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SOMMAIRE

Des controverses existent concernant le réle immunoregulateur
des canaux potassiques. Dans la présente étude, nous avons évalué les
effets de [I'aprikalim, un activateur des canaux potassiques ATP
dépendant (K'@ate)) ainsi que du glibenclamide et du gliclazide, deux
inhibiteurs des canaux K'arey dans un modéle de greffe cardiaque
héeterotopique chez le rat. Le but est de délimiter les conséquences
d’'une activation ou d'une inhibition de ces canaux sur la survie des
greffons et d’établir I'influence de ces modulateurs des K'arp) sur

I'efficacité de la cyclosporine A.

Des rats Brown-Norway etaient utilisés comme donneurs et des
rats Lewis comme receveurs. Neuf groupes de rats (n=6) étaient inclus
dans cette étude. La survie moyenne du groupe 1, les allogreffes
cardiaques non-traites, était de 6.5 + 0.2 jours. Les greffons du groupe 2
a qui étaient administrés I'aprikalim (1.1 mg/kg/j) survivaient 9.7 + 0.9
jours ; ceux du groupe 3, traité a la cyclosporine A, (CsA) (2mg/kg/j)
survivaient 10.2 + 1.0 jours; ceux du groupe 4, traité au glibenclamide,
(0.2mg/kg/j) survivaient 6.8 + 0.2 jours; et ceux du groupe 5, traité au
gliclazide (5mg/kg/j), survivaient 9.0 + 0.8 jours. Les agents étaient
administrés quotidiennement par gavage. Comparés au groupe non-
traité, les temps de survie des groupes traités avec la CsA, I'aprikalim et
le glicazide demontraient une augmentation significative. L’association

de la cyclosporine A et des modulateurs des K'tpy n'améliorait pas la



v
survie des greffons de facon significative versus I'administration de la CsA
seule. Les greffons du groupe 6, traité a la CsA et a l'aprikalim,
survivaient 10.5 + 0.2 jours; ceux du groupe 7, traité a la CsA et au
glibenclamide, survivaient 10.8 + 0.3 jours; ceux du groupe 8, traité a la
CsA et au gliclazide, survivaient 12.6 + 1.0 jours. De plus, chez le groupe
9, l'association de Il'aprikalim et du glibenclamide comme traitement,

procurent un temps de survie de 10.2 + 0.6 jours.

Ces résultats indiquent que les modulateurs des K'arp) peuvent
procurer un benefice significatif sur la survie des allogreffes cardiaques,
mais leurs mécanismes d’action semblent étre relié a la cardioprotection
du greffon et a des effets cardiovasculaires plutét guimmunitaires.
Toutefois, I'association de ces agents pharmacologiques avec la CsA
n‘améeliore pas la survie des allogreffes cardiaques suggérant que I'action
bénéfique de la cyclosporine A n'est pas tributaire d’'une modulation de

I'activité des canaux K (atp).
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CHAPITRE I

INTRODUCTION



1.0 HISTOIRE DE LA TRANSPLANTATION

A travers l'histoire humaine, la transplantation d'organes a toujours
été l'objet de recherches intensives parce qu'elle offrait a certains, I'espoir
d'une meilleure qualité de vie et a d’autres, I'espoir de survie. Encore
jusqu’'a présent, I'opportunité de remplacer un organe représente la solution
définitive & diverses défaillances ou insuffisances d'un organe. De tous les
domaines meédicaux, celui de la transplantation d'organes représente le
mieux limpact qu'a pu avoir la convergence de la science et de la
technologie. Grace a cette convergence, les quatre barriéres au succés de
ce domaine soit : les aspects techniques, le rejet, la disponibilité d'organes et

le colit ont pu étre contournés et continuent de I'étre.

L’histoire de la transplantation d’organes débute sous forrﬁe de
mythes et légendes. Les récits antiques sont remplis d’allusions aux
sirénes, aux sphinx, aux centaures, ainsi qu’a toutes sortes de héros ayant
des corps hybrides d’animaux et d’humains. La transplantation acquiert son
aspect médical au 6°™ siécle de notre ére, époque a quelle certains textes
Hindous rapportent la reconstruction de visages blessés a l'aide de greffes

de peau.

Au 14°™ siécle, grace au développement de I'expérimentation

médicale, un chirurgien ambitieux, Gasparre Tagliacozzi, décrit en détail le



remplacement de tissus et de certaines parties du corps. Malheureusement,
ces publications ne sont pas prises au sérieux, et les grands chirurgiens du
temps, tel que James Cooke, dédaignent Iui accorder plus que quelques
phrases dans leurs manuels de chirurgie. Les cing siécles suivants seront
marqués par un oubli général de la transplantation par les grands chirurgiens
de ce monde. D’ailleurs, les seuls écrits sur la transplantation ne seront que

de simples anecdotes ou rapports invraisemblables.

Au 19°™ siécle, la transplantation est marquée en Angleterre par les
freres John et William Hunter. Ces chirurgiens font preuve d’une dextérité
remarquable et parviennent a autogreffer des ovaires et des testicules avec
succés. lls sont les premiers a declarer qu’un "principe vital" se perd si le
greffon n'est pas implanté immédiatement suivant son prélévement. lls
établissent aussi que la vascularisation du greffon, c'est-a-dire
I'établissement d’une continuité avec la circulation sanguine du receveur est

essentielle au succés de 'opération.

Cette période est aussi marquée par un retour aux techniques de
chirurgie esthétique des Hindous. Un chirurgien francais du nom de
Reverdin établit que les greffes de tissus sont soutenues et alimentées par
la croissance de ponts vasculaires entre I'hdte et la greffe. Cette observation
lui permet de prouver que I'adhérence seule, concept proposé par Hunter,

n'est pas suffisante pour alimenter la greffe.



L'ére moderne de la transplantation débute dés le 20°™ siécle avec le
développement des techniques de chirurgie vasculaire tel que les
anastomoses. Le perfectionnement de ces techniques rend envisageable
pour la premiére fois la transplantation d’organes. En 1906, Matthieu
Jaboulay de I'Université de Lyon, réussit une transplantation rénale et
maintient la fonction du greffon pendant une heure. Le jeune Alexis Carrel,
chirurgien d'une dextérité hors pair, a qui on crédite le début de la
transplantation d’organes en clinique, est présent durant cette opération.
Suite a son arrivée en Amérique, Carrel s’associe avec Charles Guthrie.
Ensemble, ils publient plusieurs études améliorant I'aspect technique de la
transplantation et établissent le besoin d’hypothermie pour la survie du
greffon. Cependant, Carrel est davantage reconnu pour sa mention d’'un

principe immunitaire qui empécherait la survie d'allogreffe. Ses travaux lui

ont valu le prix Nobel.

Ce principe immunitaire est évident durant les travaux de greffe de
tumeur, mais personne n'est en mesure d’expliquer la nature exacte de la
réaction qui aboutie au rejet du greffon. Un généticien, nommé Snell,
attribue ce rejet a la différence génétique entre le donneur et le receveur et
introduit le terme « gene d’histocompatibilité », ce qui lui vaut le prix Nobel
en 1958. Par ailleurs, personne ne parvient a des progrés majeurs durant la

premiére moitié du XX *™ siécle.



Avant 1940, les recherches en transplantation ont perdu de leur
intensité, notamment a cause de l'incontournable rejet de la greffe. Par
contre, une étude de Gibson et Médawar démontre clairement que la perte
du greffon est due a une réaction immunitaire (Gibson et Medawar, 1942).
Cette observation stimule une muititude d’autres recherches qui finissent par
identifier les lymphocytes comme élément de départ de la réaction
immunitaire. Cette découverte marque un point culminant dans !'histoire de
la transplantation: la cause du rejet de la greffe étant finalement identifiee,

les recherches qui suivent sont axées sur l'inhibition de cette réaction.

Au début de la Guerre Froide, l'inquiétude générée par l'effet des
retombées nucléaires engendre une vague d’expériences sur la radiation au
cours desquelles sont découvertes leurs propriétés immunosuppressives.
Quoique d’une toxicité extréme, la radiation permet le succés de quelques
transplantations rénales entre jumeaux. Des années plus tard, les
recherches en leucémie permettent la découverte des propriétés
immunosuppressives des glucocorticostéroides. En 1958, Schwartz et
Dameshek, utilisent la 6-mercaptopurine (6-MP) sur des modéles animaux
avec un succeés modeste. Malgré cela, sa toxicité moins sévére que celle de
la radiation donne a la 6-MP une place de choix en immunosuppression

clinique: la 6-MP et son précurseur l'azathioprine, associées aux



glucocorticostéroides seront les seules thérapies immunosuppressives des

20 années suivantes.

Grace a ces agents, la transplantation d'organes fait des progres
considérables. Elle devient un domaine clinique établi, ce qui laisse place au
développement de plusieurs revues meédicales dédiées uniquement aux
recherches en transplantation. Cependant, ces progrés sont principalement
obtenus en transplantation rénale. En transplantation hépatique, pulmonaire
et pancréatique, les taux de succés sont faibles. L’aspect technique de ces
chirurgies semble insurmontable et il faudra attendre le début des années ‘80
pour que ces chirurgies soient établies en clinique. La transplantation
cardiaque suit son propre chemin. Son aspect technique est bien établi,
mais durant les années ‘70, il se heurte a l'opinion d’'un public méfiant des
expériences médicales sur les humains. |l faudra aussi patienter jusque
dans les années ‘80 pour convaincre ce public non seulement de la

nécessité d'une telle procédure, mais aussi de sa faisabilite.

Les années ‘80 ameéne la découverte d’'un agent qui fait de la
transplantation d’organes une solution thérapeutique acceptable en clinique.
L'introduction de la Cyclosporine A (CsA) par Calne et White (1978) et sa
commercialisation par la compagnie Sandoz permettent de doubler le temps
de survie des greffons rénaux et d’'amener des progrés considérables en

transplantation de foie et de cceur. La CsA étant beaucoup moins toxique



que les glucocorticostéroides, on l'incorpore rapidement dans les thérapies
d’'immunosuppression comme agent de premiéere ligne. Grace a la venue de
la CsA, la survie du greffon n’est plus le point central des recherches en
transplantation : on peut maintenant se concentrer a l'amelioration des
techniques, sur la spécificité du traitement et sur la réduction des effets

secondaires des immunosupresseurs (Ginns et al., 1999).

Au fil des ans, la transplantation est passée d’'un réve de chirurgiens
excentrigues a une réalité clinique. En effet, la transplantation a, depuis
longtemps, cessé d’étre une procédure expérimentale et fait maintenant
partie intégrante des solutions offertes en clinique. Toutefois, le besoin
d'amélioration rend I'expérimentation essentielle. Malgré le fait que
plusieurs nouveaux agents, tel que le tacrolimus, le sirolimus et le
mycophénolate mofétil viennent diversifier les traitements
immunosuppresseurs, le temps de survie du greffon demeure limité et les
effets secondaires des thérapies sont inquiétants, ce qui laisse supposer
qu'aucune thérapie immunosuppressive n’est encore idéale. De plus, vient
s'ajouter le probléme de la pénurie dorganes qui force les patients a
attendre plusieurs années avant qu’un organe ne soit disponible (Ginns et

al., 1999).

Le début du troisiéme millénaire est consacré aux des défis présentes

par ces obstacles. La progression dans la recherche d'immunosuppresseurs



plus efficaces continue. La xénotransplantation et 'organogénése sont des
domaines de recherche d’ou pourraient émerger les solutions aux problemes

auxquels la transplantation fait face.



1.2 REJET DE GREFFE

Le rejet de greffe est le résultat de plusieurs événements
immunologiques axés vers la protection du receveur contre un greffon
reconnu comme un corps étranger. Bien que plusieurs facteurs vy
contribuent, la reconnaissance des différences entre les antigénes du
donneur et du receveur, par le systeme immunitaire, est le stimulus
initiateur du rejet. Le rejet est une réaction immunologique initiée par le
receveur contre les antigénes étrangers (Ag) portés par les complexes
majeurs d’histocompatibilité (CMH ou HLA chez 'humain) du greffon. Cette
réaction est initié par les lymphocytes, les cellules cytotoxiques NK et les
anticorps (Ac). Le rejet de greffe améne la destruction des cellules et de la
perturbation des fonctions du greffon. L'issue du rejet de greffe est donc la
destruction et la perte de l'organe implanté (Révillard, 1998; Ginns et al,
1999). Il y a trois types de rejet de greffe: le rejet sur-aigu, aigu, et

chronique.

1.2.1 Rejet sur-aigu

Le rejet sur-aigu survient immédiatement aprés la transplantation. |l
se caractérise par I'accumulation de globules rouges et la formation de
microthrombi sur l'endothélium vasculaire du greffon. Ceci résulte de la

réaction des anticorps préformés. lls sont le produit d’une présensibilisation
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du systéme immunitaire de I'’hdte, résultat de transplantations antérieures, de
transfusions sanguines ou bien de grossesses. Cette présensibilisation a
pour effet de produire une réaction immunitaire immediate. Etant donné que
quelques gouttes de sang peuvent produire une telle réaction, il est donc
essentiel de faire une perfusion compléte du greffon. Le rejet sur-aigu est
aussi causé par une incompatibilité totale des complexes majeurs
d’histocompatibilité (CMH). Dans ce cas-ci, la perte du greffon est

immédiate (Révillard, 1998).

1.2.2 Rejet aigu

En transplantation d'organes, le rejet aigu est une cause importante
d’insuccés. Malgré le fait que le rejet sur-aigu puisse étre prévenu, le
receveur démontre de multiples réactions de ses cellules T contre les
antigénes du greffon. Le rejet aigu est induit directement par les interactions
entre les molécules CMH allogéniques et les recepteurs des lymphocytes T
(TCR) du receveur ou indirectement, par les peptides liés aux CMH exprimés
sur les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) de I'hdte et le TCR
(Dallman; dans es Ginns et al., 1999). Des biopsies sur le greffon au
moment d’une crise de rejet aigu révélant la présence de lymphoblastes, de
lymphocytes T activés, d’éosinophiles, de monocytes de méme que
I'augmentation de I'expression des CMH sur I'endothélium. Il y a aussi la

production locale des lymphokines, IFN-y pour activer les macrophages et
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TNF-o pour induire entre autres la mort cellulaire programmeée : I'apoptose

(Révillard, 1998).

1.2.3 Rejet chronique

Le rejet chronique est un tout autre type d’événement qui se
caractérise par une détérioration a long terme du greffon. En effet, une
période d’'un a deux ans peut s'écouler avant que le greffon ne soit plus
fonctionnel. Le rejet chronique est issu de plusieurs facteurs et il se divise

en trois phases importantes :

1) Une phase dans laquelle l'organe transplanté est
attaqué par les anticorps ou par le complexe
anticorps/antigéne et le complément et ce, a la suite des
lesions cellulaires.

2) Une période de dommages cellulaires mediés au
départ par les lymphocytes T et plus tard, par les
macrophages.

3) Une derniére phase dans laquelle il y a un remodelage
du tissus et ce, dépendant des cytokines et des facteurs de

croissances (TGF-p1, INF-y et PDGF) (Ginns et Al, 1999).

Le rejet chronique est une cicatrisation générale du greffon, que l'on

explique, comme un durcissement des vaisseaux sanguins et des capillaires,
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processus similaire a l'artériosclérose. Ce processus de cicatrisation est
aussi actif au niveau de la matrice extracellulaire qui prolifére d’'une fagon
incontrolée suite a la sécrétion des mémes cytokines. Bref, un organe
implanté, ou le rejet chronique s'installe, subit une perte de fonction
graduelle suite a au changement tissulaire, qui créer a son tour une

condition ischémie permanente (Shirwan, 1999).

Facteurs de risques du rejet chronique

Plusieurs facteurs sont impliqués dans le rejet chronique, notamment
des facteurs antigéne dépendant et des facteurs non-antigéne dépendant.
Dans les facteurs antigene dépendant, on note principalement la
ressemblance entre les CMH et le rejet aigu. Pour ce qui est des facteurs
non-antigéne dépendant ce sont principalement les phénoménes suivants:
les dommages causés par [lischémie/reperfusion, toxicité des
immunosuppresseurs, des infections virales, '’hypertesion et I'hyperlipidémie.
Tous ces phénoménes sont impliques directement ou indirectement dans la
perte fonctionnelle de l'organe transplantée et ce, en modifiant les tissus de

'organe (Ginns et Al, 1999).

1.2.4 Immunobiologie du rejet de greffe

Le rejet, plus particulierement le rejet aigu, est une réaction

immunologique classique ou le greffon est reconnu comme non-soi par les
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lymphocytes T et est soumis aux anticorps et aux cellules cytotoxiques
(CTC, NK). Le rejet est initi¢ par la migration des cellules dendritiques
provenant du greffon, dans les organes lymphoides du receveur. Puisque
ces cellules expriment des antigénes étrangers, ils sont reconnus par les
lymphocytes résidents et stimulent ainsi la réaction de défense (Révillard,
1998). Ces cellules dendritiques deviennent alors presentatrices
professionnelles d’antigénes, les CPA. Les antigénes du donneur sont
exprimés a la surface des CPA par les CMH. Les CMH sont des
glycoprotéines de surface cellulaire qui transportent des peptides provenant
de tissus. Les CMH des cellules du greffon présentent des peptides du
donneur. Durant l'interaction entre le récepteur des cellules T (TCR) et les
CMH, ces derniers sont reconnus comme antigenes (Ag) par les récepteurs
des cellules T (TCR) du receveur. Suivant cette interaction, les lymphocytes
T sont actives et les macrophages se mettent a sécréter des cytokines
comme le TNF-q, I'lL-1, et I'lFN-y, ces deux derniéres servant a recruter et a

activer les cellules T cytotoxiques (CTC) (Révillard, 1998; Ginns ef al., 1999).

Les cellules T peuvent étre activées directement par les CPA du
donneur ou indirectement par les CPA du receveur. La reconnaissance de
'antigene étranger se fait par le récepteur des cellules T, un complexe
moléculaire dit TCR. Celui-ci est composé des chaines o et B qui servent
a l'interaction avec le CMH (Ginns et al.,, 1999; Révillard, 1998). La

transmission du signal d’activation se fait par une troisieme portion du TCR :
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la chaine CD3. Le signal provenant de CD3, active I'entrée en phase G1 du
cycle cellulaire qui marque le début de I'expansion clonale des cellules T. La
transcription de genes de cytokines (exemple ['IL-2) ainsi que leurs

récepteurs est alors initiée (Reévillard, 1998).

Le complexe d'activation des lymphocytes T comprend d'autres
glycoprotéines de co-stimulation sans lesquelles ils ne peuvent s’activer et
deviennent anergiques, c’est-a-dire dormants (Schwartz, 1997; Reévillard,
1998). Les récepteurs des CPA et des cellules T sont exposés a d’autres
costimulateurs, entre autre, les CD2, CD54, CD11a/CD18, CD15, CD28, ses

ligands, B7-1 et B7-2, et CD40 et son ligand CD40L (Révillard, 1998;).

Les Ilymphocytes T complétement actives, doivent maintenant
traverser l'endothélium vasculaire pour pénétrer l'organe ou le tissu
transplanté. Durant la migration a [lintérieur du greffon, un systéme
d’adhésion permet aux lymphocytes T d’atteindre leur cible.  Précédant
l'inflammation du greffon, des chimiokines, RANTES, IL-8 et MCP-1, sont
sécrétées par les macrophages et les cellules dendritiques pour induire
I'expression, sur [I'endothélium vasculaire du greffon, de molécules
d’adhésion cellulaire VLA-4, ICAM-1, VCAM-1, et E-sélectine. Ces
glycoprotéines serviront de points d’attachement aux lymphocytes T activés

et aux macrophages qui expriment les ligands pour ces molécules. C’est
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grace a ces structures que les lymphocytes T peuvent cibler et pénétrer le

site d’inflammation, qui est le greffon (Révillard, 1998).

Suivant la présentation d’antigénes, l'activation et la migration des
lymphocytes T, le rejet de greffe aboutit a la destruction des tissus
transplantés. Le systéme immunitaire possede, au travers des anticorps et
des cellules cytotoxiques, deux mécanismes de destruction (Ginns et al.,
1999). D’abord les anticorps causent des Iésions cellulaires en se fixant aux
antigénes portés par I'endothélium du greffon pour induire la cytotoxicité
cellulaire (ADCC). Puis, les cellules du greffon meurent soit par nécrose ou

par 'activation du suicide programmé, dit apoptose (Révillard, 1998).

Les cellules cytotoxiques, les CTC, sont activées pour lyser les
cellules exprimant des CMH étrangers. Les CTC détruisent leurs cibles en
sécrétant des granzymes pour la digestion du contenu intra-cellulaire et le
facteur de nécrose tumorale (TNF)-a pour linduction de ['apoptose.

(Révillard, 1998; Ginns et al., 1999).

Certains événements résultent de la réaction immunitaire sans
toutefois contribuer au rejet aigu, c’est-a-dire a la mort directe des cellules
étrangéres. Par exemple, les macrophages activés sécrétent aussi le

Facteur de Croissance (TGF)-p et le Platelet-Derived Growth Factor (PDGF),

provoquant, dans le greffon, la prolifération du muscle lisse vasculaire et la
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sécrétion de collagene dans la matrice cellulaire. Ces facteurs contribuent a

la détérioration a long terme du greffon: le rejet chronique (Shirwan, 1999).

1.2.5 Tolérance de greffe

Le systéme immunitaire est capable de reconnaitre un corps étranger
dans l'organisme. C’est grace a un systéme de reconnaissance des
differences géneétiques que le soi de 'organisme peut étre difféerencié du non-
soi (Révillard, 1998). Acquérir un état de tolérance préviendrait la
reconnaissance des alloantigénes du greffon par les lymphocytes T et B du
receveur par un de trois mécanismes de tolérance: I'anergie, la répression,

et la suppression.

Anergie

Un Iymphocyte T devient anergique quand il ne peut étre
complétement activé par des antigénes étrangers reconnus par le TCR. Le
greffon est alors protégé puisque la réaction immunitaire contre le donneur
ne peut étre amorcée. L'anergie des lymphocytes T est associée a une
perte de réponse a I'lL-2 ou un manque de costimulation (Révillard, 1998).
L'anergie dans les cellules B est le résultat de la perte d’expression des
recepteurs aux immunoglobulines. Les lymphocytes B sont inactivés durant

un stimulus antigénique, mais contrairement aux lymphocytes T, la perte de
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ce stimulus ou l'arrivée d’'un autre, comme une infection, réactive les cellules

devenues anergiques (Rocken, 1992).

Répression

L’inhibition de la réponse des lymphocytes T qui sont réactifs contre
les antigenes étrangers. Les lymphocytes reconnaissent les allo-antigenes
et par conséquent, réagissent contre ceux-ci. La répression se fait au niveau
de la réponse des lymphocytes T a l'activation. Par exemple, des anticorps
anti-TCR peuvent désamorcer les lymphocytes et ainsi répriment leur
capacité de réponse. La cytokine Transforming Growth Factor (TGF)-p a

aussi un effet d’inhibition sur les CTC (Ginns et al., 1999).

Suppression

Un moyen efficace d'induire la tolérance serait de supprimer des
lymphocytes T réactifs contre le greffon présent déja dans le thymus du
receveur. Quand des lymphocytes T, présents dans le thymus, réagissent
contre des peptides/'CMH du soi, exprimés aussi dans le thymus; ils
subissent alors l'apoptose et sont éliminés. Ce mécanisme assure a
I'organisme la protection contre toutes les réactions auto-immunes (Reévillard,

1998). Conséquemment, supprimer les lymphocytes T alloréactifs de cette
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maniére permettrait l'induction de la tolérance, puisque toutes cellules

nocives au greffon seraient supprimées.

Le rejet de greffe est un événement complexe issu de plusieurs
étapes. Certains avantages peuvent étre tirés d'une telle complexité.
Chacune des étapes peut devenir une cible pour les thérapies
immunosuppressives. En effet, prévenir le rejet de greffe peut se faire au
niveau de la présentation d’antigénes, de la prolifération des cellules T, de
'adhésion ou de la migration des lymphocytes et de [linhibition de la
sécrétion de cytokines. Malheureusement, chacune des étapes de la
réaction immunitaire est souvent activée par plusieurs facteurs. En effet, le
systéme immunitaire étant redondant, il ne peut étre suffisant d’inhiber une
voie d’activation. Une thérapie immunosuppressive efficace devra donc

inclure plusieurs agents aux modes d’action qui différent.



19

1.3 IMMUNOSUPPRESSION

1.3.1 Traitements classiques

Irradiation

L’irradiation des lymphoides par rayons ultra violets ou X est la
premiére thérapie immunosuppressive. L'irradiation provoque la détérioration
de I'ADN cellulaire dans les organes lymphoides du receveur : toutes les
cellules en phase proliférative, notamment les lymphocytes, voient leur
croissance s'arréter (Révillard, 1998). Malgré le déficit immunitaire induit par
I'irradiation, les organes transplantés subissent quand méme le rejet aigu et
suraigu. D’ailleurs, seules les transplantations entres jumeaux identiques ont

du succes (Ginns et al., 1999).

Antimitotiques

La thiopurine 6-mercaptopurine (6-MP) a été le premier agent
antimitotique utilisé dans les crises de rejet. La 6-MP empéche la
prolifération des lymphocytes T et B en remplagant les purines durant la
transcription de 'ADN (Elion ef al., 1955). En transplantation, I'azathioprine,

un précurseur de la 6-MP est utilisée a cause de sa plus grande efficacité.

L'addition des -corticostéroides, prednisolone et prednisone, aux

traitements avec I'azathioprine, marque la venue des therapies d'association
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(Ginns ef al., 1999). Les stéroides font désormais partie intéegrante des
régimes immunosuppresseurs. Comme l'azathioprine, ces agents enrayent
la prolifération des lymphocytes T, mais cette fois-ci en bloquant Ila
production de I'lL-1 et en diminuant la production de I'lL-2 ainsi que de I'INF-y

et ce aprés le lien du TCR avec I'antigéne (Révillard, 1998).

Les bienfaits suscités par I'administration de ces agents sont
accompagnés d’effets secondaires importants. Les antimitotiques
suppriment 'hématopoiése et toute la résistance immunitaire. lis engendrent
chez les receveurs des aspects cushingnoides, le diabéte, 'hypertension, les
ulceres gastriques et méme linstabilité émotionnelle. De plus, malgré les
progres, la réusite des transplantations cardiaques et viscérales ne sont pas

nombreuses (Révillard, 1998; Ginns ef al., 1999).

1.3.2 Traitements Actuels

Cyclosporine A

Depuis le début des années 80, la cyclosporine A constitue la base
des thérapies immunosuppressives. Les effets sélectifs de ce macrolide
fongique envers les lymphocytes T activés améliorent la spécificité du
traitement et entrainent des progrés considérables en transplantation. Sa
découverte est souvent considérée, dans les milieux cliniques, marquante du

début de la transplantation comme procédure chirurgicale établie. Grace ala
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CsA, les greffes du ceoeur, du foie, et du pancréas deviennent réalisables

(Revillard, 1998; Ginns et al., 1999).

La CsA bloque la transcription des génes de I'lL-2, une cytokine
importante pour l'activation des lymphocytes (Ginns ef al.,, 1999). Elle agit
d’'une fagon sélective sur les lymphocytes T car elle bloque leur prolifération
sans intervenir sur d’autres monocytes. Ces effets immunosuppresseurs sont
synergiques a ceux des glucocorticostéroides et la CsA est alors administrée
aux patients avec les glucocorticoides et I'azathioprine; une combinaison
thérapeutique dite triple-thérapie (Révillard, 1998). En depit de ces
avantages, la CsA induit une toxicité sévere au foie et aux reins. Elle induit
aussi la sécrétion de cytokines responsable du développement de
'athérosclérose dans les réseaux vasculaires du greffon. Comme les
corticostéroides, la CsA neutralise le systeme immunitaire laissant les

patients susceptibles aux infections opportunistes (Ginns et al., 1999).

Macrolides antiprolifératifs

Les années ‘90 sont marquées par lintroduction de nouveaux
macrolides fongiques, le sirolimus, le tacrolimus et le mycophénolate mofétil,
qui ciblent des étapes distinctes de 'activation des lymphocytes. Ces agents
sont généralement puissants que la CsA et leur association avec la CsA
décuple les effets immunosuppresseur. Les donneées obtenues en

laboratoire révelent que le tacrolimus est en mesure de remplacer la CsA
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comme immunosuppresseur de base dans les thérapies d’association

(Révillard, 1998 ; Ginns et al., 1999).

Le sirolimus, aussi connu sous le nom de rapamycine, prévient la
prolifération des clones de Ilymphocytes T en blogquant les signaux
intracellulaires, de la liaison de I'lL-2 a son récepteur, par l'intermédiaire des
protéines cytoplasmiques FK-binding proteins (FKBP). La liaison du
sirolimus aux FKBP empéche lentrée dans le noyau de facteurs de
transcription comme le NFxB. Son traitement, quoique plus sécuritaire que
celui de la CsA, induit la thrombocytopénie ou I'hypercholestérolémie chez

les receveurs (Révillard, 1998; Ginns et al., 1999 ; Chen et al, 1993).

Le tacrolimus (FK506) est un macrolide similaire au sirolimus dont la
cible est aussi une FKBP: FKBP-12 ou FRAP. Le complexe FK506-FKBP-12
bloque la transcription des génes de IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, TNF-a et GM-CSF,
tous impliqués dans linduction du rejet (Jiang et al.,, 1991). Le tacrolimus
s’est avéré plus puissant et aussi sécuritaire pour remplacer la CsA comme
agent de base des thérapies immunosuppressives. En plus d’étre
neurotoxique, le tacrolimus occasionne les mémes effets secondaires que la
CsA, notamment la nephrotoxicité et I'induction du rejet chronique (Ginns et

al., 1999).
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Le mycophénolate mofétil (MMF) abroge la synthése de novo des
purines en inhibant 'inosine monophosphate déhydrogénase (IMPDH)-Il une
enzyme essentielle aux developpements des lymphocytes T (Ginns et al.,
1999). Le mycophénolate mofétil possede un mode d’action unique parmi
les immunosuppresseurs, ce qui explique sa puissance synergique avec la
CsA et le tacrolimus. Les cibles d'action du mycophénolate mofétil incluent
aussi les facteurs de prolifération de muscles lisses vasculaires, d’'importants
inducteurs du rejet chronique. Ce macrolide est trés toxique au systéme
gastro-intestinal, mais il est bien toléré quand il est administré par voie

intraveineuse (Révillard, 1998 ; Ginns ef al., 1999).

Agents biologiques

Les recherches visant a améliorer la spécificité et la sélectivité du
traitement immunosuppresseur ont permis le développement d’agents
biologiques tels que des sérums d’anticorps dirigés contre les lymphocytes
(ALS pour Anti Lymphocyte Serum) et les protéines de fusion comme le
CTLA-4-lIg ou le IL-2-Ig. lls agissent en se liant aux récepteurs exprimés par
les cellules immunitaires et aux médiateurs solubles comme les cytokines
bloguant certaines co-stimulations et empéchant les liaisons ligand/récepteur
des facteurs de prolifération (Ginns ef al.,, 1999). Ces agents ne peuvent
étre utilisés seul et servent d’ajout aux thérapies actuelles. Les protéines de

fusions sont dirigées contre les molécules de co-stimulation des lymphocytes
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T en voie d’activation, comme la CTLA-4lg ou l'lL-2, ce qui bloque la co-

stimulation et entraine I'anergie (Ginns ef al., 1999).

1.3.2 Traitements futurs

Nouveaux agents

Au cours des prochaines années, de nouvelles classes
dimmunosuppresseurs non-apparentées, par structure et mécanisme
d’actions, aux agents connus seront introduites dans les protocoles
d'immunosuppression clinique: des molécules comme le bréquinar, les
malononatrilamides, 15-déoxyspergualin (DSG) et le FTY720. De ce groupe,
les malononitrilamides et le FTY 720 sont les agents les plus prometteurs,
car ils ont des modes d’action distincts des macrolides. En fait, les
malononatrilamides empéchent ['utilisation des pyrimidines par les
lymphocytes tandis que le FTY720 restreint 'accés des lymphocytes T au

réseau vasculaire du greffon (Ginns et al., 1999).

1.3.4 Thérapie d’association

Les thérapies courantes doivent étre administrées a des doses
elevées au receveur. Cet obstacle est surmonté grace aux stratégies
d’association qui consistent a associer les médicaments dont les effets sont

soit additifs ou, idéalement, synergiques. Associer les immunosuppresseurs
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permet de réduire les doses administrées, permettant ainsi d'éviter certains
effets secondaires (Révillard, 1998). Des agents tels que le tacrolimus, le
mycophénolate mofétil ou le sirolimus sont plus puissants que la CsA. (Ginns
et al, 1999). Leur mode d’action, plus ou moins sélectif pour les

lymphocytes activés, permet une thérapie plus ciblée.
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1.4 CYCLOSPORINE A

La découverte de la cyclosporine A (CsA) a transformé la
transplantation d'organes d'une procédure expérimentale dont les taux de
morbidité et de mortalité étaient eélevés a un traitement adéquat pour les
individus souffrant de divers types d'insuffisance d’organes. Son
introduction dans les protocoles d'immunosuppression a aussi permis de
réduire les doses de glucocorticostéroides. La cyclosporine A sert de base a
la thérapie la plus utilisee en clinique, la triple-thérapie qui est 'association
de la CsA et des glucocorticostéroides ainsi que de 'azathioprine (Révillard,

1998; Ginns ef al., 1999).

La cyclosporine A est un macrolide fongique qui a la capacité de
bloguer l'entrée des lymphocytes T actives en phase S du cycle de
prolifération cellulaire. La CsA est le premiér agent qui donne aux thérapies
immunosuppressives une sélectivité pour les lymphocytes T. En effet, la
CsA n'affecte pas la formation de colonies érythroides et myéloides, et elle
n‘est pas toxique pour la moelle osseuse. La CsA a permis de doubler le
temps de survie d'un greffon et cest grace a sa découverte que les
transplantations pulmonaires et cardiaques sont associées a une excellente

survie ( Flye, 1989; Révillard, 1998; Ginns et al., 1999).
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1.4.1 Structure et Mécanisme d’Action

La cyclosporine A est un undécapeptide cyclique dérivé du processus
de fermentation du fungus Tolpocladium inflatum gams (Révillard, 1998;
Ginns et al, 1999). De ce processus se forme une vingtaine de
cyclosporines dont la CsA est la seule a posséder des caractéristiques
immunosuppressives. La CsA est formée de 11 acides aminés aliphatiques
agencés en structure cyclique (Fig 1.1). Cette configuration donne aux

cyclosporines des propriétés pharmacologiques uniques (Ginns et al., 1999).

Les cibles de la CsA se constituent de cyclophilines, des protéines
cytosoliques impliquées dans la voie de signalisation de la calcineurine. Ces
enzymes possedent des domaines de liaison aux cyclosporines, aux
glucocorticoides et aux macrolides comme le tacrolimus et le sirolimus. Ces
agents lient la cyclophiline A (CyA) et I'inhibition des signaux lymphocytaires
en résulte (Fig. 1.2) (Ginns et al, 1999). Le complexe CsA-CyA bloque les
fonctions enzymatiques de la calcineurine, c’'est-a-dire la déphosphorylation
du facteur de transcription NFAT1, elk-1, et cAMP-response element binding
protein (CREB): enzymes induites par la reconnaissance d'antigenes
(Sugimoto et al., 1997). Ces déphosphorylations sont les étapes limitantes
de lactivation des lymphocytes, c'est-a-dire que la transposition de ces
facteurs de transcription dans le nucléus en dépend. Ces facteurs servent a

activer la transcription de génes de cytokines et des proto-oncogénes c-mys,
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c-fos, et n-ras qui sont responsables d’amorcer le passage du cycle cellulaire

GO0 a G1 et d’'induire I'expansion clonale des CTC (Cristillo ef al., 1997).

La cyclosporine A freine la maturation des CTC et la réponse contre
les alloantigénes est diminuée. De plus, les crises de rejet sont réduites de
facon trés importantes. Par contre, les régimes a base de CsA affectent les
fonctions rénales. La CsA induit la nécrose des cellules vasculaires rénales
et la fibrose des cellules interstitielles causant ainsi la diminution de la
filtration glomérulaire (Révillard, 1998). Les patients traités a la CsA
subissent une augmentation de la tension artérielle diie a I'épaississement
de la média vasculaire et d’'une vasoconstriction. Chez certains patients, des
syndrémes d’ordres neurologiques tels que la convulsion et la dépression
peuvent avoir lieu. La CsA est aussi connue pour ses effets néoplasiques.
D’ailleurs, son administration est associée a une augmentation d'incidence

de lymphomes (Ginns ef al., 1999).
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Figure 1.1: Structure moléculaire de la

cyclosporine A. (Katzung, B., 1995 ; p.864)
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Figure 1.2: Mode d’action de la cyclosporine A. (A) Suivant la liaison avec un
CMH d'une cellule porteuse d’antigénes étrangers (APC, activated presentation
cell), le TCR active la voie de signalisation impliquant la calcineurine qui aboutit a
I'activation des facteurs de transcription de cytokines (NFAT) responsables de la
transcription des génes d’IL-2 et I'entrée en phase proliférative G1. (B) La
cyclosporine A blogue I'action de la calcineurine (Ginns LC, Cosimi BA, Morris PJ

(eds). Transplantation. Blackwell Sciences. Malden, Mass: 1999; p174).
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1.5 RECEPTEURS A CANAUX

1.5.1 Base de I’Action Pharmacologique

Tous les  meédicaments, immunosuppresseurs, hormones,
neurotransmetteurs, toxines ou autre stimulus extracellulaire, agissent sur
les organismes biologiques en incitant une réponse cellulaire. La base
moléculaire de [l'action d'un médicament, c'est-a-dire [linitiation d’'une
réponse pharmacologique est la formation d'un complexe entre le
medicament en question et la cellule ciblée. Cette formation initie la
transmission d'un signal intra-cellulaire qui engendrera la réponse
pharmacologique de la cellule. Puisque cette réponse est unique a 'agent
ou au médicament, la cellule ciblée requiert un systéme permettant de
reconnaitre d’'une maniere spécifique chaque médicament et le signal qu'il
induit. Ce systéme se constitue de la liaison d’'un ligand, comme un
médicament ou un autre stimulus extra-cellulaire, a un récepteur cellulaire

qui le reconnait et transmet son signal.

Le complexe ligand/récepteur est le point critique de la transmission
d'un signal particulier et linduction d’'une réponse pharmacologique
spécifique. Etant donné la multitude de stimulus extra-cellulaires capables

d’initier une réponse, les organismes biologiques ont developpé quelques
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centaines de récepteurs liés a une dizaine de voix de signalisation (Pratt et

Taylor, 1990 ; Katzung, 1995).

Généralement, les récepteurs sont classifiés par les types d’agents
pharmacologiques auxquels ils répondent par exemple : les récepteurs
adrénergiques, cholinergiques, a [linsuline, a la morphine ou a
lacétyicholine. lls peuvent aussi étre classifiés en deux classes dites,
muscarinique et nicotinique, selon le type de réponse induite par
I'acétylcholine. Au-dela de ces classes, les récepteurs sont divisés par
rapport a leur réponse aux agonistes et aux antagonistes ou par rapport a la
puissance de la réponse induite. Dans certains cas, la classification est
basée sur le type de réponse élicitée : la voie de signalisation induite, la
structure moléculaire du site de liaison au ligand ou méme son emplacement
anatomique ou cellulaire. |l existe 4 types de récepteurs : intra-cellulaire,

transmembranaire, lié a une protéine G et a canal ionique (Katzung, 1995).

1.5.2 Récepteurs a canal ionique

Ces récepteurs ont la capacité d’ouvrir un canal qui permet de fagon
sélective aux ions de passer au travers de la membrane cellulaire, en aval
de leur gradient de concentration. Sur certains récepteurs se retrouve une
composante du site de liaison au ligand activateur et le canal ionique. Sur
d’autres, [l'activation du canal se fait par un changement de potentiel

membranaire ou par une modulation de la part d'un autre complexe
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ligand/récepteur. Généralement, le canal de ces récepteurs laisse passer
exclusivement des ions sodiques (Na"), calciques (Ca*"), potassiques (K*) et
chloriques (CI). ‘Ces canaux sont impliqués dans la dépolarisation
membranaire suite aux potentiels d’actions postsynaptiques et dans le

maintien des gradients ioniques cellulaires (Pratt et Taylor, 1990).
1.5.3 Canaux voltage dépendant

Une autre famille de canaux, ceux-ci sont voltage dépendant C,
répond au changement de potentiel membranaire en laissant passer des
Na*, Ca®*, K" et CI" Les canaux & voltage jouent trois réles dans la cellule :
la propagation du potentiel d’action dans les cellules excitables, le contrble
du potentiel membranaire et la modulation des taux de Ca*" intra-cellulaires.
Ces canaux sont sélectifs a un ion en particulier et sont caractérisés

principalement par leur dépendance au voltage pour leur activation.

Plusieurs similarités structurales et fonctionnelles existent entres les
canaux a voltage et ceux récepteur/ligand. Les deux familles se constituent
de polyméres transmembranaires places autour d'un canal dont la surface
intérieure est jonchée d’acides aminés chargés. Des analyses
electrophysiologigues indiquent que la durée et fréquence d’ouverture des
canaux récepteur/ligand est influencée par le voltage. Les canaux a voltage

repondent de la méme fagon, sans toutefois dépendre de la liaison d'un



34

ligand endogene pour leur ouverture. Cependant, il existe quand méme
certains activateurs et inhibiteurs naturels de ces canaux qui ont permis leur

isolation et identification (Pratt et Taylor, 1990; Catterall, 1988).

Jusqu'a preésent, trois types de canaux a voltage dépendant ont été
identifiés : les canaux sodiques, calciques et potassiques. Malgré le fait que
leur structure puisse varier, la sélectivité ionique et la sensibilité au voltage

sont communes aux trois types de canaux.

1.5.3.1 Canaux sodiques

Les canaux sodiques a voltage ont été identifiés par Hodgkins et
Huksley durant leurs travaux sur les axones de calmar géant. Ces canaux
jouent leur réle dans l'initiation du potentiel d’action. lls s’activent suite a des
changements abrupts du potentiel membranaire pour laisser entrer dans la
cellule, des ions sodiques extra-cellulaires. La perméabilité des canaux
sodiques augmente jusqu'a un certain niveau et baisse subséquemment.
Les canaux sodiques sont toujours en transition entre I'état de repos ou ils
sont clos, I'état de conductance ou ils sont ouverts et I'état inactif ou ils se
referment Certains agents, comme la tétrodotoxine agissent sur les canaux
sodiques en inhibant ou activant un des trois états (Pratt et taylor, 1990 ;

Aldrich et al., 1983).
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1.5.3.2 Canaux calciques

Le calcium est bien connu pour son réle de messager secondaire
dans la médiation des signaux intra-cellulaires et le maintient du potentiel
trans-membranaire. Dans les cellules musculaires, la présence de calcium
est nécessaire a la contraction des fibres d’actine et de myosine suivant une
excitation des jonctions neuromusculaires. Quoique les cellules en
possédent des réserves importantes, les niveaux de Ca** libre intra-
cellulaires sont toujours maintenus a des niveaux sous-micromoléculaires.
Ceci est rendu possible par les pompes calciques qui extraient du
cytoplasme le surplus de calcium. La concentration extra-cellulaire de
calcium est 100 a 1000 fois plus élevées que celle du cytoplasme. Introduire
du calcium dans le cytoplasme se fait par I'ouverture des dépéts intra-
cellulaires et par l'action des canaux ioniques qui laissent passer le Ca®
extra-cellulaire selon de leur gradient de concentration. Les canaux
calciques sont soit des récepteurs a ligand soit des canaux a voltage (Miller,

1987).

Comme les autres canaux a voltages, les canaux calciques sont
susceptibles aux changements de potentiel membranaire. Leur cinétique
peut étre modifiée par certains agents, entre autres, le vérapamil, le diltiazem

et les dihydropiridines. Plusieurs types de canaux calciques ont été identifiés
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et chacun réagit a differents voltages et se retrouvent dans différents

systemes anatomiques (Tsien ef al., 1988).

1.5.3.3 Canaux potassiques

Les canaux potassiques servent principalement au maintien du potentiel de
membrane dans le systeme nerveux ainsi qu’a I'hyperpolarisation de la
cellule suite a un potentiel d’'action. lls s’activent une fois la cellule
dépolarisée et laissent entrer le K* extra-cellulaire dans la cellule, ce qui a
pour effet d’hyperpolariser celle-ci. lls jouent le réle inverse des canaux
sodiques dans le développement d’'un potentiel d’action. lls sont aussi
impliqués dans la dépolarisation des cellules myocardiaques, dans le
maintien de 'osmose cellulaire avec l'aide de la pompe K'/Na’, dans la
réabsorption des fluides dans la anse de Henle, dans [lactivation
lymphocytaire ainsi que d’autres activités. Il existe plusieurs types de canaux
potassiques : voltage dépendant K’y calcium dépendant K'cmr et
adénosine triphosphate dépendant K*arp). Ce dernier type sera traité dans
la prochaine section (1.6). Leur présence est trés nombreuses, mais on ne
retrouve pas tous les types a chaque endroit. Les K'y, sont les plus
répandus ; ils se retrouvent dans la membrane des neurones, des muscles
squelettiques, des muscles lisses, des lymphocytes et bien d'autres et ce,

selon des variances au niveau de leur excitabilité. Quant a eux, les K' a2,
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sont principalement retrouvés dans le cerveau et dans les

lymphocytes( Cahalan , 1990 ; Guyton et Hall, 1996 ; Catterall, 1988).
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1.6 CANAUX POTASSIQUES ATP-DEPENDANT

1.6.1 Structure et fonctions

Le canal K'arey appartient @ une classe de récepteurs aux
sulfonylurées (SUR) qui possedent sur leur portion intracellulaire, deux sites
de fixation des nucléotides. La régulation de l'activité du canal se fait a partir
de sa portion intracellulaire plus précisément des sous-unités qui entourent
le pore. Le canal K*a1p) se constitue de sous-unités dont la conformation est
semblable aux canaux a voltage nommé Kir (Inward Rectifyer). deux
segments transmembranaires de 390 acides aminés, reliés par une boucle
d’acides aminés, H5, et arrangés en tétramére. Ces boucles typiques aux

canaux K, lui conférent sa sélectivité ionique.

Une hypothése propose que le canal K*arp) est formé de quatre sous-
unités appelées Kir, chacune jumelée a une unité SUR (Fig 1.3). Chacune
des SUR est définie par 1582 acides aminés organisés en 13 segments
transmembranaires desquels les segments 9 et 10 (S9 et S10) sont séparés
par une boucle extra-membranaire qui, avec I'extréemité de S10, forme les
sites de liaisons aux nucléotides. La caractéristigue centrale aux canaux
K*atp) est le role de 'ATP cytosolique comme ligand pour la fermeture du
pore et comme substrat enzymatique pour son ouverture. L'ouverture du

pore requiert la présence de Mgz+.



39

Sous-unité SUR Sous-unité Kir 6.2
(13 segments transmembranaios) {2 segmenis frensmembranaires)

Milieu

Membrane

cellulaire

Milieu

intracellulaire
| O\ / caractéristique
Segment proléique Sites de fixation des canatix
fransmembranaire des nucléotides polassiques

SUR
Assemblage hypothétique Kir6.2

de 4 sous-unités SUR et de 4 sous-unités
Kir 6.2 pouvant définir un canal Krp
fon coup sagitak)

défini par les

" boucles H5 des

Sous-unités Kir

Fig 1.3 : Représentation des structures des sous-unités Kir et SUR du
canal K(ATP). La sous-unit¢ SUR est constituée de 13 segments
transmembranaires et la sous-unité Kir, deux segments.  (Thuringer D et
Cavero |. Les canaux potassiques inhibés par ’ATP cellulaire: une
aventure physiologique a suspense moléculaire. Médecine/Science
1997: 13; 1050)
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Les canaux potassiques ATP-dépendant (K'arp)) ont été découverts
en 1983 par Akinori Noma (Noma, 1983). Précédant cette découverte, il
était connu que le flux membranaire potassique était sensible aux
fluctuations énergétiques cellulaires. En effet, suivant I'épuisement des
myocytes cardiaques, il y avait une conduction vers l'extérieur d’ions
potassiques (Thuringer et Cavero, 1997). Grace a la méthode patch-clamp,
Noma démontra que ce flux sortant suit la dépression de la synthése
d'adénosine-5'- Triphosphate (ATP) et que ce méme flux est inhibé par
linjection d’ATP dans le cytosol (Noma, 1983). Ces canaux portent

maintenant I'appellation canal potassique ATP-dépendant ou simplement

K* aTe).

La présence d’ATP cytosolique sur le canal K'arp) exerce deux
fonctions régulatrices : d’une part comme ligand qui ferme le pore, d’autre
part, comme substrat enzymatique qui l'ouvre. En plus de la présence
d’ATP, Pouverture du pore nécessite que ce dernier soit couplé avec un
Mg®*. Le canal posséde aussi un site intracellulaire de phosphorylation qui
se charge de I'hydrolyse de 'ATP en ADP pour restaurer l'activité du pore.
Cette fonction de phosphorylation n'est pas impliquée dans la fermeture du
canal par I'ATP (Thuringer et Cavero, 1997). D’autres nucléosides ont des
effets régulateurs qui varient selon leur type; par exemple les diphosphates

tels que le ADP ou le GDP, sont capables d’antagoniser I'inhibition du canal
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par 'ATP. En fait, les diphosphates peuvent induire 'ouverture du canal

malgré la présence d’ATP cytosolique(Terzic et al., 1995).

L’explication actuelle de la régulation des canaux K*p) veut que, sur
sa portion intracellulaire, le canal possede deux sites, P1 et P2, impliqués
dans lactivité enzymatique ATP-Mg?* associée a la phosphorylation (Fig
1.4). Pour s'ouvrir spontanément en I'absence de nucléotides, le canal doit
d’abord étre phosphorilé sur P1. La perte progressive de l'activité spontanée
du canal résulte de la déphosphorylation de ce site.  Suivant la
déphosphorylation de P1 et donc linaction de canal, la fixation du
nucléosides diphosphates (NDP) sur le site N peut induire la réouverture du
canal a condition que le site P2 soit phosphorylé. Par contre, 'ATP inhibe
Fouverture du canal et son activité spontanée et ce, indépendamment des
sites P1 et P2 phosporylés, en se liant au site A. Dans les K+(ATp)
cardiaques, les deux sites doivent étre phosphorylés simultanément pour

empécher I'action de I'ATP.
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Canal Karp cardiaque
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- : ' pore est ouvert

Unite de transduction contrdlant
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Pinacidil, aprikalim,
levoromakalim, ..

Figure 1.4 : Schéma de la régulation d’'un K” a1p) cardiaque par les nucléosides
diphosphates et les activateurs potassiques. Le canal K'a1p) posséde deux
sites de régulation Py et P, dont la régulation par phosphorylation dépend de la
présence de ATP-Mg® sur le site A ou d'autres nucléotides sur le site N. Les
activateurs potassiques augmentent l'activité du canal en agissant sur la sous-unité
T indépendamment de la présence de nucleotides. Les protéines G et certains
blogueurs des K*atp) agissent sur le site A indépendamment de la phosphorylation
des sites Py et P, (Thuringer D et Cavero |. Les canaux potassiques inhibés par
PATP cellulaire: une aventure physiologique a suspense moléculaire.

Meédecine/Science 1997: 13; 1050).
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1.6.1.1 Activateurs du canal K' arp)

Les activateurs du canal K'arpy augmentent son activité en agissant
sur une portion régulatrice encore non-identifiée. Des agents comme le
bimakalim, l'aprikalim, le cromakalim et le levcromakalim forment un
complexe avec un site interne qui bloque I'effet inhibiteur de 'ATP envers le
pore. Le nicorandil, 'TER001533 et le HOE-234 agissent sur les sites A et N
(Terzic et al., 1995). Ces agents sont sélectifs pour les K*atp) et ils ont pour
effet d’ouvrir le pore pour laisser passer les K* du cytosol vers I'espace
interstitiel. Les activateurs des K'rp) induisent 'hyperpolarisation de la
membrane. Les activateurs des K'atp) sont reconnus pour leurs effets
vasodilatateurs et la cardioprotection induitent durant l'ischémie (Pignac et

al., 1993; Grover, 1994).

1.6.1.2 Inhibiteurs du canal K’ jarp)

Les protéines SUR qui entourent les Kir pourvoient aussi un site de
regulation du canal. Les SUR sont susceptibles de lier les sulfonylurées
créant un barrage devant le pore des K'arp. Les sulfonylurées tel le
gliclazide, le gibenclamide, le glipizide et le glimépiride, sont utilisées en
clinique comme hypoglycémiants oraux. En effet, les inhibiteurs des canaux
K*ate) favorise la dépolarisation des cellules, ils augmentent la sécrétion
d'insuline, ce qui leur conférent des propriétés d’hypoglycemiantes

(Harrower, 2000 ; Luzi et Pozza, 1997 ;de Welille et al., 1988).
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1.6.2 Réles physiologiques des K atp)

Les K'atp) se retrouvent dans plusieurs types de tissu ou leur réle
cellulaire varie. Cette diversité leur est conférée par I'existence de différents
isoformes des sous-unitées SUR et Kir. Comme il a déja été indique, le
potentiel membranaire de repos est maintenu par les K'atp). Cependant, la
régulation du mouvement d’ions K a ses effets au-delad de la membrane
cellulaire. Les canaux K'1py réglent I'excitabilité des cellules musculaires
squelettiques, maintiennent le tonus vasculaire, contrélent la sécrétion de
certaines hormones (Ex: Insuline). lls sont aussi impliqués au niveau
hypothalamique dans le réglage de I'appétit et contribuent au recyclage des
ions K" au niveau de [I'épithélium rénal (Thuringer et Cavero, 1997). Leur
réles dans divers mécanismes physiologiques font des canaux K* e I'objet
de recherches dans certains domaines cliniques, notamment Ila

transplantation cardiaque et 'endocrinologie de diabéte.

1.6.3 Canaux potassiques et transplantation cardiaque

1.6.3.1 Cardioprotection

Le réle des canaux K*atp) dans la protection ischémique tissulaire a
réecemment retenu l'attention de plusieurs chercheurs. En effet, I'extrusion
d’ions potassiques est impliquée d'une fagcon importante dans la phase

initiale de l'ischémie dans les tissus cardiaques et cérébraux : 'activité des
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K"ty contribue a réduire la sévérité des lésions ischémiques et la mort

cellulaire (Grover, 1994).

Suite a une ischémie cardiaque, la phase plateau du potentiel d’action
(PA) des cardiomyocytes sera raccourcie et les contractions cardiaques
reduitent. Plusieurs recherches démontrent que cette altération du PA
myocardique est associée a une extrusion de K’ via des canaux K*aTe)
lorsque I'ATP cellulaire diminue. L'activité électrochimique du myocarde
diminue et les arréts en diastole deviennent plus rapides, ce qui protége les
réeserves énergétique des cardiocytes. Ces événements réduisent
'amplitude de la diffusion du Ca®" intracellulaire et la surcharge de Ca®*. I
apparait donc que I'activation des K*(a1p) dans les cardiocytes et la réduction
de la durée du PA sont des mécanismes permettant de préserver I'ATP
cellulaire et de prévenir des lésions ischémiques (Pignac et al, 1993;

Grover, 1994)

Suivant la revascularisation du greffon, la fonction contractile du coeur
reste souvent inadéquate face aux besoins du receveur (Cole et al., 1991;
Pignac et al., 1993). Les recherches visant @ améliorer I'état du coeur durant
I'ischémie ont proposé l'addition de modulateurs de canaux K'nrp)y aux
manceuvres de cardioprotection. En effet, des activateurs de K*7p) comme
l'aprikalim, le pinacidil et le cromakalim se montrent efficaces dans la

reduction des lésions ischémiques dans des modeéles ex-vivo. En permettant
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extrusion de K' ils maintiennent la fonction contractile et réduisent les
arythmies qui surviennent suite a l'ischémie cardiaque (Pignac et al., 1993;
Grover, 1994). Ces effets protecteurs sont aussi rapportées dans les
greffons cardiaques pré-conditionnés au nicorandil (Menasche, 1996). Les
autres activateurs des canaux K'nrp), le bimakalim et 'aprikalim, offrent la
méme cardioprotection dans les modéles animaux dinfarctus cardiague
(Auchampach ef al., 1994). La protection cardiaque est amoindrie par la
présence d’antagonistes de K'iatpy comme le glibenclamide et le glycazide.
En effet, contrairement aux activateurs du canal K'nrp) les inhibiteurs
previennent le raccourcissement du PA et ils déteriore d’avantage la fonction

contractile du coeur (Cole ef al., 1991; Yao et al., 1993).

1.6.3.2 Tonus vasculaire

Le tonus vasculaire peut lui aussi varier en fonction de 'activation des
K'@te). En effet, I'nyperpolarisation causée par l'ouverture des K'arp),
diminue non seulement les cardiaques, mais celles des cellules musculaires
lisses. C'est pourquoi les activateurs de K atp), sont des vasodilatateurs et
les inhibiteurs des K'ate) sont, quant a eux, des vasoconstricteurs. Les
activateurs comme le cromakalim et le pinacidil sont reconnus pour induire
une vasodilatation dans les cellules musculaires lisses vasculaires, c’est

pourquoi qu’on les reconnaient comme vasodilatateur. (Standen ef al., 1989).
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Dans la transplantation d’organes trés vascularisés, comme le
poumon et le coeur, l'activation des K'ntpy sert a diminuer la résistance
vasculaire suscitée lors de la période [lischémie et d’hypoxie. Des
recherches animales indiquent que [I'administration du vasodilatateur
nicorandil, un activateur des K*arp), aux greffons pulmonaires améliore sa
fonction en réduisant la résistance vasculaire et en réduisant les effets de la

myéloperoxidase, enzyme active durant I'ischémie (Yamashita ef al., 1996).

Les bénéfices associés a I'activation des K*(arp) sont nombreux. Dans
un greffon cardiaque riche en cellules musculaires et en vaisseaux sanguins,
les activateurs de K'atp), comme l'attestent les recherches protégent la
constitution du greffon en diminuant les Iésions d'ischémie/reperfusion. Ceci
indique le role direct que les K'arp) et plus particulierement, ses

modulateurs peuvent jouer dans I'évolution d’une transplantation cardiaque.

1.6.3.3 Activation des lymphocytes

Les K'atp) se retrouvent dans presque tous les types de tissus ol ils
maintiennent  lintegrité cellulaire et participent a plusieurs voies de
signalisation. Cependant, leur réle dans la régulation des lymphocytes reste
inconnu. Quant aux canaux potassiques a voltage (Ky), ils sont impliqués
dans linhibition de [l'activité mitogénique des lymphocytes T. Certains

antagonistes des K tel le tetraéthylammonium (TEA), le 4-aminopyridine
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(4AP) et la quinine empéchent l'incorporation de thymidine bloquant ainsi la
prolifération mitogénique (Chandy et al., 1984). Les mitogénes peuvent en
retour moduler l'activité des Ky Plusieurs types de cellules du systéme
immunitaires dépendent des signaux mitogéniques pour leur réplication,
notamment les cellules T cytotoxiques et les natural killer cells (NK)
(Fukushima ef al., 1984; Sidell et al, 1986). En plus de l'aspect
antimitotique, l'effet des K, se manifestent a plusieurs étapes de la
croissance des cellules T. On rapporte un réle pour : l'activation par IL-2, la
synthése de protéines des cellules activées (Lee et al., 1986) et la régulation
du volume de ces cellules (Cheung et al., 1982). Les canaux potassiques
servent aussi de marqueurs de la différenciation des lymphocytes T

(McKinnon et Ceredig, 1986).

Les antagonistes aux canaux Ky, empéchent 'expansion clonale, non
pas par la voie de linactivation des lymphocytes, mais en inhibant la
biosynthése de leur prolifération. D'aprés Schell et al., (1987) le TEA, par
exemple, bloque la prise d’acides aminés nécessaires a la prolifération et a
la synthése de lymphokines. Ceci pourrait résulter de la dépolarisation
membranaire causé par I'antagonisme aux canaux Ky, Les systémes de
transport cellulaire qui dépendent d’'un certain potentiel transmembranaire se
retrouveraient alors restreints. Les antagonistes des K, n’ont donc aucun
effet direct sur les lymphocytes en prolifération; ils altérent plutot
I'environnement électrique de la cellule en ralentissant ou méme empéchant

la biosynthése ou la sécrétion nécessaire a I'expansion lymphocytaire.
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Les canaux potassiques a voltage sont aussi impliqués dans la
régulation de la croissance lymphocytaire. De plus, l'intrusion de Ca** qui
suit I'activation lymphocytaire est aussi modulée par les canaux K* de type
Kw1.3. Le Ca’ est impliqué dans plusieurs voies de signalisation activées
durant l'activation des lymphocytes, notamment la production de cytokines et

la prolifération cellulaire (Lin ef al., 1993).

Les étapes de la régulation de la croissance des lymphocytes a
toujours offert des cibles intéressantes pour aboutir a 'immunosuppression.
La présence de canaux ioniques dans les lymphocytes T pourrait aussi servir
de point de modulation de la réaction immunitaire par leur implication dans la
régulation du niveau de Ca" (Koo et al, 1997). Les K*atp) participent aussi
aux changements de niveaux de Ca” intra-cellulaire et pourraient, autant
que les Ky, servir de cible aux maneuvres d’immunosuppression.
Cependant, leur expression et leur réle dans les lymphocytes restent a étre

etudie.

1.6.3.4 K+(ATP) et diabéte

La connaissance du réle physiologique des canaux potassiques s’est
elargie quand il est devenu claire que les hypoglycémiants oraux, comme le
gibenclamide et le diazoxide étaient des antagonistes des canaux K'arp).

De plus, la caractérisation moléculaire du canal décrivait clairement un
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hétéromere formé de deux types de sous-unitées : les Kir et les SUR. Ces
dernieres étant des récepteurs a la famille des sulfonylurées. Depuis lors,
les sulfonylurées sont devenues des outils essentiels a la compréhension du

réle physiologiques des canaux K'rp) (Thuringer et Cavaro, 1997).

Le pancréas est un organe marqué par I'abondance des Kt @ la
surface des cellules qui, lorsque stimulées par la présence de glucose,
sécretent de linsuline. Précédant la sécrétion d'insuline, les cellules B-
pancréatiques subissent une dépolarisation lente initiée par la fermeture des
K*atp) via ’ATP (Cook et Hales, 1984). Les ions calciques qui pénétrent via
des canaux Ca®" a voltage, activent les voies de signalisation menant a la
secretion d’insuline (Lebrun et al, 1982; Soria et al, 1996). Le
glibenclamide et le diazoxide doivent leurs propriétés hypoglycémiantes a la
sécrétion d'insuline qui suit la fermeture du K'arp) suivant leur liaison aux
sous-unitétes SUR. Les hormones endogénes, comme la galanine,
responsables de la régulation de la glycémie sont aussi des modulateurs des

K*@are) (Thuringer et Cavaro, 1997; de Weille et al., 1988)

Certaines mutations des K'arp) seraient responsables de
’hypoglycémie hyperinsulinique infantile, une perte de la régulation de
I'hypersécrétion d’insuline. Les patients souffrant d'une telle condition
présentent des altérations au niveau des protéines SUR1 qui conduisent a

des pertes importantes des fonctions du canal K*arp, (Kane et al., 1996).
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Des conditions plus générales, comme le diabéte non-insulino dépendant
(type Il) et l'obésité familiale seraient expliquées par l'existence d’un

polymorphisme des protéines SUR1 (Thuringer et Cavero, 1997).
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1.7 DIABETE ET TRANSPLANTATION

Gréace aux succes obtenus en transplantation depuis la découverte de
la CsA, 'emphase des recherches dans ce domaine est dirigée vers d’autres
aspects de la survie de greffon, telle que la santé post opératoire du patient.
Ainsi, il a recemment été rapporté qu'une des complications post opératoires
consistait a lintolérance au glucose, c'est-a-dire le diabéte méllitus post
transplantation (DMPT). De plus, les immunosuppresseurs comme la CsA et
le tacrolimus, se sont avérés étre des agents diabétogénes, agissant sur les
cellules B-pancréatiques pour diminuer la sécrétion d’insuline (Weir et al.,
1999). Certains chercheurs suggerent que la calmoduline soit impliquée
dans la sécrétion d'insuline et que, suivant sa liaison avec la CsA, Ila

synthése d’insuline soit diminuée (Krausz et al., 1980).

Dans la transplantation rénale, le DMPT est considéré comme étant
aussi important que le diabéte mellitus a cause de la détérioration
progressive des tissus rénaux, et de la une diminution du temps de survie du
greffon. A cause de cette problématique, un contréle rigoureux du niveau
de glycémie a l'aide d’agents antidiabétiques pourrait s’avérer nécessaire.
Cependant, il n’existe aucune donnée démontrant la sécurité de l'interaction
entre les hypoglycémiants oraux et les immunosuppresseurs. (Miles et al.,

1998).
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Le Dbesoin d'étudier linteraction hypoglycémiants oraux /
immunosuppresseurs s'étend au dela du traitement post-greffe. La
transplantation d’lots de Langerhans est devenue une alternative
thérapeutique a I'administration d'insuline dans le traitement du diabéte de
type |. Depuis le début de son utilisation en clinique, ce traitement n'a eu
qu'un modeste succes di en partie aux facteurs non-immunologiques,
comme linsensibilité des cellules pancréatiques au niveau au glucose
sanguin. Par contre, il s’avere que par leur capacité de stimuler la sécrétion
d'insuline, les bloqueurs des K'arp pourraient étre un ajout utile a
l'implatation d'llot de Langerhans. En effet, une étude in vivo faite avec une
masse limitée de cellules B-pancréatiques démontre que contrecarrer les
effets des K'atp) aide a maintenir la glycémie dans les valeurs normales
(Soria et al., 1996). Il reste a démontrer si le fait d’ajouter un hypoglycémiant
oraux aux traitements immunosuppresseurs lors de la transplantation d'ilots
de Langerhans ne compromet pas la survie du greffon. L'interaction entre
hypoglycémiants oraux et immunossupresseurs pour les autres types de

greffes n'a pas fait I'objet d'une étude approfondie.
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1.8 TRANSPLANTATION CARDIAQUE

Pres d'un siécle d'expérimentation, d'essais techniques, de
découvertes en physiologie et d'études en immunosuppression ont précédé
le succes qu'est devenu la transplantation cardiaque aujourd’hui. En 1905,
Carrel et Guthrie sont les premiers a démontrer dans un modéle canin,
qu’une telle opération était possible. Néanmoins, la transplantation de coeur
reste une procédure expérimentale jusqu'au développement du modeéle
orthotopique animal durant les années ‘60. Les progrés qui suivirent furent
rapides et 'année 1967 marque la réussite de la premiére transplantation
cardiaque chez 'humain. Depuis lors, cette procédure est devenue une
solution thérapeutique établie pour les patients souffrant de défaillance

cardiaque sévere et irréversible. (Ginns et al., 1999).

De nos jours, la transplantation cardiaque est une solution a plusieurs
problemes cardiaques. Prés de 90% des receveurs de transplantation
cardiaque souffrent d'insuffisance terminal, et 10% sont transplantés a la
suite d'une angine pectorale réfractaire, des tumeurs cardiaques inopérables
ou bien diverses formes d’arythmie. Le taux de survie a deux ans aprés la

chirurgie s’éléve a 85% (Ginns et al., 1999).
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1.8.1 Chirurgie de transplantation
Donneur

La préparation du donneur débute avec une sternotomie médiane.
Les vaisseaux sanguins majeurs sont ensuite entourés de ruban ombilical
pour fin d’identification. La veine cave supérieure est alors liée de ligatures
de soie; de I'héparine est ensuite injectée par canulation de la veine cave
inferieure. Suivant la canulation, l'aorte est attachée, et la veine cave
inférieure ainsi que la veine pulmonaire sont sectionnées. A laide d’une
injection de solution saline froide par l'aorte ascendante, la cardioplagie
cristalloide froide est induite. Suivant la section de la veine cave supérieure,
de l'aorte et de l'artére pulmonaire, le coeur est excisé et placé dans un
récipient contenant une solution physiologique maintenue a 4°C (Ginns et al.,

1999).

Receveur

La prépararion du receveur est plus complexe, car la circulation du
receveur doit étre maintenue par des moyens artificiels extra-corporels. Une
cardiectomie est faite sur le receveur de la méme fagon que pour I'opération
du donneur, sauf qu’une section de l'oreillette du receveur est gardée pour
séparer l'aorte et les veines caves du greffon. Le greffon est mis en place de
maniére orthotopique, position normale. Les vaisseaux sanguins sont tous

revascularisés par anastomoses termino-terminales. Habituellement, la mise
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en place du greffon prend environ trois heures pour étre complétée (Ginns et

al., 1999).

1.8.2 Ischémie et Cardioprotection

La transplantation d’'organes se définie par deux opérations distinctes:
le prélevement de l'organe et sa mise en place dans le receveur. Le
prélevement de I'organe nécessite un arrét circulatoire suivit d’une vidange
sanguine totale pour prévenir le rejet suraigu. L’'organe en question restera
sans circulation sanguine jusqu’a la reperfusion durant sa revascularisation,
c’est-a-dire sa mise en place dans le receveur. Il y a un certain délai entre le
prélevement et la mise en place durant lequel I'organe en question subit
deux types de lésions caractéristiques : lésions d’ischémie-réperfusion et
celles liées a l'arrét circulatoire. Durant la période d’ischémie, les tissus sont
privés de sang et d'oxygene et ne peuvent donc pas maintenir certains
mécanismes essentiels a la survie cellulaire. lls subissent une détérioration
générale causée par deux mécanismes : la mort cellulaire et la réaction
inflammatoire, toutes les deux consécutives a l'anoxie. Les cellules du
greffon réagissent a de telles agressions en exprimant des protéines de choc
(hsp pour Heat-Shock Protein) qui servent a assister ou a maintenir I'activité
de proteines cytoplasmiques ayant perdu leur capacité de fonction suite a
l'anoxie. Les injures ischémiques induisent aussi la production de radicaux
libres et d’anti-oxydants toxiques pour les cellules. Ces réactions toxiques

directes s’ajoutent a d’autres mécanismes indirects qui amplifient la réaction
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inflammatoire, tels que la sécrétion de prostaglandines et de leucotriénes,
I'activation de facteurs de transcription des cytokines (IL-1 et TNF-a) et le
déclenchement de la mort cellulaire programmée appelée apoptose

(Révillard, 1998).

La préservation du greffon précédant sa revascularisation est
essentielle au succes d'une transplantation cardiaque. Plusieurs méthodes
sont utilisées afin de protéger le greffon des lésions ischémiques.
L'hypothermie et l'arrét cardioplégique pourvoient une protection adéquate
pour la chirurgie a coeur ouvert.  Cependant, durant les chirurgies de
transplantation, l'ischémie est prolongée et les cliniciens ont donc recours a
des solutions cardioplégiques modifiees (ex: la solution cardioplagique
froide de St-Thomas ou |a solution de I'Université du Wisconsin) saturées de
potassium dans lesquelles baigne le greffon avant sa revascularisation

(Ginns et al., 1999; Révillard, 1998).

1.8.3 Rejet de greffe

Comme toutes les autres organes transplantés, le cceur transplanté
est sujet au rejet de greffe dirigé contre les HLA étrangers présents en
majorité dans les cardiomyocytes.  Bien s(r, trouver un donneur
histocompatible identique au receveur est idéal, mais di a la pénurie
d’'organes, les transplantations sont effectuées dans des conditions moindre
qu'une histocompatibilité parfaite. Le greffon cardiaque peut étre alors la

cible de crises de rejet séveres. Les cellules immunitaires étant mobilisées a
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travers de l'endothélium vasculaire, un organe trés vascularisé comme le
cceur pourvoit de multiples sites propices a linfiliration de monocytes.
L'abondante vascularisation du coeur le rend aussi, en temps que greffon,
susceptible au rejet chronique qui s’installe dans les vaisseaux sanguins

(Ginns et al., 1999).

Le rejet est la cause principale des échecs en transplantation
cardiaque: 90% des crises de rejet surviennent durant les six premiers mois
aprés la chirurgie. A prime abord, elles sont diagnostiquées avec des
biopsies hebdomadaires de 'endomyocarde ventriculaire faites a l'aide de
techniques fluoroscopiques. Les crises de rejet sont souvent accompagnées
de dyspnee, de malaise, de tachycardie, d’hypotension et dans les cas
severes, d’'arrythmie. Ces symptdomes ne constituent pas des évidences
précises d’'une crise de rejet et les cliniciens ont donc recours a des

échocardiographies pour évaluer I'impact clinique de celles-ci.

1.8.4 Immunosuppression

En transplantation cardiaque, l'immunosuppression 4 trois buts : la
prophylaxie de rejet, le maintient de la tolérance et le traitement contre le
rejet aigu. Malheureusement, aucune thérapie immunosuppressive courante
ne peut étre considérée idéale a cause de leurs effets secondaires. De plus,
aucun agent inhibe complétement la réaction immunitaire. La majorité des
centres de transplantation cardiaque utilisent la tri-thérapie en guise de

region immunosuppresseur: la cyclosporine A, la prednisone et la
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azathioprine. Plus récemment, des anticorps monoclonaux ('OKT-3) ou
polyclonaux (ATG) ont été administrés comme thérapie de prophylaxie pour

supporter les régimes a la CsA (McGoon et Frantz, 1992).

Le tacrolimus s’est avéré étre un agent aussi efficace que la CsA. De
plus, plusieurs centres de transplantation le considére déja comme une
alternative adéquate. D’autres agents, le mycophénolate de mofétil et le
mizoribine sont capables de supplementer le tacrolimus pour former un
réegime plus sécuritaire et plus efficace que la tri-thérapie standard. Les
thérapies a base du tacrolimus sont présentement en phases d’essai clinique

(Tsamandas et al., 1997; Ginns et al., 1999).

1.8.5 Transplantation cardiaque expérimentale

La transplantation cardiaque a débuté comme une procédure
expéerimentale. Dans ces modéles, le greffon cardiaque était implanté en
position hétérotopique c'est-a-dire en paralléle avec le cosur du receveur
(Ginns et al., 1999). A l'aide de cette méthode, les techniques maintenant

etablies en clinique ont pu étre perfectionnées.

La transplantation cardiaque hétérotopique dans les modéles de
rongeurs, les modeles canins et porcins est restée un outil expérimental

d’'une grande utilité. Depuis I'observation que le rejet de Iallogreffe
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cardiaque hétérotopique n’aboutit pas a la mort de I'animal, cette procédure
est devenue l'outil de choix pour les tests préliminaires d’efficacitédes
immunosuppresseurs tels que les études histologiques sur le rejet, la
xenotransplantation (Chen et Daloze, 1992) ou [I'évaluation de Ia
cardioprotection ischémique (Duguay ef al., 1996). Plusieurs techniques de
transplantation cardiaque hétérotopique existent, mais celle de Ono et
Lindsey (1969) est la plus populaire. La technique de Ono et Lindsey (1969)
doit sa popularité a la facilité de la chirurgie’opération et au colt peu élevé
pour un modele de rongeur. De plus, la survie du greffon, soit le paramétre
principal de letude, peut étre vérifiée par une simple palpation
transabdominale du cceur implanté (Chen et Daloze, 1993; Chen et Daloze,

1994).



61

1.9 DESCRIPTION DU PROJET
1.9.1 Hypothése

Les canaux potassiques jouent des roles fondamentaux dans le
maintien du potentiel membranaire et participent a la signalisation
intracellulaire. L'implication des K*arpy dans divers mécanismes cellulaires
leur a valu une place importante dans les modalités de cardioprotection et
dans le traitement hypoglycémiant. Les lymphocytes T sont aussi soumis a
lactivité des canaux potassiques. Les données disponibles indiquent
clairement la présence des K*\y) et des K*(c.2+) & la surface membranaire des
lymphocytes T. Par contre, I'expression des K'arey n'a pas encore été

démontrée.

Nous proposons que les K atp) sont impliqués dans I'activation des
lymphocytes T par leur modulation des niveaux de Ca?" intracellulaire. Ainsi,
contréler l'activité des K*arp) pourrait avoir des conséquences directes sur
rejet de greffe cardiaque soit par cardioprotection ou encore en modifiant
I'activité des lymphocytes T. Nous voulons évaluer cette hypothése en
modulant I'activité des K're) dans un greffon cardiaque en utilisant des
activateurs et des inhibiteurs de ces canaux. Le but est de définir les
conséquences d'une activation ou d’une inhibition des canaux K'arp sur la

survie des greffons cardiaques.
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Nous avons aussi évaluer l'interaction des modulateurs des K'tp),
notamment ceux utilisés comme traitement du diabéte non insulino-
dépendant (type Il) avec la cyclosporine A. Les candidats aux
transplantations d'organes peuvent étre sous traitement de sulfonylurés
hypoglycémiantes et il n’existe aucune donnée sur les interactions issues de

I'association des modulateurs des canaux K* atp) et la cyclosporine A.
(ATP) Yy p

1.9.2 Médicaments

Pour étudier I'aspect immunorégulateur des K'narp) nous utilisons
I'aprikalim, le glibenclamide et le gliclazide, tous étant des modulateurs des
K* aTP). L'aprikalim (RP 52891 ou 2-(3-pyridyl)Tetrahydrothioyran-2-
carbothiamide) est un dérivé thioformamide activateur des K*arp) (Aloup et
al., 1990). Des expériences préliminaires indiquaient qu’une dose de 1.1
mg/kg/j etait efficace et sécuritaire pour les animaux. Le glibenclamide, aussi
1-[4-[2-(5-chloro-2-methoxybenzamido) ethyl] benzenesulfonyl]-3-
cyclohexyluré, est une sulfonylurée inhibitrice des K'arp) utilisé dans le
traitement du diabéte de type Il (de Weille et al., 1988). Le glibenclamide
etait administré a 0.2 mg/kg/j, une dose choisie selon des études
préliminaires. Le gliclazide est aussi une sulfonylurée hypoglycémiante de

deuxieme géneération. Le gliclazide augmente les niveaux sanguins

d’insuline sans occasionner la détérioration progressive des cellules pB-
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pancréatiques, effet secondaire typique au glibenclamide (Harrower, 2000).

Le gliclazide était administré a une dose de 5.0mg/kg/j.

Nous avons aussi étudié linteraction des modulateurs des K'arp)
avec la cyclosporine A, limmunosuppresseur le plus utilisé en
transplantation. La dose utilisé est de 2.0 mg/kg/j, une dose permettant une

réduction du rejet sans l'inhibition compléete. (Ginns ef al., 1999).

1.9.3 Modéle expérimental

Nous utilisons une modification de la méthode de transplantation
cardiaque hétérotopique proposée par Ono et Lindsey (1969) chez les rats
de types Lewis (Fig 1.5) (Chen et Daloze, 1995). A L’aide de techniques
microchirurgicales, le greffon cardiaque de rats donneurs de type Brown
Norway est placeé dans 'abdomen des rats Lewis (n=6) par groupe. Le
greffon est ensuite revascularisé a l'aide de deux anastomoses termino-
latérales, une entre l'aorte et l'arteére pulmonaire du coeur du donneur et
I'aorte dorsale et la veine cave inférieure du receveur. Le temps de survie du
greffon cardiaque est évalué par palpations abdominales. Finalement, pour
evaluer |'efficacité de la méthode de transplantation, nous utilisons un groupe

de rat Lewis isogréffé qui sera sacrifié au 60°™ jour de la transplantation.

Les receveurs d'allogreffes étaient divisés en sept groupes

expérimentaux recevant soit un agent ou une association d’agents. Le
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groupe témoin n'était pas traité (groupe 1). Le groupe 2 était traité avec
laprikalim a 1.1mg/kg/j; le groupe 3 avec le glibenclamide a une dose de
0.2mg/kg/j; le groupe 4 avec le dliclazide a une dose de 5.0mg/kg/j; le
groupe 5 recevait une association aprikalim et glibenclamide a leur dose
respective; le groupe 6 recevait la CsA a une dose de 2.0mg/kg/j; et les
groupes 7, 8 et 9 recevaient la méme dose de CsA associé avec soit
laprikalim, le glibenclamide ou le gliclazide a leur dose respective. Les
meédicaments ont été administrés quotidiennement par gavage pendant 14

jours.

Le niveau de glucose sanguin des animaux transplantés et traités est
mesuré par la reaction glucose-oxidase, pour s'assurer d'un effet comparatif

des modulateurs des K atp) .

1.9.4 Statistiques

La survie du greffon et les niveaux de glucose sanguin sont traités
avec ['analyse de variance ANOVA pour les différences entre groupes et le
test Student t pour les valeurs non-pairées ainsi que la comparaison au

groupe temoin. Une valeur P<0.05 est considérée significative.
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Artére Pulmonaire
Donneur

Artére pulmonaire

DONNEUR RECEVEUR

Figure 1.5: Transplantation hétérotopique du cceur chez le rat.
Représentation du greffon suivant la préparation du coeur du donneur et les
anastomoses avec le receveur tel que proposé dans le modéle de Chen et
Daloze (Chen H et Daloze P., 1995) Heart transplantation. Dans es Zhang
F, Lineaweaver WCX, Kao SD, Walker R, Tonken HP. Manual of
experimental muscle flap and organ transplantation models in the rat.

Sharpoint. 1995: p89).
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PROLONGATION OF RAT HEART ALLOGRAFT SURVIVAL WITH K*ATP
DEPENDENT CHANNEL MODULATORS

ABSTRACT

Controversies exist regarding the immunoregulatory properties of
K'ate channel modulators. In this study, we investigated the effects of
aprikalim, a K'arp dependent channels activator, glibenclamide and
gliclazide, two inhibitors of K*are dependent channels on the prolongation of
heart allograft survival in the rat. Nine groups (n=5) were involved in this
study with Brown-Norway to Lewis rat combination treated with aprikalim,
glibenclamide, gliclazide and/or cyclosporine. The results indicate that
modulators of K'arp dependent channels can improve the survival of rat heart
allograft without interfering with the immunosuppressive properties of

cyclosporine.
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INTRODUCTION

Since the discovery of K'atp dependent channel in 1983 by Noma',
this channel appears to be involved in many functional activities of the
human body. They play a major role in vascular tone®, in cardiac
depolarization®#, and also in insulin secretion®. Confirmation that ion
channels are implicated in T-lymphocyte activities has been reported and
transmembrane movement plays a critical role in lymphocyte activities. Up to
now, three ion channels are postulated to participate in the activation of T-
lymphocytes. It has been found that Ca**channels, K* voltage gated and Ca®"
activated K' channels are involved®. In heart allograft rejection,
immunological and nonimmunological factors are involved. Two
nonimmunological phenomenons in allograft heart transplantation that
involved K'atp dependent channel are implicated, vascular tone and
protection of ischemia. The heart allograft rejection involves immunological
activities that implicate T-lymphocytes. The vascular component of the
transplanted heart seem to be the first target of the immune reaction. Recent
studies showed that K'atp channel openers ameliorates lung allograft
dysfunction and reduces pulmonary activity in the transplanted lung’.
Blocking ATP-sensitive K™ channel in the transplanted pancreatic islets
maintained normoglycemia with a limited beta-cell mass®, and K'arp

channels opener has organ protection in organ preservation®.
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However, K'atp dependent channel has never been demonstrated in
T-lymphocyte cells. We suppose that the K'arp dependent channel may be
effective in graft rejection by an implication in T-lymphocyte activities or in
cardioprotective effect in relation with the efficacy reported. In order to test
this hypothesis, we propose that the modulation of K'atp dependent channel
by activator and/or inhibitor could significantly improve the survival of rat
cardiac allografts. In this study, we used aprikalim (K*arp dependent channel
activator), glibenclamide and gliclazide (K*arp dependent channel inhibitors)
to assess their immunomodulator properties at clinically relevant dose in rat
heart allografts. Secondly, in order to examine whether these agents interfere
with the immnosuppressive activity of cyclosporin A (CsA), concomitant
therapy of these agents with low dose of CsA were also studied in rat heart

transplantation model.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Adult (9-11 weeks old), male Brown Norway (BN, RT1") and Lewis
(LEW, RT") rats weighing 225-250 g were obtained from Harlan Sprague-
Dawley (Indianapolis, IN). LEW strain rats were used as recipients and the
BN strain rats served as donor. The rats were housed in controlled light/dark

cycles and allowed free access to water and rat chow.

Drugs. Aprikalim (RP 52891) was a generous gift from Rhone-Poulenc

Rorer, Canada. The dose of 1.1 mg/kg/day was selected from preliminary
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study indicating that the dose improved graft survival without any adverse
effects. The dissolution of aprikalim was made in 95% ethanol then diluted in
water. Glibenclamide was provided by Smith Kline Beecham Pharma,
Canada; the dose of 0.2 mg/kg/day was selected on the basis of previous
studies. The dissolution of glibenclamide was made in DMSO then diluted in
alkaline water. Gliclazide was a kindly gift from Les Laboratoires Servier,
Neuilly, France. The dose of 5.0 mg/kg/day was selected on the basis of
previous studies. Gliclazide was dissolve in alkaline water with a pH value
less than 9.0. Cyclosporine was obtained from Novartis Pharma Canada Inc.,
and was diluted in olive oil. All drugs solution was kept in 4°C except for CsA

that was kept at room temperature.

Heterotopic heart transplantation. Heterotopic heart transplantation was
placed intraabdominlly by a method described by Ono and Lindsey' with
some modifications'""?. Donor and recipient rats were anesthetized with 40
mg/kg of pentobarbital interperitoneally. Donor hearts were perfused through
thorax inferior vena cava with heparinized saline to chill them to 4°C prior to
ligation of the vena cava and pulmonary vein. The grafts were stored in 4°C
saline for less than 30 minutes. After exposing the infrarenal vena cava and
aorta of the recipients, the end-to-side anastomoses of donor aorta to the
recipient aorta and the donor pulmonary artery to the recipient vena cava
were performed using 10-0 nylon sutures (Ethicon, Somerville, NJ). The

allograft recipients were randomly allocated to different groups (n=5).
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Untreated group allografts (group 1) served as control. Group 2 aprikalim
(RP 52891), at a dose of 1.1 mg/kg/day; group 3 was treated with
glibenclamide, at a dose of 0.2 mg/kg/day; group 4 gliclazide, at a dose of
5.0 mg/kg/day; group 5 received a combination of aprikalim and
glibenclamide with their respective dose. Group 6 was treated with low-dose
of CsA 2 mg/kg/day. Group 7, 8 and 9 were treated with low-dose CsA
combined with either aprikalim, glibenclamide, or gliclazide. The appropriate

volume of drugs solution was administered daily by gavage for 14 days.

Monitoring. The function of the transplanted heart was evaluated by daily
abdominal palpation. The time of rejection was defined as the last day of
palpable cardiac contraction and rejection was confirmed histologically after
laparotomy. Animals that lost palpable activity of the graft within 3 days after
surgery were classified as technical failures (less than 3%) and were omitted
from data analysis. Blood glucose was measured by using the glucose-
oxidase reaction and was made on allografts recipients treated with K arp
dependent channels blockers in the 5" day of treatment. Isograft recipients
were included in the follow-up studies and sacrificed on the 60" day

posttransplantation to allow histopathological studies.

Data Analysis. All values are expressed as mean + SEM. Differences within
and among groups were assessed using the analysis of variance (ANOVA)

and the Student t test for unpaired data with p<0.05 being significant.
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RESULTS

Effects of K' ATP dependent channel modulators in heart
transplantation.

In untreated LEW recipients rats receiving BN heart allografts, an MST of 6.4
+ 0.2 days was observed. LEW recipients treated with either aprikalim alone
(1.1 mg/kg/day), gliclazide alone (5.0 mg/kg/day), or aprikalim combined with
glibenclamide (1.1 mg/kg/day + 0.2 mg/kg/day) had a significantly prolonged
heart allografts survival with an MST of 9.7 + 0.9, 9.0 + 0.8, and 10.2 + 0.6
days respectively, compared to naive controls (p<0.05, Table 1). While LEW
recipients treated with glibenclamide (0.2 mg/kg/day), an MST of 6.7 + 0.2
days was observed without significant difference compared to naive controls

(p>0.05, Table 1).

Effects of K'ATP dependent channel modulators with cyclosporine in
heart transplantation.

In LEW recipients rats receiving BN heart allografts treated with CsA alone,
an MST of 10.2 + 1.0 days was observed. Combined treatment of CsA with
K*atp dependent channel modulators did not further improve graft survival
compared to CsA alone, e.g., aprikalim 1.1 mg/kg/day + CsA 2.0 mg/kg/day,
glibenclamide 0.2 mg/kg/day + CsA 2.0 mg/kg/day, gliclazide 5.0 mg/kg/day

+ CsA 2.0 mg/kg/day, the mean survival time was 10.5+ 0.5, 10.8 + 0.7, 12.6

+ 1.0 days, respectively (Table 2).
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Blood Glucose Examination

As expected, the treatment with oral sulfonylureas glibenclamide and
gliclazide resulted in significant reduction in blood glucose. Both
glibenclamide and gliclazide alone or combined with cyclosporine or
aprikalim, were also associated with a reduction in glucemia similar to single

agent use only (Table 3).

Pathology examination

During autopsy, abdominal organs of recipients appeared microscopically
normal. Histological examination of left ventricle specimens indicated that
isografts had no sign of ischemia or congestion and no infiltration of
mononuclear cells were detected. On the contrary, all allografts had
evidences of severe rejection. Histologically there was no difference at the
terminal stage of rejection between modulators of K'atp dependent channel

treated groups and untreated group.

DISCUSSION

It has been reported that the potassium channels are involved in lymphocyte
activities. The K', and K'caz+) channels play an important role in the
lymphocyte proliferation®. Lymphocytes express both voltage-dependent
potassium [K'y] channels and calcium-activated potassium [Kicaz+)]
channels, and each is upregulated as cells progress toward division following

mitogenic stimulation. Blockade of K'y) and K (ca2+) channels effectively
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inhibits the antigen-driven activation of lymphocytes, probably by inducing
membrane depolarization and thereby diminishing calcium influx. A
prolonged rise in intracellular calcium is a required signal for lymphocyte
activation by antigen or mitogens. ATP-sensitive potassium (K'atp) channels
are generally believed to support these mechanisms of ischemic
preconditioning, as administration of the K*arp channel blocker glibenclamide
can suppress this protective effect’. Furthermore, the use of potassium-
channel openers or activators before or during hyperkalemic cardioplegic
arrest can mimic ischemic preconditioning and improve functional recovery of

hearts submitted to short-term ischemia’*"®

. Potassium-channel openers
have been reported to exert pharmacologic cardioprotection during acute
ischemia by reducing myocardial dysfunction and infarct size. Opening K*atp
channels causes potential shortening and membrane potential
hyperpolarization. This results in decreased electromechanical activity and
more rapid diastolic arrest, thus saving energy stores. In this situation, the

action potential shortening is accelerated leading to decrease in amplitude of

intracellular Ca®* difussion and Ca®* overload®*.

In this study, the K'atp dependent channel opener, aprikalim can
significantly prolonged cardiac allograft survival compared to control group,
these protective effects may be vasodilation and/or cardiac protection.
Glibenclamide administered alone did not prolong cardiac allograft survival,

while combined with aprikalim prolong cardiac allografts survival. This result
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is similar to Kirsch’'s report’® that preconditioning with cromakalim (K
channel opener) improved modestly long-term myocardial preservation for
heart transplantation and glibenclamide did not abolish the effects of
cromakalim. K'atp channel inhibitor, gliclazide prolonged the cardiac
allografts survival compared to control group, the mechanism remains

unknown.

Although K*atp can inhibit the voltage-dependent potassium current in
human peripheral blood lymphocytes resulting in a depolarized membrane
potential'’, K*are channel modulators did not modify its immunosuppressive
function. K'atp channels are found in a variety of tissue types, including
smooth muscle, heart, skeletal muscle, pancreas. Inhibition of K'atp
channels in the pancreatic p-cells causes enhancement of insulin release,
and decrease the blood glucose level*. In this study, we observed the same
results i.e., the inhibitors of K*atp channel either alone or combined with CsA
or aprikalim were associated with a reduction in glycemia similar in each

agent use alone.

In conclusion, activation of K'atp channels by aprikalim results in
significant improvement of cardiac allografts survival, but it does not change
the immunosuppressive activity of CsA. Inhibition of K'atp channels by
glibenclamide alone did not improve the heart allograft survival, while

gliclazide modestly prolonged heart allograft survival. None of the K'atp
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inhibitors modified the immunosuppressive activity of CsA. The results
suggested that transplanted patients treated with hypoglycemic agents are
not at risk of reduced immunosuppressive effect when CsA is included in

their drug regimen.
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Table I. Recipient rats treated with K' st channel modulators
Group® Treatment® Dose(mg/kg/day) Survival Days®
1 Control e 6.4 +0.2
2 Aprikalim 1.1 9.7 £ 0.9*
3 Glibenclamide 0.2 6.7 +0.2
4 Gliclazide 5.0 9.0+ 0.8"
5 Aprikalim + 1.1 10.2 + 0.6*
Glibenclamide 0.2

a. n=>5 in each group;

b. All agents were administered daily by gavage for 14 days;

& Rejection was defined as the last day of palpable heart contraction

and confirmed by laparotomy;

$ p<0.05 compared with Group 1.
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Recipient rats treated with K'xrp channel modulators

Group? Treatment® Dose(mg/kg/day)  Survival Days®
1 Control — 6.4 +0.2
2 CsA 2.0 10.2 £ 1.0*
3 Aprikalim + 1.1
CsA 2.0 105+ 0.5
4 Glibenclamide + 0.2
CsA 2.0 10.8 + 0.7
5 Gliclazide + 5.0
Cah 48 12.6 +0.7

a.

b.

o

*

n>5 in each group;

All agents were administered daily by gavage for 14 days;

Rejection was defined same as in Table 1.

p<0.01 compared with controls. No significant differences compared

Group 3, 4, 5 with Group 2 (p>0.05).
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Table IIl. Blood glucose level in rats treated with K'arp channel

modulators and/or CsA

Group? Treatment® Blood Glucose (mmol/ml)°
1 Control 4.3+01
2 CsA 4.2+0.5
3 Glibenclamide 29+ 0.1*
4 Gliclazide 23+0.2*
5 Glibenclamide + Aprikalim 26+01*
6 Glibenclamide + CsA 2.5 +0.1*
7 Gliclazide + CsA 2.0+0.2*

a. n=5in each group;
b. Treatment of all agents was similar as in Table 1 and Table 2;
c. Whole blood glucose levels were assessed on day 5 postoperatively;

p<0.05 compared with Group 1.
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3.0 DISCUSSION

3.1 Critique du modéle

Méme si elle comporte certaines limitations, la transplantation
cardiaque hétérotopique chez le rat est probablement le modéle
experimental le plus ulilise lors de [I'évaluation des nouveaux
immunosuppresseurs dans des modéles in-vivo. Ainsi, I'état du greffon
peut étre évalue par simple palpation transabdominale ou par
électrocardiographie. Ceci rend facile le diagnostic de la phase terminale
du rejet durant laquelle le coeur implanté arréte de battre. D’aprés notre
modele utilisé (Chen et Daloze, 1993;1994), la circulation sanguine passe
par 'aorte de fagon rétrograde. Ce processus perfuse le ceeur par l'artére
coronarienne située a la base du ventricule gauche, le sang perfuse le
coeur et aboutit dans sinus coronaire qui se déverse dans loreillette
droite. De celle-ci, le sang passe au ventricule droit puis il est éjecté dans
l'artére pulmonaire. Un coeur transplanté hétérotopique ne manifeste pas
les mémes aspects hemodynamiques qu’'un coeur normal. Il n'y a pas de
sang qui entre dans le ventricule gauche et trés peu de sang est éjecté
dans le ventricule droit. On peut affirmer que par ce processus, le cceur
fonctionne plus ou moins a vide expliquant I'atrophie musculaire de celui-
ci. D’aprés Asfour et al., (1999) I'atrophie du greffon est accélérée, car
I'arteére coronaire est surchargée et le sang présent dans le ventricule
droit forme une masse coagulée. Le rejet de greffe n'est donc pas le seul

facteur impliqué dans la perte de fonction du greffon et ceci constitue une



86

lacune importante du modele (Asfour et al, 1999). Mais, dans notre

expérience, ce probleme ne fut pas rencontré.

Plusieurs solutions a ce probléme ont été proposées, entre autre la
plus recente, la méthode de Asfour et al., (1999) ou I'artére pulmonaire
est anastomosée a l'oreillette gauche permettant la circulation sanguine
du ventricule droit a l'oreillette gauche. Le sang est apporté au greffon
par la veine cave supérieure tandis que I'éjection se fait par l'aorte
comme dans un cceur normal. Ce modéle reproduit les conditions
hémodynamiques d’un cceur normal. Néanmoins, il implique un troisiéme
anastomose (artére pulmonaire a loreillette gauche) ce qui, par
consequent, augmente la durée de la chirurgie et le temps d’ischémie du
greffon. De pius, les modifications de Asfour et al., (1999) ont été
publiées apres celle de nos résultats. Cependant, nous ne pensons pas
que le choix du modéle ait influencé les résultats de fagon significative.
Les temps de survie des groupes traités sont comparés a ceux du groupe
témoin qui, lui aussi, a subi une transplantation cardiaque selon le méme
modele. Nous pensons que pour une étude comparative comme la nétre,
il n'est pas nécessaire de tenir compte du modéle de transplantation dans
l'interprétation des résultats étant donné les temps de survies
relativement courts de 6 a 13 jours. Par contre, une étude dont le
parametre principal est 'histopathologie du greffon, bénéficierait de fagon

significative des suggestions de Asfour et al., (1999).
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3.2 Modulateurs des K*(arp) et transplantation cardiaque

Plusieurs controverses existent concernant I'effet
immunorégulateur des canaux potassiques. Des études suggérent
I'implication des canaux potassiques dans l'activité des lymphocytes. En
effet, deux types de canaux potassiques, le canal & voltage K'(y, et le
canal calcium-dépendant K'caz+) auraient des réles importants dans la
prolifération lymphocytaire (Cahanal et al, 1990). En effet, les
lymphocytes T expriment autant les Ky, que les K’ ca2sy €t 'expression
de ces deux types de canaux augmente lors de la mitose des
lymphocytes aprés une stimulation mitogénique. Ainsi, bloquer I'activité
des K"y et des K'ias inhibe la prolifération des lymphocytes en
induisant la dépolarisation de la membrane lymphocytaire. Ce
changement de voltage inhibe le flux calcique dans le cytoplasme. Les
ions calciques participent a I'activation des lymphocytes suivant la liaison
a l'antigéne: 'augmentation de la concentration cytoplasmique du Ca®"
est nécessaire a la transmission des signaux intracellulaires (Schell,

1987).

Les données obtenues dans notre étude indiquent qu'un activateur
des K'me), soit I'aprikalim, est en mesure de prolonger de fagon
significative la survie d’'un allogreffe cardiaque. Plusieurs explications
peuvent étre offertes pour cette prolongation de survie: les activateurs
des K'(arp) sont des cardioprotecteurs et des vasodilatateurs. Les

activateurs des K'arey sont connus pour leurs effets de pré-
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conditionnement ischémique des greffons cardiaques durant ['arrét
cardioplegique, ce qui réduit les dommages subits durant I'ischémie.
L'administration d’activateurs des K'(arp) avant ou méme durant I'arrét
cardioplegique peut imiter le pré-conditionnement ischémique et améliorer
la remise en eétat d'un coeur soumis a des périodes d’ischémie
(Menasche, 1996; Menasche, 1995). L'ouverture des K" ate) raccourcit la
durée du potentiel d’action, en hyperpolarisant la membrane cellulaire:
dans le cceur cela résulte en une diminution de l'activité électromécanique
provoquant de rapides arréts en diastole. Ce ralentissement d’activité
permet le maintien des réserves d'énergie. De cette fagon, le
raccourcissement de la durée potentiel d'action est accéléré ce qui induit
une diminution de l'ampleur de la diffusion intra-celiulaire de Ca®
provoquant la surcharge de Ca’" (Pignac, 1994; Grover, 1994).
L'aprikalim est un vasodilatateur coronarien et son administration
accélere la reperfusion du greffon aprés son implantation (Auchampach et

al., 1994).

Les K'(are) sont impliqués dans la protection ischémique : que les
activateurs la favorisent et que les inhibiteurs la détériorent (Auchampach,
1994). Dans notre étude, un inhibiteur des K'arp), le glibenclamide,
administré seul, n’était pas en mesure de prolonger la survie des
allogreffes cardiaques. Par contre, lorsque I'aprikalim et le glibenclamide
furent administrés ensemble, la survie étant équivalente a celle observée
avec l'aprikalim seul, indiquant que I'administration du glibenclamide

n'abolit pas les effets protecteurs de l'aprikalim. Ces résultats confirment



89

ceux rapportés par Kirsh et al. (1998), soit que le pré-conditionnement
avec le cromakalim, un activateur des K'(arp), améliore quoique trés peu,
la préservation du myocardium suivant les ischémies subies durant les
transplantations de cceur; I'administration du glibenclamide n'avait aucun
effet sur cette protection. Il semble donc que lorsque les activateurs et
inhibiteurs des K'arp) sont associés, l'effet immunorégulateur des
activateurs a précéance sur l'effet des inhibiteurs. Par ailleurs, nous
savons que suite a I'étude sur la glycémie (section 3.3 : glycémie) il n'y a
pas de changement entre I'association du glibenclamide et de I'aprikalim
comparativement a la glycémie avec le glibenclamide seul. Par
consequent, nous concluons que I'amélioration du temps de survie ne
passe pas par le changement de la glycémie étant donné une baisse de
celle-ci comparable dans les deux groupes. De plus, s'il y avait action
directe sur les lymphocytes par l'aprikalim ou le glibenclamide, cette
action aurait été contrée par I'ajout du glibenclamide. Finalement, nous
sommes forcés d'admettre que l'action de I'aprikalim sur le temps de
survie des greffons est ftributaire de mécanismes vasculaires et

cardioprotecteurs plutdét qu’immunitaires.

Le gliclazide est aussi un inhibiteur des canaux K'rp), mais
contrairement au gibenclamide, nos données indiquent qu'il prolonge la
survie du greffon cardiaque. La différence de temps de survie des
groupes suggerent une difference d'efficacité entre les deux sulfonylurés.
Il est peu probable que les doses administrées (Glibenclamide, 0.2mg;

Gliclazide, 5.0mg) soient responsables pour ce phénoméne. En effet, il
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n'y a pas de différence significative entre la glycémie obtenue chez les
rats traités avec ces deux agents (2.9 £ 0.1 mmol/ml VS 2.3 + 0.2
mmol/ml ), ce qui démontre leur équipotence (discuté dans 3.3: glycémie).
Le gliclazide est un sulfonyluré oral utilisé pour le traitement du diabéte
non insulino-dépendant dont 'action sur les plaquettes et la fibrinolyse a
souvent été rapportée. Le gliclazide modifie la polymérisation des
monomeres de fibrine de maniére a rendre le réseau de fibrine plus
susceptible a la fibrinolyse (Dhall et Nair, 1994; Colwell, 1991). D’ailleurs,
ceci empécherait la formation de thrombus dans le greffon cardiaque.
De plus, il est possible que I'amélioration du temps de survie avec le
gliclazide soit tributaire de ses effets anti-thrombotiques (Alberti, 1994).
La réduction de la formation de thrombus dans le territoire coronarien du

greffon pourrait accélérer la récupération des Iésions ischémiques.

3.3 Modulateurs des Karp) et cyclosporine A

Survie du greffon

Le canal potassique ATP-dépendant (K'a1p) est le seul type de
canal potassique dont la présence dans les lymphocytes n'a pas été
démontrée.  Notre projet avait pour but d'évaluer les propriétés
immunomodulatrices des K"(ATP). L'utilisation des modulateurs des K"(ATP}
semblait n’avoir aucun effet attribuable a une répression de la réaction
lymphocytaire. En effet, leur association avec la CsA n’apportait aucun

effet additif significatif pour la survie du greffon. Méme les bénéfices
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associés aux activateurs des K'arp), notamment la cardioprotection, ne
sont pas parvenus & augmenter la résistance du greffon aux crises de
rejet. De plus, inhiber les K'a1p) avec le glibenclamide n'avait pas d’effet

sur la survie du greffon.

Nous croyons que l'effet de l'aprikalim et du gliclazide soient
tributaires d’'actions vasculaires et cardioprotectrices. Par conséquent,
I'effet non-additif de la CsA avec les modulateurs des canaux K'arp
pourrait s'expliquer par le fait que I'action cardioprotectrice et vasculaire
ne font qu’un bref moment suite & une transplantation soit immédiatement
avant ou apres celle-ci. Par la suite, il n’y aurait que I'aspect
immunorégulateur de la CsA modifiant le temps de survie. Par contre, il
serait aussi logique de croire que les effets vasoconstructeurs de la CsA

annuleraient les effets vasodilatateurs de I'aprikalim.

Glycémie

Comme prévu, l'administration orale des sulfonylurées, e
glibenclamide et le gliclazide, réduisait d'une fagon considérable la
glycémie chez les rats transplantés. La glycémie obtenue avec le
glibenclamide et le gliclazide ne variait pas de fagon significative ; les
deux agents étaient administrés a des doses équipotentes pour leur effet
hypoglycémiant. Les évaluations de linteraction de la CsA avec les
modulateurs des K'(atp) ne révélaient aucune interaction au niveau de la

glycémie, chez les animaux traités avec les hypoglycémiants et la CsA,
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les temps de survie et les taux de glucose ne variaient pas de fagon
significative. De plus, nous pouvons conclure que la glycémie ne modifie

pas directement les temps de survie.

Les effets hyperglycémiants de la CsA rapportés par Nielsen
(1986) ne se sont pas manifestés dans notre étude. D’'aprés Nielsen, la
cyclosporine A réduit la sécrétion d’'insuline en jouant directement sur les
cellules B-pancréatiques (Nielsen, 1986). Dans notre étude, en
comparaison avec le groupe témoin, les rats recevant la CsA seule ne
subissaient aucun changement significatif de la glycémie. Il faut
mentionner que nous avons administré de faibles doses de CsA pour les
besoins de l'etude. L'administration de plus fortes doses de CsA,
comparables aux doses utilisees en clinique, aurait pour effet
d’augmenter les temps de survie pour ensuite allonger la durée de
I'étude. Il se peut donc que les doses utilisées ne soient pas assez

élevees pour modifier la glycémie.

Les seules baisses attribuables aux effets de la CsA se
manifestent chez les groupes traités avec I'association de la CsA et des
hypoglycémiants: ces groupes démontrent des baisses de taux de
glucose de 0.3 mmol/ml lorsqu'ils sont comparés a ceux traités avec les
hypoglycémiants seuls. Par conséquent, les taux de glycémie semblent
rester stables malgré l'association du glibenclamide ou du gliclazide avec
la CsA. Ceci suggererait qu'aux doses indiquées, les hypoglycémiants et

la cyclosporine A peuvent étre administrés en toute sécurité.
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3.4 Conclusion

En conclusion, notre étude démontre qu’avec l'activation des
canaux potassique ATP-dépendant (K'arp), il Yy @ une amélioration
significative du temps de survie des allogreffes cardiaques et que les
effets de la CsA ne semblent pas modifiés par I'activation de ces canaux.
L'inhibition des K'ate) par le glibenclamide seul ne parvenait pas a
modifier les temps de survie des allogreffes. Par contre, le gliclazide
indiquait une modeste augmentation de la survie du greffon.
Conséquemment, ceci indique que les deux agents se comportent de
maniere distincte, puisque les taux de glycémie entre les groupes
administrés chaque agent ne varient pas de fagon significative. Comme
le déemontre les temps de survie et les taux de glycémie obtenue, aucun
des modulateurs des K'arp) n'a d'effets sur I'activité de la CsA. De tels
résultats suggérent que les patients traités avec les hypoglycémiants,
inhibiteurs de I'activité des K" (are), ne soient pas a risque d’une interaction
neégative entre leur traitement antidiabétique et Iimmunosuppression
induite par la CsA. Finalement, la modulation des K" are) peut procurer
un bénefice significatif sur la survie des allogreffes cardiaques, mais leurs
mécanismes d'actions semblent tributaire d'une cardioprotection ou d’'un

effet vasculaire que d’une action immunosuppressive.
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