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Résumé

Le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) est notamment caractérisé par un
cdéme pulmonaire a haute perméabilité et un stress oxydant omniprésent. Celui-ci
influencerait les mécanismes de transports ioniques participant a la clairance des fluides et

la réparation épithéliale, deux processus essentiels a la résolution de 1’cedéme.

Le principal objectif de ce mémoire était d’étudier I’impact du stress oxydant, induit par la
bléomycine, sur ces processus.

Pour cela, nous avons utilisé des souris transgéniques exprimant moins le canal ENaC, qui
est essentiel & la clairance des fluides pulmonaires. De fagon surprenante, nos résultats
démontrent que ces souris sont plus résistantes aux 1ésions induites par la bléomycine.

In vitro, la bléomycine n’influence pas le transport sodique, par contre celle-ci inhibe le

processus de réparation de 1’épithélium alvéolaire.

Ces résultats suggérent que le stress oxydant aurait principalement un impact sur les

mécanismes de réparation €pithéliale, et non sur ceux de réabsorption ionique.

Mots clefs :
SDRA, stress oxydant, bléomycine, souris transgéniques, ENaC, réparation, cellules

alvéolaires de type II (AT II)




Abstract

The acute respiratory distress syndrome (ARDS) is characterized by a high permeability
lung oedema with the omnipresence of oxidative stress. This stress influence ion transport
mechanisms taking part in fluid clearance and in epithelial repair, two essential processes

for oedema resolution.

The main objective of this master thesis was to study the impact of bleomycin induced
oxidative stress on these processes.

For this purpose, transgenic mice expressing a lesser amount of ENaC channel, an
essential component for lung fluid clearance, were used. Our results demonstrate in a
surprising way, that these mice were more resistant to bleomycin injury then the wild type
mice.

In vitro, bleomycin did not influence sodium transport, on the other hand, it inhibited the

alveolar epithelium repair process.

These results suggest that bleomycin induced oxidative stress have an impact mainly on the

epithelial repair mechanisms, but do not affect ion absorption.

Keywords :
ARDS, oxidative stress, bleomycin, transgenic mice, ENaC, repair, alveolar type II cells

(AT II)
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CHAPITRE 1

- INTRODUCTION




Les poumons et le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA)

Le systéme respiratoire est, comme chaque systtme de [’organisme, un élément

indispensable. Il permet I’apport de I’oxygéne, matiére nécessaire a la fonction cellulaire, et

il élimine le dioxyde de carbone, déchet produit par les cellules. Ces échanges sont trés

finement régulés, car leur altération entraine une toxicité pulmonaire, mais aussi corporelle.

Les poumons distaux sont le site de cet échange gazeux avec le sang. Ils sont aussi le site

d’altérations génétiques, biologiques, physiques ou chimiques qui peuvent causer une

détresse respiratoire. Celle que nous allons étudier est nommée : syndrome de détresse

respiratoire aigué ou SDRA (« acute respiratory distress syndrome » ou ARDS).

1 Structure générale

A Le systéme respiratoire

Le systéme respiratoire a été décomposé de plusieurs fagon, nous utiliserons le modéle

suivant : voies respiratoires extra-pulmonaires, puis voies respiratoires intra-pulmonaires et

enfin parenchyme respiratoire [Figure 1].
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Figure 1: Le systéme respiratoire avec les voies respiratoires extra-pulmonaires,

intra-pulmonaires et le parenchyme respiratoire



1.1 Les voies respiratoires extra-pulmonaires

L’air (21% oxygeéne, 78% diazote, 1% autre) circule le long des voies respiratoires extra-
pulmonaires. Il entre habituellement par le nez, passe par le naso-pharynx, le larynx et la
trachée puis arrive a la naissance des deux bronches souches (situées au niveau du hile du
poumon), et poursuit sa route dans les voies respiratoires intra-pulmonaires.

Plus précisément, l'air pénétre par les fosses nasales. Il est immédiatement purifié par les
vibrisses qui arrétent les gros éléments, tandis que le mucus (voir § A.2.1.2) prend en
charge les éléments d’lum ou plus. Le mucus recouvre la surface de I’épithélium
pseudostratifié. Dans le méme temps, I’air est humidifié par la présence de ce méme mucus
et réchauffé grace a la circulation capillaire. L’air est ensuite dirigé vers le pharynx, qui est
divisé en deux parties par le voile du palais. La partie supérieure, ou nasopharynx, est
recouverte d’un épithélium pseudostratifié. Le pharynx a d’autre part un rdle immunitaire,
en effet il comprend de nombreuses formations lymphoides, dont les amygdales qui jouent
un réle de barriére de protection des voies aériennes sous-jacentes. L’air poursuit son
chemin dans le larynx. Situé en avant de l'cesophage, il est lui aussi tapissé par un
¢épithélium pseudostratifié, sauf au niveau des cordes vocales. L’air entre ensuite dans la
trachée qui se divise bientdt en deux branches, les bronches souches. La paroi trachéale est
formée de trois couches : -1- une muqueuse, -2- une tunique fibrocartilagineuse et -3- une
adventice. C’est dans la muqueuse de type respiratoire que se trouve I’épithélium
pseudostratifié que nous suivons depuis les fosses nasales. Il est formé de 5 types

cellulaires principaux (voir ci-dessous § A.2.1).

1.2 Les poumons

Le mammifere posséde deux poumons, chez ’humain le gauche est composé de deux
lobes, tandis que le droit posséde trois lobes. Ils sont protégés par le diaphragme et la cage
thoracique, par contre ils dépassent de la premiére cdte. Lors de la respiration, les poumons
suivent les mouvements des muscles intercostaux de la cage thoracique et du diaphragme
via le jeu des plévres. Les plévres sont des feuillets qui relient les poumons aux cotes de la
cage thoracique. Les deux plévres, pariétale et viscérale, délimitent la cavité pleurale qui
contient un film liquidien permettant le glissement des deux feuillets 1'un contre l'autre lors

de la respiration.
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Chaque poumon ressemble & un arbre la téte en bas dont les divisions successives
formeraient les voies respiratoires intra-pulmonaires puis le parenchyme respiratoire
[Figure 1]. Cela permet le routage de 1’air des bronches souches, aux bronchioles

terminales puis aux millions d'alvéoles pulmonaires qui assurent I'hématose.

1.2.1 Les voies respiratoires intra-pulmonaires

L’arbre bronchique est une dénomination courante pour les voies respiratoires intra-
pulmonaires. Ainsi la trachée se divise en deux bronches souches (droite et gauche), qui
pénétrent dans chaque poumon au niveau du hile. Puis chaque bronche souche donne
naissance a 16 générations de ramifications, de diamétre décroissant, jusqu’aux bronchioles
(Phalen and Oldham 1983). Les bronches lobaires se rendent dans chaque lobe du poumon,
puis ¢lles se ramifient en bronches tertiaires qui donnent naissance a des bronches de moins
en moins grosses jusqu'aux bronches sus-lobulaires. Lors de sa pénétration dans le lobule,
la bronche sus-lobulaire devient la bronchiole intra-lobulaire. Les bronchioles terminales
sont les derniers "rameaux" (voir Figure 1).

Tout au long de ce trajet 1’air continue d’étre purifi€é et humidifié par le mucus (voir §
A.2.1.2) produit par I’épithélium pseudostratifi€. Il est important de remarquer que la
constitution cellulaire de cet épithélium dit respiratoire, change le long de ’arbre

bronchique (voir ci-dessous §A.2).

1.2.2 Le parenchyme respiratoire

L’arbre bronchique se termine par le parenchyme respiratoire. Comme chaque feuille d’un
rameau, |’acinus pulmonaire est ['unité morpho-fonctionnelle du parenchyme respiratoire
[Figure 2]. Le pétiole de notre feuille est ici, une bronchiole respiratoire qui se divise en
canaux alvéolaires, ol chaque canal alvéolaire comporte 2 ou 3 sacs alvéolaires qui recélent

de multiples alvéoles.



Bronchiole
respiratoire

Sac
alvéolaire

Figure 2 : L’acinus pulmonaire

Les bronchioles respiratoires possédent le méme épithélium cubique que les bronchioles
terminales, elles sont donc impliquées dans la conduction de l'air, sa purification, mais
aussi dans les échanges gazeux de part la présence d’alvéoles s’ouvrant dans leur paroi.

Le poumon humain comprend environ 300000 alvéoles. Elles totalisent une surface
d’environ 100-150 m” dont 60 a 80 ou s’effectuent véritablement les échanges gazeux
(Maina and West 2005). Ces 60-80 m?® forment la barriére alvéolo-capillaire [Figure 3].
Elle est constituée du surfactant et de I’hypophase sécrétés par les pneumocytes II, des
pneumocytes I, de la membrane basale unique résultant de la fusion des membranes basales
du pneumocytes I et de la cellule endothéliale située en vis-a-vis, et des cellules
endothéliales. La membrane basale est constituée majoritairement de collagéne de type 1V,
de laminine, d’entactine/nidogen, d’héparane sulfate protéoglycane, de tenascine et

d’intégrines (Maina and West 2005).

Alveolus

Nature Reviews | Drug Discovery

Patton and Byron Nature Reviews Drug Discovery 6, 67-74 (January 2007)

Figure 3 : La barriére alvéolo-capillaire
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L'épithélium respiratoire qui tapisse les alvéoles pulmonaires, est constitué par les

pneumocytes de type I et II (voir ci-dessous §A.2.3).

2 L’épithélium respiratoire

Human terminal  Hurman

bronchioles atveoli
Human bronchi 05-1mm 250 um
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58 um O 2-um azerosol partide
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membrane

Nature Reviews [ Drug Discovery

Patton and Byron Nature Reviews Drug Discovery 6, 67-74 (January 2007)

Figure 4 : Les épithéliums respiratoires

2.1 Dans les voies respiratoires extra-pulmonaires

L’épithélium respiratoire des fosses nasales est pseudo-stratifié. Il est caractérisé par
plusieurs types cellulaires :

-1- Les cellules ciliées sont les plus abondantes. Elles jouent un réle fondamental dans
]’épuration pulmonaire et persistent jusqu’aux bronchioles terminales.

-2- Les cellules caliciformes (1 pour environ 5 cellules ciliées) ont une vacuole contenant
du mucigéne qui participe, avec les secrétions des glandes séro-muqueuses, a la formation
du mucus (voir § A.2.1.2).

-3- Les cellules basales sont situées contre la membrane basale. Ce sont des cellules
dites progénitrices, puisqu’elles sont aptes a remplacer n’importe quel autre type de cellule

bronchique et sont donc indispensables au renouvellement cellulaire.
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-4- Les cellules a bordures en brosse ne sont visibles qu’en microscopie €lectronique,

immatures elles sont impliquées dans la régénération de 1’épithélium.

-5- Les cellules endocrines sont peu nombreuses. Elles se groupent pour former des corps
neuro-épithéliaux. Ce sont des chémorécepteurs capables de détecter les variations de
teneur en O, ou CO, de ’air.

Cellule cili¢e Cellule caliciforme

Membrane

Cellule basale Cellule & bordure en brosse

Figure 5 : L’épithélium des voies respiratoires extra-pulmonaires

L’épithélium pseudo-stratifié est présent jusque dans les bronchioles terminales. A ce stade,
’abondance de certaines cellules est modifiée, et d’autres types cellulaires apparaissent.
Ainsi le thynopharynx, le larynx, la trachée et les bronches souches possédent 1’épithélium

pseudo-stratifié décrit ci-dessus [Figure 5].

2.1.1 Les glandes sous-mugqueuses

Présentes au niveau du derme, tout le long de I’arbre trachéo-bronchique, les glandes sous-
muqueuses sont de forme tubulaire enroulée ou tubo-acineuse. Elles participent a la

sécrétion du mucus, de lysozyme et des immunoglobulines A (IgA).

2.1.2 Le mucus

Le mucus est synthétisé par les cellules caliciformes et les glandes sous-muqueuses. D’une
épaisseur inférieure a 50pum (Verkman 2007), il est composé des phases GEL et SOL (7-
14pm (Chambers et al. 2007). La phase SOL est fluide, ce qui permet le battement ciliaire.
La composition ionique de la phase sol est difficilement identifiable (37). La phase GEL est

visqueuse. Elle contient 97% d’eau, 0,9% de sels et 2% de glycoprotéines (Tarran et al.
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2001). Elle est trés fine (~ 1pL/cm® d’épithélium respiratoire) (Widdicombe 1989). L’eau

provient & la fois des cellules caliciformes, des glandes de la séro-muqueuse, et du
transsudat plasmatique (Widdicombe 2001). Le mucus a un rdle protecteur, il permet
d’absorber certains gaz, d’emprisonner les impuretés de [’air inspiré, et aussi de
I’humidifier. En effet, le mucus sert de réservoir liquidien régulant partiellement le niveau
de la phase gel (Tarran et al. 2001). D’autre part, le volume liquidien et la capacité de

transport du mucus sont dépendants du transport actif des ions Cl” et Na* (Kerem et al.

1999 ; Tarran 2004).

2.2 Dans les voies respiratoires intra-pulmonaires

Au fur et & mesure des ramifications, 1'épithélium des bronches s’amincit et s'appauvrit en
cellules caliciformes. Au stade bronchiole, I’épithélium est dit cylindrique simple, il est
dépourvu de cellules caliciformes, les cellules ciliées sont plus minces et peu nombreuses,
tandis que les cellules de Clara apparaissent. Les cellules de Clara sont caractérisées par la
présence de microvillosités irréguliéres et de grains de sécrétion. Les grains de sécrétion
contiennent des éléments participant a la formation du surfactant. Les cellules de Clara ont
d’autres roles dont -1- le transport ionique, -2- la régénération de 1’épithélium bronchiolaire
(Bishop 2004 ; Dierynck et al. 1996 ; Hung et al. 2004 ; Johansson et al. 2007 ; Jorens et al.
1995 ; Otto 2002), -3- la génération d’éléments pour le mucus et I’hypophase (Stripp et al.
2002), dont les apoprotéines du surfactant (Crouch et al. 1992), et -4- un réle immuno-
modulateur (CC10 ou CC16 ou CCSP (Dierynck et al. 1996 ; Hung et al. 2004 ; Johansson
et al. 2007 ; Jorens et al. 1995 ; Reynolds et al. 2007)). L’épithélium respiratoire devient
cubique au niveau des bronchioles terminales [Figure 6]. Il ne compte plus que de rares

cellules ciliées éparpillées entre les cellules de Clara.

Cellule ciliée

Membrane basale —»

Cellule de Clara

Figure 6 : L’épithélium bronchiolaire



2.3 Dans le parenchyme respiratoire

L’épithélium de la bronchiole respiratoire est le méme que celui de la bronchiole terminale.
En devenant distal, I’épithélium respiratoire en tant que tel disparait, cette zone est appelée
canal respiratoire.

Le revétement épithélial [Figure 7] des alvéoles pulmonaires est une couche unicellulaire
posée sur une lame basale continue, fusionnée avec la lame basale de I'endothélium des
capillaires alvéolaires. L’épithélium est constitué de deux types cellulaires les pneumocytes
de type I et [T ou AT I et II (encore appelés cellules alvéolaires de type 1 et II), réunis entre

eux par différentes jonctions (zonula occludens, junctions serrées, desmosomes).

Figure 7 : L’épithélium alvéolaire (Fehrenbach 2001). Les AT II sont marquées en vert

pour SP-D et les AT I avec la lectine Lycopersicon esculentum en rouge.

Les AT I représentent 8% des cellules pulmonaires, mais recouvrent environ 90% de la
surface alvéolaire. Elles entourent les AT II dans leur voile cytoplasmique, fin et étendu.
Les fonctions des AT [ sont moins connues que celles des AT II a cause de difficultés
d'isolation et de culture. Les AT I ont longtemps été considérées comme des cellules de
structure, permettant ’échange des gaz. Suite au développement de nouvelles techniques,
leur role dans la régulation des fluides alvéolaires a €té mis en évidence (Borok et al. 2002 ;
Farman et al. 1997 ; Johnson 2007). Entre autre, il existe une aquaporine spécifique des AT

I, I’AQPS, qui sert d’autre part, de marqueur cellulaire (Williams 2003).
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Suite au symposium « Experimental biologie meeting », en 2006, un consensus semble
avoir établi que les AT I prendraient en charge les flux ioniques et aqueux en condition
basale, tandis que les AT II se chargeraient des conditions stimulées (Guidot et al. 2006).

Les AT II représentent 15% des cellules pulmonaires et recouvrent 5 a 10 % de la surface
alvéolaire (Fehrenbach 2001). Elles ont une forme cubique. Elles sont seules ou par
groupes de deux ou trois cellules, encadrées par les AT 1. Les AT II ont plusieurs réles.
Elles assument partiellement la ré-épithélialisation de 1’alvéole endommagée lors d’une
inflammation ou d’une infection, par leurs compétences de cellules phagocytiques et
progénitrices. En effet, elles phagocytent les corps apoptotiques des AT II voisines
(Fehrenbach et al. 2000). Une subdivision d’entre elles posséde les capacités de
dédifférenciation suivie de multiplication, nécessaires a la naissance de nouvelles AT I
(Reddy et al. 2004 ; Uhal 1997). D’autre part les AT II jouent un réle primordial dans la
régulation de I'homéostasie alvéolaire. La régulation du transport transépithélial des fluides
contrdle incidemment le volume et la composition de 1'hypophase alvéolaire (Fehrenbach
2001). Les AT 1II sont aussi des protagonistes de I’immuno-modulation par la
métabolisation des éléments étrangers (Dimova et al. 2001), et ’interaction directe ou
indirecte avec les cellules résidentes et mobiles de 1I’immunité (Fehrenbach 2001). Les AT
IT ont une implication majeure dans la synthese, la sécrétion et le recyclage des composants
du surfactant via les corps lamellaires, mais ne les dégradent pas ou peu (Fehrenbach 2001 ;
Liley et al. 1988). Le surfactant est un film tensio-actif, qui en réduisant la tension

superficielle a I’interface air- alvéoles lors de I'expiration, empéche leur collapsus.

2.3.1 Le surfactant et ’hypophase

Les docteurs J.R Wright (Wright 1997) et J.A Clements (Clements 1997) ont tous deux
produit, en 1997, une revue de littérature présentant la composition et les roles de
I’hypophase et du surfactant. J’ai complété mes connaissances en utilisant la revue de
littérature du Dr H. Fehrenbach, publiée en 2001 (Fehrenbach 2001).

L’hypophase est une fine couche aqueuse située a la surface du parenchyme respiratoire.
L’origine de 1’eau constituant I’hypophase n’est pas connue. Elle pourrait provenir de
I’exsudat des vaisseaux sanguins filtré par les AT I. L’équipe du Dr Battacharya a été la
premiére a observer que le transport ionique (ici le chlore via le canal CFTR (cystic fibrosis

transmembrane regulator channel)) conduit un efflux liquidien participant a la formation de
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I’hypophase (Lindert et al. 2007). L’hypophase sert de zone de passage et de

transformation pour les corps lamellaires, provenant des AT II. Les corps lamellaires seront
transformés en myéline tubulaire, d’oll se dissocieront les composants protéiques et
lipidiques qui formeront le film tensio-actif ou surfactant a la surface de I’hypophase. La
formation du surfactant est dépendante de plusieurs éléments liés a Phypophase, tel que la
concentration en électrolytes, dont principalement le calcium, et le pH. Elle résulte aussi de

I’implication des protéines SP- A, B et C (voir ci-dessous) et de 1’enzyme convertase.

Figure 8: Le surfactant et I’hypophase (Fehrenbach 2001). Un microscope a
transmission électronique (Transmission electron micrograph) permet de voir la myéline
tubulaire dans 1’hypophase, le surfactant (tétes de fleches), ainsi que les vésicules de

surfactant a la surface de AT II (fléches grasses), chez le rat.

Le surfactant est sécrété par plusieurs types cellulaires dont les cellules de Clara et les AT
I. Cette sécrétion peut étre stimulée par le biais des récepteurs (-adrénergiques et
purinergiques, par des molécules comme la toxine du choléra, par 1’acide arachidonique et
I’histamine, ou encore par la ventilation (mécano-senseur). Les AT II sont aussi
indispensables au recyclage du surfactant, qui est renouvelé toutes les 5 a 10h. Le
surfactant est un film moléculaire protéo-lipidique (~90% du poids sont des lipides, ~10%
sont des protéines). Le principal composant lipidique est un phospholipide a chaines
saturées, la dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC). Le phosphatidylglycerol ne

représente, quand a lui, que 5% du poids sec du surfactant. La DPPC comporte un pdle



12
hydrophile vers I’hypophase et un pdle hydrophobe vers 1’air, ce qui lui permet de s’étaler a

la surface de I’hypophase. Seule, la DPPC formerait un film rigide a 37°C. Ce sont
principalement les cholestérols et des phospholipides insaturés, avec 1’aide de SP-A, B et C
(voir ci-dessous), qui empéchent 1’interaction rigide des phospholipides dont la DPPC. En
diminuant la force d’interaction, le degré de liberté augmente, permettant les mouvements
et donc la répartition des molécules en un film souple a la surface de ’hypophase.

D’autre part les quatre apoprotéines désignées SP- A, B, C et D, sont présentes en faibles
quantités, mais jouent des roles essentiels. Elles appartiennent a la famille des collectines
qui contient une région N-terminal semblable a celle du collagene et une région C-terminal
contenant les domaines de liaison a I’ion calcium et aux carbohydrates. Elles sont sécrétées
par les AT 11 et les cellules de Clara sauf le SP-C qui n’est sécrété que par les AT 1I. Les
apoprotéines SP- A et D sont de grande taille, hydrophiles, et ont des fonctions multiples.
Elles ont notamment un réle anti-microbien (liaison aux bactéries et virus par le domaine
lectine) et SP-A a, en plus, un r6le immuno-modulateur. Les apo-protéines SP- A, B et C
participent a la transformation des corps lamellaires, présents dans I’hypophase, en myéline
tubulaire. Les apoprotéines SP- B et C sont de petite taille, trés hydrophobes et étroitement
associées aux phospholipides dont elles facilitent I’étalement a la surface de 1’hypophase.
D’autres protéines sont présentes dans le surfactant, dont I’albumine, les immunoglobulines
(IgG et IgA), des lipoprotéines du sérum, des cytokines et des facteurs de croissance.

Le role tensio-actif du surfactant a été pour la premiére fois mis en évidence par le Dr Von
Neergaard en 1929. En effet, I’hypophase se trouvant a la surface des alvéoles pulmonaires,
posséde une tension superficielle forte qui, lors de 1’expiration, conduirait au collapsus des
alvéoles. Le surfactant joue, en outre, un réle dans la perméabilité alvéolaire (effet anti-
cedémateux), dans I’effet chimiotactique, dans la production de radicaux libres et dans les
mécanismes de défenses contre les micro-organismes (en piégeant les pathogénes, et en
activant la prolifération des lymphocytes).

Il est important de savoir que dans le syndrome de détresse respiratoire aigué de 1’adulte
(SDRA), il existe un déficit en surfactant, secondaire aux 1ésions de 1’épithélium alvéolaire
(Baker et al. 1999 ; Crim and Longmore 1995 ; Gregory et al. 1991 ; Seeger et al. 1993b ;
Seeger et al. 1993a).
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B Les roles fonctionnels du systéme respiratoire

1. L’appareil respiratoire

Le role principal de I’appareil respiratoire consiste en 1I’échange gazeux au niveau du
parenchyme respiratoire (Matthay et al. 1996) qui oxygéne notre sang et élimine le dioxyde
de carbone. Ce transport d’air nécessite notamment sa éonduction, sa purification et son
humidification par I’ensemble des voies aériennes. L'appareil respiratoire assure d’autres
roles, qui ne seront pas étudiés dans ce mémoire, dont :

-1- immunitaire : il participe a la défense de l'organisme par la présence de follicules et de
tissus lymphoides diffus disséminés dans ses muqueuses.

-2- neuroendocrinien : il contient des cellules endocrines sécrétant des amines et des
polypeptides ayant une activité hormonale ou de neurotransmetteur (sérotonine, bombésine,
calcitonine, enképhaline).

-3- métabolique : les cellules endothéliales situées dans les poumons sont le lieu de
transformation de l'angiotensine I en angiotensine II, le plus puissant vasoconstricteur de
I'organisme, augmentant ainsi la pression sanguine. De plus ces cellules captent et
dégradent des substances contenues dans le sang comme la sérotonine et la méthadone, qui

seront excrétées au niveau de la muqueuse bronchique.

2 L’épithélium respiratoire

Afin d’assumer son rble principal, 1’épithélium doit étre intégre, il doit participer a
I’élimination des €léments exogénes et assumer les échanges hydro-électriques qui
maintiennent les liquides mucociliaire et alvéolaire. L’épithélium respiratoire a donc trois
roles, permettant en plus des échanges gazeux, le maintien de l’intégrité¢ physique, la
protection immunitaire et I’homéostasie liquidienne du poumon. Ces trois rdles se
retrouvent tout au long de I’appareil respiratoire, ils sont remplis par différents types

cellulaires.
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2.1 Le maintien de 1’intégrité physique de I’épithélium respiratoire

Les échanges gazeux dépendent de la présence et de I’intégrité de 1’épithélium alvéolaire
(Meban 1987), ainsi que de la présence et de la qualité de I’hydrophase dans laquelle vont
se dissoudre les gaz (Maina and West 2005). Les gradients de pression permettent a
l'oxygéne d’aller d'une zone de haute pression (alvéole) vers une zone de pression plus
faible (plasma). Le mécanisme est inversé pour le gaz carbonique. Cela permet 1’hématose
qui est un phénomeéne passif. C’est la faible pression sanguine intrapulmonaire qui permet
la perfusion rapide et continue du sang veineux (chargé en gaz carbonique) véhiculé par les
capillaires pulmonaires et le renouvellement régulier des gaz alvéolaires. Le maintien de
’intégrité physique est donc une absolue nécessité pour un échange gazeux adéquat.

Ce maintien se fait d’abord a I’aide du systéme mucociliaire dans les voies aériennes. Il
permet une défense immunitaire passive (BANG 1961) qui nécessite la coordination des
cellules caliciformes (sécrétant le mucus) et des cellules ciliées. Les éléments inhalés, d’un
diamétre supérieur ou égal au micron, sont piégés par le mucﬁs et dirigés grace aux cils,
vers I’oropharynx ou expectorés. Que ce soit dans les fosses nasales ou dans les bronches,
’efficacité de ce « tapis roulant » dépend du mouvement des cils (intégrité, nombre et
motilité) (Sleigh et al. 1988) et de 1’état du mucus (viscoélasticité, épaisseur de la phase
SOL et qualité de la phase GEL) (King 1987).

Le maintien de ’intégrité physique nécessite aussi une cohésion €pithéliale qui passe par la
préservation de 1’intégrité des jonctions intercellulaires et ’ancrage a la membrane basale.
Au niveau du poumon distal, cette fonction est assumée en particulier par les AT I dont la
cohésion limite le passage du plasma filtrant depuis les capillaires vers la lumiére
alvéolaire. Les AT I et II développent des jonctions serrées et communicantes, qui
participent au maintien de I’intégrité de 1’épithélium (Lee et al. 1997 ; Schneeberger et al.
1978). D’autre paft le maintien de 1’intégrité, c’est aussi la régénération et la réparation de
I’épithélium suite a la création de Iésions de quelque origine que ce soit. Respectivement
pour I’épithélium pseudo-stratifié, I’épithélium uni-stratifié et 1’épithélium alvéolaire, les
cellules progénitrices sont les cellules basales, ainsi que les cellules limitant les glandes de
séerétion, puis les cellules de Clara et possiblement les cellules neuroendocrines
pulmonaires, et enfin les AT II (Bishop 2004 ; Otto 2002). Plus précisément c’est une sous-
population des cellules de Clara résistante aux polluants, exprimant le CCSP (Clara cell

secretory protein) appelées vCE, qui est & 1’origine de la reconstitution de 1’épithélium
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bronchiolaire (Hong et al. 2001), mais aussi d’une subdivision des AT II (Reynolds et al.

2004). Cette subdivision des AT II permet la régénération de 1’épithélium alvéolaire
(Adamson and Bowden 1974b ; Reddy et al. 2004 ; Uhal 1997).

Les cellules progénitrices permettent la réparation de [1’épithélium par plusieurs
mécanismes dont I’étalement, la migration, la prolifération et la diftérentiation. L’ordre
exact de ces événements n’est pas connu. La différentiation semble étre la phase finale de
restauration de I’épithélium 1ésé. Plusieurs équipes cherchent & déterminer cette séquence
(Berthiaume et al. 1999 ; Uhal 1997). L’ordre utilis€, en général, est la dé-différentiation
ensuite les mécanismes de migration, prolifération, et enfin différentiation. Au niveau de
I’épithélium alvéolaire, lorsqu’une lésion survient, les cellules progénitrices « AT II »
migreraient d’abord vers le site de Iésion, puis elles proliféreraient afin de recoloniser la
zone lésée et enfin, pour une part d’entre elles, se différentieraient en AT I, reformant un

épithélium complet (Adamson and Bowden 1974a ; Adamson and Bowden 1974b).

2.2 La protection immunitaire liée a 1’épithélium respiratoire

La fonction de protection immunitaire est entre autre définie comme la régulation des
réponses inflammatoires et immunitaires.

Des formations tissulaires existent depuis le pharynx jusqu’aux bronches. Ce sont en
particulier des formations lymphoides qui protégent des voies aériennes sous-jacentes. 1l y
a l'anneau de Waldeyer, les amygdales linguales, pharyngées, palatines et tubaires, mais
aussi du tissu diffus. Les lymphocytes B et les plasmocytes présents dans les formations
lymphoides, produisent des anticorps, spécialement des IgA, qui se retrouvent dans le
mucus. Les cellules séreuses des glandes mixtes du chorion produisent du lysozyme. Il est
présent dans le mucus.

D’autre part, il existe des macrophages présents dans la cloison inter-alvéolaire et dans
I’hypophase, issus des monocytes sanguins circulants. IIs représentent 90% des cellules
recueillies au cours d'un lavage broncho-alvéolaire. Ils séjournent un temps variable dans le
parenchyme respiratoire (certains y demeurent), puis ils sont soit véhiculés par les
vaisseaux lymphatiques jusqu'aux ganglions hilaires, soit entrainés dans les bronchioles, les
bronches et la trachée. Englués dans le tapis muqueux, ils sont alors déglutis au niveau de
l’oroﬁharynx ou expectoréds. D'autres leucocytes (polynucléaires, lymphocytes,

plasmocytes, mastocytes) sont présents dans le tissu conjonctif inter-alvéolaire. Les
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lymphocytes représentent 5 a 10% des cellules recueillies au cours d'un lavage broncho-

alvéolaire. Suite a une invasion de I’alvéole par des germes infectieux, les macrophages
constituent la premiere ligne de défense relativement spécifique puisqu’ils sont capables
d’organiser une réponse inflammatoire adaptée, en recrutant les polynucléaires et en
utilisant les compétences des AT II (Bowden 1984).

Parmi les compétences des AT II, il y a I’endocytose et la dégradation du surfactant, ainsi
que des éléments piégés par celui-ci, permettant ainsi une détoxication (Dimova et al.
2001).

L’ensemble des cellules du systéme alvéolaire participe a la formation de molécules
concourant a la protection immune. Les leucocytes, dont les neutrophiles (Fialkow et al
2007) et les macrophages (Iovine et al 2008), produisent et utilisent des métabolites réactifs
de I’oxygene et de 1’azote (ROS ou reactive oxygen species et RNS ou reactive nitrogen
species), qui participent a I’élimination de I’élément phagocyté. Dans les neutrophiles, la
voie des pentoses permet la création de NADPH, qui associé a I’oxygene, sera utilisé par
une NADPH-oxydase pour former des ions péroxydes (O;"). lls serviront a leur tour de
substrat & la super oxyde dismutase, formant du peroxyde d’hydrogéne (H,0,). Ils utilisent
aussi la myéloperoxidase qui se sert du peroxyde d’hydrogéne, afin d’oxyder les ions
chlore pour former de I’acide hypochloreux, un puissant agent anti-bactérien (Weiss 1989).
Les ROS sont aussi formés durant la réduction des molécules d’oxygene en eau, lors de la
respiration cellulaire dans la chaine mitochondriale de transport des électrons, par les
cyclo-oxygénases et par des enzymes comme le cytochrome Pys50 oxydase et la xanthine
oxydase (Janssen et al. 1993). Les sources de ROS dans le poumon inclues les neutrophiles,
¢osinophiles et macrophages, mais aussi les cellules épithéliales alvéolaires et bronchiques
et les cellules endothéliales (Holland et al. 1990 ; Kinnula et al. 1992b ; Kinnula et al.
1992a). Les cellules de 1’épithélium respiratoire peuvent aussi produire des métabolites de
’acide arachidonique, des radicaux libres ou activer le systéme de protection antioxydant
intra- et extra-cellulaire, des cytokines pro- et anti-inflammatoires (IL3, TGFp, RANTES),
des enzymes membranaires anti-inflammatoires (anti-neuropeptides et anti-protéase), des
molécules d’adhérence, des sous-unités du complément, participant ainsi & la réponse
immune.

Ces mécanismes de protection li€s a I'immunité se dérégulent parfois, suite a une infection
ou une anomalie génétique, par exemple. L’inflammation et le taux élevé de ROS

deviennent alors déléteres. Ainsi une inflammation neutrophilique produisant des oxydants
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diminue la clairance alvéolaire (Modelska et al. 1999). Le taux d’anti-oxydants des AT II

diminue lorsqu’elles se dé-différencient en AT I (Panus et al. 1989), et augmente
lorsqu’elles sont stimulées par un stress oxydant (Freeman et al. 1986 ; Yue et al. 1995).
Un stress externe va induire la production de ROS intracellulaires dans le tissu et les
cellules pulmonaires. Celui-ci va conduire a la péroxidation lipidique, I’inactivation
protéique, la destruction des acides nucléiques, provoquant éventuellement la mort de la
cellule. Le SDRA est un syndrome li¢ au développement d’un infiltrat neutrophilique,
augmentant potentiellement le taux de ROS, et donc le degré de lésions a I’épithélium

pulmonaire (voir § C).

2.3 I’homéostasie liquidienne de 1’épithélium respiratoire

L’épithélium alvéolaire régule les phases liquidiennes a la surface de 1’épithélium par le
contrdle du transport ionique et conséquemment, le transport des fluides. La phase GEL ou
périciliaire permet le battement ciliaire et l’éliminat)ion du mucus et des éléments exogénes
piégés. Le film tensio-actif du surfactant assure une respiration sans collapsus alvéolaire.
L’hypophase du surfactant est indispensable a la dissolution des gaz permettant les

échanges avec le sang des capillaires (Maina and West 2005).

2.3.1 Au niveau des voies respiratoires extra- et intra-pulmonaires

La phase périciliaire se trouve a la surface de 1’épithélium respiratoire, depuis les fosses
nasales jusqu’aux bronchioles terminales. Cette phase liquide permet le battement ciliaire,
et donc le déplacement du mucus vers I’cesophage, est contrdlée par des gradients ioniques
associés a des flux aqueux. Plusieurs mécanismes de transport ioniques et aqueux (canaux,
pompes et transporteurs) sont présents a la membrane de différents types cellulaires
(cellules ciliées et cellules de Clara (Crouch et al. 1992)).

L’équipe du Dr Nadel, en 1975 (Davis et al. 1975), a été la premiére a mettre en évidence
I’existence de transport actif de sodium (Na") (absorption) et de chlore (CI") (sécrétion) a
travers un épithélium trachéal, in vitro.

Le transport de Na* a la membrane basolatérale, se fait principalement par la pompe
sodium-potassium adenosinetriphosphatase (NaKATPase), mise en évidence a la

membrane basolatérale de 1’épithélium trachéal en 1979 (Widdicombe et al. 1979). La
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NaKATPase transporte les ions K* et Na* contre leurs gradients de concentration, grace a
I’hydrolyse de I’ATP. A la membrane apicale, le transport de sodium se fait par des canaux
amiloride-sensible (Boucher and Gatzy 1983 ; Knowles et al. 1984 ; Ropke et al. 1996 ;
Willumsen and Boucher 1991) et amiloride-insensible (Langridge-Smith 1986). Le
principal canal cible de 1’amiloride, epithelial amiloride-sensitive sodium channel ou
ENaC, a été cloné par 1’équipe du Dr Rossier, en 1993 (Canessa et al. 1993). C’est a partir
de 1996 qu’a été étudié la localisation de ENaC tout au long de I’appareil respiratoire
(Matsushita et al. 1996). 11 est a noter que selon 1’espéce, 1’expression tissulaire des sous-
unités d’ENaC différe (Farman et al. 1997 ; Rochelle et al. 2000). La présence de courants
sodium apicaux amiloride-insensibles a été identifiée par le docteur Langridge-Smith, en
1986, dans 1’épithélium trachéal (Langridge-Smith 1986). Ce courant amiloride-insensible
peut, entre autre, étre conduit par le canal CNG (cyclic nucleotide-gated), non-sélectif aux
cations (Schwiebert et al. 1997), et les co-transporteurs NaCl (Ropke et al. 1996), NaK2Cl
(Ropke et al. 1996 ; Willumsen and Boucher 1991), et Na-glucose (Saumon et al. 1990 ;
Steel et al. 1994).

Le transport de Cl” a la membrane basolatérale, se fait principalement par le cotransporteur
NaK2Cl (Ropke et al. 1996 ; Willumsen et al. 1989). A la membrane apicale, le canal
chlore le plus connu est CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator).
Le CFTR a été cloné par les Drs Riordan et al, en 1989 (Riordan et al. 1989). Sa
localisation aux épithéliums respiratoires nasal, trachéal et bronchial, a été faite en 1991
(Trapnell et al. 1991). D’autres canaux chlore peuvent étre impliqués dans la sécrétion, tel
les canaux ORCC (Boucher 1994; Schwiebert et al. 1994), CaCC (Alton et al, 1991 ;
Boucher 1994 ; MacVinish et al. 1998) et le cotransporteur NaCl (Ropke et al. 1996).
Parmi les canaux potassiques mis en évidence dans les voies respiratoires se trouvent les
familles des canaux potassium voltage-dépendant (Ky) dont KvLQT1 (Grahammer et al.
2001; Lock and Valverde 2000), Ca**-dépendant (Kc,), rectifiant entrant (Kr) dont Kir2.1
(Jeong et al. 2001) et ATP-dépendant (Karp). Les canaux potassiques participant & la
régulation des flux ioniques et aqueux, se trouvent principalement & la membrane
basolatérale (Ropke et al. 1996; Stutts et al. 1988 ; Leroy et al. 2004 et 2006).

L’équilibre ionique est régulé par ’ensemble des transports Na*, Cl" et K*. L’influx de Na®
et I’efflux de Cl" formant des courants ioniques bidirectionnels, ils conduisent les flux
liquidiens, ce qui permet de maintenir un volume adéquat de la phase périciliaire. La

provenance de 1’eau n’est pas connue, mais elle pourrait étre issue des cellules caliciformes
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de I’épithélium, des glandes séro-muqueuses et du transsudat plasmatique. Elle transite de
fagon paracellulaire (Folkesson et al. 1996) et transcellulaire via les aquaporines (AQP).
AQP-3 est généralement exprimé a la membrane basolatérale des épithéliums respiratoires,
AQP-4 peut-€tre exprimé aux deux membranes, tandis que AQP-5 se trouve a la membrane
apicale. AQP-3 et 5 se situent a I’épithélium nasal. AQP-4 se localise a 1’épithélium
trachéal. AQP-3, 4 et 5 sont a I’épithélium bronchique. AQP-3 et 4 sont trouvés a
I’épithélium bronchiolaire. (Folkesson et al. 1996; Kreda et al. 2001)

2.3.2 Au niveau du parenchyme respiratoire

2.3.2.1 Les canaux et transporteurs ioniques

A la surface de I’épithélium respiratoire alvéolaire se trouve I’hypophase. Cette phase
liquidienne, sous-jacente au film tensio-actif du surfactant, est régulée par des gradients
ioniques induisant des flux aqueux. Les deux types cellulaires formant le parenchyme
respiratoire, les AT I et II, participent & la régulation des gradients ioniques, par la présence
de canaux, pompes et transporteurs, a leurs membranes [Figure 9]. A la membrane
plasmique de 1’épithélium respiratoire alvéolaire ont été mis en évidence des transport
actifs de sodium et de chlore : -1- transport actif de sodium (Na') in vitro (Mason et al.
1982), puis in situ (Basset et al. 1987) et enfin in vivo (Berthiaume et al. 1987), -2-
transport actif de chlore (CI') in vitro (Schneider et al. 1985), puis in vivo (Fang et al. 2002
; Lindert et al. 2007).

Dés les années 1940, des équipes travaillant & la compréhension du développement de
I’cedéme pulmonaire, ont pu constater un lien entre les transports des ions potassium,
calcium et de I’eau (HEBB and NIMMO-SMITH 1949). Il est reconnu que les transports
Na’ et CI transcellulaires sont interdépendants, entre autre vig le potentiel membranaire
(O'Grady and Lee 2003). D’autre part, lorsque la clairance alvéolaire est stimulée par un
activateur des canaux Karp, I’amiloride est capable d’inhiber cette clairance. Cela prouve
une implication des canaux Na™ amiloride-sensible et donc un lien entre les flux ioniques
K" et Na" (Sakuma et al. 1998).Ces expériences nous montrent.1’évidente inter-relation de
régulation des différents canaux, les uns avec les autres. Les transports de sodium, chlore,
et potassium sont les plus importants et les principaux étudiés, dans les cellules

pulmonaires, au niveau basolatéral et apical.
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A la membrane basolatérale, le sodium est transporté par la pompe NaKATPase (AT I

(Johnson et al. 2006) et 11 (Jones et al. 1982)), par le cotransporteur NaK2Cl (Clerici et al.
1995) et I’antiporteur Na*/H* (Lubman and Crandall 1994 ; Saumon and Basset 1993). Le
gradient sodium entrant a la membrane apicale peut étre amiloride-sensible ou insensible.
Parmi les canaux amiloride-sensible apicaux se trouvent principalement le canal ENaC
cloné en 1993 dans les AT 11 (Yue et al. 1995), puis caractérisé également dans les AT |
(Borok et al. 2002) (voir § B.2.3.2.2). Contrairement a ce qu’il était présumé pendant
longtemps, les AT I participent aux transports ioniques et aqueux. L’idée de la participation
des AT 1 a été émise et argumentée par les Drs Matalon, Benos et Jackson en 1996
(Matalon et al. 1996). Il a été récemment démontré que la quantité de aENaC est plus
grande chez les AT 1 que les AT II, induisant un influx Na* amiloride-sensible deux fois et
demi plus important chez les AT I que les AT Il (Johnson et al. 2002). Il existe d’autres
canaux amiloride-seﬁsible-dont les canaux non-sélectifs aux cations (Feng et al. 1993;
Junor et al. 1999). Le transport de sodium amiloride-insensible (Norlin et al. 2001) peut se
faire par le canal CNG1 (cyclic nucleotides gated channel) (Junor et al. 1999 ; Schwiebert
et al. 1997), et les cotransporteurs Na'/glucose, Na'/acide aminé et Na'/phosphate (Saunion
and Basset 1993).
Le courant chlore au niveau du parenchyme respiratoire a été moins étudié. Il existe des
transporteurs chlore basolatéraux dont les échangeurs CI/HCO; (Lubman et al. 1995), KCI
1 et 3 (Lee et al. 2003b) et le cotransporteur NaK2Cl (Clerici et al. 1995 ; Lee et al. 2003b).
Différentes équipes mettent en évidence la présence de canaux chlore apicaux (Kemp et al.
1993 ; Schneider et al. 1985), mais c’est seulement en 2004 qu’une présence fonctionnelle
du canal CFTR a été déterminée dans les AT 11 (Brochiero et al. 2004) et en 2006 dans les
AT 1 (Johnson et al. 2006). Plus récemment, plusieurs auteurs aménent 1’idée que la
clairance alvéolaire est menée non seulement par I’influx de Na®, mais aussi par I’influx CI°
, possiblement dépendant du canal CFTR (Berthiaume et al. 1987 ; Fang et al. 2002 ; Lee et
al. 2003b ; Matthay et al. 2005).
La pompe NaKATPase produit un flux K qui est recyclé par les canaux K* basolatéraux,
contr6lant ainsi le potentiel de membrane. La premiére mise en évidence de canaux
potassium voltage-dépendant dans les cellules alvéolaires date de 1988 (DeCoursey et al.
1988). Majoritairement, les canaux et autres transporteurs de K*, participant & la régulation”
des flux ioniques et aqueux, se trouvent a la membrane basolatérale. Outre la pompe

NaKATPase (Basset et al. 1988), le K* peut transiter par des canaux K* rectifiant entrant
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(Kir2.1) (Jeong et al. 2001; O'Grady and Lee 2003), des canaux K" ATP dépendant (Katp)

(Leroy et al. 2004; Sakuma et al. 1998), des canaux K voltage-dépendant KyLQT1 (Leroy
et al. 2004) et Kv1.7 (Bourke et al. 2005) et des canaux Ca** dépendant (maxi-Kc,) (Leroy
et al. 2004). A la membrane apicale se trouvent des canaux K' voltage-dépendant (Kv1.1,
1.3, 1.4, 4.2, 4.3) (Lee et al. 2003a), et possiblement la pompe HKATPase ainsi que,
I’échangeur KCI (cobaye (Kemp et al. 1994)).

L’ensemble des transports ioniques régule les flux liquidiens, et ainsi la composition et le
volume de I’hypophase. Bien que la provenance de ’eau ne soit pas évidente, il semble
qu’une partie provienne du transsudat plasmatique (HEBB and NIMMO-SMITH 1949) et
que le canal CFTR participent aux formation, maintien et/ou régénération de I’hypophase
par I’induction d’un flux liquidien (Lindert et al. 2007). Les flux liquidiens transitent par
les voies paracellulaire et transcellulaire en utilisant les aquaporines. AQP-1 semble
exprimée a la membrane des AT Il (Effros et al. 1997), avec AQP-3 (membrane
basolatérale) (Kreda et al. 2001). Tandis que les AT I possédent AQP-4 et -5,
respectivement aux membranes basolatérale et apicale (Kreda et al. 2001). Il semble que les
aquaporines ne soient pas indispensables a la clairance alvéolaire, mais pourraient étre

utiles a la régulation des volumes liquidiens (Song et al. 2000).
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2.3.2.2 Le canal épithélial sodium amiloride-sensible ENaC

Classification

En 1992, le Dr Palmer a classé les canaux apicaux amiloride-sensibles en trois sous-
groupes en fonction de leur conductance, sélectivité et sensibilité aux inhibiteurs. Na(5)
posséde une conductance de 4-5 pS, une haute sélectivité du sodium par rapport au
potassium, de longs temps d’ouverture et de fermeture, et ils sont activés par
’hyperpolarisation de la membrane. Na(9) posséde une conductance de 9 a 15pS, une
sélectivité moyenne pour le sodium par rapport au potassium, des temps d’ouverture et
fermeture plus faibles, d’autre part ils sont activés par la dépolarisation de la membrane.
Na(28) posséde une conductance faible (3pS) ou élevée (20pS) et est non-sélectif aux

cations.

Ces canaux ont aussi été classés en high (H-type) et low (L-type)- affinity channels. Le H-
type posseéde une haute affinité pour ’amiloride (phenamil, benzamil>amiloride>>>EIPA)
associée a une haute résistance transépithéliale. L-type posséde une faible affinité pour
’amiloride (amiloride<ou=EIPA).

En 1994, un canal ayant les caractéristiques du H-type a été cloné et caractérisé en tant que
‘NaCh (sodium channel), qui sera ensuite nommé ENaC (epithelial amiloride-sensitive

sodium channel), dans les AT II (Voilley et al. 1994).

Identité moléculaire et localisation

Le premier clonage de la sous-unité alpha de ENaC (3,7kb) a été réalisé en 1993 a partir du
colon de rat (Canessa et al. 1993). La séquence de lecture posséde 2094 nucléotides,
menant & la formation d’une protéine de 698 acides aminés, ayant une masse moléculaire
d’environ 79kDa. Le géne aENaC humain posséde 13 exons et 12 introns (Chow et al.
1999), il est situé sur le chromosome 12p13 (Kellenberger and Schild 2002 ; Voilley et al.
1994). Par homologie de séquence, ENaC a été déterminé comme appartenant a la famille
des dégénérines. Des variantes d’aENaC, apparaissant lors de la transcription génique ont
¢te identifiées (Thomas et al. 1998 ; Voilley et al. 1994). Les sous-unités (§ (2,2kb ; 72kDa)
et y (3,2kb ; 75kDa) (Canessa et al. 1994) sont localisées sur le chromosome 16p
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(Kellenberger and Schild 2002). D’autres sous-unités ont été découvertes dont 8, présente

sur le chromosome | (Kellenberger and Schild 2002), elle est faiblement exprimée dans le

poumon (Waldmann et al. 1995).
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Les sous-unités sont synthétisées et glycosylées dans le réticulum endoplasmique (RE) par
’ajout de complexes N-glycane. Elles transitent ensuite par 1’appareil de Golgi, ou elles se
complexifient, avant d’étre amenées a la membrane cytoplasmique (Hughey et al. 2003 ;
Snyder 2002). Les sous-unités pourront ensuite étre la cible d’un clivage protéolytique,
menant & la maturation du complexe protéique canal ENaC (Hughey et al. 2003 ; Snyder
2002). D’autre part, les sous-unités semblent aussi pouvoir étre synthétisées et transportées
individuellement (Snyder 2002). La maturation a la membrane cytoplasmique, qui conduit
a I’activation du canal (Caldwell et al. 2004 ; Hughey et al. 2004a), est due au déséquilibre
entre les sérine-protéases (dont CAP1 et prostasin) et les inhibiteurs de sérine-protéases
(dont HAI ou BAY), qui penche en faveur des sérine-protéases ((Myerburg et al. 2006) et
voir § -2). Les canaux non-matures formeraient un pool rapidement activable en cas de
~besoin (membranaire (Caldwell et al. 2004 ; Hughey et al. 2004b) et sous-membranaire
(Kleyman et al. 1991)).

Le nombre de sous-unités formant le canal est sujet & controverse. La stcechiométrie
comportant 4 sous-unités : a,-Py est la plus couramment nommée (Firsov et al. 1998), mais
certaines €tudes suggérent la version a 9 sous-unités : 03B3y; (Snyder et al. 1998). La sous-
unité a, seule, peut former un canal non-sélectit aux cations (NSC). La présence des trois
sous-unités permet la formation d’un canal ayant les caractéristiques de la protéine
native comme une haute sélectivité au sodium par rapport au potassium (20:1). Plusieurs
études montrent qu’il existe une famille de canaux amiloride-sensible, de sélectivité
variable. L’hypothése en cours, serait qu’en fonction du type et du nombre de sous-unités
formant le canal, il serait obtenu un canal « ENaC » aux caractéristiques différentes (Eaton
et al. 2004). Dans le méme ordre d’idée, il est important de savoir que chacune des sous-
unités a, B et y participe a la sélectivité des ions (Fyfe and Canessa 1998 ; McNicholas and
Canessa 1997) et a I’affinité pour les inhibiteurs (Ji et al. 2004 ; Kellenberger et al. 2003 ;
Schild et al. 1997). Le canal ENaC est inhibé par I’amiloride diurétique (IC5¢=0,1-0,2puM)
et ses analogues (benzamil (ICs5;=11nM)), ainsi que le triamterene (ICs5y=4,5uM)
(Kellenberger et al. 2003). Les cinétiques d’ouverture et de fermeture de ENaC sont tres

lentes, la probabilité d’ouverture varie selon le canal étudié¢ (Snyder 2002).
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Les trois sous-unités ont été subséquemment clonées chez I’humain (Voilley et al. 1994 ;
Voilley et al. 1995), elles possédent 30-35% d’homologie. Elles sont présentes tout au long
de I’appareil respiratoire (Farman et al. 1997), en particulier dans le poumon (Canessa et al.
1994). Leur prévalence est variable. Ainsi la sous-unité o est nettement majoritaire dans
I’épithélium nasal, tandis qu’il partage la préséance avec la sous-unité y dans 1’épithélium
distal, et la sous-unité B prédomine dans 1’épithélium bronchique (Pitkanen et al. 2001). Le
clonage des trois sous-unités a été réalisé chez le rat, dans leslAT II par I’équipe du Dr
Matalon (Yue et al. 1995), et par 1’équipe du Dr Crandall dans les AT I (Borok et al. 2002).

ENaC a été localisé a la membrane apicale de cellules épithéliales (Garty and Benos 1988).

Fonctions

Dans les poumons le transport de sodium est impliqué dans le maintien d’une phase
liquidienne adéquate a la surface de 1’épithélium. L’épithélium pulmonaire a un double rdle
d’absorption et de sécrétion des ions et des fluides. Les canaux impliqués dans le transport
du sodium participent a la réabsorption des fluides des zones proximale (Mall et al 2004) et
distale (Berthiaume et al 1987) pulmonaires. IIs ont été identifié¢s aux membranes des
cellules AT I et IT (voir § 2.2.3.2). Le canal ENaC dans I’ensemble des poumons tient une
place indispensable, car en son absence lors de la naissance, 1’animal incapable de résorber ,
le fluide pulmonaire feetal, meurt (Hummler et al. 1996). 1l est aussi indispensable a la
clairance mucociliaire (Boucher 1994 ; Mall et al 2004).

D’autres roles lui sont attribués, comme une augmentation délétére de son activité associée
a I’hypertension et aux maladies cardiaques (Boucher 1994 ; Sagnella and Swift 2006 ;
Teiwes and Toto 2007) ou encore la présence de mutations liées au développement de
syndromes rénaux tel celui de Liddle (Boucher 1994 ; Ecelbarger and Tiwari 2006), mais

ils ne seront pas traités ici.

Régulation du canal

ENaC est régulé par un nombre important de molécules a différents niveaux :
transcriptionnel, traductionnel, post-traductionnel (formation, transport et stabilité a la
membrane), fonctionnel (activation, probabilité d’ouverture et conductance). 1l sera pris un

ou deux exemples pour chacun des niveaux décrits ci-dessus. 1l est entendu que chaque
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exemple peut participer a d’autres niveaux, et que chaque niveau pourrait faire 1’objet de

plusieurs exemples.
Niveau transcriptionnel

-1- Les hormones corticostéroidiennes sont secrétées par le cortex de la glande surrénale a
partir du cholestérol et sous la dépendance de l'AICTH (adreno-cortico-trophic hormone
hypophysaire). Il a ét¢ montré que le cortisol endogéne est nécessaire & la régulation de la
clairance alvéolaire basale, certainement par la modulation de I’expression des sous-unités
de ENaC (Norlin et al. 1999) et la formation de canaux hautement sélectifs au sodium
(HSC) (Eaton et al. 2004).

Les minérolo- et gluco-corticoides vont se lier & un récepteur intracytoplasmique, qui va se
transloquer dans le noyau et réguler la transcription génique. Un élément GRE
(glucocorticoid response element) a été localisé dans la région 5° d’ENaC (Chow et al.
1999 ; Sayegh et al. 1999). Il existe plusieurs variantes d’ENaC (Thomas et al. 1998 ;
Voilley et al. 1994), dont al plus présent au niveau alvéolaire et a2 au niveau des voies
aériennes. L’élément GRE en 5° de aENaC est plus proche du codon methionine (Met)
dans al, il est alors possible que les glucocorticoides soient plus actifs au niveau alvéolaire
que bronchique (Xu and Chu 2007).

Les glucocorticoides augmentent 1’expression d’ENaC, associée a celle du courant sodium
de plus de 20 fois, c’est une régulation dite : tardive (3 a 24h). Il existe aussi une régulation
dite précoce (1 a 3h), impliquant une augmentation du courant sodium par deux ou trois
fois.

La dexaméthasone (hormone glucocorticoide de synthese ayant un etfet anti-inflammatoire
et immunosuppresseur, dont la puissance est environ 40 fois celle du cortisol) conduit a
I’augmentation du courant court-circuit (Isc) amiloride-sensible et de I’ARNm de aENaC
(Chow et al. 1999 ; Dagenais et al. 2001 ; Lin et al. 1999 ; Sayegh et al. 1999). Il semble
aussi qu’en présence d’aldostérone ou de dexaméthasone, cette augmentation de I’ARNm
de aENaC soit liée a ’augmentation du nombre de canaux ENaC HSC par rapport aux
canaux ENaC NSC (Eaton et al. 2004).
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-2- L'adrénaline (ou épinéphrine) est a la fois une hormone et un neurotransmetteur
appartenant a la famille des catécholamines. Elle est sécrétée par les glandes surrénales.
L’adrénaline se fixe aux récepteurs adrénergiques des cellules. Lors de la régulation de
I’;edéme pulmonaire, d’autres agonistes des récepteurs P-adrénergiques (terbutaline,
salmeterol) agissent. lls entrainent une altération du courant total [la terbutaline (10 uM)
produit une réponse bi-phasique avec une diminution transitoire, puis une augmentation
soutenue de la différence de potentiel] (Mason et al. 1982), et sodium amiloride-sensible
(Berthiaume et al. 1987 ; Sakuma et al. 1998). Les antagonistes f-adrénergiques (dont le
propranolol) préviennent cet influx, prouvant I’implication des récepteurs B-adrénergiques.
Un des modes d’action des agonistes B-adrénergiques, semble étre I’augmentation des sous-
unités B et yYENaC (Planes et al. 2002), et donc probablement des canaux ENaC HSC
(highly sensitive channel) (Chen et al. 2002), induisant un accroissement du courant
sodium amiloride-sensible. En I’absence des sous-unités o ou p ENaC I’activation par les
agonistes P-adrénergiques n’a plus lieu (Randrianarison et al. 2007). L’activation des
récepteurs P, adrénergiques va aussi permettre 1’augmentation du niveau intracellulaire
d’adénosine monophosphate cyclique ((AMPc);), par ’activation de 1’adénylate cyclase
(Goodman et al. 1984). 11 a été constaté que |’augmentation de la concentration en AMPc
intracellulaire ([AMPc]i) (par activation de sa synthése ou inhibition de sa dégradation
(IBMX)), augmente le transport de sodium par l’activation des canaux sodium apicaux
(Matalon et al. 1996). L’AMPc est capable d’agir a plusieurs niveaux dont I’augmentation
de I’expression de aENaC (Dagenais et al. 2001 ; Minakata et al. 1998), la stimulation de la
translocation de vésicules contenant ENaC a la membrane par PKA (phosphokinase A)
(Snyder 2000), I’augmentation de la probabilité d’ouverture du canal par PKA (Senyk et al.
1995), ou encore la stimulation de la conductance (Lazrak and Matalon 2003). L’équipe du
Dr Husted montre que I’effet a long terme de I’ AMPc sur la régulation de ’expression et de

la synthése de aENaC, semble passer par PI3K, PKA et p38 MAPK (Thomas et al. 2004).

Niveau traductionnel

-1- L’équipe du Dr O’Brodovich a beaucoup travaillé sur ce niveau. Ils ont d’abord mis en
évidence la possibilité d’une régulation traductionnelle. En effet, la mutation de la zone
5’UTR modifie la traduction (Otulakowski et al. 2001), et la traduction des trois sous-

unités est modulée différemment lors du développement pulmonaire (Otulakowski et al.
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2004). Dans les conditions physiologiques de normoxie (glucocorticoides + 21% oxygene),
une augmentation de la synthése des protéines aENaC, suite a I’association de I’ARNm
avec de grands polysomes, est détectée. Cette association n’a pas lieu en présence de 3%
d’oxygeéne (Otulakowski et al. 2006). En 2007, la méme équipe montre que c’est le passage
a 21% d’oxygeéne qui permet le fonctionnement de mTOR qui induit la phosphorylation de
4E-BP, qui n’est alors plus li€é avec elF4E. elF4E est alors libre de s’associer avec elF4G,
participant a la formation du complexe 5’-cap binding complex, qui permet la traduction de

aENaC (Otulakowski et al. 2007).
Niveau post-traductionnel (transport et stabilité a la membrane)

-1- La régulation de I’endocytose et ’exocytose peut aussi contribuer a la régulation de
ENaC (Shimkets et al. 1997). Le transport vésiculaire a la membrane plasmique de ENaC
semble étre dépendant des SNAREs (soluble N-ethylamaleimide-sensitive factor
attachment protein receptors). Les t-SNAREs a la membrane plasmique sont, entre autre,
les syntaxines et SNAP-23. Les syntaxines 1 et 3 permettent le transfert a la membrane du
canal ENaC, par contre la syntaxine 1 inhibe le courant (inhibition du nombre de canaux a
la membrane (Qi et al. 1999)), tandis que la syntaxine 3 1’active (Berdiev et al. 2004 ;
Saxena et al. 1999). La syntaxine 1A et SNAP-23 interagissent en un complexe permettant
la régulation de ENaC a la membrane, le mécanisme d’action n’est pas encore connu
(Saxena et al. 2006). La syntaxine 1A augmente le courant amiloride-sensible et le nombre
de canaux ENaC a la membrane, de fagon concomitante il y a une diminution du pool de
ENaC cytosolique. La syntaxine 1A participe a la relocalisation des canaux ENaC (Saxena
et al. 2007). Il reste une controverse quant au role activateur ou inhibiteur de la synthaxine
1A sur le nombre de canaux ENaC a la membrane plasmique. Il semble que la variation de
réponse dépende de la concentration de syntaxine utilisée, du systéme de lecture utilisé :
bicouche lipidique, patch, Ussing, modeéle in vivo, mais aussi du type cellulaire et donc de

I’organe.

-2- Les trois sous-unités de ENaC possédent au niveau du C-terminal cytosolique un
domaine riche en proline (PPxY ou PY). Lorsque ce site est muté (syndrome de Liddle) la
probabilité d’ouverture du canal ENaC et le nombre de canaux ENaC a la membrane sont

augmentés (Firsov et al. 1996). C’est au niveau de ces mémes domaines que se lie la E;
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protéine-ubiquitine ligase Nedd4-2 via les domaines WW3 et 4. La zone C-terminale de

Nedd4-2 posseéde le domaine catalytique qui est une ubiquitine ligase, ayant pour cible la
zone C-terminale des sous-unités a et y ENaC (Kellenberger et al. 1998). Nedd4-2 possede
deux variantes, toutes deux exprimées dans le poumon (Fotia et al. 2003). En présence de
Nedd4, I’activité du canal ENaC est inhibée et il y a une diminution du nombre de canaux a
la membrane. Selon le niveau d’ubiquitination produit par Nedd4, le canal ENaC sera
endocyté, puis recyclé ou dégradé par les voies protéosomale ou endosomale (Kellenberger
and Schild 2002 ; Snyder 2002). D’autre part, il existe d’autres molécules de la famille de
Nedd pouvant réguler ENaC (KIAA0439), ainsi que d’autres molécules régulant Nedd4-2
(N4WBP5A). Nedd4 posséde un domaine C2 sur la zone N-terminale, qui permet la
redistribution de la molécule & la membrane par I’ancrage aux phospholipides, suite a une
augmentation du calcium intracellulaire ([Ca*'];) (Plant et al. 1997). De méme, le domaine
C2 peut s’associer a ’annexine XIIIb d’une fagon dépendante du calcium. Fortement

présente dans les rafts, ’annexine XIIIb y recrute Nedd4 (Rotin 2000).
Niveau fonctionnel (activation, probabilité d'ouverture)

-1- La maturation de ENaC peut nécessiter un clivage protéolytique. Il semble que ce soit
la famille des sérine-protéases a qui échoit ce role. Une sérine-protéase, CAP1 (channel-
activating protease) a €té clonée par 1’équipe du Dr Rossier en 1997. Elle est présente dans
le poumon (Yu et al. 1995). 11 a été déterminé que la forme humaine de CAP1 serait la
prostasine (Donaldson et al. 2002). Co-exprimée avec ENaC, elle augmente le courant
sodium amiloride-sensible (Vallet et al. 1997). Subséquemment il est montré in vitro et in
vivo que cette famille de protéines régule le transport de sodium amiloride-sensible mais
aussi la clairance alvéolaire qui dépend du courant sodique (Planes et al. 2005). 1l semble
que cette régulation se fasse par 1’augmentation de la probabilité d’ouverture (Po)
(Adebamiro et al. 2005 ; Caldwell et al. 2004 ; Donaldson et al. 2002). CAP1 est localisé a
la membrane apicale par son ancre GPI (glycosyl-phosphatidyl-inositol), son site
catalytique (activité de clivage protéolytique) se trouve alors du cété extracellulaire,
permettant une régulation de ENaC. En I’absence de 1’ancre GPI, non seulement la protéine
n’est plus présente a la membrane, mais aussi le courant amiloride-sensible est trés faible,
montrant ainsi 1'importance de la co-localisation de ces deux protéines a la membrane

(Vallet et al. 2002). D’autre part, la mutation du site catalytique de CAPI-prostasin
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n’inhibe étonnamment pas totalement I’activation de ENaC (courant amiloride-sensible)

(Vallet et al. 2002). On ne sait pas par quel mécanisme CAP1 agit sur ENaC, pour [activer.

-2- Les catécholamines, dont la dopamine active le courant sodium, dans les AT II, en
augmentant 1’activité de la NaKATPase et indépendamment, la Po de ENaC. Cet effet
passe par |’activation des protéines G couplées au récepteur dopaminergique D1, puis de
I’adénylate cyclase, qui permet la formation d’AMPc. Par la suite I’AMPc induit, par
différents mécanismes (Src, Rapl, MEK), I’augmentation de [’activité de la P3K qui va
produire du PIP3;, molécule connue pour accroitre ’activité de ENaC (Helms et al. 2006a).
Dans les AT I la dopamine augmente [’activité des canaux ENaC, en utilisant les récepteurs
dopaminergiques D1 (Helms et al. 2006b). La dopamine peut aussi utiliser les récepteurs
Bl-adrénergique pour agir.

L’adrénaline, quant a elle, se lie aux récepteurs adrénergiques. Elle agit 2 un niveau
transcriptionnel comme nous [’avons vu plus haut. En activant les récepteurs P
adrénergiques, elle permet aussi 1’augmentation du niveau intracellulaire d’adénosine
monophosphate cyclique ((AMPc);) (Goodman et al. 1984). L’AMPc est capable d’agir a
d’autres niveaux dont la stimulation de la translocation de vésicules contenant ENaC a la
membrane par la PKA (Snyder 2000 ; Thomas et al. 2004) (= niveau post-traductionnel :
transport 4 la membrane), I’augmentation de la probabilité d’ouverture du canal par la PKA
(Senyk et al. 1995), la stimulation de la conductance (Lazrak and Matalon 2003),
I’augmentation du transport de sodium par [’activation des canaux sodium apicaux
(Matalon et al. 1996), ou encore 1’augmentation, via la PKA et Nedd4-2 et/ou la PKA et
SGK, de I’activité de ENaC (Mies et al. 2007 ; Senyk et al. 1995).

Comme exemple de mécanisme en chaine, il semble que I’activation des récepteurs
B-adrénergiques, implique une activation de la PKA, suite a [’augmentation de la
concentration d’(AMPc);. La PKA serait nécessaire a 1’accroissement du nombre de canaux
HSC (augmentation du transport vésiculaire des sous-unités p et y ENaC majoritairement
(Planes et al. 2002)) parallélement & une augmentation de [Ca®*];, qui elle induirait une

amplification de la Po des NSC (non-selective cation channel) (Chen et al. 2002).
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C Une pathologie : le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA)

Le SDRA est un syndrome qui se développe suite a diverses causes dont la pneumonie, une

septicémie, un trauma sévére, etc.
1 Définition

Le SDRA est une forme tres sévére de défaillance pulmonaire aigué&, se caractérisant par la
survenue d'une détresse respiratoire, plus exactement inspiratoire. Cette défaillance est
consécutive a4 une augmentation de perméabilité de la membrane alvéolo-capillaire,
permettant la formation d’cedéme, et par la présence a la surface des canaux aériens et des
alvéoles pulmonaires, de membranes hyalines. Il s’agit d’uh processus inflammatoire dont

’origine peut étre pulmonaire ou extrapulmonaire.

2 Historique

Bien que connu depuis trés longtemps, sous des dénominations différentes, le SDRA fut
décrit pour la premiére fois en temps que tel par D.G. Ashbaugh en 1967 (Ashbaugh et al.
1967). En 1988 une équipe a déterminé 4 points permettant la reconnaissance de cette
pathologie pour les cliniciens : -1- la pression positive de fin d’expiration, -2- la sévérité de
I’hypoxémie (rapport PaQ,/Fi0O,), -3- le degré de compliance du poumon et -4- le degré
d’infiltration lors de radiographies thoraciques (Murray et al. 1988). Une conférence de
consensus américano-européenne a précisé en 1994 les critéres de définition de ce
syndrome (définition, classification, incidence de la pathologie) dont les 4 critéres
deviennent : -1- I’hypoxémie (rapport PaO,/FiO;) < 200mmHg, -2- la présence d’infiltrats
floconeux bilatéraux a la radiographie du thorax, -3- un facteur de risque pour le
développement du SDRA et -4- I’absence d’une insuffisance cardiaque ou une pression

capillaire bloquée inférieure a 18cm H,O (Figure 12 : (Ware and Matthay 2000)).
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TABLE 1. TIEFMNITIONS OR THE ACUTE RESPIRPATORY DMISTRESS SYNDRGME.*

REFEREMCE YEAR DERNMON OR CRITERA ADVANTAGES DISADVANTAGES
Perty and 1971 Scvere dyspnea, rachypnea First desciiprion Lacks specific critetia 10
Ashbaugh? Cyanosis refractory to oxygen therapy Summarizes clinicy featres well identify patients system-
Drecreased pulmonary compliance avicly

Ditluse alveolar infiliates on chest radiography
Alelectasiy, vascular congestion, hemorrhage,
pulmenary edema, and byaline membranes

ar autopsy
Murray et a4 1988 Preexisting direct or indirect lung injury Includes ¢-paint lung-injury scoring  Lung-injury score hot pre-
Mild-ro-modenate or severe lung injury srem dictive of outcome.
Nonpulmoenary argan dysfancton Specifies clinical cause. of lung injory  Lacks specific criteria ta
Includes consideration of the pres- exclude a diagnasis of
ence or absence of sysremic dis- candiogenic pulmonary
case edema
Bernard ciral 5 1994 Acute onser Simple, sasy e use, especially in Daes net specity canse
Bilatera) intilwrates on chest radiography clinical trials Daes not consider the pres-
Pulmonary-actery wedge pressuce =18 Recognizes the spectrum of' the ence ar absence of milei-
mm Hg ar the absence of clinical evidence clinical disorder organ dysfunction
ol left aval hyperrension Radiographic findings not.
Acute lung injury considered ro be presenriff specitic
Pa0,:FiO; is %300
Acuterespiratery distress syndrome consid ered
e be present if Pac, (KO, is =200
“Pa0, denotes partial pressure of arterial axygen, and FiQy fraction of inspired oxygen.

Figure 12 : Historique des définitions du SDRA (Ware and Matthay 2000)

3 Statistiques épidémiologiques

L’incidence du SDRA en Amérique du Nord est mal identifiée. Des études relativement
anciennes indiquent un taux variant de 1,5 a 8,3 pour 100000 personnes (Thomsen and
Morris 1995 ; Villar and Slutsky 1989 ; Webster et al. 1988). Des études plus récentes,
utilisant les normes définies en 1994, aménent un taux pour 100000 personnes de 15,3 en
Amérique du Nord (Arroliga et al. 2002), de 7,8 en Islande (Sigvaldason et al. 2006), de 23
en Espagne (Manzano et al. 2005), de 16 en Ecosse (Hughes et al. 2003). Ces variations
peuvent s’expliquer par la variation de la population entre chaque pays mais aussi par les
critéres d’inclusion/exclusion, qui malgré les nouvelles normes, ne sont peut-étre pas les
mémes. De plus d’autres variations sont dues a 1’4ge : 4,6 a 73,9 pour 100000 personnes en
fonction des tranches d’dge en Espagne (Manzano et al. 2005), et 3,2 pour 100000
personnes sur le groupe d’4ge enfant-adolescent en Allemagne (Bindl et al. 2005). D’autres
études montrent une incidence plus importante dans les unités de soins intensifs (ICU), de
6,3% au Brésil (Oliveira and Basille 2006), de 2% en Chine (Lu et al. 2004), de 8,1% en
Ecosse (Hughes et al. 2003), de 7,7 % en Argentine (Estenssoro et al. 2002).
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Le taux de mortalité varie de 10,3% en ICU pour la Chine (Lu et al. 2004), a 53,1% en ICU

pour I’Ecosse (Hughes et al. 2003) ou encore 49,4% en ICU pour une étude paneuropéenne
(Brun-Buisson et al. 2004). Cette variabilit¢ pourrait étre due aux critéres
d’inclusion/exclusion pés suffisamment précis, a une mauvaise évaluation des patients, a

une meilleure/moins bonne prise en charge des patients selon le pays.

4 La pathophysiologie

Elle peut étre décrite en 3 stades qui se chevauchent dans le temps (Berthiaume et al. 1999 ;
Schwarz 2001 ; Ware and Matthay 2000).

Tout d’abord la phase aigué ou exsudative. Il existe une controverse quant a 1’ordre
d’apparition : d’abord un infiltrat de neutrophiles dans les alvéoles et I’interstitium, puis la
génération de lésions tissulaires (Fowler et al. 1987), ou I'inverse (Pugin et al. 1999 ;
Weinacker and Vaszar 2001). 11 est toutefois établi que cet infiltrat neutrophilique diffus est
hémorragique. En effet 1’épithélium et ’endothélium pulmonaires sont endommaggs. 11 est
a noter que les dommages tissulaires peuvent étre exacerbés par la ventilation mécanique et
I’exposition prolongée a de hauts taux d’oxygeéne. D’autre part, la détérioration des tissus
conduit a la formation d’un cedéme riche en protéines, pouvant emplir les alvéoles
pulmonaires (Pugin et al. 1999). De plus, 1’équilibre de production des cytokines pro et
anti-inflammatoires par les cellules inflammatoires (dont les neutrophiles), épithéliales et
les fibroblastes, est rompu, tout comme 1’équilibre des radicaux oxydants et molécules anti-
oxydantes (voir § C.6 et (Lenz et al. 1999)). L’altération des AT II conduit & une
diminution de la synthése et du renouvellement du surfactant pulmonaire (Baker et al. 1999
; Crim and Longmore 1995 ; Gregory et al. 1991). Les neutrophiles, par la synthése
d’élastase (Baker et al. 1999), induisent le clivage et donc I’inactivation de protéines du
surfactant. Les radicaux oxydants ont le méme effet (Seeger et al. 1993b) et des éléments
du surfactant peuvent étre incorporés a la structure des membranes hyalines (Seeger et al.
1993a). Ces quatre derniers aspects ménent a I’augmentation de la tension de surface des
alvéoles et donc a leur collapsus. D’autre part, des dép6ts de molécules de fibrinogéne
provenant de I’exsudat, forment un réseau de fibrine le long des parois alvéolaires
endommagées (Idell et al. 1987a). La persistance de ces accumulations peut conduire a la

formation de membranes hyalines. Ces différents ¢léments aménent & I’endommagement de
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la barriére alvéolo-capillaire, induisant une diminution de la régulation des flux ioniques et
aqueux, et des échanges gazeux. Ce stade dure environ 6 jours.

Chez certains patients, le SDRA se résout a ce stade, ne laissant pas de trace fonctionnelle
du syndrome (Ware and Matthay 2001). En effet les AT II migrent & la surface des
membranes hyalines et les transforment en tissu interstitiel, permettant le renouvellement

de I’épithélium respiratoire (Geiser 2003).

Si le SDRA ne se résout pas, il se développe une phase dite subaigué ou proliférative. Les
dommages alvéolaires s’accroissent et consistent en une hyperplasie, métaplasie des
pneumocytes II, une prolifération des myotibroblastes, des fibroblastes dans les septas
interalvéolaires et les espaces alvéolaires, et des cellules endothéliales (Schwarz 2001).

3™ Jour,

Cette phase dure de 4 a 10 jours et peut commencer dés le
Une phase chronique ou fibrosante, constituée par 1’accumulation d’éléments de la matrice
extracellulaire et de fibroblastes, se met ensuite en place. Il y a une fibrose des zones inter-
alvéolaires, alvéolo-capillaires, des alvéoles et des conduits alvéolaires (Tomashefski, Jr.
1990), mécanisme qui forme une barriére physique au niveau des parties collapsées,
atélectatiques ou trop endommagées. Malheureusement ce tissu est incapable d’échanges
gazeux. Cette période peut débuter dés les 36 premiéres heures et se poursuit pendant 3 a 4

semaines.

5 Les traitements en essai

Augmenter les capacités de 1’épithélium pulmonaire a se régénérer, a diminuer le taux de
stress oxydant, & accroitre le taux de clairance de I’cedéme alvéolaire sont les cibles
premiéres pour travailler précocement sur le développement du SDRA.

Les agonistes des récepteurs B-adrénergiques ont ét€ utilisés dans plusieurs modeles en lien
avec le SDRA, in vivo et in vitro, testant ainsi leur capacité¢ & amoindrir les dommages
causés. Du point de vue de la réparation des Iésions, il semble que 1’isoprotérénol diminue
la fermeture de plaies préalablement stimulée par ’EGF (epithelial growth factor), in vitro
(Schnackenberg et al. 2006). Par contre les agonistes des récepteurs P-adrénergiques
diminuent le stress oxydant créé par les neutrophiles (Kopprasch et al. 1997 ; O'Dowd et al.
2004), et stimule la clairance du fluide alvéolaire (Qiu et al. 2006 ; Sakuma et al. 2005).

Des essais post-traumatiques chez les animaux ont encore besoin d’étre faits pour connaitre



35
I'utilité¢ de ce type de molécules dans le ralentissement, 1’arrét, voir la régression du

développement du SDRA.

Un autre type moléculaire, plus intensément étudié et trés controversé, sont les
glucocorticoides. Les modéles animaux démontrent leur efficacité lorsqu’utilisés en
prétraitement (Held et al. 2001 ; Shu et al. 2007b ; Shu et al. 2007a). Le passage a I’homme
fiit moins concluant. Des études montrent que si certaines conditions ne sont pas réunies les
corticostéroides augmentent les complications et le taux de mortalité (Steinberg et al.
2006). 11 semble toutefois que certaines molécules, a certaines doses, données a un temps
particulier, contrent le développement du SDRA. Par exemple ils aident & diminuer le
temps de ventilation mécanique et temps de présence dans les unités de soins intensifs
(Guglani et al. 2006 ; Koontz et al. 2006 ; Meduri et al. 2007). L’utilisation des
glucocorticoides, lors d’études pré-cliniques, peut donc s’avérer utile afin d’assurer de
meilleurs conditions de vie et/ou d’augmenter les chances de survies, d’une partie des
patients SDRA (Meduri et al. 2005).

6 Le SDRA et les 1ésions épithéliales

Lorsque le SDRA se met en place, I'un des premiers évenements & avoir lieu, est la
formation de Iésions épithéliales. Leur réparation rapide est un facteur de bon pronostic de
guérison du patient (Ware and Matthay 2000). En effet, certains patients suite au
développement de ces Iésions et a la création subséquente d’un cedéme, recouvrent la santé
(Ware and Matthay 2001). Pour d’autres leur persistance améne une réparation anormale
des tissus lésés et la formation de fibrose. La réparation (migration, prolifération et
différentiation) par les cellules progénitrices est donc un événement dont une meilleure
compréhension aiderait a 1’arrét du développement du SDRA. En 1997, le Dr Uhal

s’intéresse aux phénoménes de multiplication et différentiation (et transdifférentiation) :



36

Cellules progénitrices AT |l

¢

- e+ AT|
! |

) 6§se —_— apoptosis
ATl |o—e

Figure 13 : Schéma de réparation d’un épithélium lésé d’apreés le Dr Uhal. La division
des AT II conduit a la formation de cellules filles ayant différents phénotypes. L’un est la
différentiation en AT 1, qui est une différentiation terminale et est incapable de division.
L’autre phénotype est celui des AT II qui reforme la population de cellules progénitrices
initiale (Uhal 1997).

I1 est a noter que la différentiation des cellules progénitrices en AT I, n’est pas dite
définitive par toutes les équipes qui se sont penchées sur le sujet (Danto et al. 1995 ; Qiao
et al. 2008).

En 1999, les Drs Berthiaume, Lesur et Dagenais ont rédigé a une revue de littérature
portant sur |’ordre des événements de la réparation alvéolaire, ils produisent le schéma

suivant :
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Figure 14 : Les différentes phases du processus de réparation des cellules alvéolaires.
Le premier événement a avoir lieu serait ’ensemble adhésion-dissémination-migration,
puis aurait lieu la prolifération, avant la différentiation pour la réparation finale

(Berthiaume et al. 1999),

Lors de lésions tissulaires, il existe des cellules dites progénitrices permettant la
régénération du tissu en utilisant les mécanismes de réparation décrits ci-dessus. Dans le
poumon [’origine de ces cellules est diverse. Dans la trachée et les bronches, ce sont les
cellules basales (Hong et al. 2004), tandis que dans les bronchioles, c’est une sous-
population des cellules de Clara (vCE cells) (Hong et al. 2001). Ces cellules semblent aussi
a ’origine de la formation des AT II (Reynolds et al. 2004). Une subdivision de la
population des AT II permet la régénération de 1’épithélium alvéolaire, par la génération
des AT I (Adamson and Bowden 1974b ; Reddy et al. 2004 ; Uhal 1997). Dans le SDRA, la
prolifération, I’hyperplasie et ’apoptose des AT II semblent nécessaire a la réparation de la
membrane alvéolo-capillaire, et permettent la normalisation de la clairance alvéolaire

(Anderson and Thielen 1992 ; Fehrenbach et al. 1999 ; Tomashefski, Jr. 1990).
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L’hyperplasie des AT II contribue probablement a I’augmentation de la clairance alvéolaire
(Folkesson et al. 1998 ; Wang et al. 1999a).

Les cellules épithéliales alvéolaires jouent ainsi un role important dans la restauration de
I’architecture normale des alvéoles et de la barriére alvéolo-capillaire, et la prévention de
I’invasion de I’espace alvéolaire par les fibroblastes.

Les AT II sont stimulées dans ces activités par plusieurs facteurs de croissance, dont HGF
(growth factor) et EGF. Dans le poumon, le HGF est produit par plusieurs types cellulaires:
fibroblastes, cellules endothéliales, neutrophiles, macrophages. Le récepteur du HGF (ou c-
met) est exprimé par les AT II suite a I’induction de 1ésions par la bléomycine (Douglas et
al. 2002). Les AT II transcrivent EGF, le traduisent et conduisent son signal (Raaberg et al.
1992). L’expression du récepteur du EGF est augmentée dans le poumon et dans les AT 11
suite & I’induction de lésions par la bléomycine ou par du matériel infectieux (Madtes et al.
1994 ; Tesfaigzi et al. 1996). EGF agit via ses récepteurs erbl et 2 (récepteurs a I’'EGF) sur
les cellules alvéolaires (Aida et al. 1994 ; Trinh et al. 2007 ; Vermeer et al. 2006). EGF et
HGF participent a la réparation d’un €pithélium alvéolaire 1ésé (Trinh et al. 2007 ; Zahm et
al. 2000). Ils activent la réparation par les AT II d’un point de vue mitogénique (stimulation
de la multiplication) (Adamson and Bakowska 1999 ; Mason et al. 1994 ; Nakamura 1994 ;
Trinh et al. 2007), motogénique (stimulation de la migration) (Lesur et al. 1996 ; Nakamura
1994 ; Trinh et al. 2007 ; Zahm et al. 2000), et morphogénique (induction différenciation)
(Nakamura 1994 ; Vermeer et al. 2006).

Les modeles animaux montrent un effet bénéfique du HGF, qu’il soit administré avant ou
aprés l'agression pulmonaire. Par contre, chez le patient atteint de SDRA, la mortalité la
plus élevée est observée chez les patients ayant les concentrations d'HGF les plus élevées
dans l'alvéole (Stern et al. 2000). Le rdle des facteurs de croissance n’est donc pas encore
clairement défini.

D’autres €léments sont aptes a stimuler les AT II dans leur réle de reconstruction de
I’épithélium alvéolaire, tel que l'interleukine (IL) 1B (Geiser et al. 2000). D’autres encore
participent a sa modulation, dont les protéases et les ROS sécrétés par les cellules
inflammatoires, ainsi que des éléments de la matrice extracellulaire, et les canaux
potassiques (Trinh et él. 2007).

La perte de I'intégrité¢ physique du tissu pulmonaire induit la possibilité d’une infection et
d’une septicémie, une augmentation de I’inflammation mais aussi une production anormale

du surfactant, ainsi qu’une dérégulation du transport des ions et des fluides transcellulaires.
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Or pour que I’cedéme se résorbe, un "transport actif de sodium de !’espace alvéolaire vers
I’interstitium, conduisant des fluides, doit avoir lieu (Matthay and Wiener-Kronish 1990 ;
Sznajder 1999) (voir § 3.7). Les mécanismes de réparation permettent la restauration de la
production du surfactant (respiration sans collapsus des alvéoles) et du transport ionique-

aqueux (élimination de 1’cedéme).

7 Le SDRA et le stress oxydant

Il existe plusieurs études qui laissent supputer I’importante implication des ROS lors du
développement du SDRA. En effet, il a ét¢ montré que les patients SDRA sont porteurs
d’une plus grande quantité¢ de H,O, dans leurs urines (Mathru et al. 1994) et dans I’air
exhalé (Kietzmann et al. 1993). De plus une péroxidation lipidique (Kumar et al. 2000) et
protéique (Lamb et al. 1999 ; Lenz et al. 1999) a été notée, ainsi qu’une diminution du taux
de molécules anti-oxydantes dans le plasma (Metnitz et al. 1999) et dans le fluide
alvéolaire (Pacht et al. 1991). Voir aussi revue Dr Chabot et al, 1998. Les ROS contiennent
principalement le radical anionique superoxide (O;"), le péroxide d’hydrogéne (H,0,) et le

radical hydroxyl (OH') [Figure 15].
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Figure 15 : La formation des espéces réactives de I’oxygéne (ROS) (Tasaka et al 2008)
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D’un point de vue moléculaire, les ROS vont induire le clivage de ’ADN nucléaire
(Nakamura et al, 2000), altérer la structure protéique (DalleDonne et al. 1995) et modifier
les lipides (Kumar et al. 2000). Par [l'intermédiaire d’une cascade d’événements
indéterminés, les ROS vont conduire a ’activation de facteurs de transcription comme
NFkB et AP-1, augmentant la transcription de genes pro-inflammatoires (Haddad et al.
2000). D’un point de vue cellulaire, les ROS augmentent la perméabilité endothéliale (Lum
and Roebuck 2001), et ’hyperperméabilité de I’épithélium alvéolaire associée a une
dérégulation du transport sodique (Kim and Suh 1993). Ir vivo, les oxydants diminuent la
clairance alvéolaire (Modelska et al. 1999 ; Sakuma et al. 2000). Les cellules pouvant
former ces ROS, sont les neutrophiles, monocytes et macrophages, les cellules
endothéliales et épithéliales, les fibroblastes et myocytes. Ils sont aussi créés par la chaine
respiratoire des mitochondries et des concentrations trop élevées de I’oxygéne inhalé suite a
une ventilation mécanique par exemple. Pour réguler les ROS et leurs effets destructeurs, le
métabolisme cellulaire génere des antioxydants comme les superoxide dismutase, catalase
et glutathione peroxidase (Freeman and Crapo 1982). |
Plusieurs équipes mettent donc en évidence, dans le syndrome du SDRA, un déséquilibre
oxydants / antioxydants, a la fois par une augmentation de la production de ROS (voir ci-
dessus) et la diminution du taux d’antioxydants (Haddad et al. 2000 ; Metnitz et al. 1999).
D’autres études questionnent I’impact du stress oxydant sur les courants ioniques et les
canaux, qui sont impliqués dans la clairance des fluides alvéolaires. Il ressort que selon le
type de stress oxydant appliqué, les effets sont opposés. Ainsi une condition sub-1éthale en
oxygeéne induit I’augmentation de la synthése de ARNm oENaC in virro et in vivo,
augmentation de la protéine ENaC (Haskell et al. 1994 ; Yue et al. 1995), du nombre de
canaux et de la probabilité¢ d’ouverture (Po), et du courant sodium amiloride-sensible
(Haskell et al. 1994 ; Wang et al. 2000 ; Yue et al. 1995). Par contre en présence de H,O-,
I’ARNm oENaC est inhibé par la voie d’activation de ERK, qui ne pourrait alors plus
induire la transcription via GRE (Wang et al. 2000).

8 Le SDRA et la clairance alvéolaire

Chez les patients atteints du SDRA, il est observé une corrélation inverse entre la capacité
de clairance alvéolaire, et le temps de ventilation mécanique et la mortalité (Ware and

Matthay 2000). Plusieurs études ont montré que la clairance alvéolaire permet I’élimination
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de ’;edéme, elle est conduite par des courants transépithéliaux de sodium (Matthay et al.

2002) et de chlore (Berthiaume et al. 1987 ; Fang et al. 2002 ; Lee et al. 2003b ; Matthay et
al. 2005). En utilisant une approche inverse, ’équipe du Dr Matthay a montré¢ que la
présence d’un cedéme (fluide alvéolaire de patients ALI (acute lung injury)) provoque Ia
dérégulation du transport des fluides alvéolaires chez les AT II, et cela via la modulation de
plusieurs canaux ioniques {ARNm et protéines de aENaC, alNaKATPase, et CFTR) (Lee
et al. 2007).

Une approche intéressante pour augmenter la résorption des cedémes est la stimulation de la
clairance des fluides alvéolaires par 1’activation (quelque soit le niveau d’activation) de
canaux ioniques participant a cette clairance. Les hormones gluéocortico‘fdes dont la
dexaméthasone et I’aldostérone, stimulent la clairance alvéolaire par I’augmentation du
transport de sodium, possiblement via ENaC, in vivo et in vitro (Folkesson et al. 2000 ;
Sznajder 1999 ; Tchepichev et al. 1995) (voir p28).
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D. Hypothéses et objectifs

Le SDRA est un syndrome qui se développe en trois phases. Dans la premiére 1’épithélium
alvéolaire est 1ésé, les AT I sont particuliérement touchées. Les lésions de 1’épithélium
alvéolaire brise I’intégrité de la barriére alvéolaire, mais aussi diminue le transport des ions.
En réduisant 1’absorption des fluides alvéolaires, la baisse de transport ionique, €éléve la
probabilité de présence et de persistance d’un cedéme. L’influx cedémateux est caractérisé
par une concentration €élevée en protéines (Pugin et al. 1999). A ce stade le syndrome peut
se résoudre (Ware and Matthay 2001) ou perdurer. Il est a noter qu’une clairance des
fluides alvéolaire faible est associée a un taux de mortalité¢ plus élevé (Matthay 2002 ;
Sakka et al. 2002). S’il perdure, il y a formation de membranes hyalines, puis apparition
graduelle d’une fibrose intra-alvéolaire (Bachofen and Weibel 1982). 1l est important de
mieux comprendre les mécanismes de résorption de I’cedéme pulmonaire et de réparation
de I’épithélium aivéolaire, qui participent & la résolution du SDRA. Une fonctionnalité
intacte de la barriére épithéliale est nécessaire & la résolution de 1’cedéme pulmonaire chez

I’humain (Matthay and Wiener-Kronish 1990).

Plusieurs équipes ont souhaité mettre en place un modéle d’études du SDRA. Parmi elles,
le modele de la bléomycine permet la création d'un stress oxydant induisant des 1ésions
épithéliales associées au développement d’un cedéme, et a la mise en place de la fibrose
(Shimabukuro et al. 2003). La perte de I’intégrité physique du tissu pulmonaire induit en
outre la possibilité d’une infection et d une septicémie, I’augmentation de I’inflammation et
la production anormale du surfactant, mais aussi une dérégulation du transport des ions et
des fluides transcellulaires (Matthay and Wiener-Kronish 1990 ; Sznajder 1999).

Nous avons donc reproduit un modéle murin qui, suite & I’instillation intra-trachéale de
bléomycine, développe un cedéme puis une fibrose (Bellet-Barthas et al. 1983 ; Karmouty-
Quintana et al. 2007). La bléomycine est une molécule qui en induisant le clivage de
I’ADN, conduit a la formation de radicaux oxydants. L’une des voies d’action de la
bléomycine pourrait donc étre I’inhibition de la clairance du fluide alvéolaire par le stress
oxydant produit (Modelska et al. 1999 ; Sakuma et al. 2000). Ces animaux nous permettent
d’étudier le développement de 1’cedéme pulmonaire par la technique dite « Wet/Dry ».

Les courants sodium et chlore sont impliqués dans la clairance des fluides alvéolaires (Fang

et al. 2002 ; Jiang et al. 1998 ; Matthay et al. 2002), indispensable & 1’élimination de
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I’cedéme, et le stress oxydant agit de plusieurs fagons sur le courant sodique (DuVall et al.

1998 ; Heberlein et al. 2000 ; Hu et al. 1994 ; Wang et al. 2000 ; Yue et al. 1995). L’étude
du transport ionique en condition normale et de stress oxydant (bléomycine) dans les
alvéoles, augmente les connaissances nécessaires au développement de stratégies induisant
I’élimination de 1’oedéme alvéolaire présent lors du SDRA. A cette fin, nous avons
employé deux méthodes.

In vivo, nous avons utilisé des souris ENaC -/- transgéne +, autrement appelées ENaC -/-
Tg+. Ces animaux produits par I’équipe du Dr Hummler, sont KO (knock-out) pour le géne
ENaC et «rescue » grace a un transgéne ENaC, localisé sur le chromosome X. Elles
expriment plus faiblement le géne et la protéine ENaC dans le poumon (Hummler et al.
1997). L’utilisation de telles souris nous permet de mesurer 1I’importance du transport
ionique via le canal ENaC dans la régulation du transport hydrosodé.

La deuxiéme méthode consiste en ’utilisation de AT II, in vitro. Les AT II sont des cellules
pluripotentes, plus résistantes aux dommages, participant entre autre a la ré-épithélialisation
des alvéoles et au transport des ions (Adamson and Bowden 1974a ; Adamson and Bowden
1974b ; Geiser 2003 ; Wang et al. 1999b). Elles nous permettent, dans des conditions
normale et pathologique (bléomycine), de mesurer les courants totaux et amiloride-
sensibles, transépithéliaux et apicaux a 1’aide d’une chambre de type Ussing.

Les AT II étant fortement impliquées dans la reconstitution de 1’épithélium alvéolaire, une
meilleure compréhension des mécanismes de réparations des plaies (fermeture, migration,
prolifération) dans des conditions normale et pathologique (bléomycine), participerait au
déploiement de stratégies d’intérét aidant a la ré-épithélialisation des alvéoles 1ésées au

cours de diverses pathologies dont le SDRA.

Il existe de nombreuses voies d’activation du canal ENaC (voir p27), dont les corticoides.
La dexaméthasone est une hormone glucocorticoide de synthése ayant un effet anti-
inflammatoire et immunosuppresseur. Il a une puissance d’environ 40 fois celle du cortisol.
De plus, il a été montré que la dexaméthasone augmente la clairance alvéolaire (Folkesson
et al. 2000). D’autre part, la dexaméthasone est connue pour augmenter 1’expression de
aENaC et le courant sodium amiloride-sensible in vitro (Champigny et al. 1994) et in vivo
(Tchepichev et al. 1995). In vivo, la co-injection intra-péritonéale de la dexaméthasone sera
donc utilisée afin de vérifier si I’on arrive a contrecarrer non seulement 1’effet délétere de la

bléomycine, mais aussi la faible expression de ENaC dans les souris Tg. In vitro, en pré-



44

traitement sur AT II, la dexaméthasone permettra de vérifier si I’on arrive a contrecarrer

I’effet délétere de la bléomycine sur le courant et la réparation.

Notre hypothése de travail est donc que le stress oxydant influencerait des mécanismes
participant a la clairance des fluides alvéolaires et a la réparation de 1’épithélium, lors de

lésions pulmonaires.

Ma maftrise a été régit par deux objectifs principaux :
- mon premier objéctif a été d’évaluer I'importance du canal ENaC lors de la
constitution de lésions épithéliales et d’cedéme pulmonaire, suite a un stress
oxydant, in vivo et in vitro.
- mon second objectif a été de déterminer I’influence du stress oxydant sur les

processus de réparation épithéliale.



CHAPITRE 2

METHODOLOGIE
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A.Invivo

1 Le modéle animal

Afin de déterminer le role du transport ionique, et en particulier du transport sodique par le
canal ENaC, lors de la mise en place et de la persistance de I’cedéme, une colonie de souris
transgéniques a été développée. Cette lignée a €té créée par le Dr Hummler (Hummler et al.
1997), a partir de la souche NMRI (Naval Medical Research Institute, Bethesda, Maryland,
USA). Les animaux dits transgéniques (Tg) sont «knock-out» (KO) pour le géne «alpha
epithelium sodium channel» aENaC (Hummler et al. 1996), et le transcrit du géne aENaC,
sous promoteur CMV (cytomegalovirus), a été ajouté sur le chromosome X, induisant une
faible expression de ENaC (Hummler et al. 1997). Cette expression est suffisante pour
permettre & I’animal de dépasser le seuil de 1étalité (40h) des souris KO. Ces animaux sont
plus petits a la naissance, mais leur courbe de croissance est identique a celle des animaux

sauvage (wild type ou WT) (Hummler et al. 1997).

2 Les modéles oxydants

2.1 Le modéle bléomycine

¢ La bléomycine a été isolée du champignon Streptomyces verticillus par le Dr Umezawa
en 1965 (Umezawa 19635). C’est un antibiotique utilisé comme anti-tumoral dans le cadre
de cancer testiculaire et de lymphome. Il a été déterminé qu’au dela d’une dose cumulative
de 150mg par personne, a vie, (Sostman et al. 1977), la bléomycine entraine le
développement d’une fibrose pulmonaire (Jules-Elysee and White 1990) tant chez I’humain
que chez la souris.

La bléomycine induit une réponse inflammatoire (lymphocytes et cellules plasmatiques),
une nécrose des pneumocytes de type I (AT I), une hyperplasie des pneumocytes de type II
(AT II), la mise en place de membranes hyalines, le développement d’une fibrose et le
dépot excessif de collagéne. La bléomycine instillée intra-trachéalement est utilisée depuis
1979 afin de développer chez I’animal des Iésions et une inflammation, associées a la mise
en place d’un cedeme alvéolaire, puis d’une fibrose pulmonaire (Thrall et al. 1979), mimant
le développement de plusieurs pathologies dont le SDRA (Folkesson et al. 1998 ; Holley et
al. 2007 ; Shimabukuro et al. 2003).
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La bléomycine est formée de trois domaines : le domaine carbohydrate permet I’entrée
dans la cellule, le domaine N-terminal permet la liaison aux métaux comme le fer et le
cuivre, et le domaine C-terminal permet la liaison & ’ADN. Aprés son entrée dans la
cellule la bléomycine forme un réactif oxydatif avec le fer et ’oxygéne. Elle s’intercale
alors dans la double-hélice d’ADN, provoquant des ruptures de la chaine d’ADN (Kemsley
et al. 2003) et la production de ROS (reactive oxygen species), qui peuvent conduire a
I’apoptose via la voie mitochondriale (Lee et al. 2005 ; Wallach-Dayan et al. 2006). La
bléomycine induit donc un stress oxydatif.

¢ La bléomycine (MaynePharma Canada Inc. ; 4U/kg poids de souris) a été instillée a 174
souris méles de 7 & 9 semaines, de souche NMRI WT et NMRI Tg. La souris est
anesthésiée avec un mélange 1% kétamine (100mg/ml) — 0,1% xylazine (20mg/ml) (0,1 ml
/10g de souris). Un otoscope modifié permet la visualisation des cordes vocales, qui ne
seront alors pas endommagées lors de ’instillation. L’instillation est faite a 1’aide de la
seringue FMJ-250 high presssure (Penn-Century, Inc), 50ul de bléomycine ou de salin
0,9% (contrdle) sont administrés. Afin d’évaluer I’intensité des lésions provoquées par la

bléomycine, les souris sont sacrifiées entre les jours 3 et 16.

2.2 Le modéle thiourea

¢ Le thiourea et les molécules dérivées, peuvent étre le substrat d’enzymes oxygénantes
comme les FMO (flavin-containing monooxygenases). Il se forme alors des acides
sulféniques qui peuvent étre convertis en acides sulfiniques, toujours par ajout d’oxygene.
Les acides sulfiniques réagissent, de fagon réversible, avec le GSH (glutathion), produisant
du GSSG (glutathion disulfide) et régénérant la molécule de thiourea (Henderson et al.
2004). Cette déplétion du GSH intracellulaire peut conduire a la mise en place d’un stress
oxydatif. Une autre forme de toxicité est la liaison de I’acide sulfénique avec les résidus
cystéines de diverses protéines (Henderson et al. 2004). |

¢ 34 souris ont été injectées intra-peritonéalement avec 150ul de thiourea (Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA)) a 40mg/kg (poids de souris) ou 150ul de salin 0,9%. Afin de
reproduire ’expérience faite par I’équipe du Dr Scherrer, une dose du traitement est

injectée pour 4 ou 7h, puis les animaux sont euthanasiés (Egli et al. 2004).
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3 Le modéle dexaméthasone

¢ Le dexaméthasone (dex) est un stéroide cortico-surrénal synthétique. I »appartient ala
famille des glucocorticoides ou corticostéroides, synthétisés par les glandes surrénales. Ils
jouent un rdle inhibiteur sur les réponses inflammatoires, allergiques et immunitaires
normales. Le dexaméthasone en se fixant aux récepteurs des glucocorticoides, permet leur
dimérisation, leur translocation au noyau, puis leur fixation aux éléments GRE
(glucocorticoid-responsive element), présents en 5> du promoteur de divers génes. D’autre
part, les hormones glucocorticoides, dont le dexaméthasone, peuvent stimuler la clairance
alvéolaire en augmentant le transport de sodium (Folkesson et al. 2000 ; Sznajder 1999 ;
Tchepichev et al. 1995), et modulent le courant Isc amiloride-sensible (Chow et al. 1999 ;
Dagenais et al. 2001 ; Lin et al. 1999 ; Sayegh et al. 1999), impliquant probablement
ENaC. Les glucocorticoides sont aussi aptes a agir précocement (augmentation du courant
Isc amiloride-sensible) et tardivement (augmentation de ’ARNm de oENaC) sur la
régulation du canal ENaC (Chow et al. 1999 ; Dagenais et al. 2001 ; Sayegh et al. 1999).
De plus, le stress oxydant et les glucocorticoides semblent montrer une possible
imbrication de leurs effets sur le canal ENaC (Jovanovic et al. 2001; Guney et al. 2007a).

¢ 73 souris ont été injectées intra~-péritonéalement avec 100u] de dexaméthasone (Sandoz
Canada (Boucherville QC)) a 0,5Smg/kg (poids de souris) ou 100ul de salin 0,9% (contrdle).
Le traitement dure 7j, le dexaméthasone est injecté quotidiennement car il est €liminé en

24h.

4 Procédures générales, suivant les traitements aux animaux

4.1 Euthanasie et nécropsie

Quelque soit le traitement subit, la souris regoit 0,2ml du mélange kétamine-xylazine pour
chaque 10g (poids de souris) en injection intra-péritonéale, puis est installée en position
dorsale. Une incision ventrale latérale est pratiquée, suivie d’une exsanguination par
rupture de la veine cave abdominale. Suite a l'ouverture de la cage thoracique, le bloc
cceur-poumons est prélevé. Les poumons droit et gauche sont alors séparés et déposés sur

des contenants pré-pesés contenus dans une boite humide (voir A.4.2 Wet to Dry).
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4.2 Wet to Dry ou Mesure poids mouillé/poids sec

Le principe est de peser le poumon juste aprés la nécropsie (poids mouillé ou Wet), puis
aprés 24h de séchage a 95°C (poids sec ou Dry), de fagon a mesurer par le différentiel le
volume d’oedéme présent dans le poumon. La calcul fait est : (poids mouillé — tare) / (poids

sec — tare).

4.3 Mesure du poids

Chaque souris est pesée avant son traitement, afin de déterminer la dose de bléomycine a

lui instiller et/ou les doses de thiourea ou dexaméthasone a injecter. Elle est ensuite pesée a
la fin de son traitement. Ces mesures ont aussi permis la détermination de la prise ou perte

de poids que subit I’animal.

4.4 Histologie

Apres 9 jours de traitement les souris sont anesthésiées mortellement (voir § A.4.1). Elles
sont installées en position dorsale. Une incision ventrale latérale est ensuite faite, suivie
d’une exsanguination par coupure de la veine cave abdominale. Suite a ’ouverture de la
cage thoracique, la trachée est canulée (aiguille 20G). De I’OCT (optimal cutting
temperature ; # 4583 Tissue-Tek Sakura) difué a 50% dans du salin (0,9%), est instillé dans
les poumons sous une pression de 20cm d’H,O. Les poumons sont ensuite enrobés d’OCT
et congelés dans de 1’azote liquide. Ils sont conservés a -80°C jusqu’au jour de coupe. Les
coupes sont faites a I'IRIC (institut de recherche en immunologie et en cancérologie) de
I’Université de Montréal. La coloration utilisée est de 1’hematoxyline phloxine safran

(HPS).

B. In vitro

1 Le modéle cellulaire

1.1 La chirurgie

Des rats males Sprague-Dawley pesant de 175 a 200g, sont utilisés pour recueillir les

cellules alvéolaires de type II (AT II) dont nous faisons la culture primaire. Les rats d’abord
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anesthésiés par injection intra-péritonéale de Somnotol (40mg/kg), sont ouverts de
I’abdomen au cou, et la veine cave abdominale est sectionnée pour une exsanguination.
Suite & une thoracotomie, un écarteur est placé de facon a dégager un accés au bloc coeur-
poumons. Une trachéotomie est ensuite faite paralleélement & une incision dans |’artére
pulmonaire. L’accés a la trachée par un cathéter 18g permet I’insufflation d’air tandis que
I’accés a ’artére pulmonaire permet I’injection de la solution II [voir annexe 1]. Ces deux
actions menées dans le méme temps permettent I’élimination du sang dans les poumons
tout en empéchant 1’atélectasie. Les oreillettes droite et gauche sont aussi incisées de fagon
a permettre 1’élimination du sang. Ensuite le bloc cceur-poumons est prélevé, lié au
cathéter, ce qui permet ’injection de 10ml de solution I [voir annexe 1], 10fois, et & chaque
fois retirée pour éliminer le surfactant et les macrophages alvéolaires. L’élastase est
injectée (1 x 1 ml x Imin et 3 x 1ml x 10 min pour 160U par rat), elle permet la digestion
du tissu pulmonaire. Pendant ce temps le bloc ceeur-poumons est maintenu dans un bain-

marie & 37°C, dans une solution de SGGS (sodium glucose gentamycine septra).

1.2 Isolation des cellules AT II

Les poumons sont émincés dans Sml de solution II (voir ci-dessus) additionnée de
806,45uM de DNAse I pendant Smin. Les activités de 1’élastase et de la DNAse sont
arrétées par 1’ajout de 5ml de SVF pur (sérum de veau feetal ou foetal bovine serum (FBS)).
La suspension cellulaire est ensuite mise sous agitation pendant Smin, puis filtrée a travers
2 gazes, puis deux filtres de 150um, et de 30um. Le filtrat est centrifugé pendant 10min a
800rpm, puis le culot est resuspendu dans du MEM [voir annexe 1]. Cette suspension
cellulaire est distribuée dans 3 pétris de bactériologie recouverts d’IgG rat (Sigma # [-4131)
et incubée de 30 a 60min dans un incubateur (5% CO,, 37°C), de fagon a éliminer les
macrophages encore présents. Cette technique d’adhérence permet d’éliminer des
macrophages (Dobbs et al. 1986). Le surnageant est ensuite récupéré et a nouveau
centrifugé (10min a 800rpm). Le culot cellulaire est alors resuspendu du MEM additionné
de 10% SVF et 367,9uM septra. Le comptage des cellules est fait a 1’aide d’un
hémacytométre, et le taux de mortalité est évalué a 1’aide d’une coloration au bleu trypan.
La technique de purification cellulaire des AT 1II a été vérifiée plusieurs fois (Dobbs et al.
1986 ; Jones et al. 1982 ; Brochiero et al. 2004). Elle permet d’obtenir une pureté d’au
moins 80% de pneumocytes II, nous ne l’avons re-testée a nouveau. Les AT II sont

cultivées pendant les trois premiers jours en MEM + Septra + 10%SVE. Au jour 3, le
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milieu est changé pour du MEM + 10% SVF. Les AT II sont utilisées au jour 4. Dans nos

expériences, les AT II ne subissent pas de passage.

2 Les modéles oxydants

2.1 Le modéle bléomycine

¢ Comme décrit dans le § 1.1, la bléomycine forme un réactif oxydatif avec le fer et
I’oxygene. Afin de se stabiliser, elle s’intercale dans la double-hélice d’ADN, provoquant
des ruptures de la chaine (Kemsley et al. 2003) et la production de ROS (reactive oxygen
species). La bléomycine induit donc un stress oxydatif qui permet de reproduire in vitro,
non seulement le stress oxydatif présent in vivo, mais aussi I’aspect 1ésionnel engendré par
sa capacité apoptotique (voir section Résultats § C.1 et figure 29B : effet toxique lors des
expériences de réparation).

¢ Une courbe dose-réponse de sensibilité¢ a la bléomycine (12,5-25-50-100-150 mU/ml)
dans le cadre d’une expérience de réparation épithéliale a été faite. Cela nous a permis de
déterminer les valeurs seuils, pour I’effet de toxicité. Les concentrations de 50 ou
100mU/ml de bléomycine, a 24h, seront utilisées dans les expériences subséquentes (voir

Résultats § C.1 et figure 29B).

2.2 Le modéle DMNQO

¢ Le DMNQ ou 2,3-dimethoxy-1,4-naphtoquinone interagit avec la chaine respiratoire
mitochondriale produisant des radicaux libres tel que 1’0", et le H,O,, et diminue la
concentration intracellulaire de GSH (Ross et al. 1986 ; Dypbukt et al. 1990 ; Floreani and
Carpenedo 1992). Le DMNQ (Sigma - Aldrich (St. Louis, MO, USA)) détériore 1’équilibre
«redox » et induit un stress oxydatif qui peut conduire & I’induction de I’apoptose
cellulaire.

¢ Une courbe dose-réponse de sensibilité au DMNQ (10-12,5-15uM) dans le cadre d’une
expérience de réparation épithéliale a été faite. Cela nous a permis de déterminer une valeur
seuil, pour I’effet de toxicité. Une concentration de 10uM de DMNQ, pendant 24h, sera
utilisée dans les expériences de migration (voir Résultats § C.2). Dans les expériences de
prolifération 2,5uM de DMNQ sera utilisé, pendant 24h, a cause de la faible densité

cellulaire, qui les rend hyper-sensible & tout agent ajouté.
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3 Le modéle dexaméthasone

¢ Comme décrit dans le § 1.3, le dexaméthasone (stéroide cortico-surrénal synthétique)
induit I’activation de génes portant 1’élément GRE en 5’ de leur promoteur, comme c’est le
cas des différentes sous-unités de ENaC.

¢ Le dexaméthasone est utilisé & 100nM car différentes équipes ont déterminé qu’a cette
concentration, son action est maximale sur ’activation de la transcription et le courant
amiloride-sensible (Champigny et al. 1994 ; Dagenais et al. 2006 ; Venkatesh and Katzberg
1997).

4 Procédures générales des travaux cellulaires

4.1 Mesure des courants impliqués dans la résorption cedémateuse (Ussing)

Les cellules AT II sont ensemencées a JO a raison de 4x10° cellules par filtre (4cm?, Costar
3412, Corning Life Sciences), dans du MEM + SVF + septra. A J2 les cellules peuvent étre
pré-traitées avec du dexaméthasone & 100nM, coté apical, dans du MEM + SVF. A I3 les
cellules sont traitées avec le DMNQ a 2,5 ou 10uM, la bléomycine a 50 mU/ml et/ou le
dexaméthasone a 100nM, c6té apical, dans du MEM + SVF. Aprés 24h de traitement (48h
de pré-traitement), a J4, les filtres sont déposés en chambre de Ussing, dans un gradient
sodium (apical [Na]= 141mM et basolatéral [Na]= 25mM), a 37°C. Le gradient sodium
oblige les cellules & former un influx sodium (apical vers basolatéral). Pour étudier
I’implication du courant amiloride-sensible dans le courant total, il est ajouté 10°M
d’amiloride c6té apical. Pour étudier le courant total ou amiloride-sensible, apicaux
uniquement, la membrane basolatérale est perméabilisée avec de 1’amphotéricine b a
7,5uM. Le logociel « Chart 5 » nous permet de suivre en direct I’application du potentiel de
membrane (mV) et la lecture de la résistance (Ohm), puis suite & un traitements des
données d’obtenir le courant (LA).

La chambre de Ussing a été développée par 1’équipe du Dr H.H. Ussing en 1958. Cette
chambre a été adaptée pour nos besoins et mise en place dans le laboratoire, par les Drs
Berthiaume, Brochiero et Grygorczyk. Elle consiste en deux chambres, apicale et
basolatérale, séparées par le filtre portant une monocouche cellulaire. 11 est appliqué une

différence de potentiel (U) de OmV, qui permet, lorsque le voltage est clampé a ImV de
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fagon intermittente, de mesurer la résistance (R) de la monocouche cellulaire en Ohm. Par
la loi de Ohm (U=RxI) il est alors possible de mesurer le courant de court-circuit (Isc) en

LA.

4.2 Mesure des processus de réparation épithéliale

4.2.1 Mesure de la réparation des plaies

A jour 0 (JO) les cellules AT II sont ensemencées a 10° cellules dans un pétri de 35mm de
diameétre dans 5ml de MEM + SVF + septra. A 12, les cellules peuvent étre pré-traitées si
nécessaire. A J3 les AT II forment une monocouche cellulaire possédant des jonctions
serrées (Cavanaugh, Jr. et al. 2001), des plaies y sont faites a 1’aide d’une pointe de pipette
de 10ul (Gilson). Le pétri est ensuite rincé avec du PBS, permettant 1’élimination des
cellules détachées. Le traitement peut alors étre ajouté. Aprés 30min, une photo est prise de
chaque plaie dans le milieu du pétri le long d’une ligne pré-tracée. A J4 et J5, soit 24 et 48h
post-plaies, une nouvelle photo est prise au méme endroit. La mesure de la fermeture de la
plaie est faite a 1’aide du calcul suivant : largeur de la plaie au temps X, divisé par largeur
de la plaie au temps 30min, multiplié par 100. Cette technique a été¢ mise au point dans la
laboratoire du Dre Brochiero (Trinh et al. 2007).

Le pré-traitement fait & J2, est le dexaméthasone (100nM) dans du MEM + SVF. Les
traitements sont la bléomycine & 12,5-25-50-100-150 mU/ml, le DMNQ (2,3-dimethoxy-
1,4-naphthoquinone) a 10-12,5-15uM et le déxaméthasone a 100nM dans du MEM + SVF.

Les expériences sont réalisées en duplicata sur les cellules provenant de 8 rats différents.

4.2.2 Mesure de la migration

Les cellules AT II sont ensemencées a JO & raison de 8x10° cellules par flask de 25mm?

dans 10ml de MEM + SVF + septra. A I3 les cellules sont trypsinées (trypsine 0,05%), puis
centrifugées 10min & 800rpm. Le culot est repris dans 2ml de MEM + SVF, puis comptées
a I’hémacytométre. La migration est mesurée a 1’aide d’une chambre de type Boyden. Les
cellules sont déposées sur des filtres transparents 33,6mm?, pores de 8um, préalablement
enduits sur la face inférieure du filtre de gélatine 100pg/mi, a raison de 100000 cellules par
250pul MEM par filtre. Les cellules sont traitées en méme temps qu’elles sont ensemencées
sur les filtres. Les traitements utilisés, sont la bléomycine & 25-50-100 mU/ml et le DMNQ

a 10uM, dans du MEM seul. La migration est évaluée sur une période de 24h.
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Donc 4 J4 ou J5 soit 24h ou 48h post-traitement, les cellules sont fixées au

paraformaldéhyde 4%, puis colorées au crystal violet (10mg + 8ml H,O + 2ml méthanol).
Les ‘cellules ayant migré sur la face inférieure du filtre, peuvent étre comptées au
microscope, grossissement 40X (5 champs minimum).

Les expériences sont réalisées en duplicata sur les cellules provenant de 8 rats différents.

4.2.3 Mesure de la prolifération

La prolifération cellulaire est estimée a partir de la mesure d’incorporation de thymidine
tritiée a I’ADN des cellules en croissance.

Les cellules AT II sont ensemencées a JO a raison de 150000 cellules par puits de plaque de
12, en MEM + SVF + septra. A J2 les cellules peuvent étre pré-traitées avec du
dexaméthasone & 100nM, dans du MEM + SVF. A J3 les cellules sont traitées avec la
bléomycine a 100 mU/ml, le DMNQ a 2,5uM et le dexaméthasone & 100nM, dans du
MEM complet + SVF, en présence de thymidine *H a 1pCi/ml.

A J4 soit apres 24h d’incorporation de thymidine 3H, le milieu est €liminé, les cellules sont
fixées 10min avec du TCA (trichloroacetic acid) 5%, puis rincées dans 3 bacs d’eau glacée,
puis lysées avec du NaOH 0,IN. Seule la radioactivité internalisée est ainsi comptée
(compteur a scintillation liquide (Liquid Scintillation Analyser Packard)), mesure des coups
par minute (cpm)) pour chaque puits). Un dosage protéique est réalisé pour chaque puits,
selon le protocole du fabricant du Coomassie Protein Assay Reagent (Pierce), afin de
normaliser nos expériences. Cette technique a été¢ mise au point dans la laboratoire du Dre
Brochiero (Trinh et al. 2007).

Les expériences sont réalisées en quadruple sur les cellules provenant de 8 rats différents.

C. Statistiques

Tous les résultats expérimentaux ont €té analysés par le logitiel Stat View — ANOVA a
’aide des fonction t-tests — repeated mesures ANOVA et ANOVA Post Hoc Test. Une

différence est dite significative lorsque le p<0,05.



CHAPITRE 3

RESULTATS
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A. Evaluation de Pimportance du canal ENaC lors de D’évolution des lésions

épithéliales et de I’cedéme pulmonaire, suite 2 un stress oxvdant, in vivo

Un stress oxydant élevé est une des caractéristiques des patients SDRA (Kietzmann et al.
1993 ; Kumar et al. 2000 ; Lamb et al. 1999 ; Lenz et al. 1999 ; Mathru et al. 1994 ;
Metnitz et al. 1999 ; Pacht et al. 1991). Entre autre, le stress oxydant agit sur la régulation
des courants ioniques impliqués dans la clairance des fluides alvéolaires (Haskell et al.
1994 ; Wang et al. 2000 ; Yue et al. 1995). Le stress oxydant induit aussi des lésions
épithéliales pulmonaires (Hay et al. 1991). Le modeéle de stress oxydant bléomycine utilisé
in vivo, permet d’obtenir un modele de la pathologie des patients SDRA (voir
Méthodologie § A.2.1).

Le modéle animal choisi, est la souris. Nous utilisons des souris génétiquement modifiées
pour le canal ENaC, afin de déterminer I'implication de ce canal dans I’évolution d’un
cedéme induit par un stress oxydant. Les souris ENaC -/- Tg+ ont été crées par le Dre

Hummler (Hummler et al. 1997) (voir Méthodologie § A.1).

Le Dr Hummler nous a fourni les souris de souche NMRI (Naval Medical Research
Institute), de génotypes sauvage (WT) et ENaC +/- Tg+. Des croisements ont €té effectués
pour obtenir les lignées WT et ENaC -/- Tg+.

Une souris femelle ENaC +/- Tg+ peut produire 4 types de gamétes :

ENaC+ (X)Tg+ ENaC+ (X)Tg- ENaC- (X)Tg+ ENaC- (X)Tg-

Une souris méle ENaC +/- Tg+ peut produire 4 types de gamétes :

ENaC+ (X)Tg+ ENaC+ (Y)Tg- ENaC- (X)Tg+ ENaC- (Y)Tg-



Lors de I’accouplement de ces souris, les croisements suivants peuvent avoir lieu :

femelle
ENaC+/- Tg+

Gamete ENaC+ (X)Tg+ ENaC+ (X)Tg- ENaC- (X)Tg+ ENaC- (X)Tg-
madle
ENaC+/- Tg+
ENaC+ (X)Tg+ | ENaC++ (XX)Tg+/+ |ENaC++ (XX)Tg+AENaC+- (XX)Tg++ENaC+- (XX)Tg+-
ENaC+ (Y)Tg-  |ENaCH+ (XY)Tg+/- ENaC+/- (XY)Tg+/-|ENaC+/- (XY)Tg-/-

ENaC- (X)Tg+

ENaC+/- (XX)Tg+/+

ENaC+/- (XX)Tgt/-

ENaC- (Y)Tg-

ENaC+/- (XY)Tg+-

ENaC+/- (XY)Tg-/-

Figure 16 : Tableau de croisements des souris ENaC +/- Tg+
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1/16° des animaux pourra étre WT (case verte ou ENaC+/+ Tg-/-), 1/16° des animaux

décédera dans les 40h suivant leur naissance (case rouge ou ENaC-/- Tg-/-) (Hummler et al.

1996) et 3/16e des animaux seront porteurs de la délétion (KO) pour ENaC et d’au moins

un copie du transgéne (cases oranges ou ENaC -/- Tg+).

Pour chacune des expériences décrites ci-dessous, 6 souris au minimum par génotype (WT

et ENaC-/- Tgt) et par condition auront été nécessaires.

Suite a I'utilisation de plusieurs techniques d’instillation intra-trachéale, nous avons choisi

celle qui est indolore pour les souris. Elle consiste en I’anesthésie de 1’animal, puis en

I’instillation intra-trachéale par la bouche, a 1’aide d’une seringue permettant une diffusion

en aérosol de la solution choisie (voir Méthodologie §A.2.1).
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1. Réponse a la bléomvycine

Nous évaluons, tout d’abord, I"effet de la bléomycine sur la survie des souris WT et ENaC -
/- Tg+.
Les souris WT présentent un taux de mortalité de 100% a 10 jours, alors que les souris

4émc

ENaC -/- Tg+ commencent & mourir vers le 1 jour. Cela démontre une sensibilité plus

grande des souris WT a la bléomycine, par rapport aux souris ENaC -/- Tg+. [Figure 17]

Nous avons ensuite testé I’impact de la bléomycine sur le poids des souris WT et ENaC -/-
Tg+.

Les souris WT et ENaC -/- Tg+ prennent du poids en condition contrdle, tandis qu’elles en
perdent progressivement au fur et & mesure des jours, a la suite de I’instillation de la
bléomycine (p<0,0001).

Les coinparaisons entre les deux groupes de souris sonf faites entre 3 et 9 jours. En effet,
les souris WT décédent le 10éme jour d’incubation de la bléomycine. Il est important de
noter que les souris WT perdent significativement plus de poids que les souris ENaC -/-
Tg+, entre 3 et 9 jours, en condition bléomycine (p<0,0001). [Figure 18]

Les souris WT et ENaC -/- Tg+ prennent du poids en condition contrdle, tandis qu’elles en
perdent progressivement au fur et a mesure des jours, 4 la suite de I'instillation de la

bléomycine (p<0,0001).

Puis, nous avons estimé le développement de 1’cedéme chez les souris WT et ENaC -/- Tg+.
Les comparaisons entre les souris WT et ENaC -/- Tg+ se font aux jours 3 4 9, en raison de
la mortalité des souris WT au jour 10. Il est important de savoir que le taux « Wet/Dry »
sans instillat, varie entre 4,5 et 5 (Arensman et al. 1977 ; Hummler et al. 1997 ; Mansour et
al. 1988). |

En présence de solution saline [=ctl], entre les jours 3 et 9, les souris ENaC -/- Tg+
présentent un taux « Wet/Dry » plus élevé que les souris WT (p=0,0002). Par contre, si les
deux groupes de souris développent un cedéme significativement plus important en
présence de bléomycine par rapport au salin (p<0,0001), il n’y a pas de différence
significative entre eux. Toutefois au 9¢me jour, chez les souris ENaC -/- Tg+ 1'cedéme
continue d’augmenter, tandis qu’il diminue chez les souris WT (p=0,0054). Alors que

survient cette diminution de I’cedéme chez les souris WT, elles décédent quand méme au
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jour 10. De plus, chez les souris ENaC -/- Tg+, en présence de bléomycine, I’cedéme se

résorbe graduellement aprés le jour 12. Puis il retourne a des valeurs proches du contréle,
au jour 16. Nous sommes surpris de constater que les souris ENaC -/- Tg+, que 1’on pensait
plus sensibles au développement de I’cedéme, a cause de la faible expression de ENaC,

soient finalement plus résistantes. |Figure 19]

Finalement, nous avons observé I’histologie des poumons des souris 9 jours aprés
I’instillation de solution saline ou de bléomycine. Les photos sont prises a un grossissement
125x et 500x, respectivement en haut et en bas.

Il est facile de constater qu’en présence de bléomycine, les alvéoles des souris WT
présentent un infiltrat protéique, un infiltrat leucocytaire et un ¢&paississement de

I’interstitium, par rapport aux souris instillées a la solution saline. [Figure 20]
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Figure 17 : Effet de 1a bléomycine sur la mortalité des souris WT et ENaC -/- Tg+

Les souris WT et ENaC -/- Tg+ [= Tg] sont instillées intra-trachéalement avec de la solution saline
(0,9%) [= ctl] ou de la bléomycine (4U/kg) [= bleo] a JO, pour 3 & 16 jours. La survie est vérifiée au
fur et a mesure de 1’expérience. (n=2-15 par groupe).
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Figure 18 : Effet de la bléomycine sur la variation de poids chez les souris WT et

ENaC -/- Tg+

Les souris WT et ENaC -/- Tg+ sont instillées intra-trachéalement avec de la solution saline (0,9%)
[= ctl] ou de la bléomycine (4U/kg) [= bleo] & JO, pour 3 & 16 jours. Le poids des souris est mesuré
le jour de leur euthanasie. (colonne noire = ctl, colonne grise = bleo ; n=6-15 par groupe).
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Figure 19 : Effet de la bléomycine sur le développement de ’cedéme chez les souris
WT et ENaC -/- Tg+

Le ratio Wet/Dry (poids mouillé/poids sec) permet d’estimer le développement de 1’cedeéme
pulmonaire. Les souris WT et ENaC -/- Tg+ sont instillées intra-trachéalement avec de la solution
saline (0,9%) [= ctl] ou de la bléomycine (4U/kg) [= bleo] & JO, pour 3 a 16 jours. Le poids des
poumons post-nécropsie et aprés 24h a 95°C, est calculé, permettant d’évaluer le rapport Wet/Dry.
(colonne noire = ctl, colonne grise = bleo ; n=6-9 par groupe).



62

Souris WT

solution saline bléomycine

Figure 20 : Effet de la bléomycine sur ’histologie chez les souris WT

Les souris ont été instillées a JO avec de la solution saline (0,9%) [= ctl], ou de la bléomycine
(4U/kg) [= bleo]. Les animaux ont été euthanasiés par surdose d’anesthésique a J9. Les poumons
ont été fixés a I’OCT (optimal cutting temperature), selon une pression de 20cm d’H,0O, et congelés
dans de I’azote liquide. Les photos sont faites avec un grossissement 125x et 500x, respectivement
en haut et en bas, a I’aide d’une coloration hematoxyline phloxine safran (HPS).
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2. Réponse au thiourea

Au vu des résultats inattendus, observés en présence de bléomycine, nous avons décidé
d’utiliser le thiourea. 11 induit un stress oxydant & la mitochondrie et le développement d’un
cedéme pulmonaire par lésion de I’endothélium pulmonaire (Cunningham and Hurley
1972). Chez les souris ENaC -/- Tg+, P'cedéme causé par le thiourea semble plus important
par rapport aux souris WT (Egli et al. 2004). Nous avons reproduit leur expériences,
vérifiant ainsi si les profils oxydatifs du thiourea [= th.40] et de la bléomycine, induisent le

méme profil cedémateux.

En condition contrdle, les souris ENaC -/- Tg+ développent globalement plus d’cedéme,
que les souris WT (p=0,03). D’autre part, les deux modéles de souris développent, en
présence de thiourea, un cedéme significativement plus important qu’en présence de
solution saline (p<0,0001). De plus, nous constatons une persistance de I’cedéme chez les

souris ENaC -/- Tg +, a 7h, par rapport aux souris WT (p=0,0036). [Figure 21]

3. Réponse a la dexaméthasone

Afin de moduler la résolution de I’cedéme alvéolaire, nous avons utilisé la dexaméthasone.
La dexaméthasone (dex) stimule la clairance par I’augmentation du transport de sodium,
possiblement via ENaC (voir Méthodologie § A.3). L’effet de la dexaméthasone sur le
développement cedémateux induit par la bléomycine est donc étudié.

Dans cette série d’expérience, lors de 1’injection du salin [= ctl], les souris ENaC -/- Tg+
développent plus d’cedéeme que les souris WT (p<0,0001). D’autre part, les souris WT
développent plus d’cedéme en condition bléomycine par rapport au contrdle (p<0,0001),
tandis que le dexaméthasone n’a pas d’effet significatif (p=0,6261). Pour les souris ENaC
-/- Tg+, la présence de bléomycine n’influe pas sur le développement de I’cedéme (i.e. non
significativement différent du salin) (p=0,5723). Finalement, il est important de noter que
ni les souris WT, ni les souris ENaC -/- Tg+ ne montrent une diminution de 1’cedéme induit
par la bléomycine, en présence de dexaméthasone (respectivement p=0,2383 et p=0,2268).

[Figure 22]
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Figure 21 : Effet du thiourea sur le développement de I’cedéme chez les souris WT et
ENaC -/- Tg+

Les souris WT et ENaC -/- Tg+ sont injectées intra-péritonéalement avec une dose de salin (0,9%)
[= ctl] ou de thiourea (40mg/kg) [= th.40] a JO. Elles sont euthanasiées aprés 4 ou 7h. Le poids des
poumons post-nécropsie, et apres 24h a 95°C, est mesuré, permettant de calculer le rapport
Wet/Dry. (colonne noire = ctl, colonne grise = th.40 ; n=4-6 par groupe).

salinit =+ - - - - - -

bleoit - + - + - + -

S iE | + . - + + - -

dex ip - - + + - - -+ .
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Figure 22 : Effet du dexaméthasone sur le développement de I’eedéme, en présence ou
non de bléomycine, chez les souris WT et ENaC -/- Tg+, a 7j

Les souris WT et ENaC -/- Tg+ sont instillées intra-trachéalement (it) a JO avec du salin (0,9%) ou
de la bléomycine (4U/kg) [= bleo]. Elles seront euthanasiées a J7. Elles sont, aussi & JO, injectées
intra-péritonéalement (ip) avec du salin (0,9%) ou du dexamétasone (0,5mg/kg) [= dex],
quotidiennement, pendant 7 jours. Le poids des poumons post-nécropsie et aprés 24h a 95°C, est
calculé, permettant de mesurer le ration Wet/Dry. (colonne noire = ctl, colonne grise = bleo,
colonne blanche = dex, colonne blanche et grise = bleo dex ; #=5-9 par groupe).
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B. Evaluation de I'importance du canal ENaC dans les transports ioniques dont

dépend la clairance des fluides, suite & un stress oxydant, in vifro

Les patients SDRA montrent une augmentation du taux de stress oxydant. Or celui-ci
modifie les courants ioniques impliqués dans la clairance des fluides alvéolaires (voir
Introduction § C.7). Le modéle de stress oxydant b'léomycine utilisé in vivo, permet de
reprendre les caractéristiques du stress oxydant et de la pathologie des patients SDRA.
Nous avons choisi d’utiliser cette méme bléomycine afin d’évaluer I’effet de son profil
oxydatif sur les courants ioniques, ir vitro.

In vivo, en présence d’un stress oxydant, les AT I sont la cible principale des lésions et
disparaissent (Geiser 2003). De plus, les cellules progénitrices, une sous-population des AT
II, assument la réparation de 1’épithélium et la clairance alvéolaire (Guidot et al. 2006).
Nous avons donc utilisé les AT II comme modéle cellulaire. Nous les avons soumises a un
stress oxydant afin d’évaluer l’influence de ce stress sur la régulation du courant, en

particulier du canal ENaC.

1 Réponse a la bléomycine

Les cellules AT II sont cultivées sur un filtre poreux de 4 cm?. Le filtre est déposé dans une
chambre de Ussing a J4, afin de mesurer les courants sodium transépithélial et apical de

court circuit. Des exemples sont montrés aux figures 23i et 231i.

L’impact de la bléomycine, en présence d’un gradient sodium, est mesuré sur le courant
transépithélial amiloride-sensible d’une part et sur le courant apical amiloride-sensible
d’autre part. Dans le premier cas nous utilisons une monocouche intacte de AT II, dans le
second une monocouche de AT II perméabilisée a I’amphotéricine B, en basolatéral.

Le traitement & la bléomycine ne modifie aucun des courants trans-épithéliaux et apicaux,
totaux et amiloride-sensibles (respectivement p=0,7338, p=0,3501, p=0,386 et p=0,8166),

par rapport aux conditions controles. [Figure 24]
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Figure 23 i: Exemple de courant sodium transépithélial en condition controle et

bléomycine (SOmU/ml)

Le courant transépithélial est mesuré en présence d’un gradient sodium, puis suite & |’obtention
d’un courant stable, la variation (A) du courant est mesurée avant et aprés |’ajout d’amiloride
(10pM).

/ Amiloride (10uM)
Courant {(UA / 4cm?) Courant (WA / 4cm?)
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Figure 23 ii : Exemple de courant sodium apical en condition controle et bléomycine

(S0mU/ml)

Le courant apical est mesuré en présence d’un gradiant sodium et de ’ampotéricine B (7,5uM) en
baso-latéral, puis suite a I’obtention d’un courant stable la variation (A) du courant est mesurée
avant et apres I’ajout d’amiloride (10pM).
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Figure 24 : Effet de la bléomycine sur (A) les courants transépithélial et apical totaux,

et sur (B) la variation des courants transépithélial et apical amiloride-sensibles, chez

les AT 11

Les AT 1I, en culture primaire sur filtre, sont soumises ou non, a la présence de 50mM de
bléomycine [= bleo] (apical), pour 24h. Les mesures sont faites en chambre de Ussing, comme

reporté dans les figures 23 i et ii (colonne noire = ctl, colonne grise = bleo ; #=9-11 par groupe).
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2. Réponse au DMNO

Le DMNQ (2,3-dimethoxy-1,4-naphthoquinone) produit un stress oxydant dans la cellule
(voir Méthodologie § B.2.2). L’utilisation de DMNQ nous permet d’évaluer I’effet d’un
stress oxydant connu in vitro sur les courants chez les AT II, et de comparer le profil
oxydatif obtenu avec celui de la bléomycine.

Le traitement DMNQ10 n’a pas d’effet significatif sur le courant transépithélial total
(p=0,2592). Par contre, il diminue le courant apical total (p=0,0446) par rapport a la
condition contrble [= ctl]. D’autre part, il ne diminue pas significativement le courant
amiloride-sensible transépithélial (p=0,0942). Par contre, il diminue le courant amiloride-

sensible apical (p=0,0004), par rapport a des filtres non-traités [= ctl]. [Figure 25]

3. Réponse au dexaméthasone

Les glucocorticoides stimulent la clairance alvéolaire par 1’augmentation du transport de
sodium et modulent le courant Isc amiloride-sensible. De plus, les effets du stress oxydant
et des glucocorticoides semblent étre imbriqués sur le canal ENaC (voir Méthodologie §
A.3). Nous étudions donc I'impact du dexaméthasone, sur les courants produits par les AT
11, en présence ou non de bléomycine.

1l est trés net que la présence de dexaméthasone augmente les courants transépithélial et
apical totaux et apical amiloride-sensible (p=0,0009, p<0,0001 et p=0,0003 respectivement)
par rapport aux conditions contrdles. Par contre ce n’est pas le cas pour le courant
transépithélial amiloride-sensible (p=0,2715). D’autre part, cette augmentation en présence
de dexaméthasone et de bléomycine est aussi significative pour les courants transépithélial
et apical totaux et apical amiloride-sensible, par rapport a la bléomycine (p=0,0112,
p=0,0023 et p=0,0002). Par contre ce n’est pas le cas pour le courant transépithélial
amiloride-sensible (p=0,9189). [Figure 26]
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Figure 25 : Effet du DMNQ sur (A) les courants transépithélial et apical totaux, et sur
(B) la variation des courants transépithélial et apical amiloride-sensibles, chez les AT
1

Les AT TI, en culture primaire sur filtre, sont soumises a la présence de 10pM de DMNQ [=
DMNQI10] (apical), pour 24h. Les mesures sont faites en chambre de Ussing. (colonne noire = ¢tl,
colonne grise = DMNQ10 ; #=8-9 par groupe).
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Figure 26 : Effet du dexaméthasone sur (A) les courants transépithélial et apical

totaux et sur (B) la variation des courants transépithélial et apical amiloride-sensibles,

en présence ou non de bléomycine, chez les AT I1

Les AT 11, en culture primaire sur filtre, sont traitées ou non avec 100nM de dexaméthasone [= dex]
et/ou 50mU/ml de bléomycine [= bleo] (apical), pour 24h. Les mesures sont faites en chambre de
Ussing (colonne noire = ctl, colonne grise = bleo, colonne blanche = dex, colonne blanche et grise =
bleo dex ; #=9-11 par groupe).
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C. Evaluation de Pinfluence du stress oxydant sur les processus de réparation

épithéliale, in vitro

Le SDRA est un syndrome dont I’une des étapes majeures est le développement de l1ésions
pulmonaires (voir Introduction § C). Au niveau alvéolaire, les AT II ont la charge de
restaurer 1’architecture normale des alvéoles (voir Introduction § B.2.1).

D’autre part, les patients SDRA montrent une augmentation du taux de stress oxydant (voir
Introduction § C.7). En présence d’un stress oxydant tel le H,O,, le taux de prolifération
des AT II augmente, signe probable d’une phase de régénération (Sigaud et al. 2005). Le
modele de stress oxydant bléomycine, nous permet de reprendre les caractéristiques du
stress oxydant présent chez nos souris in vivo et chez les patients SDRA (voir
Méthodologie § A.2.1). La bléomycine qui induit des lésions épithéliales in vivo, suite a un
stress oxydant (Hay et al. 1991), va-t-elle augmenter ou diminuer les processus de

réparation in vitro?

1. Réponse a la bléomycine

Nous avons donc choisi d’étudier plusieurs des phénomenes de réparation des AT II en
présence de bléomycine, dont la fermeture des plaies dans un premier temps. [Figures 27 et
28]

La bléomycine inhibe la fermeture des plaies de fagon dose et temps dépendants
(p<0,0001). En effet, des doses croissantes de bléomycine ralentissent de fagon graduelle la
fermeture des plaies. Une dose de 50mU/ml devient toxique a partir de 48h, tandis qu’une
dose de 150mU/ml est toxique dés 24h (i.e. la courbe s’infléchie vers le bas). De méme
chaque dose de bléomycine prévient la fermeture des plaies au fur et a mesure du temps.
[Figure 29 B] |

La réparation est composée de plusieurs mécanismes (voir Introduction § B.2.1 et C.6),
dont la migration et la prolifération cellulaires. Nous étudions d’abord la migration des AT
IT en présence de différentes doses de bléomycine.

La bléomycine inhibe la migration de fagon dose-dépendante (p<0,0001). Cette inhibition
n’est pas accentuée dans le temps pour aucune des doses de bléomycine. [Figure 30]

Nous nous penchons ensuite sur le mécanisme de prolifération des AT II, en présence de

différentes doses de bléomycine.
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Le taux d’incorporation de thymidine *H est maximal a la dose de 50mU/ml de bléomycine

(i.e. p (bleo50 vs bleo100) = 0,0679), donc I’inhibition semble étre maximale suite a 1’ajout

de 50mU/ml de bléomycine. La bléomycine inhibe la prolifération des AT II de 75%
environ (p<0,0001). [Figure 31]
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Figure 27 : Mise en place du modéle de fermeture de plaies sur une monocouche de

AT II, en condition contréle, aux temps 30min, 24h et 48h
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Figure 28 : Fermeture de plaies en condition contrdle sur les AT II

A 24h, les cellules AT Il ferment la plaie de 54%, et de 98% a 48h.
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Figure 29 A : Effet de la bléomycine sur la fermeture de plaies, sur des AT II
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Figure 29 B : Effet de doses croissantes de bléomycine sur la réparation des plaies

mécaniques sur des AT 11

Une monocouche de AT II en culture primaire, a ét€ 1ésée mécaniquement. Différentes doses de
bléomycine [= bleo] ont été ajoutées au moment de la 1ésion (12,5 ; 25 ; 50 ; 100 ; 150 mU/ml). La
réparation des plaies a été mesurée apres 24, 36 et 48h (n=8 par groupe).
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Figure 30 : Effet de la bléomycine sur la migration des AT II a 24 et 48h

Les AT II en culture primaire sont trypsinés, déposés dans une chambre de type Boyden (filtre,
pores 8um), préalablement recouverts de gélatine sur la face inférieure. La migration est mesurée
aprés 24 et 48h. Elle est comparée dans des conditions contrdle [= ctl] et bléomycine [= bleo] (25 ;
50 ; 100pU/ml). (colonne noire = ctl, colonne grise claire = bleo 25, colonne grise moyenne = bleo
50, colonne grise foncée = bleo 100 ; #=8 par groupe).
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Figure 31 : Effet de la bléomycine sur la prolifération des AT II
La prolifération est estimée par la mesure de I’incorporation de thymidine tritiée dans les AT II en
culture primaire, sous-confluente. L’incorporation de thymidine *H est évaluée aprés 24h. Elle est

comparée dans des conditions contrdle [= ctl] et bléomycine [= bleo] (50 et 100mU/ml). (colonne
noire = ctl, colonne grise moyenne = bleo 50, colonne grise foncée = bleo100 ; =14 par groupe).



75
2. Réponse au DMNO

Le DMNQ (2,3-dimethoxy-1,4-naphthoquinone) produit un stress oxydant. Par la
dérégulation de la chaine respiratoire mitochondriale (voir Méthodologie § B.2.2). Le
DMNQ nous permet de tester I’impact ce type de stress oxydant sur les mécanismes de
réparation des AT II. Les doses croissantes de DMNQ ralentissent graduellement la
fermeture des plaies. Une dose de 15uM est toxique des 24h (i.e. la courbe s’infléchie vers
le bas). D’autre part, chaque dose de DMNQ restreint la fermeture des plaies a mesure que
le temps passe. Le DMNQ inhibe la fermeture des plaies de fagon dose et temps dépendant
(p<0,0001). [Figure 32]

Comme pour I’étude des mécanismes de réparation en présence de bléomycine, nous
évaluons ensuite les mécanismes de migration. Cette étude se fait en présence d’une dose
de 10uM de DMNQ), choisie pour son effet inhibiteur sans toxicité (voir Figure 32).

Le pourcentage d’inhibition de la migration par le DMNQ & 10uM est maximal dés 24h
(i.e. p (DMNQ10 24h vs DMNQ10 48h) non significatif). Le DMNQ inhibe la migration de
90% environ (p<0,0001). [Figure 33]

Nous étudions ensuite sur le mécanisme de prolifération des AT II, en présence d’une dose
de 2,5uM de DMNQ. En effet, les cellules AT II pour I’expérience de prolifération doivent
étre utilisées en condition sous-confluente, cela les rend trés sensible aux agents ajoutés.
Une dose de 10pM induit une mortalité de quasiment 100%.

Le DMNQ, a une dose de 2,5uM, qui a pas ou peu d’effet cytotoxique, inhibe la
prolifération des AT II de 85% environ (p<0,0001). [Figure 34]
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Figure 32 : Effet de doses croissantes de DMNQ sur la réparation des plaies
mécaniques sur des AT II

Une monocouche de AT II en culture primaire, a été lésée mécaniquement. Différentes doses de
DMNQ ont été ajoutées au moment de la 1ésion (10 ; 12,5 ; 15uM). La réparation des plaies a été
mesurée apres 24, 36 et 48h (n=5 par groupe).
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Figure 33 : Effet du DMNQ sur la migration des AT II a 24 ¢t 48h

Les AT II en culture primaire sont séparées en présence de trypsine, déposées dans une chambre de
type Boyden (filtre, pores 8um), préalablement recouverts de gélatine sur la face inférieure. La
migration est mesurée aprés 24 et 48h. Elle est comparée dans des conditions controle [= ctl] et
DMNQ (10pM) [= DMNQI10]. (colonne noire = ctl, colonne grise = DMNQ10 ; »=8 par groupe).
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Figure 34 : Effet du DMNQ sur la prolifération des AT 1I

La prolifération est estimée par la mesure de I’incorporation de thymidine tritiée dans les AT Il en
culture primaire, sous-confluente. L’incorporation de thymidine *H est évaluée aprés 24h. Elle est
comparée dans des conditions contréle [= ctl] et DMNQ (2,5uM) [= DMNQ2,5]. (colonne noire =
ctl, colonne grise = DMNQ?2,5 ; n=8 par groupe).



78

3. Le modéle dexaméthasone

Le stress oxydant (Geiser et al. 2004), mais aussi les glucocorticoides (Nguyen and
Simpson-Haidaris 2000 ; Wadsworth et al. 2006), influencent la reconstruction de
I’épithélium 1€sé. In vitro, en pré-traitement sur AT II, le dexaméthasone permet de vérifier
s’il est possible de contrecarrer 1’effet néfaste de la bléomycine sur la réparation.

Dans cette série d’expériences, en condition contrdle [= ctl], la fermeture des plaies est de
75% a 24h et de 100% a 48h. Elle est donc croissante dans le temps (p=0,0011). La
bléomycine inhibe la fermeture des plaies a 24 et 48h (p=0,004 ; p=0,0003). D’autre part, le
dexaméthasone en présence de bléomycine augmente I’inhibition de fermeture due a la
bléomycine, quelque soit le temps étudié (p=0,0005 ; p<0,0001). [Figure 35]

Nous abordons ensuite le mécanisme de prolifération des AT II. Nous évaluons I’effet de la
bléomycine et/ou du dexaméthasone sur I’incorporation de thymidine *H.

Nous avons d’abord vérifié que la bléomycine inhibe la prolifération des AT II, en effet
dans cette expérience I’inhibition est de 70% (p<0,0001). Par contre, le dexaméthasone
augmente la prolifération des AT II de 41% (p<0,0001). Toutefois le dexaméthasone ne
peut renverser 1’effet inhibiteur de la bléomycine (p=0,1192). [Figure 36]
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Figure 35 : Effet de la bléomycine et du dexaméthasone sur la réparation des plaies
mécaniques sur des AT II

Une monocouche de AT II en culture primaire, a été lésée mécaniquement. Le dexaméthasone
(100nM) [= dex] a été ajouté 24h avant les lésions et renouvelé le jours des lésions. La bléomycine
(50 mU/ml) [= bleo] a été ajoutée au moment de la 1ésion. La réparation des plaies a été mesurée
aprés 24 et 48h. (colonne noire = ctl, colonne grise = bleo, colonne blanche = dex, colonne blanche
et grise = bleo dex ; n=6 par groupe).
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Figure 36 : Effet de la bléomycine et du dexaméthasone sur la prolifération des AT II

La prolifération est estimée par la mesure de I’incotporation de thymidine tritiée dans les AT Il en
culture primaire, sous-confluente. L’incorporation de thymidine *H est dosée a 24h. Elle est
comparée dans des conditions contréle [= ctl], bléomycine (50mU/ml) [= bleo] et dexaméthasone
(100nM) [= dex]. (colonne noire = ctl, colonne grise = bleo, colonne blanche = dex, colonne
blanche et grise = bleo dex ; #=8 par groupe).
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Le syndrome de déficience respiratoire aigué¢ ou SDRA, se développe suite a diverses
pathologies comme une septicémie ou un traumatisme thoracique. Il comprend trois phases.
La premiére phase dite exsudative, est induite par des lésions de 1’¢épithélium pulmonaire.
Elle est caractérisée par un infiltrat neutrophilique, un cedéme alvéolaire riche en protéines,
une diminution de la synthése et du renouvellement du surfactant et la présence de
membranes hyalines. La barriére alvéolo-capillaire endommagée provoque une diminution
de la régulation des flux ioniques et aqueux, induisant le développement d’un cedéme, qui a
son tour diminue les échanges gazeux. Tout ceci est associé & une inflammation. Les
lésions et I’inflammation contribuent au déréglement de 1’équilibre oxydants / antioxydants
en faveur des oxydants. En effet, plusieurs équipes ont mis en évidence ce déséquilibre, a la
fois par une augmentation de la production de ROS (Kietzmann et al. 1993 ; Kumar et al.
2000 ; Lamb et al. 1999 ; Lenz et al. 1999 ; Mathru et al. 1994 ; Metnitz et al. 1999 ; Pacht
et al. 1991) et la diminution du taux d’antioxydants (Haddad et al. 2000;Metnitz et al.
1999). La seconde phase dite proliférative, se met en placé dans le but de réparer
I’épithélium endommagé et d’endiguer I’efflux cedémateux. Elle consiste en une
hyperplasie et métaplasie des pneumocytes I, une prolifération des myofibroblastes, des
fibroblastes dans les septas interalvéolaires et les espaces alvéolaires, et des cellules
endothéliales. Finalement la troisiéme phase dite fibrosante, montre une fibrose des zones
inter-alvéolaires, alvéolo-capillaires, des alvéoles et des conduits alvéolaires. Ce
« nouveau » tissu a été formé dans le but de réparer les dommages épithéliaux (phase 2),
malheureusement les mécanismes permettant la création de ce tissu cicatriciel se
dérégulent. Ce tissu fibreux s’il reforme la structure globale de 1’alvéole, empéche la
résolution de la fibrose intra-alvéolaire et interstitielle, entrainant des anomalies des

échanges gazeux. (voir Introduction § C.4).

Nous avons souhaité étudier les mécanismes impliqués dans le développement de 1’cedéme
et a la réparation des lésions épithéliales dans le syndrome SDRA. Pour se faire, nous
avons mis en place un modeéle murin avec instillation intra-trachéale d’un agent oxydant, la
bléomycine. La bléomycine permet I’induction d’un stress oxydant occasionnant des
lésions épithéliales associées au développement d’un cedéme, puis a la mise en place d’une
fibrose (Bellet-Barthas et al. 1983 ; Hay et al. 1991 ; Karmouty-Quintana et al. 2007 ;
.Thrall et al. 1979). Cela conduit au développement de phases comparables a celles
retrouvées dans le SDRA (Holley et al. 2007 ; Shimabukuro et al. 2003).
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D’autre part, souhaitant étudier les processus influengant la résolution de la clairance de
I’cedéme, nous nous sommes penchés plus particulierement sur I'implication du canal
ENaC. Il est connu que le canal ENaC est nécessaire a la réabsorption des fluides
alvéolaires. En effet, les souriceaux dépourvus de ENaC (souris knock-out pour le géne
ENaC), incapables d’éliminer le liquide alvéolaire & la naissance, décédent aprés 40h
(Hummler et al. 1996). De méme, ENaC semble aussi indispensable chez le rat adulte afin
d’éliminer le liquide alvéolaire exogéne (Li and Folkesson 2006). Afin d’étudier le réle du
canal ENaC dans les pathologies ou il pourrait étre fortement impliqué, des souris
transgéniques exprimant plus faiblement ENaC ont été créées par 1’équipe du Dre Hummler
(Hummler et al. 1997).

Ces animaux nous permettent d’évaluer I’impact d’une faible expression de ce canal, sur
I’évolution des mécanismes liés & I’cedéme (Matthay et al. 2002 ; Matthay et al. 2005) et &
la réparation des l1ésions épithéliales (Chifflet et al. 2005 ; Grifoni et al. 2006), en présence
d’un stress oxydant, in vivo. L’étude a été étendue in vitro, afin d’évaluer I’effet du stress
oxydant sur les transports sodiques dont dépend la clairance alvéolaire (DuVall et al. 1998 ;
Hu et al. 1994 ; Jovanovic et al. 2001 ; Xu and Chu 2007), et sur les processus de
réparation de 1’épithélium alvéolaire (Geiser et al. 2004 ; Sigaud et al. 2005).

A. Evaluation de Dl’importance du canal ENaC lors de I’évolution des lésions

épithéliales et de I’cedéme pulmonaire, suite a un stress oxydant, in vivo

SDRA et réle du canal ENaC

L’étude du SDRA est rendue possible, in vivo, par l’instillation intra-trachéale de
bléomycine & des souris. La bléomycine est une molécule qui en induisant le clivage de
I’ADN (Kemsley et al. 2003), conduit a la formation de radicaux oxydants (Lee et al. 2005
; Wallach-Dayan et al. 2006). La clairance du fluide alvéolaire (Egli et al. 2004 ; Modelska
et al. 1999 ; Sakuma et al. 2000) et la création/entretien des 1ésions de 1’épithélium (Janssen
et al. 1993 ; Sigaud et al. 2005 ; Wallach-Dayan et al. 2006) powrraient étre les cibles du

stress oxydant produit par la bléomycine.
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Nous avons souhaité savoir si une présence plus faible d’ENaC modifie la résolution de
I’cedéme. Nous avons utilisé les souris transgéniques de deuxieme génération, du Dre
Hummler. Le géne ENaC a été secondairement ajouté, aux souris KO pour ce géne, sous
forme d’un transgéne, sous controle du promoteur CMV. Ces souris, nommées ENaC -/-

Tgt, expriment faiblement le canal ENaC (Hummler et al. 1997).

Roéle du canal ENaC lors d’un stress oxydant

Les souris ENaC -/- Tg+ nous fournissent donc un modéle d’étude du rdle du canal ENaC
dans la clairance alvéolaire, en présence d’un stress oxydant (bléomycine).

La bléomycine instillée intra-trachéalement aux souris sauvages (WT) reproduit les
premieres étapes du SDRA. Les mesures de « wet/dry » nous permettent de constater la
mise en place d’un cedéme dés le septiéme jour (p>0,0001) [Figure 19]. Des coupes
histologiques de poumons issus de souris WT, traitées a la bléomycine pendant 9 jours,
montrent la présence de 1’épaississement de I’interstitium alvéolaire, une augmentation de
I’infiltrat leucocytaire, ainsi que la présence d’un exsudat protéique, par rapport aux souris
traitées en condition contréle [Figure 20]. Chez les souris ENaC -/- Tg+, I’on voit aussi le

6éme J our

développement d’un cedéme dés 7 jours, qui persiste & 9 jours et diminue au 1
[Figure 19]..

Nous utilisons des souris males dont la maturité sexuelle arrive a 8§ semaines. Il est donc
possible que des variations dues au systéme hormonal interfére avec nos résultats. Je n’ai
cependant, pas constaté de variation dans la réponse au traitement entre les souris agées de
7 et 9 semaines. Des expériences a 6 et 10 semaines pourraient étre faites afin de confirmer
ces données.

Nous constatons premiérement que la bléomycine induit la formation d’un cedéme chez les
souris. Deuxiémement, contrairement & ce que nous pension.s, les souris ayant une plus
faible présence du canal ENaC initiale, non seulement ne sont pas plus sensibles que les
souris WT, mais sont plus résistantes. Nous sommes donc particuliérement surpris par ces
résultats, d’autant plus que deux équipes (Egli et al. 2004 ; Olivier et al. 2002) semblent
montrer que les souris transgéniques, soumises a un stress oxydatif, ont un transport

sodique diminué, une clairance alvéolaire insuffisante et une augmentation de 1’cedéme,

persistant dans le temps. Ce qui vient immédiatement a 1’esprit est que le profil oxydatif
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induit par les différents stress oxydants, peut ne pas étre le méme. D’autre part, il peut y
avoir eu, lors de la formation de notre colonie, une dérive génétique, impliquant une
réponse au stress oxydant différente.

Nous avons testé ces hypothéses en utilisant le thiourea, stress oxydant employé par
’équipe du Dr Scherrer (Egli et al. 2004). Le thiourea agit premiérement sur la chaine
respiratoire de la mitochondrie. Cela provoque sur le tissu pulmonaire, le développement
d’un cedéme par lésion de I’endothélium (Cunningham and Hurley 1972). En effet, le
thiourea pris en charge par les enzymes mitochondriales, produit un réactif acide. Ce
réactif peut ensuite réagir avec GSH (glutathione) pour former du GSSG (oxidized GSH) et
régénérer le thiourea. En présence de GSH réductase, un cycle d’oxydo-réduction est
induit, produisant un stress oxydant (Onderwater et al. 1998). Un des effets secondaires
directs, est la formation de liaisons covalentes aux protéines, empéchant leur

fonctionnement naturel (Onderwater et al. 1999).

R-SH R-80K .
R Agthention

Figure 37 : Représentation schématique du concept de la bio-activation du thiourea,
par le FMO (flavin-containing monooxygenases) et par la détection du potentiel

alkylant des métabolites de ces composés (Onderwater et al. 1999)

Effectivement, dans notre expérience avec le thiourea, le stress oxydant provoque un
cedeéme chez les souris ENaC -/- Tg+, qui persiste dans le temps par rapport aux souris WT
[Figure 21]. Ces résultats concordent avec ceux du Dr Scherrer, éliminant ainsi la
possibilité d’une dérive génétique chez nos animaux. La persistance dans le temps a aussi

¢été constatée a 9 jours, en présence de bléomycine. En effet, a J9, les souris WT montraient
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une résorption de 1’cedéme par rapport au souris ENaC -/- Tg+ [Figure 19]. Nous pouvons

en déduire que le profil oxydatif induit par la bléomycine comme par le thiouréa, aboutit a
la formation d’un cedéme persistant chez les souris ENaC -/- Tg+ par rapport aux souris
WT.

Par ailleurs, il semble aussi que la résolution de I’cedéme ne soit pas liée a la survie de
’animal, puisque les deux souches meurent suite a l’initiation de la résolution de 1’cedéme.

En effet, les souris ENaC -/- Tg+ commencent a décéder vers le 14%™

jour, alors que toutes
les souris WT sont décédées dés le 10°™ jour [Figure 17]. Parallélement & 1’évolution du
taux de mortalité, nous observons une perte de poids plus importante, suite a 1’instillation
de bléomycine, chez les souris WT [Figure 18]. Il a déja été montré que I'instillation de

bléomycine induit une perte de poids chez 1’animal (Genovese et al. 2005).

Quelles autres hypothéses s’offrent a nous expliquant la meilleure survie des souris
transgéniques ?

Il est tout d’abord possible de penser qu'une perte de poids plus faible chez les souris
transgéniques, leur permet de supporter plus longtemps les maux provoqués par le stress
oxydant [Figure 18]. Cette moindre perte de poids pourrait s’expliquer par une
inflammation moins élevée. Il est possible que la bléomycine induise un stress oxydant
moindre dans les souris transgéniques. Des expériences mesurant I’ampleur de ce stress
seraient nécessaire afin de démontrer ce phénomene. L’évaluation de la quantité des
protéines oxydées dans le lavage broncho-alvéolaire pourrait étre faite par
immunodétection. Il est aussi possible que les animaux soient plus résistants au stress
oxydant. Ceci est plausible puisqu’il existe un biais de sélection a la naissance de ces
souris. En effet, 50% des souris transgéniques meurent dans les 15 premiers jours. Une plus
faible expression de ENaC induit une acidose métabolique, une élimination urinaire accrue
des sels, et un retard de croissance. Seules les souris capables d’avoir une réponse
régulatrice ré-équilibrante survivent (50%) (Hummler et al. 1997). Quelque soit la raison
du différentiel en perte de poids, le niveau d’inflammation pourra étre dosé localement et
de fagon systémique.

Il est également surprenant que les souris transgéniques n’aient pas une augmentation plus
importante de I’cedéme [Figure 19]. Ceci pourrait peut-étre s’expliquer par une absence de

la modulation de [’expression du canal ENaC. En effet, nos résultats et ceux du Dr
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Folkesson (Dagenais et al. 2004 ; Dagenais et al. 2005 ; Folkesson et al. 1998), ont

démontré que le niveau des ARNm et protéine d’ENaC diminuent en présence de lésions et
d’inflammation. Nous nous attendrions alors a ce que leur niveau diminue dans le poumon.
Mais puisque le canal ENaC transgénique ne posséde pas les séquences régulatrices 3°UTR
du canal sauvage, il est possible que le stress oxydant induit par la bléomycine, ne puisse
agir sur la régulation du transgéne ENaC. Cela conduirait & une présence minimum, mais
persistante du canal ENaC chez les souris ENaC -/- Tg+, en présence d’un stress oxydant.
Cette présence serait suffisante pour assurer une clairance des fluides cedémateux, liée a
une survie plus longue des souris et une absence d’augmentation importante de 1’cedeme,
par rapport aux souris WT. D’autre part les équipes des Drs Hummler et Scherrer (Egli et
al. 2004;Olivier et al. 2002) montrent un transport sodique diminué par rapport aux souris
WT. Donc, méme si ENaC est impliqué dans la clairance des fluides alvéolaires, d’autres
canaux sodiques sont treés certainement touchés. L’absence de régulation du transgéne
ENaC est vérifiable en comparant les taux d’ARNm et de protéines d’ENaC présents dans
les poumons des souris WT et transgéniques, en condition contrdle et bléomycine.

Comme nous I’avons signalé plus haut, d’autres transporteurs du sodium pourraient étre
régulés. Ce peut étre a la membrane basolatérale : la pompe NaKATPase, le cotransporteur
NaK2Cl et I’antiporteur Na'/H'. Ce peut aussi étre au niveau de la membrane apicale :
canaux non-sélectifs aux cations, le canal CNG1 et les cotransporteurs Na'/glucose,
Na'/acide aminé et Na'/phosphate. L hypothése de la pompe NaKATPase a été étudiée par
plusieurs équipes (Azzam et al. 2002 ; Factor et al. 1998 ; Factor et al. 2000 ; Looney et al.
2005) 11 est méme possible que des transporteurs non-sélectifs aux cations soient impliqués.
D’autant que, in vivo, les canaux amiloride-sensibles hautement sélectifs au sodium (HSC)
ne représentent que 13% du courant sodium entrant, tandis que les canaux amiloride-
sensibles non-sélectifs au sodium (NSC), en représentent 50% dans les AT Il de rat
(Shlyonsky et al. 2008).

D’autre part, en reprenant I’hypothése du biais de sélection des souris & la naissance, il est
aussi possible que la résistance soit liée a un différentiel dans le bagage génétique
concernant la régulation des flux. Ce nouveau « bagage » permettrait I’absorption du
sodium et des fluides par d’autres mécanismes que le canal ENaC. Les souris ainsi
obtenues, seraient donc plus capables que les souris WT, d’adapter la réponse ionique en
cas de stress. Des inhibiteurs ou activateurs d’autres de transporteurs ioniques pourraient

étre utilisés, ainsi des modulateurs des transporteurs potassiques pourraient étre utilisés.
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Une derniére hypothése soulevée est amenée par la constatation que I’inhibition du canal
ENaC induit une hypertension, associée a [’augmentation de la concentration d’aldostérone
chez les souris transgéniques (Hummler et al. 1997). L’aldostérone est activée par
’angiotensine II, le potassium, I’ACTH (adreno-cortico-trophic hormone hypophysaire) et
’endothéline 1. DD’autre part, les patients SDRA ont une activité du systéme rénine-
angiotensine (RAS) plus élevé dans le lavage broncho-alvéolaire, et plus faible dans le
sang, que la norme (Idell et al. 1987b). Il est donc probable que nos souris transgéniques
aient une modification de I’équilibre du RAS. De plus, les études portant sur le RAS
semblent indiquer qu’il module le développement de 1’ALI (acute lung injury) et du SDRA
(Imai et al. 2005 ; Kiely et al. 1997 ; Kuba et al. 2005 ; Victorino et al. 2002 ; Wosten-van
Asperen et al. 2008 ; Xu et al. 1998 ; Yamamoto et al. 1997). A la connaissance de ces
données, il est possible de penser que la modification de la régulation du RAS chez les

souris transgéniques soit en partie liée a leur résistance au développement d’cedeme.

Une autre fagon d’étudier le r6le du canal ENaC dans la clairance des fluides alvéolaires
lors d’un stress oxydant, a été de tenter de moduler son expression. L’utilisation de
stéroides semblait particuliérement intéressante car ils sont un puissant agent modulateur
d’ENaC et possédent également des propriétés anti-inflammatoires. Cela rend cette étude
attrayante du point de vue d’un traitement potentiel du SDRA.

Les glucocorticoides agissent globalement en réduisant 1’inflammation et les dommages
cellulaires par deux mécanismes : directement en se liant au site consensus GRE
(glucocorticoid response element) qui active la transcription génique, et indirectement par
interaction avec d’autres protéines nucléaires (Tsai and O'Malley 1994). De fagon plus
spécifique, ils peuvent stimuler la clairance alvéolaire par 1’augmentation du transport de
sodium (Folkesson et al. 2000), ou prévenir I’effet négatif du stress oxydant sur la clairance
(Guney et al. 2007a). Sans compter que les glucocorticoides agissent, en plus, précocement
(augmentation du courant Isc amiloride-sensible) et tardivement (augmentation de I’ARNm
de aENaC) sur la régulation du canal ENaC (Chow et al. 1999 ; Dagenais et al. 2001 ;
Sayegh et al. 1999). Malheureusement, chez les deux groupes de souris, la dexaméthasone
ne réduit pas I’edéme induit par la bléomycine [Figure 22]. Nos résultats sont en accord
avec les essais cliniques effectués sur une cohorte de 180 patients. Essentiellement cette

étude montre une amélioration des caractéristiques respiratoires et sanguines, mais pas du
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taux de mortalité, en présence de stéroides. D’ailleurs, les stéroides augmentent ce taux

pour les patients recrutés aprés le 15 jour de SDRA (Steinberg et al. 2006).

11 semble donc que soit (a) la dexaméthasone ne stimule pas assez la clairance, soit (b) que
la stimulation de la clairance d’un épithélium lésé ne soit pas suffisante a la diminution de
I’cedéme. En effet, si I’épithélium est 1ésé, il y a un efflux continu d’exsudat plasmatique,
que seule la réparation, et si possible la ré-épithélialisation peuvent endiguer.

Une trop faible stimulation de la clairance (a) semble peu vraisemblable car plusieurs
¢tudes montrent 1’efficacité au moins partielle de la dexaméthasone en présence d’un stress
oxydant. D’une part, la dexaméthasone augmente la clairance alvéolaire, suite a la
stimulation du courant sodique et de I’expression du transporteur NaKA'TPase et du canal
ENaC, en conditions basales ou hypoxiques (Folkesson et al. 2000 ; Guney et al. 2007a).
D’autre part, la dexaméthasone reverse partiellement I’effet inhibiteur du H,O, sur
I’expression des variantes a, et a; de ENaC (Xu and Chu 2007). La dexaméthasone attenue
aussi |’cedéme induit par 1’ozone chez le cobaye (Toward and Broadley 2002).

Le fait que la réparation des lésions soit une nécessité afin de résorber ensuite 1’cedéme
efficacement (), semble plus plausible. En effet, si les cellules qui assurent la régulation
des transports ioniques et donc la clairance des fluides alvéolaire, sont lésées, elles ne sont
pas aptes a remplir leur fonction. D’autre part, les AT II progénitrices sont en charge de la
réparation de 1'épithélium. C’est a dire qu’elles sont dédifférenciées afin de pouvoir assurer
les mécanismes de migration et prolifération. 1l semble alors difficile d’assumer en plus, la
régulation du transport des ions et des fluides. Il aurait été possible de mesurer la
perméabilité alvéolaire in vivo (Vivona et al. 2001). Nous aurions pu vérifier si en présence
de Iésions épithéliales dues a un stress oxydant, les efflux d’exsudat plasmatique se
dirigeant vers 1’espace alvéolaire, sont inversés par les mécanismes de clairance des
cellules alvéolaires (mesure de la clairance alvéolaire in vivo par I'5 et 1Y),

In vivo, nous avons obtenu des résultats opposés a notre hypothése. A savoir que lorsque
ENaC est moins présent dans le poumon le taux de clairance alvéolaire est diminué en
présence d’un stress oxydant. Nous avons alors décidé de faire des expériences in vitro afin
de comprendre I’impact du stress oxydant sur les transports ionique et sur la réparation.
Tout d’abord, nous avons testé les transports ioniques, et en particulier les transports
sodiques, qui sont impliqués dans la clairance des fluides alvéolaires, en présence d’un

stress oxydant. Nous nous sommes aussi intéressés a 1’étude des processus impliqués dans
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la réparation d’un épithélium 1ésé, toujours en présence d’un stress oxydant. Et enfin, nous

nous sommes demandés comment la dexaméthasone influence ces mécanismes.

B. Evaluation de I’importance du_canal ENaC dans les transports ioniques_dont

dépend la clairance des fluides, suite a2 un stress oxydant, in vitro

Les patients SDRA présentent une augmentation du taux de stress oxydant (Kietzmann et
al. 1993 ; Kumar et al. 2000 ; Lamb et al. 1999 ; Lenz et al. 1999 ; Mathru et al. 1994 ;
Metnitz et al. 1999 ; Pacht et al. 1991). Le stress oxydant modifie les courants ioniques
impliqués dans la clairance des fluides alvéolaires (Haskell et al. 1994 ; Wang et al. 2000 ;

Yue et al. 1995).

Les AT II ont été choisies comme modéle cellulaire, de par leur fonction progénitrice,

assumant la réparation de 1’épithélium, puis la clairance alvéolaire (Guidot et al. 2006).

Le modéle bléomycine étant utilisé comme un outil d’étude in vivo du SDRA (Holley et al.
2007 ; Shimabukuro et al. 2003), il nous a semblé approprié de ’utiliser in vitro. Le stress
oxydant modifie la clairance alvéolaire (Kim and Suh 1993 ; Tate et al. 1982) et les
courants ioniques qui lui sont reliés (Clerici and Matthay 2000 ; Haskell et al. 1994 ;
Jovanovic et al. 2001 ; Rafii et al. 1998 ; Sakuma et al. 2000 ; Sznajder et al. 1995 ; Yue et
al. 1995) in vivo, ex vivo et in vitro. D’autre part, il a été montré in vitro, que la présence
d’'un cedéme (fluide alvéolaire de patients ALI (acute lung injury)) provoque la
modification du transport des fluides alvéolaires chez les AT II. Cela serait occasionné par
la modulation de plusieurs canaux ioniques (ARNm et protéines de oENaC,
alNaKATPase, et CFTR) (Lee et al. 2007).

Implication du canal ENaC dans les courants sodiques lors d’un stress oxydant

Nous avons donc voulu déterminer 1’effet du stress oxydant, créé par la bléomycine, sur la
régulation du courant et en particulier du canal ENaC, dans les AT II. Pour cette étude, une
monocouche de cellules AT II polarisées, cultivées sur un filtre perméant a été utilisée en

chambre de Ussing, en présence ou non, de bléomycine.
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La bléomycine, aux doses utilisées, ne semble pas agir sur la régulation des flux ioniques.
En effet, elle ne modifie ni le courant transépithélial ni le courant apical, qu’il soit total ou
amiloride-sensible [Figure 24]. Il est possible que la concentration de bléomycine, utilisée,
ne soit pas suffisante pour générer un stress oxydant qui influe sur les transports ioniques.
Malhéureusement, il est impossible d’augmenter la concentration, car elle induit un effet

délétere sur la résistance de la monocouche de AT II.

Afin de vérifier si les données produites par le modele de stress oxydant bléomycine sont
spécifiques a la bléomycine, nous avons utilisé un autre modele de stress oxydant. Le
DMNQ (2,3-dimethoxy-1,4-ﬁaphthoquinone) est une quinone modifiée, qui produit un
stress oxydant en agissant sur la chaine respiratoire de la mitochondrie (Ross et al. 1986).
Cela entraine la coupure simple brin de I’ADN (Dypbukt et al. 1990) et la formation
d’anions superoxydes dans la cellule (Floreani and Carpenedo 1992). Nous avons constaté
que le traitement au DMNQ inhibe les courants apicaux total et amiloride-sensible mais pas
les courants transépithéliaux [Figure 25]. Cela indiquerait que le stress oxydant causé par le
DMNQ), agit sur la régulation des flux ioniques, dus aux canaux sodium apicaux amiloride-
sensibles, possiblement & travers le 'canal ENaC. Par contre, cet effet semble étre équilibré
par des canaux/transporteurs basolatéraux, car le DMNQ n’a pas d’influence sur les
courants transépithéliaux, total ou amiloride-sensible. Donc le DMNQ pourrait aussi
moduler d’autres transporteurs dont la pompe NaKATPase, I'échangeur NaK2Cl, ou encore
des canaux potassiques. La bléomycine ne produit pas les mémes effets que le DMNQ. Le
stress oxydant produit par la bléomycine semble donc atypique. Nous tendons a penser que
ce stress oxydant n’est pas adéquat pour modifier la régulation des transports ioniques au
niveau des AT II. Une solution envisageable serait I’emploi de cellules alvéolaires issues de
souris traitées a4 la bléomycine (voir ci-dessous). D’autre part, ces résultats in vifro,
corroboreraient I’hypothése émise plus tot in vivo, selon laquelle 1’effet du stress oxydant
pourrait étre moindre sur les mécanismes liés a la clairance alvéolaire et plus important sur

les processus de réparation.

Le mode¢le cellulaire nous permet d’étudier 'influence de différents éléments sur la
régulation des transports ioniques, dont le transport de sodium assuré partiellement par le

canal ENaC. Les différents éléments étudiés sont le stress oxydant et les glucocorticoides,
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ils influencent tout deux, la conductance amiloride-sensible (Jovanovic et al. 2001 ; Wang
et al. 2000).

A nouveau, dans cette série d’expérience, la bléomycine n’influence aucun des courants
¢tudiés. La bléomycine n’ayant pas d’effet sur les courants mesurés, il est difficile de dire
si la dexaméthasone a une influence sur I’'impact de la bléomycine sur les courants
sodiques. La dexaméthasone est capable d’agir méme en présence de'bléomycine, a
I’exception de D’effet sur le courant sodique transépithélial amiloride-sensible. Il n’est
modulé ni par la dexaméthasone, ni par la bléomycine.

La dexaméthasone augmente les courants totaux, transépithélial et apical, par rapport aux
conditions contrdle [Figure 26 A]. De méme, la dexaméthasone augmente le courant
sodique apical sensible a I’amiloride [Figure 26 B]. Donc la dexaméthasone augmente le
courant sodique apical, en partie par le biais d’un courant sodique apical amiloride-
sensible, possiblement via le canal ENaC. Toutefois, la dexaméthasone ne parvient pas a
augmenter le courant transépithélial amiloride-sensible [Figure 26 B]. Deux hypothéses
s’offrent a nous, et ne sont pas exclusives I’une de 1’autre. Une premiére supposition serait
que la pompe NaK ATPase située en basolatéral, reste limitante pour 1’activation du courant
sodique transépithélial amiloride-sensible, malgré la stimulation des courants sodiques
apicaux par la dexaméthasone (Dagenais et al. 2001 ; Dagenais et al. 2006). La seconde
supposition serait que la dexaméthasone régule un canal/transporteur qui compenserait
’activation des courants sodiques apicaux amiloride-sensibles. Quelque soit I’hypothese
retenue, lors de la mesure du courant transépithélial amiloride-sensible, aucune modulation
par la dexaméthasone ne serait visible, comme c’est le cas [Figure 26 B]. L’augmentation
du courant sodique apical par la dexaméthasone semble aussi partiellement due a
I’augmentation du courant sodique apical amiloride-insensible [Figure 26 A et B]. Le canal
CNG1 (Junor et al. 1999 ; Schwiebert et al. 1997), les récepteurs purinergiques P,X (Egan
et al. 2006) et les cotransporteurs Na'/glucose, Na'/acides aminés et Na'/phosphate
(Saumon and Basset 1993), sont des cibles potentielles pour des études plus approfondies
de I’impact de la dexaméthasone sur les courants sodiques amiloride-insensibles.

Afin de déterminer la ou les cible(s) d’action de la dexaméthasone sur le courant, d’autres
activateurs et inhibiteurs des canaux/transporteurs peuvent &tre testés. Ainsi la régulation de
la pompe NaK ATPase peut étre testée par I’ utilisation d’ouabaine.

Etant donné I’absence de résultats lors de la mesure des courants en présence de

bléomycine, il est possible de se demander si une culture primaire de cellules alvéolaires
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provenant d’animaux traités avec la’ bléomycine, et/ou avec des produits stimulant la
clairance des fluides alvéolaires, pourrait étre utilisée. Ce serait une alternative intéressante
atin d’évaluer I’'impact de ces produits stimulateurs, sur la résolution d’un cedéme dii a un
stress oxydant, en présence ou non d’un déficit du canal ENaC. Ce type d’expérimentation
a déja été conduite chez le rat, dans des conditions d’hyperoxie (Desai et al. 2007) et
d’hypoxie (Guney et al. 2007b). 1l serait possible de I’adapter aux souris en utilisant la
méthode d’isolation des AT II de souris du Dr Weaver (Rice et al. 2002).

C. Déterminer D’influence du stress oxydant sur les processus de réparation

épithéliale, in vitro

La responsabilité de la restauration de I’architecture des alvéoles et de la barriére alvéolo-
capillaire revient a la sous-population des AT II progénitrices (Adamson et al. 1990 ;
Adamson and Bowden 1974b ; Fehrenbach 2001 ; Reddy et al. 2004 ; Takaro et al. 1985).

D’autre part, le «taux de stress oxydant » est plus élevé chez les patients SDRA
(Kietzmann et al. 1993 ; Kumar et al. 2000 ; Lamb et al. 1999 ; Lenz et al. 1999 ; Mathru et
al. 1994 ; Metnitz et al. 1999 ; Pacht et al. 1991). Ce stress oxydant peut induire et/ou
aggraver les lésions de 1’épithélium alvéolaire chez les patients (Lang et al. 2002). In vivo,
il a été¢ démontré que dans les zones touchées par un stress oxydant, comme celui induit par
le H,O,, le taux de prolifération des AT II augmente (Sigaud et al. 2005). Nous avons
constaté lors de nos travaux, in vivo, que la bléomycine agirait possiblement sur les

processus de réparation.

Impact du stress oxvdant sur les processus de réparation

Les monocouches de AT II, lésées mécaniquement, nous permettent d’étudier le
phénoméne de réparation (Trinh et al. 2007) en présence d’un stress oxydant (bléomycine).
La bléomycine inhibe la réparation de fagon temps et dose dépendants [Figure 29 B]. Les
mécanismes de migration et prolifération des AT II, qui sont deux des processus

primordiaux lors de la réparation des lésions, sont sévérement réduits en présence de
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bléomycine [Figures 30 et 31]. Le stress oxydant produit par la bléomycine, est visiblement
capable de restreindre les différents mécanismes participant a la réparation des lésions in
vitro. Cela expliquerait partiellement, pourquoi les souris WT et ENaC -/- Tg+, sont
incapables de résoudre 1’cedéme et de survivre a la présence de bléomycine. Comme le
stress oxydant produit par la bléomycine touche visiblement les mécanismes de réparation,
la restauration de I’intégrité physique de 1’épithélium alvéolaire ne peut avoir lieu. Nos
résultats sont comparables a ceux du Dr Broaddus qui utilise des cellules distales
pulmonaires humaines afin de montrer que le stress oxydant induit par le H,O, inhibe le
processus de fermeture de la plaie (Geiser et al. 2004). L’équipe du D" Broaddus propose
que l’inhibition induite par le H,O; serait partiellement due a I’induction de I’apoptose.
Nous avons fait une courbe dose-réponse lors de nos travaux portant sur le stress oxydant
induit par la bléomycine. Nous avons pu déterminé des doses « seuils » pour lesquelles la
bléomycine induit visiblement une mortalité cellulaire élevée (i.e. infléchissement de la
courbe lié a I’«ouverture» de la plaie). Nous sommes restés en de¢a de ces doses. Mais il
reste possible, que la bléomycine induise une faible apoptose qui participerait a 1’inhibition

des processus de migration et de prolifération.

Le DMNQ (2,3-dimethoxy-1,4-naphthoquinone) produit un stress oxydant dont la cible
initiale est la chaine respiratoire mitochondriale (Dypbukt et al. 1990 ; Floreani and
Carpenedo 1992 ; Ross et al. 1986). Le mod¢le de stress oxydant DMNQ nous permet de
comparer les données obtenues, avec celles produites par la bléomycine. Les mécanismes
de réparation, de migration et de prolifération sont sévérement inhibés en présence du
DMNQ [Figure 32, 33 et 34]. Les effets de la bléomycine et du DMNQ allant de pairs,
nous tendons & penser que le stress oxydant généré par la bléomycine est suffisant pour

affecter la réparation de 1ésions par les AT II.

La premicre phase du SDRA présente un stress oxydant associ¢ a la présence de lésions
épithéliales pulmonaires (voir Introduction § C.6 et C.7). La réparation de 1’épithélium
alvéolaire se fait grace aux cellules progénitrices AT II in vivo (Anderson and Thielen 1992
; Fehrenbach et al. 1999 ; Tomashefski, Jr. 1990) et irn vitro (Adamson and Bowden 1974b ;
Reddy et al. 2004 ; Uhal 1997). Le stress oxydant (Geiser et al. 2004), mais aussi les
glucocorticoides (Nguyen and Simpson-Haidaris 2000 ; Wadsworth et al. 2006), influent

sur la reconstruction d’un épithélium 1ésé. In vitro, nous avons voulu évaluer si la présence
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de la dexaméthasone, permet de contrecarrer 1’effet néfaste de la bléomycine sur la
réparation. En effet, une étude a montré que la dexaméthasone peut influer positivement sur
la réparation (Nguyen and Simpson-Haidaris 2000). Dans notre €tude, nos résultats
montrent que la dexaméthasone posséde des effets contradictoires sur les mécanismes liés a
la réparation. Utilisé seul, il semble inhiber la fermeture des plaies et activer la prolifération
des AT II. La dexaméthasone augmente l’effet néfaste de la bléomycine lors de la
réparation et ne reverse pas l’effet délétére de la bléomycine lors de la prolifération
[Figures 35 et 36]. Donc le glucocorticoide dexaméthasone ne favorise pas la réparation de
lésions épithéliales en présence d’un stress oxydant, voir augmente son effet toxique.
D’autres €quipes, montrent comme nos travaux que la dexaméthasone inhibe non
seulement la prolifération des cellules parenchymales, mais aussi des cellules
inflammatoires, in vivo, chez le rat lors d’un traitement a la bléomycine (Dik et al. 2003 ; Li
et al. 2004). D’autre part, ’équipe du Dr Hall montre que la dexaméthasone est inefficace a
augmenter la fermeture de plaies mécaniques, lors de leur premiére apparition. Par contre,
il devient efficace lorsque le tapis épithélial a subit plusieurs cycles de l€sions-réparations
(Wadsworth et al. 2006). Dans un modé¢le de cellules en culture primaire, il est

malheureusement impossible d’effectuer ce type de travail.
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D. Sommaire

cedéme lésions infiltrat .
(Wet/Dry) épithéliales leucocytaire mortalité
souris WT salin non non non non
bléomycine oui + oui ouli oui (J10)
. thiourea oui +
dexaméthasone
+ bléomycine oui
Souris ENaC .
-/- Tg+ salin non non non non
bléomycine oui - oui oui oui (J14)
thiourea oui -
dexaméthasone
+ bléomycine oui

Figure 38 : Tableau récapitulatif des résultats in vivo

Le modele animal bléomycine que nous avons développé, présente bien les caractéristiques
des premiers stades du SDRA. En effet, le stress oxydant produit par la bléomycine
provoque le développement d’un cedéme, de Iésions alvéolaires et d’un infiltrat
leucocytaire. L’effet cedémateux est reproduit par le thiourea, indiquant que le stress
oxydant induit cet effet de maniére générale.

D’autre part, il n’a pas encore été possible de déterminer si le stress oxydant, induit par la

bléomycine ou le thiourea, a pour cible majeure, le canal ENaC.
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courants sodiques Réparation

AT

total amiloride-sensible
Trans- apical Trans- apical | fermeture migration prolifération
épithélial épithélial
bléomycine* =ctl =ctl =ctl =ctl inhibe inhibe inhibe
DMNQ* = ctl inhibe =ctl inhibe inhibe inhibe inhibe
iegfé“gré;;‘;igﬂf augmente augmente idem bleo augmente inhibe inhibe

* comparaison par rapport au contrdle (ctl)

** comparaison par rapport a la bléomycine (bleo)
Figure 39 : Tableau récapitulatif des résultats in vitro

La bléomycine, a la dose utilisée, ne modifie pas les courants €tudiés. Par contre, le DMNQ
inhibe les courants apicaux, total et amiloride-sensible. Il est donc plausible que I’impact
du profil oxydatif induit par le DMNQ, sur les canaux/transporteurs sodiques apicaux
amiloride-sensibles, passe par le canal ENaC. D’autre part, I’'impact du DMNQ est soit
absent sur la pompe NaKATPase, soit compensé par la modulation d’autres
canaux/transporteurs, puisqu’il n’est pas visible lors de 1’étude du courant transépithélial.
L’effet de la dexaméthasone est complexe. Il augmente en présence de bléomycine ou non,
les courants totaux transépithélial et apical, et amiloride-sensible apical. Par contre il n’a
aucun effet sur le courant amiloride-sensible transépithélial. La dexaméthasone
augmenterait possiblement les courants apicaux amiloride-insensibles.

Le stress oxydant généré par la bléomycine, induit un effet négatif sur les mécanismes de
réparation. Cet effet se trouve reproduit en présence de DMNQ. Donc quelque soit le profil
oxydatif induit, celui-ci inhibe les processus de réparation. D’autre part, la dexaméthasone

accentue les effets déléteres de la bléomycine sur ces-mémes mécanismes.
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E.Conclusion - Perspectives

L’ensemble de nos résultats indique que le stress oxydant, induit par la bléomycine,
entrainerait la formation d’un cedéme, mais que ce serait une atteinte des mécanismes de
réparation qui provoqueraient la mort des souris. Cette hypothése s’appuie sur deux

argumentations :

-1- Le stress oxydant induit la formation d’un cedéme in vivo. Il est a noter que les deux
groupes génétiques de souris développent un cedéme, commencent a le résorber, et
meurent. Il semble que la différence se situe dans la résistance temporelle. 11 est difficile de
déterminer si ’cedéme est lié a I’'impact du stress oxydant sur ENaC. En effet, les souris
ENaC -/- Tg+ sont non seulement moins sensibles que les souris WT, elles semblent méme
plus résistantes. Cette résistance s’expliquerait possiblement par deux raisons.

La premiére est que les souris ENaC -/- Tg+ ont développé un mécanisme de résistance
permettant de suppléer a la faible présence d’ENaC et de faire partie des 50% des souris
survivant & un pseudo-hypoaldostéronisme de type 1. Ce mécanisme pourrait ne pas étre
régulé par le stress oxydant, permettant donc une survie plus longue. Si ce mécanisme est
li¢ a d’autres canaux/transporteurs, cela pourra étre tester par I’ajout de modulateurs in
vivo. Si I’hypothése est correcte, alors cette expérience montrerait qu’une partie de
I’cedéme induit et prorogé par le stress oxydant, serait liée 4 une inhibition de I'activité
d’un canal/transporteur autre que ENaC.

L’autre possibilité est I’absence de la région 3’UTR régulatrice sur le transgéne ENaC. Le
stress oxydant ne peut alors moduler ’ARNm d’ENaC que chez les souris WT. Cela
pourrait étre vérifié par le dosage des ARNm et des protéines d’ENaC présents dans les
poumons en présence ou non de stress oxydant chez les deux types de souris. Si
I’hypothése s’avére exacte, notre expérience prouve qu’une partie de 1’cedéme induit et
prorogé par le stress oxydant, serait liée a une régulation de I’ARNm d’ENaC chez les
souris WT.

In vitro, le fait que le courant sodique des cellules AT II ne soit pas modifié par le stress
oxydant induit par la bléomycine, pourrait étre expliqué par I’inadaptation du modéle
utilisé. Cette supposition serait a confirmer par la mesure des courants sodiques de cellules

AT II provenant d’animaux traité€s ou non a la bléomycine. Si ce nouveau modele produit
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des résultats identiques alors le courant apical amiloride-sensible n’est pas régulé par le
profil oxydatif induit par la bléomycine.

-2- D’autre part, le stress oxydant inhibe les mécanismes de réparation de lésions
épithéliales, in vitro. En se rappelant que malgré la résorption de 1’cedeme, les deux types
de souris déceédent, il est possible que cette mortalité soit liée a un autre mécanisme. L’effet
principal du stress oxydant sur la persistance de 1’cedéme, in vivo, pourrait étre une absence
ou une mauvaise régulation des mécanismes de réparation. Corrélé, in vivo, le fait que la
clairance alvéolaire est absente en présence de lésions de 1’€pithélium lors d’un stress
oxydant, étofferait cette hypothese. Les facteurs de croissances tels que I’EGF, HGF, KGF
(Atabai et al. 2002 ; Borok et al. 1998 ; Gazdhar et al. 2007 ; Prince et al. 2001), pourraient
étre utilisés pour stimuler la réparation, et vérifier I'impact de la réparation sur la
progression de I’cedéme, toujours par la mesure de la clairance alvéolaire.

Par ailleurs, la dexaméthasone, glucocorticoide anti-inflammatoire, régulant & la hausse le
courant sodique partiellement par 1’activation du canal ENaC, génére un effet globalement
néfaste. Nos résultats semblent aller dans le méme sens que les études cliniques menées
dans le cadre du SDRA. Ces études montrent que les glucocorticoides n’augmentent pas la
survie des patients, et que pris dans des conditions inadéquates, ils peuvent augmenter la

mortalité (Steinberg et al. 2006).
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Annexe : les solutions
(par ordre d’apparition dans le texte)

1 Préparation des solutions de chirurgie

Solution II
pour 1 rat 200ml SGGS
536,55mM KCl
251,78mM HEPES
127,29mM tampon phosphate** (pH7.4)
135,59mM CaCl,
49,19mM MgSO,
SGGS
pour 11 0,154M NaCl
5,55mM glucose
20,92uM gentamycine
96mg/ml septra* (PM = 543,6g/mol))
11d’H20
Solution I
pour 1 rat 100ml SGGS

536,55mM KCI (0,15M)
251,78mM HEPES (0,2M)
- 127,29mM tampon phosphate** (pH7,4)]

* le septra est composé de trimethoprim (PM = 290,32) et de sulfamethoxazole (PM =
253,28). |
** le tampon phosphate est composé de Na;HPO,.7H,0 et de NaH;PO; en ratio 4/1.

2 Isolation des pneumocytes 11

pour 320ml minimum essential medium (MEM)  238,07mM NaHCO;
68,42mM L-glutamine
41,96mM HEPES (pH 7,3)
4,18mM gentamycine
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