarisation qui favorise une entrée de Ca®" et participe ainsi a 1’effet inotrope positif

sur les MLVR.

Le 20-HETE n’a pas d’effet direct sur les canaux ioniques

Il a été rapporté, par des expérience de patch clamp en configuration « cell-
attached », que le 20-HETE bloque I"activité des canaux K¢, de la membrane de surface
des cellules isolées de MLV d’artéres cérébrales de chat (Harder et al, 1994). Nos
expériences de bicouches lipidiques planes ont montré que ’application du 20-HETE
directement sur les canaux K¢, des MLVR reconstitués ne modifie pas leurs activités que
ce soit la conductance unitaire ou la probabilité d’ouverture. Imig et al. (1996) ont
rapporté que ’effet contracturant du 20-HETE sur les MLV d’artérioles rénales de rat est
mimé par un blocage des canaux K¢, via la TEA. Une addition de 20-HETE exogéne a
ces tissus n’a eu aucun effet sur le tonus vasculaire lorsque ces canaux sont bloqués par la
TEA; le MLV reste contracté sans que la tension ne soit modifiée (Imig et al., 1996). De
plus, Obara et al. (2001) ont montré que chez le chien, un blocage des canaux K¢, par
I'IbTX, la TEA et la ChTX prédispose ’artére basilaire & se contracter lors d’un étirement
mécanique. Ces expériences montrent bien que le 20-HETE inhibe I’activité des canaux
Kca des MLV par ’activation d’une cascade intracellulaire. Par contre, lors d’une série
d’expériences réalisées par notre équipe (Benoit et al., 2001), il a été montré que 10 nM
d’IbTX ne modifie pas le tonus de base des MLVR de cobaye. Ceci suggere que les
canaux K¢, ne participe pas au maintient du potentiel membranaire des MLVR. En
conséquence, les effets électrophysiologiques et inotropes positifs du 20-HETE sur les
MLVR de cobaye n’impliquerait pas nécessairement un blocage des canaux de type Kc,

contrairement aux MLV (Imig et al., 1996; Obara et al., 2002).
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Les canaux CI” des membranes plasmiques des muscles lisses, activés par une
augmentation de [Ca®"];, sont impliqués dans la génération du potentiel transmembranaire
et dans le mécanisme de la dépolarisation des cellules des MLLVR (Janssen 2002). Par la
technique des BLP, nos expériences de reconstitution membranaire nous ont permis de
montrer que le 20-HETE n’a aucun effet direct sur la conductance unitaire, ni sur la Po
des canaux CI" des MLVR bovin étudiés par notre équipe (Salvail et al., 1996). Ces
canaux sont insensibles aux variations de concentration de Ca®" libre et proviennent de la
méme fraction microsomale que celle contenant les canaux Kca. Nous avons tester le 20-
HETE sur ces canaux CI” afin de déterminer s’il pouvait modifier leurs activités comme il
a été rapporté avec ’utilisation des EETs (Salvail et al., 1998 et 2002). Il a été rapporté
par notre laboratoire que les EETs, en plus de relaxer et d’hyperpolariser les MLVR
(Benoit et al., 2001), diminue P’activité et bloque la conductance du canal CI" des MLVR
de I’espece bovine. Le 20-HETE, provenant du méme précurseur des EETs, pourrait aussi
modifier I’activité de ce canal, via une cascade enzymatique intracellulaire, pour induire

une dépolarisation transmembranaire.

Modulation des courants cationiques non-sélectifs par le 20-HETE

I’absence d’un effet pharmacologique direct du 20-HETE sur les canaux CI et
Kca ne peut donc pas expliquer les effets électrophysiologiques observés au niveau
cellulaire (dépolarisation) et ou tissulaire (effet inotrope positif). Pour cette raison nous
avons testé D'effet du 20-HETE pour déterminer s’il pouvait induire un courant
macroscopique entrant qui est généré par des canaﬁx de type TRPC. Une addition de 20-

HETE exogéne, a la solution de perfusion et sur des cellules de MLVR de cobaye,
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augmente le courant macroscopique entrant en activant un courant cationique non-sélectif
(Fig. 24). 11 a été rapporté que ce type de courant est activé par le DAG (Hofmann et al.,
1999; Venkatachalam et al., 2001) et par ’OAG (Okada et al., 1999; Hofmann et al,,
1999). Une augmentation de ce courant entrant pourrait expliquer les dépolarisations
transmembranaires induites par le 20-HETE et 'OAG sur les MLVR. Ces observations
n’éliminent pas la possibilité que d’autres mécanismes de signalisation pharmacologiques
(via les récepteurs aux eicosanoides) et biochimiques (via une cascade de signalisation
intracellulaire) puissent étre impliqués. Toutefois, elles montrent I’évidence que des
eicosanoides, générés in vitro par les CYP450 w-hydroxylase a partir de I’AA, pourrait
réguler des conductances cationiques non-sélectives des membranes de surface
impliquées dans le contrble du tonus de base des MLVR. Il a été proposé puis démontré
que les canaux de type TRPC sont impliqués dans le contréle du tonus myogéniques des
MLYV par deux groupes indépendants (Broad et al., 1999; Welsh et al., 2002). L ’équipe du
Dr Brayden a montré que le canal responsable d’une activation par un étirement de la
contraction des MLV est le canal TRPC6. De plus, ce groupe a récemment montré que ce
canal était activé par la PLC et le DAG (Welsh et al., 2002). Par des expériences
d’étirement lent « slow strech » réalisées sur des artéres basilaires canin, Obara et al.
(2002) ont montré que 1 pM de Gd** inhibe completement Peffet inotrope positif induit
par 100 nM de 20-HETE exogéne, mais pas par le U-73122 (un inhibiteur de la PLC). Ce
groupe a donc suggéré que ’activation de la contraction par la technique de 1’étirement
lent implique un canal qui est différent du canal TRPC6 qui s’active aussi 4 ’étirement de

la paroi des MLV (Kirber et al., 1988; Davis et al., 1992; Langton, 1993).
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Jusqu’a présent, la contribution des canaux de types TRPC et plus spécifiquement
du TRPC6 n’avait pas été envisagée de fagon définitive de contrdler physiologiquement le
tonus des MLVR. Par contre, Snetkov et al (2001) ont postulé leurs implications a partir
de Peffet bronchoconstrictif induit par le LTD4. Une implication directe du canal TRPC 6
dans le mode d’action du 20-HETE sur les cellules du ML VR est plausible dans la mesure
ou I’addition de 100 pM de Gd>*, qui a été rapporté de bloquer I’entré du Ca®" libre par
une voie non-capacitative relaxe partiellement I’effet inotrope positif du 20-HETE
(Moneer et Taylor, 2002; Jung et al., 2002). Nous avons aussi montré que ’OAG, qui
active ces conductances cationiques non-sélectives (Hofmann et al., 1999), dépolarise
aussi les MLVR comme il a €té observé pour le 20-HETE. De plus, les résuitats obtenues,
par l'utilisation de la technique de RT-PCR, révelent ’expression d’ARNm pour les

isoformes de TRPC 3, 4, 5 et 6 dans les MLVR de rat et de cobaye.

Ces expériences, par ’effet relaxant du Gd®" et dépolarisant de 'OAG, attestent
donc qu’une présence entre autre du TRPC6 dans les cellules du MLVR de cobaye
supporte davantage notre idée selon laquelle 1’effet inotrope positif, induit par le 20-

HETE sur ces tissus, pourrait passer via une activité du canal de type TRPCé6.
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Conclusion

L’ensemble des résultats obtenus lors de cette étude nous ont permis de démontrer
et de quantifier les effets du 20-HETE sur les MLVR de mammifére & I’aide de mesures
de tension mécanique, électrophysiologiques et biochimiques. Nous avons notamment
montré que le 20-HETE induit un effet inotrope positif qui est dépendant de la
concentration avec une valeur de ECsg de 1.5 pM. Cet effet est aboli par un prétraitement
a I’'indométhacine, une substance utilisée comme inhibiteur des cyclooxygénases mais qui
est également connue pour interagir avec certains récepteurs aux prostaglandines.
L’activation des contractions induites par le 20-HETE sur les MLVR de cobaye, semble
étre indépendante de I’épithélium mais elle implique une augmentation du [Ca*']; qui peut
étre décomposée en deux phases : une phase transitoire et en une composante tonique. La
réponse transitoire est déclenchée par la libération du Ca®" contenu dans des réserves
intracellulaires, trés probablement sensible a 1'InsP; (Roux et al., 1998), alors que la
réponse tonique, qui est soutenue, serait due & une entrée retardée de Ca** venant du
milieu extracellulaire. Les conductances impliquées dans le contrdle de entrée de Ca®’
seralent des conductances cationiques non-sélectives, supportées par 1 activation
pharmacologique des canaux de type TRPC et les canaux Ca*" de type L, dépendant du
voltage et sensible aux dihydropyridines (Fig. 18). Par ailleurs, le 20-HETE n’a pas
d’effet direct sur les activités des canaux Cl” et K¢, reconstitués dans les BLP. Par contre
cela n’exclu pas la possibilité qu’il puisse avoir des effets indirects sur la cinétiques de
différents canaux par I’activation de cascades biochimiques intracellulaires, par exemple

une phosphorylation dépendante de la PKC comme il a été¢ démontré pour le canal K¢, au
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niveau des muscles lisses vasculaires (Imig et al., 1996; Lange et al., 1997; Obara et al.,

2002).

Nos résultats sont originaux par le fait qu’ils démontrent pour la premiére fois que
le mode d’action du 20-HETE induit une dépolarisation réversible du potentiel de
membrane et une activation d’une conductance cationique non-sélective susceptible de
laisser entrer des ions Na' et Ca** dans des cellules de MLVR. Cette conductance,
sensible au Gd3+, serait différente des canaux Ca®' de type L. En conséquence,
Pajustement fin du tonus des MLVR serait placé non seulement sous le contrdle f-
adrénergique et muscarinique, mais également sous la dépendance des EETs qui ont des
effets relaxants (Benoit et al., 2001) et du 20-HETE endogéne qui aurait un effet inotrope
positif (Fig. 15). La production de ces eicosanoides, dérivés de I’AA, pourrait varier en
fonction des conditions physiopathologiques et ainsi déterminer la réactivité des ML VR

lors d’épisodes immuno-inflammatoires.

Perspectives

Nous avons réalis€ plusieurs types d’expériences pour déterminer quels étaient les
effets et le mode d’action du 20-HETE sur les propri¢tés mécaniques,
électrophysiologiques et biochimiques des MLVR. Le mécanisme intracellulaire par
lequel le 20-HETE induit ces effets reste a clarifier. Pour approfondir notre
compréhension, il serait intéressant de déterminer quels types de CYP450 o-hydrolases

sont exprimés dans les MLVR de cobaye.
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Il serait également intéressant de déterminer quels sont les métabolites du 20-
HETE produits par les COX, en particulier la COX-2, qui sont impliqués dans le
déclenchement de la réponse inotrope des MLVR de cobaye. Ceci pourrait étre réalisé par
une incubation du 20-HETE avec nos fractions cytosoliques et microsomales brutes
fraichement préparées. Cette étape devrait étre suivi d’une séparation et d’une purification
des produits de cette réaction pour déterminer leur identité et lesquels induisent des effets
inotropes positifs. Alternativement, il serait probablement pertinent de vérifier si

I’indométhacine ne modifierait pas la liaison du 20-HETE sur ses récepteurs.

Des mesures de Patch Clamp permettraient de vérifier si I’effet du 20-HETE sur
les MLVR de cobaye induit ’inhibition des canaux K¢, suite & 1’activation des PKC
comme cela a été rapporté au niveau des MLV (Lange et al., 1997 ; Sun et al., 1999
Obara et al., 2002). De plus I’acide cyclopiazoique et la thapsigargin pourraient étre
utilisés pour vérifier si 1’état des réserves calciques intracellulaires influence I’activation
des conductances cationiques capacitatives ou non-capacitatives qui contrdlent I’entrée du

Ca?" dans les cellules des MLVR.

Une autre avenue serait d’utiliser les techniques de microspectrofluorimétrie sur
des cellules isolées et mises en culture primaire pour visualiser et quantifier les variations
+ 7 . . r [ .
de [Ca®™}; provoquées par ’activation des récepteurs au 20-HETE qui & ce jour reste

évanescents.
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