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SOMMAIRE

Le transport du sodium par le canal rENaC (rat Epithelial Na* Channel)
sensible a I'amiloride joue un réle important dans I'homéostasie
liquidienne des alvéoles pulmonaires. Ce canal constitué de trois sous-
unités (o, p et y) est exprimé chez les cellules aluéolaires de type Il en
culture. La sous-unité o est celle qui permet le transport du sodium.
Des travaug ont montré une modulation de l'expression d'o-rENaC dans
les poumons a la naissance, lorsque le transport de sodium permet la
réabsorption du liquide des alvéoles. In vitro, les corticostéroides
augmentent I'expression d'a-rENaC dans les cellules alveolaires
feetales en culture. Nous avons voulu déterminer si I'AMPc
intracellulaire, connu pour augmenter la réabsorption du sodium, ainsi
que les glucocorticostéroides, pouvaient moduler I'expression do-
rENaC dans les cellules de type 11 en culture. Comme le sodium qui
entre dans la cellule doit en ressortir pour maintenir un équilibre, on a
aussi voulu déterminer si I'expression de la pompe Na*/K*-ATPase, la
seule voie de sortie connue du sodium, pouvait étre co-régulée avec o-
rENaC. Par buvardage de type Northern, nous avons quantifie au

Phosphorimager™ l'expression d'a-rENaC et d'al—Na*/K"-HTPase dans

les cellules alvéolaires de type Il traitées au dibutyryl AMPc (dbAMPc),
la forskoline et la dexaméthasone. Le traitement au dibutyryl GMPc
(db6MPc) sert de témoin négatif. Les résultats sont normalisés avec la
B-actine.

Une stimulation des cellules de type Il par le dbAMPc 1 mM double
I'expression d'o-rENaC aprés 8 h de traitement. La forskoline 28 puM, un
produit qui stimule I'adénylate cyclase, double aussi lI'expression du
canal. L'activité PKA est augmentée apreés 8 h de traitement au dbAMPc
et a la forskoline. L'augmentation induite par le dbAMPc est bloquée
par I'actinomycine D ce qui suggere que cette hausse depende en partie

de la transcription. Le traitement de ces cellules a la dexaméthasone



iv

180 nM quadruple I'expression des messagers et cet effet est plus
soutenu que celui induit par le dbAMPc ou Ia forskoline. Par ailleurs, le
dbAMPc et la dexaméthasone administrés ensemble ont un effet
additif sur I'expression d'c-rENaC. Les messagers de la pompe Na*/K*-
ATPase montrent le méme patron d'expression qu'a-rENaC lors d'une
stimulation au dbAMPc, a la forskoline et au dbGMPc. Cet impact sur la
pompe a 8 h est bloqué par I’actinomycine D, donc la transcription
semble aussi impliquée en partie. Cependant, lI'effet de la
dexaméthasone sur la pompe est moins élevé et moins soutenu que
celui produit sur d'o-rENaC, et I'administration concomitante du
dbAMPc et de la desaméthasone montre un effet additif sur
I'expression de la pompe. Une analyse de corrélation montre que ies
patrons d’expression d’o-rENaC et de la pompe Na*/K*-ATPase

réagissent difféeramment au traitement a la dexaméthasone.

L'AMPc intracellulaire semble donc augmenter I'expression des ARN
messagers d'a-rENaC chez les cellules alvéolaires de type 11. Cette
modulation pourrait se produire au niveau de la transcription du géne
et impliquer la présence d'un élément CRE (cAMP Response Element)
dans le promoteur du gene. Quant a la dekaméthasone, elle semble
jouer un réle prédominant dans la régulation du canal. La voie de
I'AMPc pourrait coréguler les principaur éléments de la machinerie du
transport sodique, soit a-rENaC et la pompe Na*/K*-ATPase. Toutefois,
les glucocorticoides semblent réguler ces éléments de maniére

indéependante.
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1. INTRODUCTION

Le transport du sodium joue un role important dans le maintien de
I'homeéostasie liquidienne des alvéoles pulmonaires, plus
particuliéerement a la naissance, et dans I'eedéme pulmonaire chez
I'adulte. Les cellules alvéolaires de type Il sont responsables du
transport actif du sodium et elles creent un gradient osmotique qui
favorise I'absorption de I'eau. La sous-unité o de rENaC (rat Epithelial
Na Channel) sensible a I'amiloride a été cloné. Ce canal est exprimé du
coté apical des cellules alvéolaires de type Il. Des études nous
montrent que ce canal pourrait étre regulé par la voie de I'RMPc et les
corticosteroides, confirmant ainsi des travaur anterieurs in vivo.
Etant donné que le transport transépithélial du sodium dépend de son
entrée du coté apical de la cellule, et de sa sortie du coté basolatéral
par le biais de la pompe Na*/K*-ATPase, et que I'expression de la pompe
est régulée par I'RAMPc, il est donc possible que I'expression d'a-rENaC
soit régulée par I'AMPc. De plus, on sait que les corticostéroides
favorisent la maturation des poumons chez le feetus et stimulent la
réabsorption du sodium en augmentant I'expression d'o-rENaC chez les
cellules aluvéolaires feetales. 1l se pourrait donc que les
corticostéroides influencent I'expression d'o-rENaC et de la pompe dans
les cellules alvéolaires adultes. De plus, compte tenu de l'importance
de ces deux transporteurs dans le mouvement transepithélial du
sodium et d'eau, il est possible de penser que leur regulation est

concertéee de méme maniere.

Ce mémoire propose donc d'étudier d’abord les modifications possibles
de I'expression des messagers d'ARN d'ac-rENaC chez les cellules
alvéolaires de type |1 maintenues en culture. Ensuite, d’étudier la
régulation de ’expression des messagers d’ARN d’o-rENaC et de la
pompe Na*/K*-fiTPase par la voie de I'AMPc et des glucocorticoides,
deus voies de signalisation trés importantes dans le poumon, chez les



cellules alvéolaires de type Il formant une monocouche. La régulation

entre les deux principaus transporteurs sodiques sera ensuite abordee.

Une connaissance plus approfondie des mécanismes cellulaires
régulateurs impliqués dans le transport ionique du poumon pourrait
éventuellement permettre de découvrir de nouveaux traitements ou
d'en appliquer de meilleurs a ceux déja exristants pour des maladies

telles que I'edeme pulmonaire et la fibrose kystique.



2. REVUE DE LA LITTERATURE

2.1. ROLES ET PROPRIETES DES CELLULES ALUEOLAIRES DE
TYPE 11

Les cellules alvéolaires de type Il sont I'outil principal de ce travail. Il

est donc essentiel de situer ce modéle en tant qu'objet d'étude.

2.1.1. L'EPITHELIUM DU POUMON DISTAL

Le poumon est constitué de plus de 48 différents types cellulaires
(Breeze et Wheeldon 1977, et Sorokin 1978) dont chacun est
responsable de fonctions trés variées et complexes nécessaires au
maintien de I'homéostasie de I'organisme. L'alvéole, une structure
particuliere au poumon, permet les échanges gazeux en edifiant la
frontiere air-tissu. Les cellules épithéliales de type | et de type 11
forment principalement la paroi alvéolaire. Les cellules de type |
couvrent la majeure partie de la paroi alvéolaire (environ 95%) et
forment un revétement continu permettant les échanges gazeux.
Cependant, elles représentent seulement 8% de la population cellulaire
de la paroi alvéolaire (Crapo et al. 1982). Les cellules de type 11 sont
plus petites, mais elles sont plus nombreuses (16% de la population
parenchymateuse du poumon (Crapo et al. 1982)). Ce sont des cellules
granuleuses de forme cubique localisées aux coins des alvéoles et
dispersées a travers I'épithélium (Weibel et al. 1976). Les cellules de
type 11 produisent le surfactant, une mince couche d'une substance
phospholipidigue qui réduit la tension de surface, et qui ainsi, empéche
I'affaissement des alvéoles. La présence de jonctions serrées entre les
difféerents types cellulaires maintiennent I'étancheéité de I'épithélium
pulmonaire et favorisent la distibution polarisée des lipides et des
protéines.



2.1.2. CARACTERISTIQUES DES CELLULES DE TYPE 1l IN UIUD

Les cellules alvéolaires de type |l sont polarisées; leur surface apicale
contient de nombreux microvilli ou chacun possede des filaments
d'actine disposés longitudinalement (Tsilibary et Williams 1983). De
plus, elles possédent un organelle particulier, les corps lamellaires, qui
mesure environ 1 gm de diametre et accumule le surfactant en couches.
La libération du surfactant par les corps lamellaires va permettre de
recouvrir I'épithélium alvéolaire. Entre l'épithélium et cette couche de
surfactant se trouve une mince couche de fluide composée d'eau et
d'électrolytes. |l est proposé que les cellules alvéolaires de type ||
participent au maintien de cette couche grace a leur implication dans le
transport transepithélial associé a un transport de liquide permettant

ainsi une modulation du volume de cette couche liquidienne.

De nombreuses etudes permettent d'affirmer que les cellules
alvéolaires de type Il participent au transport actif du sodium. Des
travaus in uteroc montrent que les voies aériennes sont remplies de
liquide gréace a une sécrétion active de chiore produite par I'épithelium
pulmonaire (Olver et Strang 1974). Au moment de la naissance, la
sécrétion de chlore diminue graduellement et I'épithélium se met a
réabsorber activement le sodium (Olver et al. 1986). Ce processus de
réabsorption de sodium suivi de fluide joue un role trés important pour
le nouveau-né qui doit vider ses poumons du liquide feetal et passer au
mode de respiration aérien (Bland 1998, 0'Brodovich 1991, et Olver et
al. 1986). La localisation des transporteurs sodiques chez les cellules
de type 11 (Nici et al. 1991, Schneeberger et McCarthy 1986, et Sorscher
et al. 1988) indigue qu'elles ont le potentiel de transporter activement

le sodium.

En plus de leur fonction de transport, les cellules de type Il servent de
progénitrices lorsque des lésions surviennent {Crapo et al. 1980, et

Cross 1974). Elles auraient la capacité de proliférer et de se



différencier en cellules de type | afin de consolider I'épithélium

pulmonaire (Evans et al. 1975).

2.1.3. MISE EN CULTURE DES CELLULES DE TYPE II

L'utilisation des cellules épithéliales du poumon distal présente de
nombreus avantages lorsqu'on étudie les mécanismes du transport
epithelial. Rinsi, on élimine la structure alvéolaire et la présence des

petites bronchioles.

La méthode d'isclement doit considérer la présence de plusieurs types
cellulaires dans le poumon distal. La technique décrite par Dobbs et al.
(1986) et mentionnée a la section "MATERIEL ET METHODE" permet

d'obtenir avec une grande pureté les cellules alvéolaires de type Il.

L'isolement des cellules alvéolaires de type 1l permet d'étudier leurs
fonctions particulieres. D'ailleurs, il a été demontré que les cellules de
type 11 en culture sont responsables du transport actif de sodium suivi
passivement d'eau (6oodman et Crandall 1982, Goodman et al. 1983, et
Mason et al. 1982). Cependant, lorsque ces cellules sont maintenues en
culture, elles perdent certaines de leurs caracteristiques et les
conditions de culture influencent leur morphologie et leurs propriétés
de transport (Brody et Williams 1992, Diglio et Kikkawa 1977, Dobbs et
al. 1985, Dobbs 1998, Mason et Dobbs 1980, Mason et al. 1983, et Yue et
al. 1993).

Les cellules de type 1l isolees ont une apparence ultrastructurelle
similaire a celles des poumons intacts; la présence de corps lamellaires
servent de margueurs morphologiques aux cellules de type 11 (Mason et
al. 1977). La phosphatidylcholine et le phosphatidyliglycérol présents
dans le surfactant (Mason et al. 1977) ainsi que la phosphatase alkaline
(Edelson et al. 1988) seruvent aussi d'empreinte aux cellules de type Il



apres leur isolement et confirment le phénotype biochimique de ces
cellules. De plus, il existe des marqueurs de surface permettant de
difféerencier les cellules de type | des cellules de type Il selon leur
capacité de firation a différentes lectines (Brandt 1982, et Dobbs ef al.
1985). Donc, si les cellules de type 11 perdent certaines de leurs
caractéristiques lors de leur mise en culture, elles en conservent

toutefois une grande partie.

En plus des caractéristiques morphologiques et biochimiques, le
phénotype antigénique a été étudie par Danto et al. (1992). On propose
d'utiliser un anticorps détecteur des cellules de type | sur les cellules
de type Il en culture. Les cellules de type Il ne réagissent pas a cet
anticorps avant le jour 3, et elles deviennent progressivement plus
réactives en fonction du temps de culture, indiquant un plateau au jour
8. Cette etude démontre ainsi qu'il y a une différenciation partielle
des celluies de type I1.

Des caractéristiques bioélectriques ont en plus été déterminées chez
les cellules alvéolaires de type 11 maintenues en culture (Cheek et al.
1989, Cott et al. 1986, Cott 1989, et Yue et al. 1993). Brievement, les
cellules de type 1l en culture forment une monocouche qui manifeste
un transport transépithélial absorbant le sodium; ce mouvement
ionique est influencé par des stimulateurs ou des inhibiteurs de

transport actif ionique.

Les cellules alvéolaires de type Il isolées puis cultivées sont
actuellement largement utilisées. Toutefois, ce modele doit étre
utilisé avec précaution compte tenu des changements que pourrait
imposer la mise en culture de ces cellules. Le travail présenté dans ce
meémoire propose des études in vitro venant appuyer des resultats

anterieurs in vivo.



2.1.4. TRANSPORT TRANSEPITHELIAL

Suite a l'isolement des cellules de type 11, celles-ci s'attachent
graduellement au substrat, prennent une forme aplatie et atteignent
la confluence au bout de 2 a 3 jours. Les corps lamellaires

caractérisant les cellules de type 11 sont toujours présents, ainsi que
les jonctions serrées (Cott 1989, Dobbs et al. 1985, Mason et al. 1982,
et Mason et al. 1983). Puis il y a apparition de domes, une structure
hémisphérique constituée d'un groupement d'une dizaine de cellules qui
se soulévent d'un substrat non perméable. Les domes se rattachent a
ce substrat par d'autres cellules formant un anneau (Goodman et
Crandall 1982).

La formation de démes provient du transport actif de solutés a partir
du milieu vers le substrat, emportant passivement I'eau a travers la
monocouche épithéliale (Cereijido et al. 1978, Leighton et al. 1978,
Lever 1979, Misfeldt et al. 1976, Mullin et al. 1980, et Ualentich et al.
1979). Il est donc reconnu que les cellules de type 1l forment un
épithélium polarisé lorsqu'elies sont mises en culture, et qu'elles
participent au transport actif d'électrolytes in vitro (Mason et al.
1982). Cette caracteristique confirme ici leur phénotype
physiologique, plus important en ce qui nous concerne que leur
phénotype morphologique ou biochimique décrits précédemment.

La densité des domes formés par des cellules de type Il confluentes
peut étre modifiée en ajoutant des agents dans le milieu connus pour
affecter le transport ionique. Mason et al. (1982), et Goodman et al.
(1983) ont inhibé la formation de domes en ajoutant de I'ouabaine ou de
I'amiloride, deux agents qui influencent le transport sodique.
L'ouabaine est connue pour bloguer la pompe Na*/K*-ATPase, et
I'amiloride agit a faible concentration en bloquant les canaux sodiques,
et a concentration plus élevée en bloquant les échangeurs Na*-ion
(Kieyman et Cragoe 1988). L'addition d'inhibiteurs affectant le

transport du chiore n'a aucun impact sur la formation des domes. Celle-



ci semble donc étre influencée par la concentration extracellulaire en
sodium, car un milieu de culture pauvre en chlore n‘affecte pas ia
concentration des domes tandis qu'un milieu pauvre en sodium inhibe
leur formation. Un ensemble d'études prises collectivement (Goodman
et al. 1983, Goodman et al. 1984, et Mason et al. 1982) suggere que les
cellules alvéolaires de type Il formant une monocouche auraient la
capacité de transporter un fluide a partir du milieu de culture vers le
substrat, que ce transport serait dépendant du sodium présent dans le
milieu, et qu'il pourrait étre stimulée par des agents connus pour

augmenter I'AMPc intracellulaire.

2.2. MODELE DU TRANSPORT ACTIF DU SODIUM A TRADVERS
UNE MONOCOUCHE EPITHELIALE

Plusieurs études établissent une relation entre la clairance pulmonaire
et le transport actif du sodium chez des animaux entiers (Berthiaume
et al. 1987, et Smedira et al. 1991), dans les poumons isolés et perfuses
du rat (Basset et al. 1987a, b, et Goodman et al. 1987), et par les
cellules alvéolaires de type Il isolées ou cultivées (Goodman et al.
1983, Kim ef al. 1991, et Mason et al. 1982). Pour mieux comprendre les
principes de ce transport transépithélial, il est essentiel de detailler le

mouvement du sodium et de I'eau a travers les membranes cellulaires.

Les cellules alvéolaires de type 1l sont des cellules polarisées; elles
possédent un coté apical donnant vers la lumiére de l'organe, et un cote
basolatéral ou plasmatique (figure 1). Ces deux cdtés de la cellule ne
sont donc pas forcément identiques. Cette situation est par ailleurs le
commun des epithéliums.

Il existe plusieurs possibilités d'entrée du sodium du cété apical chez
les cellules de type |l en culture: le co-transporteur sodium-glucose
(Basset et al. 1987a, b, et 0'Brodovich et al. 1991), I'échangeur Na*-H*
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(Brown et al. 1991, Nord et al. 1987, et 0'Brodovich et al. 1991), le co-
transporteur sodium-acide aminé (Brown et al. 1985), et les canaux
sodiques (Feng et al. 1993, Matalon et al. 1992, 0'Brodovich et al. 1999,
et Orser et al. 1991). L'échangeur Na*-H* contribue trés peu a cette
entrée de sodium dans la cellule (Matalon et al. 1991, 0'Brodovich et al.
1998, 0'Brodovich et al. 1991, et Russo et al. 1992). Le co-transporteur
sodium-acide aminé est occupé a des fonctions nutritives (Clerici et al.
1991) et contribuerait peu au transport sodique (Matalon et al. 1994).
Il reste donc deux voies d'entrée possibles du sodium, le co-
transporteur sodium-glucose et les canaux sodiques. /In vivo, il semble
que le co-transporteur sodium-glucose soit important dans la
réabsorption de fluide (Matalon et al. 1994). Toutefois, les résultats
d'une étude in vitro chez les cellules de type Il en culture montre que
la présence de bumétanide (un inhibiteur du transporteur) ou l'absence
de glucose n'affectent pas I'entrée du sodium. Il est donc possible que
le co-transporteur sodium-glucose soit endommagé par la méthode

d'isolement ou que son activité diminue durant la période de culture.

Le sodium pénétre donc dans la cellule du cdté apical principalement
par des canaux sodiques (figure 1). L'amiloride, un diurétique, a la
capacité d'inhiber le transport du sodium en bloquant ces canaux.
Plusieurs études utilisant ce diurétique démontrent que I'entrée du
sodium se fait du cdté apical des cellules de type Il. Lorsqu'on instille
I'amiloride dans des poumons isolés ou in situ, on bloque principalement
le transport sodique transépithélial de 38 a 78% (Basset et al. 1987a, b,
et Effros et al. 1989). Des résultats similaires sont obtenus in vivo
(Berthiaume et al. 1987). Une conductivité au sodium de faible affinité
pour I'amiloride a été décrite chez les cellules alvéolaires de type II,
utilisant le modeéle de vésicules membranaires; cette conductivité est
attribuée aux canaux sodiques (Matalon et al. 1991). Finalement, chez
les cellules de type 11, la présence de ces canaux sodiques a éte
démontrée par immunofluorescence (Matalon et al. 1992). Des données

obtenues a partir de deux différentes méthodes, soit par patch clamp
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en configuration whole-cell, soit par la mesure du courant
électrogénique du sodium dans des vésicules membranaires, appuient la
présence de canaux sodiques sensibles a I'amiloride (Bubien et al. 1990,
résume, et Matalon et al. 1991). Des études de buvardage de type
Northern ont aussi confirmé la présence de ces canaux chez les cellules
de type 1l (0'Brodovich et al. 1993, Uoilley et al. 1994, et Yue et al.
1995).

Le sodium, ayant pénétré la cellule, doit en ressortir afin de préserver
I'état homeéostatique de la cellule. La seule voie de sortie du sodium
est la pompe Na*/K*-ATPase, qui elle, est située du cété basolatéral des
cellules de type Il (figure 1). L'ouabaine, un blogueur de la pompe
Na*/K+*-ATPase, réduit de maniére significative le flux sodique
unidirectionnel (Basset et al. 1987a, et Goodman et al. 1987) ainsi que
le taux d'absorption liquidienne dans les poumons perfusés (Basset et
al. 1987a, et Effros et al. 1987). Ceci confirme le rdle que joue la
pompe Na*/K+-ATPase basolatérale dans le transport du sodium et d'eau
a partir de l'alvéole. Il existe, en plus du transport actif, un transport
paracellulaire passif de sodium suivant un gradient de concentration
(figure 1). Ce type de transport est cependant limité par la faible
perméabilité de I'épithélium au sodium. Dans ces expériences, le
transport paracellulaire n'est pas affecté, indiquant qu'il s‘agit bien
d'un transport trans-cellulaire inhibé par I'ouabaine (Goodman et al.
1987). Ce transport transépithélial de sodium entraine passivement un

flux d'eau.

En résumé, des canaux sodiques hautement sélectifs sont exprimés a la
surface apicale des cellules de type 11 dans le poumon. Le sodium qui
entre par ces canaux est expulsé par le biais de la pompe Na*/K+*-ATPase
située a la membrane basolatérale (Champigny et al. 1994, Garty 1994,
Palmer 1995, Renard et al. 1994, et Rossier et al. 1994). L'entrée du
sodium par ENaC, un canal sodique épithélial, est I'étape limitante de
ce processus de réabsorption (Garty et Benos 1988).
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2.%. PROPRIETES D’ENaC, UN CANAL SODIQUE EPITHELIAL
(Garty 1994, et Lingueglia et al. 1996)

2.3.1. DECOUDERTE D'UNE NOUDELLE GRANDE FAMILLE DE CANAUXR
SODIQUES EPITHELIAUXH

Récemment, un canal sodique sensible a I'amiloride a été cloné a partir
d'une banque d'ADNc provenant du colon du rat (Canessa et al. 1993, et
Lingueglia et al. 1993). Ce canal nommeé ENaC (Epithelial Na* Channel)
est formé de trois sous-unités homologues, o, B et y (Canessa et al.
1994). Les travaux de Canessa et al. (1994) et de Renard et al. (1994)
ont permis de distinguer des éléments de la topologie membranaire de
la sous-unité o d’ENaC. Globalement, o-ENaC est composé de deux
domaines hydrophobiques transmembranaires (M1H1 et H2M2) en forme
d'hélice o, entrecoupés d'une longue boucle extracellulaire d'environ
580 acides aminés (figure 2). Des travaux de mutagénese dirigée
combinés a I'expression dans des ovocytes ont permis d'impliquer le
deusiéme domaine transmembranaire de la sous-unité o dans la
formation du pore du canal (Waldmann et al. 1995a). Les domaines

terminaux NH, et COOH sont cytoplasmiques et possédent des sites

potentiellement régulateurs tels que des sites consensus pour la PKC
et une région riche en proline capable de s'attacher a un domaine SH3
(Ssarc-homology type 3) (Rotin et al. 1994). La boucle extracellulaire est
parsemée de si¥ sites consensus de glycosylation aux résidus

asparagine. 0n y retrouve aussi une region riche en cystéine.

Les trois sous-unités d’ENaC montrent une homologie de séquence
similaire comparée aux degénérines, une famille de proteines
retrouvées dans les neurones meécanosensitifs et les interneurones
chez le nématode Caenorhabditis elegans. ENaC ne montre toutefois
pas d'homologie avec d'autres canaux sodiques épitheliaux. Mais

récemment, un ADNc isolé et amplifié a partir de tissus du systeme
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nerveux central de I'escargot Helix aspersa a permi de caractériser un
canal sodique sensible a I'amiloride (Lingueglia et al. 1995). Ce canal
(FaNaCh) est activé par un peptide appelé FMRFamide (Phe-Met-Arg-

Phe-NH,) présent dans le systéme nerveux des invertebrés et des

vertébrés. Tout comme ENaC, FaNaCh est sensible a I'amiloride et peut
étre bloqué par ce diurétigue. Au niveau de sa séquence protéique, ce
canal montre une treés faible homologie comparée aux autres protéines
de la famille; le plus haut degré d'homologie se situe au deusiéme
domaine transmembranaire (32-36%) puis au premier domaine
hydrophobique et la région riche en cystéine (21-27%). C'est la
structure globale de la protéine qui est cependant trés similaire a ENaC
et aur dégénérines. Trés récemment, un canal sodique découvert dans
le cerveau de I'hnumain (BNC1 - Brain Na* Channel 1) s'est ajouté a la
liste des canaux semblables a ENaC (Price et al. 1996); les travaux de
Waldmann et al. (1996) ont décrit le méme clone qu'ils ont associé a une

dégénérine de mammifére (MDEG - Mammalian Degenerin).

Oon peut donc envisager l'existence d'une grande famille de canauk
ioniques ayant une structure semblable impliqués dans la perception, la
modulation neuronale et la régulation du volume cellulaire (revu par
North, 1996). Comme on retrouve des représentants de ces canaux
depuis les néematodes en montant jusgu'aux mammiferes, leur
omniprésence dans le régne animal suggeérerait qu'ils jouent un réle
capital tout au long de I'évolution. De plus, on retrouve ENaC dans
plusieurs tissus chez les mammiféres - partie distale du colon, tubule
distal du rein, épithélium pulmonaire, peau, vessie, glande sudoripare,
glande salivaire, etc. (Lindemann 1984, Garty et Benos 1988, et Palmer

1992) - ce qui renforce le role fondamental de cette famille de canaux.
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2.3.2. PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES

L'amiloride ainsi que ses dérivés sont les marqueurs universels des
canaui sodigues épithéliaux. En particulier, ENaC montre une grande

specificité a I'amiloride; la IC54 pour I'amiloride se situe entre 0.85 et

8.5 uM, alors que celle pour Ia benzamile et la phénamile est de 18 a 20
fois inférieure. Le dérivé EIPA est un blogqueur beaucoup moins efficace

(IC.4 > 18 pM (Kleyman et Cragoe 1990)). Les échangeurs Na*-H* et Na*-

Ca2+ représentant une autre porte d'entrée pour le sodium, montrent un
profil d'inhibition trés différent. En résumé, on peut définir l'affinite
des différents bloqueurs pour le canal sodique comme suit: benzamile
ou phénamile > amiloride > EIPA. L'amiloride a la capacité de s'attacher
a une partie du canal située dans le pore, et la sous-unité o semble étre
principalement responsable de cette liaison (Busch et al. 1996,
Horisberger et al. 1994, Li et al. 1995, Lin et al. 1994, et Waldmann et
al. 1995a).

2.3.35. PROPRIETES BIOPHYSIQUES

De nombreux travaux utilisant la technique de patch clamp démontrent
que les canaux sodiques apicaux possedent une grande variabilite
biophysique. Des éetudes de reconstitution dans des ovocytes ont
permis de comprendre que le canal sodique épithélial sensible a
I'amiloride est composeé de plusieurs entités protéiques. Lorsque les
trois sous-unités de rENaC sont co-exprimées, le canal reconstitué
montre les mémes propriétés que le complexe protéique initialement
découvert. Grace a la technique de patch clamp, Canessa et al. (1994)
ont identifié un canal indépendant du voltage, sélectif au sodium
(conductance de 4.5 pS$), et sélectif au lithium (conductance de 6.5 pS),
mais non permeéable au potassium. Ce canal est identique a celui decrit

dans les tissus intacts (Palmer 1992, et Uoilley et al. 1994). |l partage
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les mémes propriétés que celui reconstitué a partir de clones de
Henopus Ilaevis (Puoti et al. 1995) et de clones humains (McDonald et al.
1995, et Waldmann et al. 1995b). Les trois sous-unités d’ENaC clonées a
partir d'une bangue d'ADNc de poumon humain et exprimées dans des
ovocytes génerent un canal indépendant du voltage, sélectif pour le
sodium (conductance de 5.6 pS), sélectif pour le lithium (7.8 pS), mais
non perméable au potassium (Voilley et al. 1994, Doilley et al. 1995, et
Waldmann et al. 1995b). En comparant les propriétés des canaux ENaC
de I'humain et du rat, les sous-unités peuvent étre interchangées sans
affecter 1a fonction du canal lorsqu'on les expriment dans le systéme
des ovocytes (McDonald et al. 1995).

Ce canal 3 haute sélectivité a été détecté dans le poumon du rat et
dans les cellules du poumon feetal du rat en culture primaire (Voilley et
al. 1994). |1l fait partie d'un groupe de canaux dont la selectivité au
sodium est trés supérieure au potassium (10 fois et plus), ayant une
faible conductance (~5 pS), et un long temps d'ouverture et de
fermeture (8.5-5 s).

2.3.4. PROPRIETES ET ORGANISATION MOLECULAIRES

Un clone de 3881 nucléotides codant pour une protéine de 699 acides
aminés a été isolé (Canessa et al. 1993, et Lingueglia et al. 1993); on le
nomme o-rENaC. Son homologue humain (o-hENaC) a par la suite été
identifie (McDonald et al. 1994, et Doilley et al. 1994); il a été
cartographié et localisé au chromosome 12p13 (McDonald et al. 1995, et
Voilley et al. 1994); la protéine humaine est composée de 669 acides
aminés et partage 83% d'homologie avec la protéine du rat. Les
propriétés fonctionnelles d'o-hENaC sont identiques a celles d'a-rENaC
lorsqu'elies sont exprimées dans des ovocytes de ¥enopus (Vailley et al.
1994).
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Les travaus poursuivis par Canessa et al. (1994) et Lingueglia et al.
(1994) ont permis d'identifier deux autres sous-unités du canal, p ety,
dont les ADNc repéchés d'une banque de cellules épithéliales du colon
du rat sont respectivement homologues a 34 et 35% par rapport a la
sous-unité o (figure 2). Les sous-unités humaines § ety partagent un
fragment commun de 488 kb au chromosome 16p12-p13 (Voilley et al.
1995): on détecte aussi une forme tronquée en 3' de Ia sous-unité B qui

pourrait étre impliquée dans une forme rare d'hypertension.

Le messager d'a-rENaC est abondant dans les tissus exprimant les
canaus sodiques tels que I'épithélium de la partie distale du colon, la
vessie, I'éepithélium pulmonaire, le placenta, la portion sécretrice des
glandes salivaires et sudoripares, et les parties corticale et médullaire
du rein. On note une faible présence du messager dans le colon
proximal, l'utérus, la thyroide et l'intestin, et il est absent dans le
cerveau, le lit capillaire de la barriére hémato-encéphalée, le foie, le
duodénum, le jéjunum, I'estomac, le muscle (strié ou lisse), et le coeur
(Canessa et al. 1994, Li et al. 1994, Renard et al. 1995, et Voilley et al.
1994). Un patron d'expression semblable a été observé pour les trois
sous-unités en utilisant des anticorps spécifiques marqués (Duc et al.
1994, et Voilley et al. 1995). Dans le poumon du nouveau-ne, les
messagers d'o-rENaC augmentent considérablement juste avant et
aprés la naissance (Dagenais et al. 1997, et Uoilley et al. 1994). Dans le
poumon du rat adulte, les sous-unités a, p et y qui forment le canal
ENaC codent pour des messagers de 3.7, 2.2 et 3.2 kb respectivement
(Canessa et al. 1994, et Matsushita et al. 1996). La protéine de 78 kDa
peut étre glycosylée en présence de microsomes pour produire une
bande de 92 kDa (Canessa et al. 1994, et Lingueglia et al. 1993).

Des études chez les ovocytes de Kenopus laevis attestent que
I'expression des sous-unités § et y de rENaC, ensembie ou séparement,
ne produisent que tres peu d'activite. Toutefois, lorsque les trois sous-

unités sont exprimées simultanément, le courant sensible a l'amiloride
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dépasse de 1088 fois celui d'o-rENaC seule (Canessa et al. 1994).

Des études utilisant les techniques de liaison a haute affinité pour des
analogues de I'amiloride marqués ont tenté de caractériser le complexe
protéigue sensible a I'amiloride. Benos et al. (1986, 1987) identifient
un hétéro-oligomeére de ~700 kDa a partir de cellulies A6 et de la papille
rénale bovine; I'amiloride se lie a une sous-unité de 158 kDa. De plus,
des travaux utilisant des technigues immunologiques confirment la
présence du complexe multimeérique de 7808 kDa. Un anticorps
polyclional dirigé envers le complexre purifié le localise a la surface
apicale des cellules A6 (Tousson et al. 1989) et a des parties spécifiques
des tubules rénaux (Brown et al. 1989). L'immunoprécipitation
pratiquée a l'aide d'un anticorps monoclonal anti-idiotypique (anti-
anti-amiloride) a aussi permis d'identifier une protéine de 118-148 kDa
liant I'amiloride chez la lignée cellulaire A6 (Kleyman et al. 1991, et
Kleyman et al. 1992). La dissection du complexe génere des variantes
chez les sous-unités, suggérant que les complexes hétéro-

oligomériques ne sont pas nécessairement identigues.

En résume, le polypeptide de 150 kDa contient le site liant I'amiloride
qui peut ainsi bloquer le pore des canaux hautement ou modéerément
sélectifs. D'autres sous-unités servent a la régulation par la PKA et Ia
PKC. Mais il est possible qu'a, p et y-ENaC ne soient pas les seules sous-
unités présentes dans le complexe authentique et que d'autres
polypeptides participent a la formation ou a la régulation du complexe
conducteur. Le complexe de 780 kDa pourrait étre composé d'un nombre
variable de chacune des sous-unités. Toutefois, il n'est pas encore clair

si ce complexe de 788 kDa contient ou pas ENaC.
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2.3.5. ROLE PHYSIOLOGIQUE ET PATHOLOGIQUE

Un nombre considérable d'études, de travausx et d'auteurs associent les
canaux sodiques présents dans le poumon adulte, le poumon feetal,
I'épithélium pulmonaire ou les cellules alvéolaires de type I ala
reabsorption de sodium suivie d'un flux passif d'eau (revu par Matthay
et al. 1996). Parmi ces travaux, certains concluent que ce mécanisme
de transport transépithélial de sodium et d'eau est responsable de Ia
réabsorption du liquide présent dans les poumons a la naissance, et
qu'il pourrait étre impliqué dans la résorption de I'edeme pulmonaire.
D'ailleurs, Hummler et al. (1996) ont élaboré un modele de souris ou les
deux alleles d'c-mENaC ont été invalidés par l'insertion d'un transgene.
Les poumons démontrent une incapacité de produire un transport
sodique sensible a I'amiloride; les souris homozygotes (ENaC-/-)
développent un syndrome de détresse respiratoire aigué et meurent
dans les heures suivant la naissance. Ces souris sont incapables de se
départir du liquide alvéolaire sécrété durant la vie feetale afin
d'accéder a la vie aérienne. Ces travaux sont d'une grande importance
en terme clinique lorsqu'on sait qu'une des causes majeures de
mortalité chez le nouveau-né (humain) prématurée est le syndrome de
détresse respiratoire caractérisé par un engorgement du liquide feetal
dans les voies aériennes. La compréhension et la régulation du
mécanisme du transport sodique par ENaC pourrait donc avoir un impact

dans le traitement de symptomes reliés a I'edéme pulmonaire.

Des mutations des sous-unités d’ENaC sont également impliquées dans
différentes pathologies, dont deux types de syndromes reliés au
contréle de la pression sanguine (Hummler et Rossier 1996). Il s'agit du

syndrome de Liddle et du pseudohypoaldostéronisme de type 1.

Premiérement, le syndrome de Liddle (Liddle et al. 1963) est une
maladie monogénique autosomique dominante (Botero-Uelez et al.
1994) qui se manifeste par une hypertension sensible au sel (pseudo-
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hgperaldostéronisme]. Des mutations ponctuelles et des delétions de
I'extrémité COOH-terminale des sous-unités et y d’ENaC seraient
responsables de ce syndrome (Hansson et al. 1995a, Hansson et al.
1995b, et Shimkets et al. 1994). Le canal prendrait le phénotype
hyperactif ce qui génére un gain de fonction (Schild et al. 1995, Schild
et al. 1996, et Snyder et al. 1995). Un motif consensus PPrY (Pro-Pro-H-
Tyr) impliqué dans l'interaction protéine-proteine (Sudol et al. 1995) et
localisé a I'extrémité COOH jouerait un role essentiel dans la régulation
de I'activité du canal, et sa délétion entrainerait une activiteé
constitutive du canal (Einbond et Sudol 1996, Hansson et al. 19934,
schild et al. 1996, et Tamura et al. 1996). Cette séquence consensus en
C-terminal du canal aurait la capacité de lier la protéine NEDD-4 qui
agirait comme répresseur du canal (Staub et al. 1996); lorsque cette
région du canal est mutée ou délétee, la protéine NEDD-4 ne peut plus
agir et le canal devient hyperactif. De plus, les travaux d'Ismailov et
al. (1996) suggeérent qu'un peptide inhibiteur présent dans le complexe
ENaC serait absent chez les patients souffrant du syndrome de Liddle.

Deuxiemement, le pseudohypoaldostéronisme de type 1 (PHA1) a aussi
été associé a des mutations d’ENaC (Bubien et al. 1996, Chang et al.
1996, et Strautnieks et al. 1996). Cette maladie a transmission
autosomique récessive, caractérisée par une perte de sel, se definit par
une hypovolémie, une acidose métabolique et une hyperkaliémie seveére
qui peut conduire rapidement a la mort. Des délétions importantes de
la sous-unité o ont été identifiées, ainsi qu'une mutation ponctuelle de
la sous-unité p et une mutation de la sous-unité vy, entrainant une
diminution de I'activité d'ENaC (Bubien et al. 1996, Chang et al. 1996, et
Strautnieks et al. 1996).

La fibrose kystique a aussi été associée a une augmentation de
I'activité d’'ENaC. Cette maladie est caractérisée par une réduction de
la sécrétion de chlore dans I'épithélium pulmonaire, accompagnée d'une
augmentation de deux fois la perméabilité au sodium au niveau de
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canaux sodiques sensibles a I'amiloride situés du cdté apical de
I'épithélium (Boucher et al. 1988, et Willumsen et Boucher 1991). De
plus, Stutts et al. (1995) ont déemontré que le canal CFTR agissait comme
régulateur d’ENaC. 1l est possible que cette augmentation de l'activité
des canaux sodiques provienne de leur expression accrue, de
modifications dans le recyclage des membranes (Bradbury et al. 1992)
ou du contréle indirect par la concentration intracellulaire d'anions
(Dinudom et al. 1995). D'autre part, cette réabsorption accrue de
sodium pourrait étre responsable de la déshydratation des voies
respiratoires facilitant alors les infections pulmonaires chroniques
observées chez les patients atteints de la fibrose kystique (Jiang et al.
1993). Des études cliniqgues ont démontré qu'un traitement a
I'amiloride montre des effets bénéfiques (Knowles et al. 1998), et
d'autres études se poursuivent dans le méme sens (Delaney et
Wainwright 1996). Des antibiotiques tels que la trimethoprime et la
tétracycline, inhibant I'absorption du sodium dans I'épithelium de la
trachée du mouton, pourraient aussi servir de traitement contre la
fibrose kystique (Middleton et al. 1996).

2.4. CARACTERISTIQUES GENERALES DE LA POMPE
Na*/K*-ATPase

La pompe Na*/K*-ATPase est une enzyme membranaire qu'on retrouve
pratiquement partout dans I'organisme (Sweadner 1989). Elle expulse
trois ions sodium hors de la cellule contre deux ions potassium dans la
cellule. Elle fonctionne contre un gradient électrochimique, c'est
pourquoi elle requiert de I'énergie; I'ATP hydrolysée en ADP liberant un
groupement phosphate sert a cette fin (Alberts et al. 1998). La
phosphorylation de I'RTPase par le dernier groupement phosphate de
I'ATP est dépendante du sodium, tandis que I'hydrolyse de ce
groupement phosphate transféré est dépendant du potassium.
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L'ouabaine, un inhibiteur spécifique de la pompe Na*/K*-ATPase,
intervient a cette deuxriéme étape du processus de transport pour ainsi
bloquer le fonctionnement de la pompe (Alberts et al. 1990).

La pompe constituée des sous-unités o et B représente l'unité
fonctionnelle (Sweadner 1989). La sous-unité o de 118 kDa inclut le
site d'attachement du sodium, du potassium de l'ouabaine et de I'ATP;
la sous-unité p de 35-55 kDa est fortement glycosylée et n'a pas de
fonction bien définie autre que celle d'étre nécessaire au
fonctionnement de I'enzyme (Sweadner 1989, et Lingrel 1992). La sous-
unité o de 1a pompe se présente sous trois isoformes distinctes

connues, o, 0y, €t az; leurs séquences proteique et nucléotidique sont

spécifiques, elles ont une distinction antigénique, et leur affinité pour
I'ouabaine est particuliéere a chacune d'elle (Berrebi-Bertrand et al.
1988, et Lingrel 1992). La sous-unité § comprend aussi au moins trois
isoformes (Rkopyanz et al. 1991, et Lingrel 1992). Les isoformes des
sous-unités o et p sont distribuées spécifiquement selon le tissu, mais

la sous-unité o, se retrouve dans presque tous les tissus.

Dans le poumon, l'isoforme 1 de la sous-unité o est prédominante par
rapport aux autres isoformes et aux sous-unités p (Lingrel et al. 1988,
Orlowski et Lingrel 1988, et Sweadner 1989). Son messager d'ARN est
formé de 3.7 kb (Ewart et Klip 1995). Avant la naissance, la quantite

des messagers de la sous-unité o, dans le poumon est en croissance

constante jusqu'a I'age adulte ou la quantité de protéine a atteint son
niveau optimal (Orlowski et Lingrel 1988).

La localisation basolatérale de la pompe Na*/K*-ATPase dans les
épithéliums lui permet de contribuer au transport transépithélial; elle
constitue Ia seule voie de sortie du sodium connue. Sa concentration
dans le poumon est l'une des plus importantes dans l'organisme
(Bonting et al. 1961). En utilisant des techniques
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d'immunofluorescence indirecte et de cytochimie ultrastructurale,
Schneeberger et McCarthy (1986) ont démontré la localisation
basolatérale chez les cellules alvéolaires de type I1l, et leur faible

quantité chez les cellules de type I.

A la naissance, on sait que I'épithélium pulmonaire passe du mode
sécrétoire au mode absorbant afin de permettre la respiration
aérienne. Ceci implique donc des changements dans la régulation du
transport transépithélial, dont une augmentation de I'activiteé
physiologique de la pompe Na*/K*-ATPase. Cette derniére est regulée
de deux maniéres lors de ce processus: l'activité cellulaire totale de la
pompe peut étre augmentée en raison d'une augmentation de P'activite
moléculaire ou d'une augmentation du nombre de pompes a la surface

de Ia cellule (Chapman et al. 1990).

2.5. REGULATION HORMONALE DU TRANSPORT SODIQUE

Les hormones se définissent comme étant des substances libérées par
I'organisme jouant le rdle de messagers chimigues permettant de régler
des fonctions physiologiques de cet organisme. En d'autres mots, elles
rendent possible le maintien de I'noméostasie. Le transport
transépithélial du sodium est une fonction essentielle a I'hnomeéostasie,
et il est facile de comprendre qu'il doit étre réegulé en fonction de
demandes particulieres d'un organisme complexe. Des hormones sont
donc impliquées dans la régulation de cette fonction.

D'ailleurs, de nombreux travaur démontrent que les hormones ala
naissance jouent un réle dans le contrdle liquidien. Durant la
gestation, les poumons du feetus sont remplis de liquide grace a la
fonction sécrétrice du poumon. Un mécanisme impliquant le transport
sodique favorise la réabsorption du liquide permettant au nouveau-ne
de passer a la respiration aérienne; le poumon devient alors un organe
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d'absorption. L'implication des récepteurs f-adrénergiques dans le
processus de réabsorption liquidienne chez Ie feetus a été demontre
(Walters et Olver 1978). Les effets du travail peuvent étre reproduits
par une stimulation p-adrénergique (Brown et al. 1983, Enhorning et al.
1977, 0'Brodovich 1991, Olver et al. 1981, et Walters et al. 1998).
L'amiloride a le pouvoir de bloquer ces effets (Olver et al. 1986). Or,
nous savons que I'AMPc agit en tant que second messager dans la
cascade B-adrénergique (Lefkowitz et Caron 1985), et que Ies effets
observes suite a une stimulation p-adrénergique chez le feetus
découlent de I'AMPc, en passant par la stimulation des récepteurs j,-

adrénergiques (Barker et al. 1988, et Walters et al. 19908). De plus, les
cellules alvéolaires de type Il possédent des récepteurs p-
adrénergiques (Sommers Smith et Giannopoulos 1983); elles pourraient
donc étre le site de ce processus. La vasopressine, une hormone
présente a un tausx élevé a la naissance, pourrait aussi étre importante
lors de la réabsorption du liquide des poumons a la naissance (Cassin et
Perks 1993).

Les agents p-adrénergiques ainsi que I'AMPc démontrent aussi un effet
sur la clairance liquidienne dans le poumon adulte. Des études in vivo
utilisant une combinaison de dbAMPc et d'aminophylline (un inhibiteur
de 1a phosphodiestérase) ont permis de démontrer une augmentation de
la clairance liquidienne, suggérant ainsi I'implication des voies de
signalisation dépendantes de I'RMPc dans ce processus (Berthiaume
1991). Les travaux effectués sur des poumons isolés et perfusés
permettent d'arriver aux mémes conclusions. Des agents -
adrénergiques, I'AMPc et ses analogues, ainsi que des inhibiteurs de la
phosphodiestérase favorisent le transport liquidien et sodique depuis
I'espace alvéolaire, a travers I'épithélium intact (Crandall et al. 1986,
Goodman et al. 1989, et Saumon et al. 1987).

Des observations semblables ont éte faites chez les cellules
alvéolaires de type Il en monocouche. Mason et al. (1982) rapportent
l'influence positive de la terbutaline sur la formation des domes qui
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représentent un indice du transport transépithélial. De plus, ils notent
une augmentation de la différence de potentiel suite a I'ajout de la
terbutaline; cette différence de potentiel est bioquée par I'amiloride
du coté apical des cellules, et par I'ouabaine du cote basolateéral.
Goodman et al. (1984) ont testé plusieurs produits sur les cellules de
type 11 en monocouche afin d'en déterminer l'impact sur la formation
des domes. Des analogues de I'RAMPc, des inhibiteurs de la
phosphodiestérase, I'hormone anti-diurétique, et des agents (-
adrénergiques ont tous augmenté significativement la formation des
domes. Une augmentation du courant et une baisse de la résistance
sont observées lorsqu'on traite ces cellules avec le méme type d'agents
qui augmentent la concentration intracellulaire en AMPc (Cott et al.
1986). D'ailleurs, Cheek et al. (1989) concluent que des traitements a
l'ouabaine, I'amiloride, et a la terbutaline produisent des changements
au niveau des propriétés bioélectriques chez les cellules alvéolaires
formant une monocouche, et que ces changements sont conformes a la
présence d'une barriére épithéliale polarisée ou se produit un transport
actif de sodium du coté apical vers le coté basolatéeral. Les voies de
signalisation impliquées dans le transport sodique ne sont toutefois

pas élucidées.

2.5.1. FONCTIONNEMENT DES UOIES DE SIGNALISATION
DEPENDANTES DE L'AMPc (Borrelli et al. 1992, Meyer et
Habener 1993, et Sassone-Corsl 1994)

Les protéines et les peptides agissant comme hormones hydrosolubles
ne peuvent traverser la double couche lipidique qui forment la
membrane plasmique. Beaucoup d’hormones (premiers messagers)
agissent alors par l'intermédiaire de seconds messagers
intracellulaires. Parmi ces derniers, le systéme de transduction du
signal utilisant I'AMPc est I'un des mieux connus et I'un des plus utilisés
par l'organisme. La figure 3 montre que lorsqu'une hormone (Ter) se lie



28

a son recepteur spécifique (R-p,) associé a I'adénylate cyclase (RC),

cette enzyme membranaire est activée et catalyse la conversion d‘ATP
intracellulaire en AMPc. Cette réaction nécessite la présence d'une
protéine G (Gs) qui active I'adénylate cyclase (McKnight et al. 1988).
L'hydrolyse de la GTP, un composé riche en énergie, permet la
conversion du premier message hormonal en un deuxieme message sous
l'action de la protéine G grace a son activité GTPase. L'AMPc
intracellulaire ainsi libérée a la capacité de déclencher une série de
réactions chimiques, dont l'activation de la protéine kinase A (PKA).
Lorsque I'AMPc se lie de maniére coopérative aur deux sites de la sous-
unité régulatrice (R) de la PKA, la sous-unité catalytique (C) est activee
(Cx) puis relachée (Lalli et Sassone-Corsi 1994, et Roesler et al. 1988).
Cette sous-unité catalytique ainsi activée a la capacité de
phosphoryler plusieurs protéines cytoplasmiques et nucléaires a la
position sérine, suivant le patron B-Arg-Arg-H-Ser-i, ou le } représente
n'‘importe quel acide aminé (Edelman et al. 1987, Kemp et al. 1977,
McKnight et al. 1988, et Zetterquist et al. 1976). Ceci peut déclencher
des réactions dont I'activation d'enzymes, Ia secrétion, des
modifications de la permeéabilité de la membrane aux ions, I'activation

de genes, etc.

Donc, a la suite d'une stimulation B-adrénergique, I'augmentation
intracellulaire d'AMPc active la PKA; uitimement, les protéines
phosphorylées par la PKA vont, dans le compartiment nucléaire,
influencer la transcription de génes sur des sites pouvant étre induits
au niveau du promoteur (Ziff 1998, et Borrelli et al. 1992). Ces facteurs
nucléaires forment une famille de protéines qui peuvent agir comme
activateur ou répresseur; ils viennent s'associer a un élément
spécifique du promoteur d'un géne qu'on appelle CRE (Cyclic AMP
Response Element) et qui correspond a la séquence 5'-GTGACGTA/CA/G-3'
(Montminy et al. 1986); c'est la séquence nécessaire au controle de la
transcription par I'AMPc (Lin et Green 1988), et elle est reconnue par les
protéines se liant au CRE (CREB - CRE-binding protein). Un autre
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élément trés semblable dans le promoteur a été identifié qu'on a
appelé un site ATF, et dont les facteurs de transcription nommes ATF
ont la capacité de se lier a ces sites semblables aux CRE (Lee et al.
1987, Leza et Hearing 1989, et Lin et Green 1988); ces facteurs sont
aussi sensibles a I'AMPc intracellulaire (Leza et Hearing 1989, et Lin et
Green 1988).

Cette famille de protéines nucléaires est donc appelée CREB/ATF, et
lorsqu'elles se lient a un élément d'ADN dans le promoteur d'un gene,
elles contrélent le taux d'expression en activant ou en réprimant la
transcription de ce géne. CREB a été la premiére protéine nucléaire de
cette famille a étre identifiée (Hoeffler et al. 1988). Plusieurs autres
facteurs ont été découverts a l'aide d'un criblage de banques d'ADNc par
des sites CRE et ATF (Foulkes et al. 1991, et Hai et al. 1989). llIs
possedent tous un domaine de liaison a I'ADN et un domaine
d'activation. Ils font partie de la classe des facteurs de transcription
basic leucine zipper (bZip) dont les domaines fonctionnels sont bien
conserveés (Hai et al. 1989), et ont la capacité de former des
hétérodimeres selon certaines combinaisons speécifiques. Les facteurs
CREB, CREM< et ATF1 interviennent dans l'activation de ia transcription
(Foulkes et al. 1992, Gonzalez et Montminy 1989, et Rehfuss et al.
1991). Tandis que les isoformes CREMo, p et y (Laoide et al. 1993), et les
ICER (cAMP-inducible repressors) (Molina et al. 1993, et Stehle et al.
1993) provenant de I'épissage alternatif de CREM, ainsi que les produits
des génes E4BP4 et CREB-2 (Cowell et al. 1992, et Karpinski et al. 1992)
agissent comme des antagonistes de la transcription induite par
I'AMPc.

Ces protéines régulatrices contiennent plusieurs sites consensus dans
le domaine inductible par les kinases (KID - kinase-inducible domain)
(Gonzalez et al. 1991) permettant a plusieurs kinases de les
phosphoryler (de Groot et al. 1993a, b, Gonzalez et Montminy 1989, et
Lee et al. 1998). La transcription est pleinement active lorsque CREB
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est phosphorylée par la PKA en position Ser 133 et Ser 119 (Gonzalez et
Montminy 1989, et Lee et al. 1998). La proteéine CBP (CREB-binding
protein) vient ensuite se lier a CREB phosphorylée (Chrivia et al. 1993),
ce qui facilite I'adhésion du facteur de transcription TFIIB pour former
le complexe de pré-initiation, et ainsi démarrer la transcription a l'aide
de la polymérase ARN Il (Kwok et al. 1994).

Le géne de CREM a la capacité de s'autoréguler. Suite a un traitement a
la forskoline ou d'analogues de I'AMPc, la transcription de CREM
augmente rapidement en 38 minutes, montrant un pic a 2 heures, et une
chute au taux de base aprés 5 heures. Ceci est typique des genes a
réponse rapide. Cette réponse de CREM est spécifique a la voie de
I'AMPc¢ puisqu'elle n'a pas lieu en presence de TPR ou de dexamethasone
(Molina et al. 1993).

La répression des génes induits par I'AMPc peut agir a deux niveaux.
D'abord par la déphosphorylation de CREB par des phosphatases
spécifiques (Hagiwara et al. 1992). In vitro, la protéine-phosphatase-1
(PP-1) ainsi que la protéine-phosphatase-2A (PP-2A) ont la capacité de
déphosphoryler CREB (Riberts et al. 1994, Wadzinski et al. 1993, et
Wheat ef al. 1994) (figure 3). Ensuite, par la présence d'antagonistes
constitutifs tels que CREMa, B et y, ainsi que les ICER, qui peuvent
homodimériser ou hétérodimériser entre eur ou avec CREB, blogquant

ainsi la transcription par I'occupation du site CRE (Foulkes et al. 1991).

2.5.2. FONCTIONNEMENT DES UOIES STERDIDIENNES (Wright et
al. 1993)

Contrairement aux récepteurs p-adrénergiques qui sont situés a la
surface des cellules et qui empruntent la cascade de signalisation de
I'AMPc, les récepteurs stéroidiens sont nucléaires et empruntent une
toute autre voie de signalisation. Dans nos recherches, nous avons
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utilisé la desaméthasone, un glucocorticoide synthétique, comme
agent effecteur ou ligand, c'est pourquoi nous allons surtout décrire la
voie de signalisation se rapportant aux glucocorticoides plutét que de
décrire les voies stéroidiennes en entier. Les récepteurs a
glucocorticoides font partie d'une grande famille de récepteurs
nucléaires, incluant les récepteurs stéroidiens, thyroidiens et de
I'acide rétinoique. lls partagent en plus une forte homologie avec les
récepteurs a minéralocorticoides (Arriza et al. 1988, et Hollenberg et
al. 1985); ces récepteurs reconnaissent des éléments régulateurs
semblables dans le promoteur. Grace a la forte homologie de séquence
au niveau du domaine de liaison a I'hormone, les corticostéroides
synthétiques et endogeénes servent de ligands aux deux types de
récepteurs (Arriza et al. 1987, et Evans et Arriza 1989). D'ailleurs, on
sait que les minéralocorticoides et les glucocorticoides peuvent activer
la transcription de génes par le biais des récepteurs a
minéralocorticoides. Cependant, I'affinité de la dexaméthasone pour
le récepteur a glucocorticoides dans le rein est beaucoup plus grande
que celle pour l'aldostérone par exemple, et inversement, I'affinité de
la dexaméthasone pour le récepteur a minéralocorticoides est
beaucoup plus faible que celle pour l'aldostérone (revu par Rossier et
al. 1985).

A Ia figure 4, ce ligand (Dex) pénetre la membrane cellulaire, et rejoint
son récepteur spécifique (RG). En I'absence d'hormone, ce récepteur est
inactivé en formant un complexe avec la protéine de choc thermique
hsp9@ (hsp) (Mendel et al. 1986), mais il conserve une grande affinité
pour son hormone (Bresnick et al. 1989, et Nemoto et al. 1990). Lorsque
cette hormone (Dex) se lie a son récepteur (RG), le complexe se dissocie
et le récepteur est activé. Le complexe récepteur-hormone est
transloqué dans le noyau (Picard et Yamamoto 1987). Dans I'RDN de
geénes régulés, des diméres se fizent a des éléments spécifiques
nommés GRE (Glucocorticoid Receptor Element) (Cairns et al. 1991, Tsai

et al. 1988, et Wrange et al. 1989) ayant comme séquence consensus
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AGAACAXRKKIGTICT. A cet endroit du promoteur, il peut y avoir plusieurs
élements régulateurs, ou I'implication de d'autres facteurs de
transcriptions (Lucas et Granner 1992). Ces sites GRE agissent en
synergie de maniére a ce que leur effet combiné soit plus grand que la
somme des sites individuels (Schule et al. 1988, et Strahle et al. 1988).
La transcription de ces genes peut étre activée ou réprimee en réponse
a I'normone. Pour qu'un récepteur active la transcription d'un gene, il
doit interagir directement ou indirectement avec la machinerie
transcriptionnelle (McEwan et al. 1993, et Wright et al. 1991), ou il doit
délier la structure de la chromatine (Cordingley et al. 1987). Les
récepteurs a glucocorticoides ont la capacité de dimeriser avec les
récepteurs a minéralocorticoides (Trapp et al. 1994), ce qui ajoute une

complexité dans la régulation stéroidienne des génes.

L'activation de la transcription de genes régulés par les
corticostéroides nécessite plusieurs domaines physiquement distincts
sur le récepteur, et qui sont codés par le géne du récepteur a
glucocorticoide (Encio et Detera-Wadleigh 1991). La partie N-terminale
du récepteur possede le domaine de transactivation (Hollenberg et
Evans 1988). La portion centrale constitue le domaine de liaison a
I'ADN; il est formé de deur motifs en doigts de zinc ayant la capacité
d'enfermer un ion zinc par la présence de quatre résidus cystéine
(Freedman et al. 1988). L'extrémité C-terminale peut lier I'normone et

interagir avec hsp980.

Plusieurs travauy ont étudié I'impact des minéralocorticoides, plus
précisement I'aldostérone, sur le transport sodique des epitheéliums
(Bastl et Hayslett 1992, Benos 1991, Devuyst et al. 1995, Garty 1986,
Garty et Asher 1991, Girardet et al. 1986, Horisberger et Rossier 1992,
Palmer et al. 1991, Sariban-Sohraby et Fisher 1995, Stanton 1991a, et
Verrey 1995); on comprend déja assez bien leur effet dans le rein.
Toutefois, bien peu se sont attardés a l'effet des glucocorticoides dans

le poumon, sauf peut-étre chez le feetus ou ils jouent un role dans la






36

Doie de signalisation empruntee par les
glucocorticoides

Na

A}
1
membrane plasmique

—
hsp
BG hsp
Na

stabilité ou

// transcription?
@ @ f ARNM ENaC a8 h
RG R

RG hsp

G
/ f
T {
4 S
noyau 2
(1]
(4]
[~]
]
g
£
ENaC ou autre?
=
2
RG RG
départ
\_
\.

figure 4




37

maturation et la production de surfactant (Ballard 1986). Cette
maturation est nécessaire au feetus qui doit modifier son mode de
respiration; ces modifications impliquent des changements dans le
transport transépithélial du sodium. L'identification de récepteurs a
glucocorticoides dans le poumon feetal et adulte (Granberg et Ballard
1977) et chez les cellules alvéolaires de type 11 (Ballard 1986) nous
porte a penser que la régulation par les glucocorticoides pourrait avoir
un impact sur le transport transepithélial du sodium. D'ailleurs, on
retrouve principalement les récepteurs a glucocorticoides dans le
poumon (Krozowski et Funder 1981), plus précisément sur les cellules

alvéolaires de type 11 (Champigny et al. 1994).

2.5.3. REGULATION DES COMPOSANTES DE LA MACHINERIE DU
TRANSPORT SODIQUE DANS LE POUMON

2.9.3.1. ENaC

Aucune étude ne montre de lien direct entre la cascade f-adrénergique
et I'activation d’ENaC. Ce sont des travausx antérieurs in vivo ou in
vitro (Berthiaume 1991, Crandall et al. 1986, Goodman et al. 1984, et
saumon et al. 1987) qui nous permettent de prédire ce lien.

Plusieurs travaux sur le poumon intact et sur les cultures cellulaires
suggérent que les glucocorticoides régulent I'expression des sous-
unités o, p et y d’ENaC. D'abord, 0'Brodovich et al. (1993) rapportent
qu'a-rENaC est exprimé dans le poumon du feetus mature, et dans les
cellules de type |l feetales et adultes en culture, et que l'expression
d'o-rENaC est accentuée par des hormones qui favorisent la maturation
du poumon feetal. Les corticostéroides, tels que la dexamethasone ou
l'aldostérone, produisent une augmentation de la transcription d'o-
ENaC chez les cellules alueolaires de type |l feetales; cet effet est

potentialisé par I'normone thyroidienne; le courant sensible a
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I'amiloride et les messagers d'o-rENaC sont augmentés (Champigny et
al. 1994). L'étude du patron d'expression des sous-unites o, § et y de
rENaC dans le poumon en développement a permis d'établir un paraliele
entre I'expression d'o-rENaC et le niveau de corticostéroides endogenes
(Tchepichev et al. 1995); il y aurait une régulation différentielle de
chacune des sous-unités durant la période feetale et post-natale.

Chez les animaus adultes, la surrénalectomie, qui supprime la sécrétion
de corticostéroides, réduit considérablement l'expression des sous-
unités a, p et y d’ENaC dans le poumon au niveau des messagers et de Ia
protéine (Renard et al. 1995). Un traitement a la dexameéthasone chez
ces animaux surrénalectomisés rétablit le taux normal d'expression des
trois sous-unités. Tous ces travausx contribuent donc a nous convaincre
qu'o-rENaC est influencé au niveau transcriptionnel par les

corticosteroides.

2.5.3.2. LA POMPE Na*/K*-ATPase

La régulation de la pompe Na*/K*-ATPase est sous le controle de
plusieurs hormones en circulation qui agissent a court et a long terme
sur l'activité et la synthése de la pompe. Cette régulation varie d'un
tissu a l'autre en fonction des besoins de l'organisme. Des études in
vivo et in vitro suggerent fortement la participation de la pompe
Na*/K*-ATPase a la résorption de I'edéme pulmonaire par le transport
transépitheélial du sodium (Basset et al. 1987b, Goodman et al. 1987,
Jayr et al. 1994, Nici et al. 1991, Olivera et al. 1994, Olivera et al. 1995,
Rutschman et al. 1993, Sakuma et al. 1994, Smedira et al. 1991, et
Sznajder et al. 1995). Chez le feetus, plusieurs eétudes permettent
d'établir un lien entre le changement du transport transépithelial du
sodium et I'absorption du liquide pulmonaire, et I'augmentation (4 a 10
fois) de I'expression de la pompe Na*/K+*-ATPase autour de la naissance
(Bland et al. 1982, Bland 1983, Crump et al. 1995, Ingbar et al. 1996, et

Orlowski et Lingrel 1988) et I'augmentation de son activité (Bland et
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Nielson 1992, et Ingbar et al. 1996). L'isoforme o, jouerait un réle

important dans le maintien liquidien de l'alvéole pulmonaire (Mason et
al. 1982, et Matthay et al. 1982). Chez les cellules aluéolaires de type
Il en culture, la voie de signalisation dépendante de I'AMPc semble tres
probablement impliquée dans le processus de transport transépithelial
du sodium (Cheek et al. 1989, Cott et al. 1986, et Goodman et al. 1984).
Dans notre laboratoire, Suzuki et al. (1995) ont demontré l'implication
de la cascade p-adrénergique dans I'augmentation de l'activité de la

pompe Na‘*/K*-ATPase.

A court terme, la cascade de I'AMPc pourrait permettre la
phosphorylation par la PKA directement sur la pompe afin de stimuler
son activité, ou indirectement par la phosphorylation de d'autres
protéines stimulatrices de 1a pompe (Chibalin et al. 1992, et Ewart et
Klip 1995). A long terme, l'expression de la pompe Na*/K*-ATPase est
stimulée au niveau transcriptionnel par I'ARMPc (Rhmad et al. 1994,
Whorwood et Stewart 1995) grace a la présence de deux éléments
amplificateurs CRE dans le promoteur du géne de la sous-unité o (Shull
et al. 1990, et Yagawa et al. 1990).

Beaucoup d'études ont été produites concernant l'effet de
I'aldostérone sur la pompe Na*/K+*-ATPase. L'aldostérone est un
minéralocorticoide connu pour normaliser |'activité et la synthése de la
pompe Na*/K+*-ATPase dans le rein de rats surrénalectomisés (Gick et al.
1988). Cette hormone contrdle le transport transépithélial du sodium
en stimulant entre autre la synthése de nouvelles pompes Na*+/K*-
ATPases (Girardet et al. 1986). L'action de l'aldostérone peut étre
rapide et stimuler I'activité de la pompe en dedans d'une heure (Ewart
et Klip 1995, et Gick et al. 1988). L'activation a court terme de la
pompe par l'aldostérone pourrait dépendre de I'entrée de sodium dans
la cellule et ainsi provoquer 1a mobilisation de pompes inactives ala

membrane plasmique, possiblement via le réseau microtubulaire (Ewart



40

et Klip 1995); les corticostéroides augmenteraient le nombre de
pompes en modifiant leur pool (Barlet-Bas et al. 1998). L'activation
peut aussi étre plus lente et impliquer une synthese de pompes de novo
(Verrey et al. 1987). La présence d'un élément de réponse aux hormones
(HRE) dans le promoteur des genes formant la pompe pourrait étre a
l'origine de cette réponse (Horisberger et Rossier 1992, et Oguchi et al.
1993). D'ailleurs, Whorwood et Stewart (1995) concluent a une

activation directe de la transcription par les corticostéroides.

Dans le poumon isolé chez le rat, I'aldostérone favorise 1a clairance
liquidienne (Olivera et al. 1992, résumeé). Le courant transepithelial
sodique de I'épithélium pulmonaire de ¥enopus laevis augmente apres
une heure de traitement a I'aldostérone pour atteindre un effet
maximal a 4 ou 5 heures (Fischer et Clauss 1998, et lliek et al. 1990).
L'impact des glucocorticoides sur l'expression de la pompe Na*/K+*-
ATPase semble avoir été beaucoup moins étudié que celui des
minéralocorticoides. De plus, les glucocorticoides sont connus pour
favoriser le déeveloppement du poumon, et c'est pourquoi peu d'études
se sont attardées sur la régulation de la pompe Na*/K*-RTPase dans le
poumon adulte. Tchepichev et al. (1995) ne rapportent aucun
accroissement des messagers de la pompe dans le poumon suite aun
traitement a la dexaméthasone chez le rat feetal. Par contre, chez le
rat en bas age, Wang et al. (1994) ont démontré que la transcription des

sous-unités o, et §, de la pompe Na*/K*-ATPase est directement

stimulée par les glucocorticoides. Chez l'adulte, l'injection de
dexaméthasone a des animaux surrénalectomisés permet de rétablir
I'activité de la pompe Na*/K*-ATPase dans le rein (Gick et al. 1988); in
vitro, on observe des résultats tout a fait semblables pour les tubules
rénauX (Gick et al. 1988). Des cultures primaires de tubules proximaux
traitées a la dexaméthasone montrent un accroissement de l'activité
et du nombre de messagers d'ARN de la pompe Na*/K*-ATPase (Lee et al.

1995); un traitement a la cycloheximide, un inhibiteur de la synthese
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protéique, confirme que la dexaméthasone agit avant le mécanisme de

traduction.

D'autres elements régulateurs de la pompe Na*/K*-ATPase existent. IlIs
ne seront cependant pas d'une grande utilité en ce qui concerne les
travauX présentés ici. Toutefois, ces eélements qui démontrent la
grande complexité de ce type de régulation pourraient s'averer
intéressants dans de futures études; en voici une liste de références:
Bertorello et Katz 1993, Bertorello et Katz 1995, Ewart et Klip 1995,
Gick et Ismail-Beigi 1990, Horisberger et Rossier 1992, Ismail-Beigi
1992, Lingrel et al. 1990, Lo et Klein 1992, Pressley 1992, Rossier et
Palmer 1992, et Whorwood et al. 1994.

2.5.3.3. CO-REGULATION D’ENaC ET DE LA POMPE Na*/K+*-ATPase

Puisque la clairance pulmonaire reléve du transport transeépithélial du
sodium, et que ce transport s'effectue par l'entrée apicale de sodium
par ENaC suivie passivement d'eau ou de liquide, et par sa sortie
basolatérale via la pompe Na*/K+*-ATPase, nous croyons qu'il est
possible que ces deux éléments de la machinerie du transport sodique
soient co-régulés. D'ailleurs, quelques études demontrent qu'aux
alentours de la naissance, les ARNm ou la protéine de la pompe Na+/K*-
ATPase augmentent de 4 a 10 fois (Crump et al. 1995, Ingbar et al. 1996,
et Orlowski et Lingrel 1988); on note aussi une augmentation de son
activité a cette méme période (Bland et Nielson 1992, et Ingbar et al.
1996). On peut établir ici un paralléle avec ENaC. Dans notre
laboratoire, Dagenais et al. (1997) notent un patron d'expression des

messagers trés similaire entre o-mENaC et la sous-unité o, de la pompe

Na*/K*-ATPase chez la souris. Les mémes observations sont rapportées
chez le rat (0'Brodovich et al. 1993, et Tchepichev et al. 1995).
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Dans I'épithélium d'amphibiens, Verrey (1995) suggére un lien entre
I'augmentation des messagers de la pompe et d’ENaC suite a une
stimulation hormonale a I'aldostérone. Cependant, aucune étude sur
les cellules alvéolaires de type 11 en culture ne demontre cette

correlation.

2.5.4. ROLE DE LA GMPc DANS LE TRANSPORT EPITHELIAL SODIQUE
DU POUMON

La cGMP est reconnu pour transmettre I'effet de I'ANF. Son
augmentation intracellulaire et extracellulaire est reliee a l'action de
I'ANF. 1l agit d'ailleurs en tant que second messager (Lewicki 1989,
Hamet et Tremblay 1990, et Zeidel 1998). L'ANF posséde des propriétes
vasodilatatrice et natriurétique, et il pourrait aussi influencer le
transport sodique. Ce systéeme a surtout été étudié au niveau du canal
collecteur médullaire interne et montre un effet inhibiteur sur la
réabsorption du sodium électrogénique. L'ANF favorise l'excrétion du
sodium par difféerents mécanismes (Knepper et al. 1991, Stanton
1991b). D'abord, la GMPc réduit la probabilité d'ouverture du canal
cationique sensible a I'amiloride situé du cété apical (Light et al. 1989,
et Light et al. 1998). Puis elle produit une régulation négative en
activant la protéine kinase dépendante de la GMPc qui phosphoryle la
protéine 6 du canal (Light et al. 1998). 1l est important de préciser que
ces deuX mécanismes se produisent a court terme (a l'intérieur de

quelques secondes ou minutes).

Dans le poumon, on retrouve I'hormone ou le récepteur de I'ANF en
grande quantité in vitro et in vivo (revu par Perreault et Gutkowska
1995), ainsi que chez les cellules alvéolaires de type Il (Ishii et al.
1989). Ceci nous permet de croire que le systeme de second messager
dépendant de la GMPc pourrait jouer un rdle important dans
I'épithélium pulmonaire, étant donné les ressemblances avec les
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épithéliums du rein. Cependant, les travaux de Eichinger et Walker
(1996) démontrent que la 6MPc n'affecte aucunement le mouvement de
fluide dans le poumon du rat.

D'un point de vue cellulaire, Goodman et al. (1984) a démontre que le
dbGMPc, un analogue de la GMPc, n‘a pas d'impact sur la formation des
domes chez les cellules alvéolaires de type Il formant une
monocouche. Ces structures sont associees au transport
transépithélial du sodium et d'eau. De plus, I'étude de Sahib et al.
(1978) avait déja demontré l'inefficacité de la GMPc dans le transport

du sodium de I'épithélium de la vessie.

En bref, l1a voie de signalisation dépendante de la GMPc qui semble
détenir un réle important dans le maintien de I'homéostasie liquidienne
dans le rein n'aurait pas la méme influence dans le poumon. Ce constat
nous a permis de penser que l'utilisation du db6MPc pourrait servir de

témoin négatif dans nos expériences.
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3. HYPOTHESES ET OBJECTIFS

La modulation de I'expression de la machinerie du transport sodique
peut étre étudiée a différents niveaux. Dans le processus de
production de nouvelles protéines actives et fonctionnelles, Ie
contréle de leur expression peut s'exercer a plusieurs niveaux: 1) Ia
fréequence de la transcription du gene, 2) la maturation de I'RRN
(I'épissage, par exemple), 3) le transport de I'RRN du noyau vers le
cytoplasme, 4) la traduction par les ribosomes, 5) la dégradation ou la
stabilité accrue des ARNm, 6) les modifications post-traductionnelles
des protéines, et 7) les modifications de l'activité des proteéines.
L'étude des ARNm par buvardage Northern permet dans cette optique
d'observer des changements quantitatifs qui sont le produit d'une
modification de la transcription ou de la stabilitée des messagers, et
c'est ce que nous allons tenter de démontrer.

Avant de procéder aux questions essentielles proposées dans ce
mémoire, nous voulons nous assurer de la validité de notre modele,
c'est-a-dire que nous voulons d'abord savoir comment se comporte
I'expression d'a-rENaC chez les cellules alvéolaires de type Il
maintenues en culture pendant 7 jours.

Notre objectif suivant consiste a demontrer I'impact possible de la voie
de signalisation de I'AMPc sur I'expression du canal o-rENaC chez les
cellules de type Il maintenues en culture. Etant donné que rENaC
semble étre la porte d'entrée principale du sodium chez ces cellules, et
qu'in vivo, cette voie de signalisation semble augmenter la clairance
liguidienne pulmonaire, nous pensons qu'a-rENaC répondrait a cette

voie de signalisation suite a une stimulation.

Etant donné que I'expression d'o-rENaC semble modulée par la voie de
I'AMPc, nous voulons saveir si cette augmentation des messagers as8h

est d'ordre transcriptionnel ou non. Nous pensons qu'il y aurait peut-
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étre la présence d'un élement CRE dans le promoteur qui a la capacite
de stimuler la transcription d'un géne donné en présence d'AMPc, via la

phosphorylation de CREB.

D'autres voies de signalisation pourraient étre impliquées dans la
régulation des messagers d'c-rENaC chez les cellules de type 1.
D'abord, la voie de la GMPc. Notre hypothése est que la GMPc pourrait
servir de témoin négatif puisqu'il a été démontré qu'elle n'a pas
d'impact sur la formation des domes chez les cellules de type Il en
culture. Elle n'aurait donc possiblement pas d'impact sur I'expression
d'a-rENacC.

Ensuite, nous pensons que les glucocorticoides pourraient influencer
I'expression d'a-rENaC chez les cellules aduites en utilisant leur propre
voie de signalisation, puisqu'ils semblent si importants dans le
développement du feetus. Notre objectif est donc de demontrer
I'impact possible des glucocorticoides sur I'expression des messagers
d'a-rENaC chez les cellules de type Il en culture.

Suite aux expeériences précédentes qui démontrent un effet positif de
la voie de I'AMPc et des glucocorticoides sur I'expression du canal, nous
voulons savoir comment se comporte I'expression des messagers
lorsque les deux agents sont administrés simultanément. Nous pensons

que l'effet pourrait étre synergique.

Finalement, nous pensons qu'c-rENaC et la pompe Na*/K+*-ATPase
pourraient étre co-régulés afin de participer en parallele au transport
transépithélial du sodium. Notre objectif est donc de demontrer que Ia
pompe Na*/K*-ATPase suit les mémes patrons d'expression qu'o-rENaC
lors d'une stimulation des voies de I'AMPc et de la GMPc, et par les

glucocorticoides.
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4. MATERIEL ET METHODES

4.1. MISE EN CULTURE DES CELLULES ALUEOLAIRES DE

TYPE 11 (Dobbs et al. 1986)

Les cellules alvéolaires de type |1 proviennent de rats males Sprague-
Dawley (175-288 g) (Charles River Ltée, St-Constant, Qué.) anesthésiés
au pentobarbital (Semnotol®, MTC Pharmaceuticals, Ont.) (8.881 mg/g
dilué dans une solution saline 8.9% stérile) par injection
intrapéritonéale. La veine cave inférieure est coupée et la trachée est
canulée. Les poumons sont ensuite perfuses via le ventricule droit et
I'artére puimonaire avec la solution 11 (NaCl 148 mM, KCI 5 mM, tampon
phosphate 2.5 mM, HEPES 18 mM, CaCl, 2.8 mM et Mgs0, 1.3 mM),

additionnée de 8.8 ug/ml de gentamycine (6aramycin™, Schering,
Canada), en emplissant simultanément les poumons de 18 ml d'air ala
fois afin de vider les poumons de leur sang. Les poumons sont retirés
de la cage thoracique puis lavés avec la solution | (148 mM NacCl, 5 mM
KCl, 2.5 mM tampon phosphate de sodium, 18 mM HEPES, 6 mM glucose
et 8.2 mM EGTR pH 7.4), additionnée de 8.8 ug/ml de gentamycine,
environ huit fois 10 ml.

A I'aide de la canule trachéale, les poumons sont graduellement
perfusés avec 40 ml de solution d'élastase (Worthington Biochemical
Corporation, E.-U.) (4 Unités/ml de solution I1) afin de digérer le tissu.
On retire ensuite la trachée et le coeur pour ne conserver que le tissu
pulmonaire. Les poumons sont émincés a l'aide de ciseaux dans une
solution de DNase | provenant de pancréas bovin (258 ug/ml de solution
i1; Boehringer Mannheim, Allemagne) qui sert a prévenir la formation
de grappes cellulaires. On ajoute 5 mi de FBS (Gibco BRL, num. cat.

26148-879) pour bloquer la réaction enzymatique a I'élastase.
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Cette suspension tissulaire est passée a travers une série de filtres de
difféerentes grosseurs. La premiére est constituée de deux puis quatre
epaisseurs de gaze, et la deuxiéme série est constituée de deux filtres
de nylon, I'un de 158 pym et l'autre de 38 um. On récolte les cellules
dans un tube de polypropyléne et on lave les filtres avec du MEM (Gibco
BRL, num. cat. 11780-818) jusqu'a I'obtention de 50 mi. Les cellules
sont centrifugées a 138 % g durant 8 minutes et on retire le surnageant
contenant les débris cellulaires. Le culot est remis en suspension dans
7.5 ml de MEM. 0On obtient ainsi une suspension cellulaire contenant les
cellules alvéolaires de type Il dont le principal contaminant cellulaire

se trouve a étre les macrophages.

Les cellules alvéolaires de type Il sont enrichies par la méthode
d'adhésion des macrophages aux IgG (Dobbs et al. 1986) dans le but
d'augmenter leur pureté. Briévement, cette technique consiste a
couurir une boite de pétri bactériologique (188 mm x 15 mm) de 5 mi de
solution d'lg6 0.5% (Sigma, M0, E.-U.) dans la base TRIS a 58 mM, a pH
9.5. On laisse reposer 3 h a 22°C pour permettre I'adhésion des 1gG au
plastique. Les boites sont ensuite rincées 3 fois avec 5 mi de PBS
(Sigma), puis 2 fois avec 5 ml de MEM. On y ajoute la suspension
cellulaire (environ 18 a 3@ & 186 cellules/boite), puis on les place dans
I'incubateur a 37°C, C0, a 5% et air a 95%, pendant 45 min. Les

macrophages adhérent ainsi aux 1gG, fixées au plastique, grace ala
présence des récepteurs Fc a la surface de leur membrane cellulaire.
D'ailleurs, 1a plupart des cellules contaminantes possedent ces
récepteurs Fc (Basten et al. 1972, Bianco et al. 1970, Coupland et Leslie
1983, Kulczycki et al. 1981, Messner et Jelinek 1970, et Uhr et Phillips
1966) et s'attachent donc a la boite de culture recouverte d'ig6. On
récolte le liquide des boites contenant les cellules alvéolaires de type
I1 non adhérentes qui représentent 89% des cellules (Dobbs et al. 1986),
et on centrifuge a 138 ® g pendant 8 min. On obtient environ 48 X 106
cellules, constituant 28 a 35% des cellules de type 11 des poumons pour

1 rat (Crapo et al. 1978). Les cellules alvéolaires du culot sont prétes a
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étre mises en culture.

Les cellules alvéolaires de type Il sont remises en suspension dans le
milieu de culture: MEM, FBS 180%, glutamine 2 mM et gentamycine

0.08%. Chague flacon en polystyréne pour culture celiulaire (Corning)
de 25 cm? contient de 9.5 a 18.5 x 185 cellules dans 18 ml de milieu. Le
premier changement de milieu s'effectue 72 h aprés l'isolement, et le

milieu est subséquemment remplacé toutes les 48 h.

4.2. SOLUTIONS ET PRODUITS CHIMIQUES

Le dbAMPc (Sigma, St-Louis, M0) a été solubilisé dans du MEM a une
concentration de 188 mM pour étre entreposé a -48°C. La

concentration finale d'utilisation est de | mM.

La forskoline (Sigma, St-Louis, M0) a été dissoute dans du DMS0 a une
concentration de 18 mM pour étre entreposée a 4°C. La concentration
finale d'utilisation est de 28 uM, donc 28 ul de solution stock par
flacon de culture contenant 18 ml de milieu. On a ajouté aux flacons de
culture servant de contrdle 20 ul de véhicule DMSO.

Le dbGMPc (Sigma, St-Louis, M0) a été solubilisé dans du MEM a une
concentration de 180 mM pour étre entrepose a -26°C. La
concentration finale d'utilisation est de 1 mM.

L'actinomycine D (Sigma, St-Louis, M0) a été dissoute dans le MEM a une
concentration de 8.5 mg/ml pour étre entreposée a 4°C. La
concentration finale d'utilisation est de 5 ug/ml.

La dexaméthasone a 4 mg/ml (Sabex, Boucherville, Qué.) est d'abord
diluée 1808 fois dans de l'eau. La concentration finale d'utilisation est
de 168 nM.
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4.3. QUANTIFICATION DU MESSAGER DU CANAL

Le buvardage de type Northern a été retenu comme technique
permettant d'évaluer les changements dans |'expression du canal o-
rENaC et de la pompe Na*/K+*-ATPase. Les ARNm totaux sont extraits
selon la méthode au guanidinium-phénol-chloroforme (Chomczynski et
sacchi 1987). Chacun des flacons contenant les cellules aluéolaires de
type 1l constitue un échantilion. Les flacons de culture sont rincés 2
fois avec 5 ml de PBS; on y retire le marimum de liquide. Puis on extrait
I'ARN en ajoutant 680 ul de solution D. Cette derniére est préparee
comme suit: thiocyanate de guanidine 4 M (Gibco BRL), citrate de
sodium 25 mM, a pH 7, sarcosyl 8.5% et p-2-mercaptoéthanol 8.1 M. On
récolte le Iysat et on y ajoute dans l'ordre 40 ul d'acetate de sodium 3
M, a pH 4, 680 ul de phénol tamponé a l'eau, puis 178 ul d'un melange
chioroforme-alcool isoamyl (49:1). On agite vigoureusement, puis on
laisse reposer 15 min sur la glace. On centrifuge les échantillons a
18080 g pendant 20 min a 4°C. On récolte les ARN dans la phase
supérieure aqueuse qu'on va preécipiter avec 1 volume d'isopropanol (~
688 pl) pendant 1 h ou plus a -28°C. On centrifuge a nouveau les
échantillons 2 10008 g pendant 28 min a 4°C. On solubilise le culot
d'ARRN avec 3080 ul de solution D et on précipite de nouveau avec 1
volume d'isopropanocl (380 ul) pendant 1 h a -28°C. 0n centrifuge encore
les échantillons a 18608 g pendant 28 min a 4°C. On lave le culot avec
de I'éthanol 75%, puis on centrifuge les échantillons a 18808 g pendant
5 min a 4°C. On retire I'éthanol et on Iyophylise les culots pendant
environ 3 2 5 min. A ce moment-ci, les échantillons sont solubilisés
dans 35 pl d'eau désionisée pour le dosage, puis entreposés a -80°C.

Le dosage de I'ARN total se fait par la mesure de la DO a 260 nm puis a
286 nm, pour une dilution de 8.81% (4 pl d'ARN en solution dilué dans 396
ul d'eau désionisée); un ratio s'approchant de 2 des mesures a 268 nm et
3 288 nm nous informe de la pureté des extraits. La concentration

d'ARN en pg/mli se calcule comme suit: mesure a 260 nm & 40 ug/mi s
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dilution (8.81), pour une solution d'ARN dont la D0 a 2680 nm égale

approximativement 1.

Les ARN sont séparés a l'aide d'un gel d'agarose 1%-formaldéhyde
(Sambrook et al. 1989). Huit pg d'ARN par échantillon (9 ul) additionnés
de 4 pul de tampon de migration 5% a pH 7 (MOPS 8.1 M a pH 7, acétate de
sodium 48 mM et EDTR 5 mM a pH 8), de 7 ul de formaldéhyde et de 20 ul
de formamide sont dénaturés a 65°C pendant 15 min. Les échantillons
sont refroidis, puis on y ajoute 3 pl de tampon colorant de chargement
(glycérol 58%, EDTA 1mM a pH 8, bleu de bromophénol 8.25% et ryléne
cyanol FF 8.25%). On utilise une échelle d'ARN (0.24-9.5 Kb) (Gibco BRL)
afin de déterminer le poids moléculaire des ARN désireés.
L'électrophorése baignant dans le tampon de migration 18 fonctionne a
188 U pendant environ 3 h. Deux des gels ont été teints au bromure
d'éthidium 8.885% afin de mesurer les distances de migration de
I'echelle d'ARN.

Les gels sont ensuite transférés par capilarité durant 16 h avec du SSC
184 sur une membrane de nylon Hybond™-N+ (Amersham, R.-U.). Les ARN
sont fikés sur la membrane aug UU, puis par séchage a 88°C pendant 2 h.
La membrane est préhybridée 2 h, puis hybridée 16 h en présence d'une
sonde radioactive dans le tampon Church (tampon de phosphate de
sodium a pH 7.2, SDS 7% (w/v) et EDTA 1 mM a pH 8) dans un four a
hybridation a 68°C (Tek Star™C).

Les sondes utilisées pour hybrider les membranes sont décrites ci-

dessous:

1) La sonde o-mENaC provient d'un fragment de 7608 pb incluant la
région codante en 3. Cette sonde origine de la souris, mais sa
séquence est trés conservée (94% d'homologie) pour le rat et la

souris, et code pour les acides aminés his;,5 au codon stopggg de

la séquence d'a-rENaC.



51

2) La sonde o,-Na*/K*-ATPase nous a été fournie généreusement

par le Df J. Orlowski (Département de Physiologie, Université
McGill, Montreéal). Elle se compose d'un fragment de 332 pb
codant pour les nucléotides 89 a 421, depuis l'extrémité 5' non

traduit jusqu'a l'argg;, entre un site Narl et Stul, provenant de

l'isoforme o du cerveau et du rein du rat (Shull et al. 1986).

3) La sonde B-actine provient d'un clone d'ADNc du cerveau de rat
d'‘environ 1.5 Kb dans le vecteur pBR322, insérée de part et
d'autre d'un site Pst1. Ce plasmide a été obtenu au laboratoire

du Df P. Hamet (Centre de Recherche, Hotel-Dieu de Montréal).

Les sondes sont marquées a l'aide d'une trousse Random Priming (Gibco
BRL) et d'[«-32P]dCTP radioactif (Amersham, IL) qui utilise le fragment
Kienow de la polymérase | d'E. coli. On purifie la sonde marquee en la

passant a travers une colonne de Séphadex 6-58 (Pharmacia, Suéde).

A la suite de I'hybridation, la membrane est rincée une premiere fois
pendant 38 min dans un tampon phosphate 108 mM a pH 7.2 et SDS 0.1%
(w/v), une deuxiéme fois pendant 38 min dans un tampon phosphate 480
mM a pH 7.2 et SDS 8.1%, puis une derniére fois pendant 30 min dans un
tampon phosphate 48 mM a pH 7.2 et SDS 1%.

Toutes les membranes sont hybridées avec la sonde B-actine afin de

permettre la standardisation des résultats.

La radioactivité présente en bandes sur les membranes est détectée
par PhosphorimagerMC, Le logiciel ImageQuant™ permet de déterminer
la sommation des valeurs en pixels d'un objet. Nous avons retenu le
nombre total de pixels de l'objet, incluant toutes les valeurs
supérieures au bruit de fond, en excluant les valeurs inférieures a ce

méme bruit de fond. Ceci signifie qu'on guantifie lI'intensité totale de
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la bande d'ARN tout en excluant les valeurs en pixels de la région

entourant cette bande.

Certaines membranes ont aussi été autoradiographiées en présence de
films Kodak H-OMRAT AR pour des prises de photos.

4.4. ACTIVITE PKA

L'activité de I'enzyme protéine kinase dépendante de I'iMPc (PKA) est
déterminée a l'aide d'une trousse [Protein Kinase A (cAMP-Dependent
Protein Kinase) Aissay System, num. cat. 13128-812, Gibco BRL]. Chacun
des flacons contenant les cellules alvéolaires de type |l constitue un
echantillon. Briévement, les flacons de culture sont rincés avec du PBS,
puis les protéines sont extraites avec 250 ul d'Extraction Buffer par
flacon, ce qui est suffisant comme volume pour détecter une activite
de la PKA.

Le contenu protéinique a été déterminé par la méthode de Bradford

(Bradford 1976), en utilisant une courbe standard au BSA.

Lors de cette analyse, on veut donc mesurer I'activité de la PKA chez
les cellules non traitées (contrdles) et chez les cellules traitées. La
PKRA est activée lorsque, au moment ou I'AMPc s'attache a la sous-unité
réguilatrice de la PKA, survient la dissociation de sa sous-unité
catalytique (Edelman ef al. 1987, Krebs 1989, et Taylor et al. 1988).
Cette sous-unité catalytique, qui ne dépend plus de I'AMPc, ira
phosphoryler des protéines substrats aux positions sérine et thréonine.
Afin de mesurer cette activité, on utilise un peptide synthétique
comme substrat ayant la séquence Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-G6ly appele
"Kemptide" (Cheng et al. 1986, Glass et al. 1989, Kemp et al. 1988,
Maller et al. 1978, Roskoski 1983, et Whitehouse et al. 1983) qui sera
phosphorylé en position sérine (Maller et al. 1978, et Pomerantz et al.
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1977). Un pseudosubstrat agissant comme inhibiteur specifique de
I'activité PKA, ayant une séquence consensus similaire au "Kemptide”,
mais dont Ia position sérine est changée pour alanine (Cheng et al.
1986, Glass et al. 1989, et Kemp et al. 1988) va permettre de compléeter
I'analyse de cette activité PKA (Roskoski 1983, et Whitehouse et al.
1983). En principe, la PKA phosphoryle le substrat "Kemptide" a l'aide
de I'RATP[y-32P] (Amersham, IL) qui lui transfére un phosphate radioactif

traceur.

Le premier échantillon appelé A contient I'extrait cellulaire, traité ou
non, sans inhibiteur; il constitue donc I'activité PKA intrinseque de
I'extrait cellulaire. Le deuxiéme échantillon appelé B contient
I'extrait cellulaire plus l'inhibiteur; il représente donc I'activité PKA
intrinseque inhibée maximalement, c'est-a-dire le bruit de fond. Pour
chacun des échantillons, les informations obtenues sont traduites en
pmol/min/ml d'extrait, en proportion de la quantité de protéines
présentes dans l'extrait (dosage). On obtient ainsi une valeur fl
(échantillon RA) dont on soustrait une valeur B (échantillon B), pour
obtenir I'équivalent de I'activité PKA activée en pmol/min/ug de

proteéeine.

4.5. STATISTIQUES

Pour les etudes de buvardage de type Northern, les résultats sont
exprimés en unités arbitraires ou I'échantillon contréle equivaut a

188% d'expression du canal.

Pour toutes les études, I'échantillon traité est exprimé sous la forme
d'une moyenne * son écart-type. Les comparaisons sont effectuées par
une analyse de variance, complétée a posteriori par une analyse a
comparaisons multiples de Fisher. Certaines données ont éte analyseées

par un test t de Student non pairé. Une analyse de régression dans le
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temps de traitement a aussi été utilisée dans les cas ou I’analyse de
variance ne montre pas de changement significatif entre les groupes,
ceci afin de démontrer tout changement d’expression dans le temps.
Une transformation des données en valeurs logarythmiques a été
utilisée afin de réduire la variabilité lorsque nécessaire. Les
différences sont considérées significatives si p est inférieur a 0.85. De
plus, des analyses de corrélation ont éte effectuées afin de comparer

les patrons d’expression des transporteurs concernes.
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5. RESULTATS

5.1. EXPRESSION SPONTANEE D'c-rENaC DANS LES
CELLULES ALVEOLAIRES DE TYPE 11 EN CULTURE
DURANT 7 JOURS

Les cellules alvéolaires de type Il sont connues pour se modifier
lorsqu'elles sont maintenues en culture (Dobbs et al. 1985, et Dobbs et
al. 1988). Elles auraient la capacité de se differencier graduellement
en cellules de type |. In vivo, les cellules de type Il ont la capacité de
se multiplier afin de remplacer les cellules de type | endommagees
(Adamson et Bowden 1974, Evans et al. 1975, et Evans et Shami 1989).
Toutefois, quelques travaux notent une conservation du phénotype
morphologique des cellules de type Il associée la présence de
marqueurs lorsque ces cellules sont maintenues en culture (Ballard et
al. 1986, Dobbs et al. 1980, Dobbs et al. 1985, Dobbs et al. 1986, Mason
et al. 1982, et Mason et al. 1985).

Les études de Goodman et Crandall (1982) viennent appuyer le
phénotype morphologique des cellules aluéolaires de type 11, car ces
dernieres forment des domes entre 4 et 18 jours de culture,
caractérisant un transport transépithélial de sodium. Plus récemment,
vue et al. (1993) demontrent que les cellules de type Il possédent un
courant de faible affinite pour I'amiloride, qu'elies soit fraichement
isolées ou en culture. Ce sont ces caractéristiques des celiules de type
11 qui nous interessent le plus ici.

Dans un premier temps, ceci nous a amené a vouloir vérifier s'il y avait
des changements de I'expression d'o-rENaC lorsque les cellules
aluéolaires de type 11 de rat adulte sont maintenues en culture.
Comme les expeériences subséquentes ne dépasseront jamais 7 jours de
culture, nous avons maintenu cet intervalle de temps pour cette
expeérience.
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Suite a l'isolement des cellules de type 11 a partir du rat, considére
comme étant le Jour @, les cellules sont immédiatement mises en

culture. L'ARN total est extrait des cellules apres 1 jour en culture
(Jour 1), 2 jours (Jour 2), etc., jusqu'a 7 jours (Jour 7). Les résultats
sont exprimés en comparant le groupe Jour 3 au groupe Jour 2. Les

messagers d'a-rENaC sont détectés par buvardage de type Northern.

Ici, nous avons décidé de définir le Jour 3 comme étant le jour de
référence par rapport a tous les autres groupes pour les raisons qui
suivent. |l a été demontré précédemment que lorsque les cellules
alvéolaires de type 11 sont cultivées sur un substrat de plastique, elles
forment une monocouche compléete parsemée de petits domes (Goodman
et Crandall 1982, Goodman et al. 1983, et Mason et al. 1982) entre 2 et
4 jours aprés la mise en culture. Ces structures hémisphériques sont
produites par un transport ionique transépithelial actif en provenance
du milieu vers le substrat, et qui sollicite le transport passif d'eau
(Lever 1979).

Apreés avoir déterminé ces parametres, la figure 5 montre que
I'expression d'a-rENaC est en croissance avant le Jour 3, le Jjour de
référence, et que cette progression se poursuit jusqu'au Jour 5. le
maximum d'expression du canal se situe au Jour 5, qui est
statistiquement différent de tous les autres groupes de jour. Au Jour 6
et 7, l'expression du canal semble se stabiliser autour de 100%

d'expression.

A partir du 3¢me jour de culture, c'est-a-dire au moment ou les cellules
alvéolaires de type 1l atteignent la confluence pour former une
monocouche, I'expression du canal o-rENaC continue d'augmenter. En
traitant les cellules au Jour 3, ceci nous laisse la possibilité
d'augmenter ou de diminuer davantage son expression a l'aide de
produits stimulateurs ou répresseurs. Pour toutes les expeériences qui

suivent, nous avons tenu compte de ce principe et nous avons
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détermine le Jour 3 comme jour de traitement. Cependant, comme
I'expression du canal varie en fonction du temps de culture, nous avons
dd utiliser un contréle pour chaque intervalle de temps étudiés lors des

expériences subséquentes.

5.2. MODULATION DE L'EXPRESSION D'o-rENaC PAR LA
DOIE DEPENDANTE DE L'AMPc DANS LES CELLULES
ALUEOLAIRES DE TYPE Il EN CULTURE

Des études antérieures ont montré que les agents p-adrénergiques
pourraient étre impliqués dans la regulation du transport sodique. De
plus, on sait que I'AMPc est le second messager impliqué dans la
cascade B-adrénergique. Les travaux de Berthiaume (1991) suggerent
que les voies de signalisation impliquant le systéme de second
messager dépendant de I'AMPc auraient la capacité de favoriser la
clairance pulmonaire liquidienne in vivo. Au niveau cellulaire, les
cellules alvéolaires de type 11 en culture formant une monocouche
participent activement au transport du sodium et de liquide, du milieu
de culture vers le substrat, et ce processus est stimulé par la présence
d'agents p-adrénergiques, d'analogues de I'RMPc et d'inhibiteurs de la
phosphodiestérase (Goodman et al. 1984). La terbutaline, un agent p-
adrénergique, augmente aussi la réabsorption du sodium dans le
poumon intact, isolé et perfusé (Crandall et al. 1986). Des études
similaires déemontrent que le transport sodique, sensible a I'amiloride,
est aussi favorise par I'RMPc (Goodman et al. 1989) et par une
stimulation p-adrénergique (Saumon et al. 1987). Le dbAMPc a
également un effet sur le poumon feetal en modifiant sa permeéabilité
au sodium, c'est-a-dire en le faisant passer du mode sécretoire au
mode absorbant (Walters et al. 1990).

Cette série de faits contribue a nous convaincre que les voies de
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signalisation empruntées par les agents f-adrénergiques, par le biais
du second messager AMPc, influencent le transport du sodium des
cellules alvéolaires de type Ii en culture. Nous voulons tenter
d'élucider une partie de ces voies de signalisation dépendantes de
I'AMPc intracellulaire en observant les modulations de l'expression des
messagers du canal o-rENaC chez ces cellules. En d'autres termes,
I'AMPc intracellulaire a-t-elle un impact sur l'expression du canal en

modifiant la quantité de ses messagers.

5.2.1. IMPACT D'UN TRAITEMENT AU dbAMPc A COURT TERME SUR
DES CELLULES EN MONOCOUCHE

Nous avons d'abord étudié I'impact d'un analogue de I'RMPc, le dbAMPc,
sur l'expression du canal a-rENaC pour des cellules de type Il en
monocouche. Le dbAMPc a la propriété de pénétrer aisément la
membrane cellulaire pour augmenter la concentration intracellulaire en
AMPc et ainsi pouvoir agir a la cible. Le dbAMPc a été utilisé a une
concentration finale de 18-3 M comme rapporté précedemment, pour ies
cellules alvéolaires de type Il en culture (Goodman et al. 1984 et
Suzuki et al. 1995), pour des poumons isolés et perfusés (Saumon et al.
1987), puis in vivo (Berthiaume 1991).

La figure 6 indigue que les cellules sont isolées au Jour 8, puis traitees
au Jour 3 au moment ou les cellules atteignent la confluence. L'ARN
total est extrait a la suite d'un traitement d'une durée variable (1 h, 4
h, 8 h, 24h et 48 h); chaque échantillon traité possede son propre
contrdle non traité. Le buvardage de type Northern permet la

quantification des ARN messagers.

L'expression des messagers d'a-rENaC augmente d'un facteur de 2.1 par
rapport auu groupe contréle aprés 8 h de traitement au dbAMPc 1 mM

des cellules alvéolaires de type Il en culture formant une monocouche
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Protocole de traitement des cellules
alveolaires de type Il isolées et mises
en culture

JOUR O 1 2 3 4 3

HEURE @

T

extraction de I'RRN

traitement

Figure 6
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(figure 7). Cette hausse du messager n'est pas soutenue et son
expression redevient semblable au contréle lorsque les cellules sont
traitées durant 24 h ou 48 h.

Cette augmentation de l'expression d'c-rENaC a 8 h se produit en
présence d'un analogue de I'RMPc, ie dbAMPc. Toutefois, ceci ne
signifie pas implicitement que cette hausse est produite par une
augmentation intracellulaire d'AMPc. Le dibutyrate, potentiellement
issu de I'hydrolyse du composé dbAMPc utilisé ici pour stimuler les
cellules de type |1, pourrait favoriser la formation de domes afin
d'influencer le transport sodique; Lever 1979, et Mason et al. 1982
rapportent d'ailleurs que le butyrate de sodium stimule la formation
des domes. Le dibutyrate pourrait donc étre responsable de cette
augmentation de lI'expression d'a-rENaC. En conséguence, nous avons
évalué I'effet d'un autre agent pouvant impliquer une augmentation de

I'AMPc intracellulaire.

5.2.2. STIMULATION EN AMONT DES DOIES DE SIGNALISATION PAR
LA FORSKOLINE

Suite a I'expérience précédente, nous voulons nous assurer que cette
intensification des messagers d'a-rENaC est reliée a une augmentation
intracellulaire de I'AMPc, donc dépendante des voies de signalisation de
I'AMPc. La forskoline est un agent reconnu pour activer I'adénylate
cyclase, une enzyme intracellulaire responsable de la transformation
de I'ATP en AMPc (figure 3), donc qui augmente directement la
concentration intracellulaire d'AMPc (revu par Seamon et Daly, 1986).

Les cellules aluéolaires de type Ii en culture ont été stimulées par la
forskoline 28 gM en suivant les indications du protocole décrit a la
figure 6. La concentration finale de forskoline a été déterminée en

tenant compte d'expériences rapportées ailleurs dans la littérature.
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Expression d'o-rENaC suite a une stimulation
au dbAMPc 1 mM
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Des concentrations de forskoline semblables ont précédemment été
décrites: sur des cellules alvéolaires de type Il en culture a5 uM (5 &
18-6 M) (Brown 1994, Gobran et Rooney, 1990, et Rice et al. 1985) et a 50
UM (5 % 18-5 M) (Suzuki et al. 1995); 18 puM (1 ® 18- M) sur des cellules
alvéolaires de type 1l de feetus a terme de mouton (Tessier et al. 1996),
sur des explants de poumons feetaux de rat (Floros et al. 1991), et sur
des poumons humains feetaux en culture (0dom et al. 1998). Nous avons

donc choisi de traiter les cellules a une concentration finale de

forskoline de 20 M (2 % 18-3 M).

Le patron d'expression des messagers d'a-rENaC suite a une stimulation
a la forskoline 20 uM est tres similaire (résultats non présentés) a celui
produit par le dbAMPc 1mM (voir figure 7). A 8 h de traitement, la
forskoline 28 uM augmente I'expression d'c-rENaC de 1.9 fois (figures 8
et 9). Suite a une analyse a comparaisons multiples de Fisher, les
groupes traités au dbAMPc et a la forskoline sont statistiquement
identiques, mais différents du contréle (dbGMPc).

En stimulant en amont des voies de signalisation dépendantes de
I'AMPc a l'aide de la forskoline qui sollicite I'adénylate cyclase, on
obtient des résultats similaires a ceux obtenus aprés un traitement au
dbAMPc. Il semble donc gu'une augmentation de I'AMPc intracellulaire
chez les cellules alvéolaires de type Il formant une monocouche soit
responsable du doublement de l'expression des messagers d'ac-rENaC

suite a un traitement de 8 h.

5.2.3. EFFET D'UN TRAITEMENT AU dbGMPc

Trois arguments nous ont convaincus de tester le dbGMPc sur les
cellules alvéolaires de type II: la similitude dans la structure
moléculaire entre la GMPc et I'AMPc, I'effet hypothétique du dibutyrate

présenté plus tot, et la présence importante de I'ANF et de son second
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Expression d'a-rENaC, de la sous-unite ol de la
pompe Na+/K+-ATPase et du géne standard de la -
actine suite a une stimulation des cellules de
type Il au dbAMPc 1 mM, a la forskoline 28 yM et
au dbGMPc 1 mM

dbAMPc forskoline dbGMPc

C T C T C T
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o-rENQC 3.8

ol-Na+/K+-ATPase 3.9

B-actine 2.2

C: contrédle

T: traite

Figure 8
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Expression d'a-rENaC suite a une stimulation
de 8 h au dbAMPc 1 mM, a la forskoline 20 yM

et au dbGMPc 1 mM
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messager, la 6MPc, dans le poumaon.

Premiérement, nous voulons observer le comportement de I'expression
des messagers du canal a-rENaC en présence d'un autre nucléotide
cyclique apparenté a I'AMPc, la GMPc. La structure moléculaire des
nucléotides cycliques pourrait étre responsable de la hausse des

messagers du canal observée a 8 h.

Deuxiemement, le dibutyrate pourrait produire cette augmentation des
messagers du canal suite a I'hydrolyse du dbAMPc. D'ailleurs, Lever
(1979) et Mason et al. (1982) décrivent une augmentation de la
formation de démes chez les cellules de type Il mises en présence du
butyrate de sodium, ce qui laisse supposer des changements dans le

transport sodique.

Troisiemement, comme on détecte une quantité importante de
récepteurs de I'ANF dans le poumon in vitro (0lins et al. 1986) et in vivo
(Willenbrock et al. 1992), on peut penser que le second messager, la
GMPc, pourrait avoir une implication dans la modulation de la
machinerie du transport sodique. Toutefois, le dbGMPc 1mM a déja éte
teste sur des cellules alvéolaires de type Il formant une monocouche
(Goodman et al. 1984); on y rapporte que le dbG6MPc n‘a pas d'impact sur
la formation des domes, contrairement au dbAMPc, ce qui suggeére que

le GMPc n'affecte pas le systéme de transport de sodium et d'eau.

En effet, lorsque I'on prend compte des résultats aux figures 8 et 9, on

note que les cellules alvéolaires de type Il en monocouche traitées au

dbGMPc 1 mM durant 8 h n'affichent pas d'accroissement des messagers
du canal o-rENaC, a l'opposé des cellules traitées au dbAMPc et a la

forskoline, pour le méme temps d'exposition.

On peut donc alléguer que le dbGMPc n'est pas impligué dans la
modulation de I'expression d'a-rENaC chez les cellules de type Il, et
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que la hausse des messagers suite a la présence du dbAMPc n'est pas
dépendante ni de la structure moléculaire des nucléotides cycliques, ni
de la présence possible de dibutyrate. Ce constat va nous permettre

d'établir le groupe traité au dbGMPc en tant que controle négatif a 8 h.

5.2.4. ETUDE DE L'ACTIDITE PKA

Suite aux expériences précédentes, nous pouvons conclure que chez les
cellules alvéolaires de type Il en culture, I'AMPc intracellulaire semble
impliquée dans le doublement de I'expression des messagers d'a-rENaC.
A partir de cette information, nous voulons sauvoir si la cascade des

voies de signalisation est affectée en aval de cette augmentation

intracellulaire d'AMPc produite par le dbAMPc et la forskoline apres 8 h
de traitement des cellules alvéolaires de type Il en monocouche, c'est-

a-dire si I'activité de la PKR est augmentée.

Afin de mesurer l'activité PKA de nos cellules, les protéines totales
sont extraites des cellules de type 1l en culture depuis le Jour 3 (voir
figure 6), préalablement traitées ou non au dbAMPc 1 mM, ala
forskoline 28 uM ou au dbGMPc 1 mM, pendant 8 h. L'activité PKR est
compilée en pmol/min/ug de protéine.

La figure 18 nous indique qu'a 8 h, I'activité PKA des cellules traitées au
dbAMPc 1 mM ou a la forskoline 20 uM est quadruplée par rapport aus
cellules contréles traitées au dbGMPc 1 mM et que cette hausse est
significative. A 8 h, on retrouve donc une activité PKA augmenteée qui
indiguerait une activation de la voie dépendante du second messager
AMPc.
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5.35. IMPACT D'UN TRAITEMENT A L'ACTINOMYCINE D SUR
LA TRANSCRIPTION DU CANAL

L'accroissement des messagers du canal o-rENaC a la suite d'une
augmentation de I'AMPc intracellulaire nous laisse entrevoir deux
situations. L'une implique une stabilité accrue des messagers, tandis
que l'autre comprend une stimulation de la transcription des messagers
du canal ¢-rENaC directement ou indirectement par la phosphorylation
de proteéines nucléaires. Le traitement a I'actinomycine D peut nous

permettre de répondre en partie a cette question.

L'actinomycine D est connue pour ses propriéteés inhibitrices de la
synthése d'ARN (Busch et Smetana 1978). Une dose élevée de 2.8 ug/mli
d'actinomycine D blogue la transcription chez toutes les especes (Perry
et Kelly 1968, 1978). Elle inhibe la transcription en s'attachant a
I'amorce d'ADN (Goldberg et Reich 1964). Rinsi, elle stabilise et accroit
la demi-vie du complexe covalent topoisomérase I-ADN (Trask et Muller
1988).

L'actinomycine D a 5 ug/ml a déja été utilisée sur les cellules
épithéliales pulmonaires de feetus de rat en culture primaire
(Champigny et al. 1994) et sur des explants pulmonaires pour une
période de 12 h (Gonzales et al. 1994); nous avons conserveé cette

concentration.

Les cellules alvéolaires de type Il en monocouche sont mises en
présence du dbAMPc 1 mM, ¢ I'actinomycine D (5 ug/ml). Apreés 8 h de
traitement, la figure 11 atteste que lorsque les cellules de type 11 sont
traitées en concomitance (dbAMPc + actinomycine D), I'actinomycine D
bloque complétement la synthése des messagers induite par Ile dbAMPc

sur I'expression des messagers du canal.

Cette étude démontre que I'AMPc a un effet transcriptionnel positif,
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direct ou indirect, sur I'expression d'a-rENaC, puisque l'actinomycine D

empéche complétement I'effet produit par le dbAMPc.

5.4. ROLE MODULATEUR DES CORTICOSTEROYDES SUR
L'EXPRESSION D'a-rENaC DANS LES CELLULES
ALVEOLAIRES DE TYPE Il EN CULTURE

Les cellules alvéolaires de type Il possedent des réecepteurs
glucocorticoides (Ballard 1986). D'ailleurs, Gonzales et al. (1986)
constatent l'effet de maturation produit par les glucocorticostéroides
sur des explants de poumons humains chez le feetus. Quelques groupes
ont aussi examiné le rdle que jouent les hormones stéroides sur
I'expression d'ENaC dans le développement du poumon chez le fetus
(0'Brodovich et al. 1993 et Tchepichev et al. 1995) et sur des cellules
feetales en culture (Champigny et al. 1994).

Suite a cette série d'etudes chez le feetus, nous avons donc voulu
déterminer l'impact possible des corticostéroides sur I'expression des
messagers d'o-rENaC chez les cellules aluéolaires de type Il adultes
cette fois-ci.

5.4.1. TRAITEMENT DES CELLULES DE TYPE Il A LA
DEXAMETHASONE

Les cellules alvéolaires de type Il en culture de rat adulte, formant une
monocouche, ont été traitées a la deraméthasone, un corticosteroide
synthétique. Ce dernier composé a été utilisé a une concentration de
188 nM tel que rapporté précedemment sur les cellules epitheliales
feetales du poumons (Champigny et al. 1994), sur des explants de
poumons feetauxk du rat (Floros et al. 1991), et dans les milieu de culture
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de cellules de type Il cultivées sur des filtres (Mason et al. 1982).

Le protocole est décrit a la figure 6. Les cellules sont isolées au Jour 6,
puis traitées au Jour 3 lorsqu'elies forment une monocouche. La
dexaméthasone 188 nM est donnée durant 1 h,4 h, 8 h, 24 h et 48 h,
puis I'RBN total est extrait. Chaque échantillon traité possede son
propre contrdle non traité. Le buvardage de type Northern permet la
quantification des ARNmM.

La figure 12 montre que la dexameéthasone 188 nM augmente
graduellement I'expression des messagers d'o-rENaC de 1 h a 48 h de
traitement, jusqu'a un maximum observé de 3.8 fois a 48 h. |l existe
une relation significative positive entre I’expression du canal et le
temps de traitement a la dexaméthasone; cette relation est démontrée
par une analyse de régression des valeurs logarythmiques de

I’expression du canal.

5.4.2. EFFET D'UN TRAITEMENT SIMULTANE A LA DEHAMETHASONE
ET AU dbAMPc SUR L'EXPRESSION DU CANAL

Dans les explants de poumons feetaus humains, I'expression des
messagers d'ARN pour I'enzyme acide gras synthase montrent un
synergisme dans l'action de I'AMPc et de la dexaméthasone (Gonzales et
al. 1994). Les acides gras sont des précurseurs des phospholipides
présents dans le surfactant; cette enzyme productrice d'acides gras
est donc nécessaire a la fabrication du surfactant. De plus, la
production de surfactant est directement associee aux cellules
alvéolaires de type 11 par la présence des corps lamellaires. Nous nous
sommes donc demandeé si le canal a-rENaC pouvait étre stimule de
maniére synergique par ces deuX voies de signalisation, soit celle

dépendante de I'AMPc et celle des corticosteroides.
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Nous avons suivi le protocole de base montré a la figure 6. Les cellules
de type Il en monocouche ont éte traitées au dbAMPc 1 mM, £ la
degaméthasone 180 nM pendant 8 h. La figure 13 montre que le dbAMPc
1 mM et la dexaméthasone 188 nM seuls augmentent les messagers d'o-
rENaC respectivement de 2.1 et 2.9 fois. Un traitement simultané des
deux agents produit quant a lui une augmentation de 6.6 fois des
messagers du canal, et ce groupe est significativement plus elevé que
les deux autres groupes seuls. Dans ces conditions, nous ne pouvons
pas exclure la possibilité d'une action synergique des deux agents;

toutefois, I'effet est au moins additif.

5.5. CO-REGULATION D'c-rENaC ET DE LA SOUS-UNITE o,
DE LA POMPE Na*/K*-ATPase AU NIVEAU DES ARNmM

Plusieurs études demontrent, in vivo et ex vivo, qu'il y a réabsorption
de liquide depuis le compartiment alvéolaire vers la circulation
pulmonaire contre un gradient de pression oncotique, et que ce
processus est bloqué par I'amiloride ou l'ouabaine (Basset et al. 19874,
b, Berthiaume et al. 1987, Effros ef al. 1987, Goodman et al. 1987 et
Matthay et al. 1982), deux inhibiteurs du transport de sodium. Ces
informations viennent renforcer le modéle qui veut que le transport
actif du sodium se fait par son entrée du cote apical de la cellule
alvéolaire épithéliale polarisée (du coté de I'espace alvéolaire) pour en
ressortir du coté basolatéral (du cdté plasmatique), suivi passivement

d'un flot de liquide.

Des données plus précises fournies par Schneeberger et McCarthy
(1986), et par Nici et al. (1991) indiquent que les celiules alvéolaires de
type Il contiennent une grande guantité de pompes Na*/K*-ATPases,

contrairement aux autres cellules présentes dans les voies

respiratoires inférieures, ce qui demontre la propension des cellules de
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type !1 au transport actif du sodium. Ces mémes auteurs localisent la
pompe Na*/K*-ATPase au niveau basolatéral des cellules de type Il par

immunocytochimie.

Quant aux canaux sodiques permettant I'entrée du sodium dans les
cellules de type 11, leur présence apicale a été confirmee autant pour
les cellules fraichement isolées que pour les cellules mises en culture
(Moberly et Fanestil 1987, Sorscher et al. 1988, et Turner et al. 1985).
Des études meneées a l'aide des cellules alvéolaires de type Il formant
une monocouche suggérent que les voies de signalisation dependantes
de I'RMPc intracellulaire sont impliquées dans le processus de
mouvement transépithélial du sodium et d'eau (Cheek et al. 1989, Cott
et al. 1986, et Goodman et al. 1984). Plus précisément, dans notre
propre laboratoire, Suzuki et al. (1995) concluent que l'activité de la
pompe Na*/K*-ATPase est modulée par les agents j-adrénergiques et

par une augmentation intracellulaire d'AMPc.

D'ailleurs, le clonage du promoteur de la sous-unité a; de la pompe

Na*/K*-ATPase démontre la présence d'un élement amplificateur de
type CRE (CREB/ATF) (Shull et al. 1998, et Yagawa et al. 1998). Grace a
ce dernier, le géne de la pompe Na*/K*-ATPase a la capacité d'étre
régulé au niveau transcriptionnel par I'AMPc intracellulaire (Rhmad et
Medford 1995, et Suzuki-Yagawa et al. 1992). De plus, suite a une
analyse de sequences nucléotidiques, Shull et al. (19908) et Yagawa et
al. (19908) démontrent la présence d'un élément consensus GRE

repondant aux glucocorticoides.

Tous ces renseignements ci-haut mentionnés contribuent a nous faire
suspecter la possibilité d'une co-régulation entre o-rENaC et la pompe
Na*/K+-ATPase, deux canauX impliqués dans le transport transépithélial

du sodium présents dans les cellules alvéolaires de type Il.
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5.5.1. INFLUENCE DES UOIES DE SIGNALISATION DEPENDANTES DE
L'AMPc SUR L'EXPRESSION DE LR SOUS-UNITE o, DE LA

POMPE Na*/K*-RTPase

En premier lieu, nous avons voulu étudier le profil d'expression des

messagers d'ARN pour Ia sous-unité o, de la pompe Na*/K*-ATPase

lorsque les cellules aluéolaires de type Il en monocouche subissent le
traitement au dbAMPc 1 mM a différents temps (1 h, 4 h, 8 h, 24 h et 48
h). L'expression de la pompe Na*/K+-ATPase est doublée (2.8 fois)a 8h
(figure 14), tout comme celle d'a-rENaC (voir figure 7). Son patron
d'expression est aussi trés similaire a celui d'a-rENaC; I'expression
augmente jusqu'a un maximum a 8 h, puis redescend au niveau du
contréle (188%) (voir figure 7). D’ailleurs, une étude de corrélation

montre que leur profil d’expression est tres semblable (R=0.9).

En deuxieme lieu, nous avons voulu comparer |'expression des

messagers d'o-rENaC a ceux de la sous-unité o, de la pompe Na*/K"-

ATPase lorsque les cellules aluéolaires de type Il en culture sont
exposées durant 8 h a la forskoline 20 gM ou au dbGMPc 1 mM.

L'expression de la sous-unité o, de la pompe Na*/K*-ATPase est doublée

(2.1 fois) lors du traitement de 8h a la forskoline, et elle est
comparable au contréle chez les cellules traitées au dbGMPc (8.9 fois)
(figure 15). La forskoline comme le dbAMPc semblent donc moduler

I'expression des messagers d'o-rENaC et ceux de la sous-unité o, de la

pompe Na*/K*-ATPase de facon similaire aprés 8h de traitement
(figures 8 et 15).

Troisiemement, nous avons voulu déterminer I'impact d'un traitement a
I'actinomycine D sur la transcription de la pompe Na*/K*-ATPase. A la
figure 16, le groupe traité a I'actinomycine D est statiquement

identique au groupe traité a I'actinomycine D plus le dbAMPc. Ceci
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démontre gue le doublement de I'expression des messagers d'ARN de la

sous-unité o, de la pompe Na*/K*-ATPase produit par le dbAMPc 1 mM

n'a pas lieu en présence de l'actinomycine D (5 pug/ml) lorsque les
cellules alvéolaires de type Il en monocouche sont traitées durant 8 h.
On peut donc conclure que I'RMPc intracellulaire influence positivement

la transcription du gene de la sous-unite o, de Ia pompe Na*/K*-ATPase,

tout comme celui du géne du canal o-rENaC (voir figure 11).

Jusqu'a maintenant, les mémes variations dans l'expression des

messagers sont observés pour le canal o-rENaC ainsi que pour la sous-

unité o, de la pompe Na*/K*-ATPase.

5.5.2. INFLUENCE DES CORTICOSTEROIDES SUR L'EXPRESSION DE
LA SOUS-UNITE o, DE LA POMPE Na*/K*-ATPase

Dans le poumon, trés peu de travaux ont etudié la régulation de la
pompe Na*/K*-ATPase par les glucocorticoides. 0n sait cependant que
I'aldostérone, un minéralocorticoide, favorise la clairance liquidienne
(Olivera et al. 1992, réesumé), et augmente le courant transépithélial
sodique de I'épithélium pulmonaire (Fischer et Clauss 1990, et lllek et
al. 1998). Cependant, un traitement du poumon feetal a la
dexaméthasone ne montre pas d'augmentation des messagers de la

pompe Na*/K*-ATPase (Tchepichev et al. 1995).

Les cellules sont isolées, mises en culture puis traitées en suivant le
protocole de la figure 6. L'ARN total est extrait a la suite d'un
traitement a la desaméthasone 180 nM d'une durée variable (1 h,4 h, 8
h, 24h et 48 h); chaque échantillon traité posséde son propre contrdle
non traité. Le buvardage de type Northern permet la quantification
des ARN messagers.
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Le messager de la sous-unité o, de la pompe Na*/K*-ATPase montre une

expression maximale de 1.8 fois plus grande que le contrdle apres 8 h
de traitement a la dexaméthasone des cellules alvéolaires de type Il
en culture formant une monocouche (figure 17). Un test t de Student
non pairé montre gue le groupe traité durant 4 h est différent du

groupe traité durant 8 h. On retrouve donc une hausse des messagers

maximale moins importante pour la sous-unite a, de la pompe Na*/K*-

ATPase (1.8 fois a 8 h) que pour le canal a-rENaC (3.8 fois a 48 h) (voir
figure 12). De plus, I'expression maximale de la sous-unité o, de la

pompe Na*/K+-ATPase semble atteinte a 8 h, contrairement a o-rkENaC
qui progresse jusqu'a 48 h et peut-étre plus longtemps encore (voir
figure 12). Le canal et la pompe montrent une réponse positive ala
dexaméthasone, mais le profil serait différent.

5.5.35. RELATION ENTRE LES UOIES DE SIGNALISATION AMPc-
DEPENDANTE ET CORTICOSTERDIDE-DEPENDANTE POUR
L'EXPRESSION DU GENE DE LA SOUS-UNITE o, DE LR POMPE

Na*/K+*-ATPase

Ahmad et Medford (1995) sont Ies seuls a rapporter une possible
interaction des voies de signalisation empruntées par I'aldostérone et
I'AMPc dans la régulation de l'expression de la pompe Na*/K*-ATPase
dans les cellules HeLa. Rien n'a directement été produit chez les

cellules alvéeolaires de type I1I.

Nous avons suivi le protocole de base montré a la figure 6. Les cellules
de type Il en monocouche ont été traitées au dbAMPc 1 mM, £ la
dexaméthasone 188 nM pendant 8 h. La figure 18 montre que le dbAMPc
1 mM et la deraméthasone 188 nM seuls augmentent les messagers de

la sous-unité o, de la pompe Na‘*/K*-ATPase respectivement de 2.0 et

1.8 fois. Un traitement simultané des deux agents produit quant a lui
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une augmentation additive de 3.3 fois des messagers de la pompe, et ce
groupe est significativement plus élevé que les deux autres groupes

seuls.
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6. DISCUSSION

Nos résultats demontrent que la voie de I'AMPc et les glucocorticoides
modulent I'expression des messagers des transporteurs sodiques, soit
a-rENaC et la pompe Na*/K*-RATPase, des cellules alvéolaires de type |1
du rat maintenues en culture. Nous pensons gque le transport
transépithélial du sodium in vitro via ces transporteurs pourrait étre

modulé afin de réguler I'noméostasie liquidienne des poumons in vivo.

6.1. MODIFICATION DES CELLULES ALUVEOLAIRES DE TYPE
Il EN CULTURE

Nous avons découvert que les cellules aluéolaires de type Il du rat
maintenues en culture pendant plusieurs jours se modifient.
L'expression des messagers d'o-rENaC varie lorsque ces cellules sont
cultivées sur un substrat de plastique. La figure 5 montre une
progression de l'expression d'a-rENaC depuis l'isolement jusqu'au Jour
5.

Nous avons pris le Jour 3 comme jour de référence pour plusieurs
raisons. D'abord, la progression observée dans I'expression du canal
depuis l'isolement nous laisse penser que la procédure d'isolement des
cellules de type 11 puisse endommager leurs fonctions. Ensuite, parce
que les cellules alvéolaires de type 11 forment des domes a ce moment.
Les domes sont des indices de transport transépithélial, donc leur
aspect fonctionnel est rétabli. De plus, nos cellules etaient stimulées
au Jour 3 pour des raisons similaires; comme on observe un progression
dans l'expression d'a-rENaC du Jour 1 au Jour 5, le fait de stimuler les
cellules au Jour 3 nous assure que I'expression du messager n'est ni a
son minimum, ni @ son magimum. Le messager peut donc en théorie étre

activé ou réprimé. Quel que soit le jour de référence utilisé, le profil



d'expression ainsi que les ratio respectifs d'une journée a l'autre sont

conseruves.

La raison de ces variations observées chez les cellules de type Il peut
étre de deux ordres. Premiérement, lorsque les cellules aluéolaires de
type 11 sont maintenues en culture, elles subissent une série de
modifications et perdent leurs caractéristiques spécifiques au
phénotype de type Il (Brody et Williams 1992, et Dobbs 1990). De plus,
ces cellules acquiérent graduellement des caractéristiques
morphologiques et antigénigues particulieres aux cellules de type | in
vivo (Brody et Williams 1992, Christensen et al. 1993, Danto et al. 1992,
Dobbs et al. 1985, et Dobbs et al. 1988). Ceci a comme conséquence
qu'on ignore quel est le phénotype des cellules obtenu apres un certain
temps en culture. La progression de I'expression d'a-rENaC observée
depuis I'isolement jusqu'au Jour 5 (figure 5) nous montre que méme si
les cellules de type |i perdent leurs caractéristiques propres, et méme
si elles gagnent celles des cellules de type |, le canal o-rENaC est
toutefois exprimé. De plus, nous avons observé des domes a partir du
Jour 2 en culture (résultats non présenteés); le transport transepithélial
de sodium suivi passivement d'eau a donc cours. Toutefois, il est
impossible de savoir a ce jour si les cellules de type | possedent ou non

des canaux sodiques.

Deusiemement, on rapporte que le canal rENaC pourrait se dégrader
chez des celiules cultivées (Hu et al. 1991, résume, et Turner et al.
1985). La meéthode d'isolement pourrait étre responsable du processus
de dégradation du canal, car plusieurs changements sont observés
apres la procédure, dont l'induction de I'expression des protéines de
choc thermigue (Brandes et Finkelstein 1989) et le complexe majeur
d'histocompatibilité de classe 1l (Harbeck et al. 1988). A la figure 5, on
observe que les messagers d’ARN d'a-rENaC sont exprimés de fagon
croissante depuis l'isolement jusqu'au Jour 5. Toutefois, cela ne nous

renseignent pas sur la dégradation possible de la protéine du canal et
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sur son aspect fonctionnel.

Nous pensons que le processus de difféerenciation des cellules de type
11 en cellules de type | pourrait étre impliqué dans ces changements
d'expression. Mais comme nous voulions appuyer des études
antérieures utilisant des modeles in vivo qui, quant a eux, démontrent
une grande complexité, le modele des cellules de type Ii en culture est
quant a lui beaucoup plus simplifié. Le poumon est constitué de
plusieurs types cellulaires et tissulaires. L'utilisation d'un modeéle a
I'echelle cellulaire nous permet de mieur disséquer les éléments
responsables du transport transcellulaire du sodium. Les cellules
alvéolaires de type Il représentent un outil important dans I'étude
biologique de I'espace alvéolaire (Dobbs 1990, Kikkawa et Yoneda 1974,
et Mason et Williams 1991). Elles représentent un systeme in vitro
approprié dans I'étude de plusieurs fonctions biologiques (Paine et
Simon 1996). La formation de domes confirme l'importance du
transport transépithélial de sodium chez les celiules de type 1l en

culture.

En bref, I'étude de I'expression spontanée sur sept jours d'o-rENaC
(figure 5) nous montre que le modeéle des cellules alvéolaires de type Ii
est valide, méme si des variations de I'expression d'o-rENaC sont
observées. Cependant, cette fluctuation de I'expression d'o-rENaC
nous a contraint d'utiliser un contrdle pour chaque intervalle de temps.
Il est aisé de voir que nous n'aurions pas pu utiliser un méme controle
au Jour 3 lorsque les cellules sont extraites au Jour 3, au Jour 4 et au
Jour 5 puisque selon I'analyse a comparaisons multiples de Fisher, le

Jour 3 est statistiquement different du Jour 5.
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6.2. IMPLICATION DE LA DOIE DE SIGNALISATION DE
L'AMPc DANS LA MODULATION D'a-riENaC

Nos travaux démontrent que la voie de signalisation de I'RMPc est
impliquée dans la modulation de I'expression des messagers d'o-rENaC
chez les cellules de type |1 formant une monocouche. Cette conclusion
nous vient du fait que nous avons d'abord montré que le dbAMPc 1 mM
augmente de 2 fois I'expression des messagers d'a-rENaC apres 8 h de
traitement (figures 7, 8 et 9). Ensuite, nous avons découvert qu'une
stimulation de ces cellules en amont de la voie de signalisation a I'aide
de la forskoline 28 uM avait le méme impact sur I'expression du canal,
c'est-a-dire un doublement des messagers a 8 h (figures 8 et 9), et un
patron d'expression similaire entre 1 h et 48 h de stimulation (voir
figure 7). Puis la figure 10 nous indique que la voie de signalisation est
affectée en aval puisque l'activité PKA est quadruplée par rapport au
traitement au dbGMPc lorsque les cellules sont stimulées au dbAMPc et
a la forskoline durant 8 h. Enfin, nous avons démontre que cet impact
n'est pas reproductible lorsqu'on stimule une autre voie de
signalisation, soit celle de la GMPc (figures 8 et 9). Finalement, nos
résultats montrent que cet impact de I'RMPc intracellulaire serait en
partie d'ordre transcriptionnel puisque I'actinomycine D bloque

totalement lI'effet produit par le dbAMPc suite a un traitement de 8 h.

Nous avons démontré de deux facons que I'RMPc intracellulaire double
les messagers du canal apres 8 h de stimulation des cellules de type 1|
en monocouche. D'abord, nous avons utilisé le dbAMPc, un analogue de
I'AMPc qui pénétre la membrane plasmique. Ce produit est connu pour
augmenter directement la concentration intracellulaire en AMPc. Puis
en stimulant la voie de signalisation en amont a l'aide de la forskoline,
ce gui a comme conséquence d'augmenter indirectement la
concentration intracellulaire d'AMPc. Ces deux agents provoquent une
réponse similaire sur les messagers d'ARN du canal (figures 7, 8 et 9).

De plus, les travaux de mon collegue, le D' Minakata, démontrent aussi
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qu'une stimulation en amont de la cascade augmentent les messagers
d'a-rENaC de 1.8 fois par rapport au contréle (communication

personnelle). 1l a utilisé la terbutaline, un agoniste des récepteurs f3,-

adrénergiques; les cellules de type Il sont stimulées dés l'isolement

pendant deux jours.

Deux éléments de nos travaux nous indiquent que l'effet de
doublement des messagers d'a-rENaC chez les cellules de type Il apres
8 h de traitement au dbAMPc est en partie d'ordre transcriptionnel.
D'abord, I'expérience utilisant I'actinomycine D et I'RAMPc montre que la
transcription du canal est en partie responsable de cette reponse
observée a 8 h. Le clonage du promoteur d'c-rENaC permettrait de
déterminer la présence ou non d'un éiément CRE. D'ailleurs, la région en
5' du géne y-hENaC a été cloné (Thomas et al. 1996), et elle contient
plusieurs sites probables pour I'attachement de facteurs de
transcription, dont un élément CRE et AP-2 qui ont une capacité de
réponse a 'AMPc. Comme les trois sous-unités d’ENaC possedent une
certaine homologie de séquence entre elles, il est possible que la
région du promoteur soit conservée. A partir de ces résultats, on
pouvait se demander si la voie de 'AMPc était affectée en aval des
mécanismes menant a une augmentation intracellulaire d'AMPc.
Ensuite, le profil d'expression des messagers d'o-rENaC est tres
semblable a celui de genes dont la transcription est modulée par I'AMPc
et qui ont une réponse lente (Jungmann et al. 1983, Milsted et al. 1987,
et Roesler et al. 1988); donc le fait que la réponse obtenue suite a une
stimulation des cellules de type Il au dbAMPc ou a la forskoline se

situe a 8 h de traitement pourrait impliquer la transcription.

En plus d'augmenter la concentration intraceliulaire d'‘AMPc pour
démontrer l'implication de la voie de signalisation dépendante de
I'AMPc, nous avons stimulé les cellules de type Il en monocouche en vue
de démontrer que cette cascade est affectée aussi en aval. Nous avons

noter I'activité PKA a cet effet. La figure 18 montre une persistance de
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I'activation de la PKA a 8 h lorsque les cellules sont traitées au dbAMPc
ou a la forskoline, et ces groupes sont difféerents statistiquement du
contrdle négatif traité au dbGMPc. 1l est étonnant de souligner une
persistance de I'activité PKA aprés 8 h de stimulation puisque des
cellules alvéolaires de type Il traitées a la forskoline ou a la
terbutaline montrent une activité PKA augmentée aprés 2 min, et cette
activation persiste jusqu'a 28-38 min d'exposition des agonistes (Rice
et al. 1985). Il est donc possible que I’activité PKA notée a 8 h soit la
pointe de I'iceberg, c’est-a-dire au moment d’une décroissance. |l

aurait donc été intéressant de noter l'activité PKA entre @ et 30 min.

D'autres expériences nous auraient permis de déterminer l'implication
de cette cascade de signalisation. Une chute des messagers du canal a
8 h en présence du H-89, un inhibiteur spécifique de la PKA, nous aurait
aussi indigué que Ia PKA est impliquée dans ce doublement des
messagers a 8 h. L'acide okadaique, un puissant inhibiteur de la

phosphatase 2A, permettrait de déterminer I'implication de CREB.

Malgré que nous ayons une augmentation des messagers d'ARN du canal
a-rENaC aprés une augmentation intracellulaire en AMPc, ceci ne nous
renseigne pas sur I'état de la protéine. C'est-a-dire que cette
augmentation des messagers se traduit-elle par une hausse au niveau
protéique? Est-ce que la quantité de canaux sera augmentée? Et ces
canaux sont-ils fonctionnels? L'emploi de la cycioheximide, un
bloqueur de la synthése protéique, permettrait de déterminer ia
présence d'un contrdle post-traductionnel. De plus, des mesures
d’augmentation d’'un courant court-circuit, de captation de sodium
traceur et des etudes de patch clamp pourraient nous renseigner
davantage sur I'aspect fonctionnel d'a-rENaC. D'ailleurs, Renard et al.
(1995) suggeérent que des mécanismes post-transcriptionnels

pourraient réguler I'activité du canal.

Des résultats préliminaires utilisant le buvardage de type Western a
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I'aide d'un anticorps polyclonal (Rotin et al. 1994) nous indiguent qu'il
n'y a pas d'augmentation dans la quantité de protéines du canal apres
8, 18 et 12 h de traitement au dbAMPc (résultats non présentés). Cette
absence d’augmentation de la quantité de canaux pourrait étre
expliquée par le fait que I’anticorps était plus ou moins fiable. Selon le
D' Rotin, cet anticorps fonctionne bien avec des formes purifiees de la
protéine et moins bien avec des lysats cellulaires (communication
personnelle). Malheureusement, aucun résultat satisfaisant n’a éte
produit a partir de cet anticorps dans le laboratoire. Nous n’avons donc
pas poursuivi cette route. De plus, il pourrait y avoir une dégradation
du complexe protéique (Hu et al. 1991, et Turner et al. 1985) en raison
des conditions de culture (Brandes et Finkelstein 1989, et Harbeck et al.
1988).

Pour établir la spécificité de la réponse a I'AMPc, nous avons stimulé les
cellules alvéolaires de type Il en monocouche avec le dbGMPc,
déemontrant ainsi qu'il n'a pas d'effet sur I'expression d'o-rENaC apres 8
h de stimulation (figures 8 et 9). Le choix du dbGMPc comme agent
stimulateur nous est apparu évident pour trois raisons. D'abord, parce
que Goodman et al. (1984) ont démontré que la formation de domes
chez les cellules alvéolaires de type Il n'‘est pas affectée par la
présence de dbGMPc. On pense donc que le transport transepithelial de
sodium n'est pas modifié par la présence de db6MPc. La GMPc n'a pas
d'effet sur le transport sodique de I'épithélium de la vessie (Sahib et al.
1978). Eichinger et Walker (1996) abondent aussi en ce sens au niveau
du poumon puisqu'ils concluent que la GMPc n'affecte pas le mouvement
de fluide. Considérant ces faits, le db6MPc constituait un contrdle
negatif potentiel. Ensuite, parce que nous voulions un contrdle compte
tenu de la structure nucléotidique semblable de I'AMPc qui aurait pu
étre responsable de la réponse observée a 8 h chez les cellules de type
II. Finalement, parce que la portion dibutyrate retrouvéee dans
I'analogue de I'AMPc utilisé (dbAMPc) pourrait, suite a son hydrolyse,
favoriser une augmentation du transport sodique puisque le butyrate
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de sodium augmente la formation des démes chez les cellules de type
I1 en culture (Lever 1979, et Mason et al. 1982). Cependant, certains
rapportent l'influence négative qu'aurait le systeme GMPc-ANF sur la
réabsorption du sodium dans le canal collecteur médullaire interne
(Knepper et al. 1991, et Stanton 1991b). Light et al. (1989, 1990)
rapportent que la GMPc réduit la probabilité d'ouverture du canal
cationique sensible a I'amiloride. Dans le poumon, I'ANF diminuerait le
transport sodique actif mais augmenterait 1a permeéabilité de
I'épithélium alvéolaire (Olivera et al. 1993). Comme on retrouve une
grande quantité de I'hnormone et du récepteur de I'ANF chez les cellules
de type 11, on a pensé que cette voie de signalisation pouvait jouer un
role dans I'excrétion du sodium, et peut-étre dans la régulation
négative de I'expression du canal o-rENaC. Les résultats obtenus ]
partir d'une stimulation des cellules de type Il par la GMPc indiquent
que ce produit est adéquat en tant que contréle (figure 9). L'expression
d'a-rENaC est toujours sous les 188% par rapport au contréle non traite.
Méme si I'effet produit par le dbGMPc semble légérement négatif, il
n'est jamais différent statistiguement du contréle non traité. Donc la
GMPc ne semble pas étre impliquée dans I’expression des messagers
d’a-rENaC.

La réponse obtenue suite a une augmentation de I'RMPc intracellulaire
chez les cellules de type II, en l'occurrence le doublement des
messagers d'ARN du canal o-rENaC, a été produite en présence de sérum
dans le milieu. La présence de sérum de rat inhibe la progression du
phénotype de type | chez les cellules de type Il en culture par rapport
a un milieu sans sérum ou avec sérum bovin de nouveau-né (Borok et al.
1995). L'utilisation d'un milieu sans serum permet par contre le
maintien prolongé des propriétés bioélectriques des cellules de type I
formant une monocouche (Cheek et al. 1991, résumé). Nous pouvons
donc nous interroger sur l'effet potentialisateur que pourrait
démontrer le sérum. Un facteur de croissance pourrait potentialiser la

réponse au dbAMPc. La présence ou I’absence de sérum dans le milieu
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de culture ne montrent aucune différence significative sur I’expression
des messagers du canal lorsque les cellules de type Il en monocouche
sont traitées au dbAMPc durant 8 h (résultats non présentes). Ii
semblerait donc que le sérum n’a pas d'impact sur la modulation de

I'expression des messagers d'c-rENaC par I'RMPc.

En résumeé, nous avons demontré que I'AMPc intracellulaire est impliqué
dans le doublement des messagers d'ac-rENaC chez les cellules de type
11 du rat maintenues en culture aprés 8 h de stimulation. Cet impact
produit par I'RAMPc est en partie d'ordre transcriptionnel et pourrait
impliguer la présence d'un élément CRE dans le promoteur du gene. |l
semble donc que cette réponse emprunte la voie de signalisation de
I'AMPc, car des eléements tant en amont qu'en aval de la voie de
signalisation sont affectés. De plus, la voie de la GMPc n'affecte pas
les messagers du canal. Enfin, I’'effet de 'AMPc sur I’expression des
messagers d’o-rENaC est indépendante de la présence du sérum dans le

milieu.

6.3. MODULATION D'a-rENaC PAR LES GLUCOCORTICOIDES

Nous avons démontré que la dexaméthasone a un impact majeur sur
I'expression d'a-rENaC chez les cellules alvéolaires de type Il en
monocouche. Les résultats obtenus a la figure 12 demontrent bien
I'importance que joue la dexameéthasone dans les cellules de type II:
déja a 8 h, nous pouvons observer une augmentation des messagers du
canal de pres de trois fois (figure 12); cette hausse se poursuit a 24 h et
48 h, jusqu'a un maximum de 3.8 fois aprés 48 h de traitement. Nous
savons qu’il y a une progression de I’expression du canal dans le temps
d’apreés une analyse de régression, mais nous ne savons pas si cette

progression se poursuit apres 48 h.
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D'ailleurs, Champigny et al. (1994) avaient rapporté que des cellules
epithéliales feetales en culture primaire traitées a la deraméthasone
atteignent un maximum d'expression des messagers d'ARN du canal -
rENaC a 8 h de traitement; I'aldostérone produirait le méme effet. Dans
le poumon entier, la dexaméthasone augmente aussi les messagers du
canal. En utilisant des agonistes et des antagonistes des récepteurs a
minéralocorticoides et a glucocorticoides, Champigny et al. (1994) ont
déterminé que la dexaméthasone exercait son action par les récepteurs
a glucocorticoides. Les résultats de Renard et al. (1995) sur les rats
surrénalectomisés vont aussi dans cette direction. L'ensemblie de ces
résultats suggere que les glucocorticoides sont les principaur agents
régulateurs de I'expression de rENaC dans le poumon; leur taux
circulant in vivo est suffisament élevé pour assurer une transcription
maximale des trois sous-unités. Les minéralocorticoides, comme
I'aldostérone, agiraient via les recepteurs a glucocorticoides dans le

pouman.

Par contre, chez le rat, l'injection de dexaméthasone ne modifie pas
I'expression d'a-rENaC dans le poumon (Renard et al. 1995). Toutefois,
les rats surrénalectomisés montrent une expression beaucoup plus
faible d'c-rENaC. Renard et al. (1995) concluent que les trois sous-
unités de rENaC seraient exprimeées constitutivement dans le poumon
et ne répondraient donc pas aux hormones stéroidiennes. En
supprimant les hormones corticoides circulantes par la
surrénalectomie, I'expression constitutive des sous-unités est abolie
et peut donc étre modifiée par I'addition de dexaméthasone. Nous
croyons alors que lorsque nous utilisons les cellules alvéolaires de type
11 en culture primaire, nous sommes aussi dans des conditions ou il n'y a
pas d'hormones corticoides circulantes. La présence d'hormone
corticoides proviendrait du milieu de culture uniquement. C'est sans
doute pourquoi on observe une forte réponse a la dexaméthasone sur

I'expression d'a-rENacC.



Méme si l'on sait que les glucocorticoides préesentent un effet marqueé
sur I'expression d'a-rENaC, nous ne savons pas a quel niveau la
régulation se situe. Toutefois, chez les cellules de type |l feetales, on
sait que les glucocorticoides affectent la transcription de genes, soit
le canal lui-méme, soit des protéines activatrices; Champigny et al.
(1994) demontrent qu'une hausse des messagers en présence de
dexaméthasone provient d'une synthése de novo de protéines
puisqu’elle est bloquée par I'actinomycine D. Le clonage du promoteur
de y-hENaC ne permet cependant pas d'identifier de sequence GRE. Ceci
nous ouvre alors trois paossibilités: soit que le promoteur d'o-rENaC est
différent de y-rENaC, et peut-é&tre possede-t-il un élément GRE, soit
que l'activation de la transcription est indirecte, c'est-a-dire par le
biais d'autres proteéines, soit que les deux choix précedents sont
possibles. Le clonage du promoteur d'a-rENaC pourrait étre tres utile

afin de répondre a cette question.

Au niveau de la protéine du canal, son expression est aussi réduite chez
les rats surrénalectomisés; cela est dit a une chute des cortocoides
circulants (Renard et al. 1995). Des travaux d'électrophysiologie sur les
cellules aluéolaires de type Il feetales indiquent que I'aldostérone et la
dexaméthasone induisent un courant sensible a I'amiloride. Ceci nous
laisse donc penser que le nombre de protéines ou leur activité est
augmenté. Deux hypotheses ont été émises concernant ce type de
réponse. D'abord, une synthése de novo de protéines du canal ou de
protéines régulatrices du canal pourrait étre stimulée (Rsher et Garty
1988). Puis, le recrutement a partir d'un pool de canaui non
fonctionnels internalisés pourrait étre activé (Palmer et al. 1982).
Nous savons que les cellules feetales ont un comportement différent
des cellules alvéolaires de type 11, in vivo et in vitro. C'est pourquoi
des études électrophysiologiques mesurant une augmentation du
courant court-circuit et mesurant la captation du sodium traceur chez
les cellules alvéolaires de type 11 adultes en monocouche pourraient

gétre menées dans le méme sens a l'aide de |a dexaméthasone, en
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paralléle avec celles de I'RMPc. Ces travaux nous permettraient de
connaitre I'impact physiologique de ces deux types d’agents sur le
transport sodique des cellules de type Il.

En résumeé, nos résultats indiquent que la dexaméthasone provoque une
augmentation importante des messagers du canal o~-rENaC de maniére
progressive dans le temps chez les cellules alvéolaires de type Il
adultes maintenues en culture. En raison des travaux cités
précédemment, il est probable que les récepteurs a glucocorticoides
soient responsables de cette réponse en I'absence d’hormones
corticoides circulantes. D’ailleurs, in vivo, Noda et al. (1997, réesumé)
ont démontré trés récemment que la deraméthasone augmente
I’absorption liquidienne alvéolaire chez le rat; cette absorption se
ferait via des canaux sodiques puisqu’elle est bloquée par I'amiloride.
Les glucocorticoides sont utilisés frequemment dans le traitement de
I'asthme chez ’humain, et les modifications observées des canaux

sodiques pourraient étre responsables de certains effets secondaires.

6.4. CO-REGULATION D'a-rENaC ET D'o;-Na*/K*-ATPase

Nos résultats démontrent que les deux transporteurs sodiques, soit o-

rENaC et la sous-unité o, de la pompe Na‘/K*-ATPase, sont régulés de

maniere semblable chez les cellules alvéolaires de type Il en
monocouche par la voie de I'AMPc, et que les glucocorticoides

augmentent les messagers des deux transporteurs.

Il semble donc que la voie de I'AMPc affecte les deux transporteurs de
maniére comparable. La pompe Na*/K*-ATPase montre le méme patron
d'expression gu'a-rENaC (voir figure 7) lors d'un traitement au dbAMPc
durant 1 h, 4 h, 8 h, 24 h et 48 h des cellules alvéolaires de type Il en

monocouche (figure 14) (coefficient de corrélation R=8.9). Un maxrimum
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d'expression est observe a 8 h, et les messagers d'ARN des deux
transporteurs sont doubiés. Une réponse identique est observée chez
les deux transporteurs lorsque les cellules sont stimulées a la
forskoline, ou au dbGMPc, pendant 8 h (figures 8 et 9). Une stimulation
B-adrénergique par la terbutaline au moment de I'isolement des cellules
alvéolaires de type 11 produit une augmentation des transcrits a peu
pres équivalente de 1.8 et 1.5 fois le contréle respectivement pour o-

rENaC et al—Na*/K*-HTPase lorsque ces cellules sont extraites apres

deux jours de culture (communication personnelle du D' ¥. Minakata).
Or a la naissance, on sait que les poumons du feetus sont remplis de
liquide, et qu'ils doivent se vider rapidement pour passer a la
respiration aérienne. Le transport transépithélial de sodium est un
mécanisme sans doute fort important a cet effet. Comme il y a une
hausse substantielle du taux de catécholamines chez le feetus a la
naissance, on peut penser qu'elles seraient responsables de la
stimulation du transport transépithélial du sodium, et donc
responsables de la clairance liquidienne. Les transporteurs majeurs
impliqués dans ce processus, les canaux sodiques (ENaC) et la pompe
Na*/K*-ATPase répondent en parallele a cette stimulation p-
adrénergique via la voie de signalisation dépendante de I'RMPc
(Dagenais et al. 1997). L'impact de l'actinomycine D sur I'expression de
la pompe Na*/K*-ATPase nous indique que I'AMPc agit en partie au

niveau de la transcription du géne. D'ailleurs, le promoteur d'o;-

Na+/K+*-ATPase contient un élement de réponse fonctionnel a I'AMPc.

Des analyses de corrélation de I'expression d'c-rENaC et d'o,-Na*/K*-

ATPase nous indiquent un lien certain (R=0.9). Cette corrélation forte
nous permet de soupcgonner qu'il y aurait un lien dans la régulation de

ces deux transporteurs.

De plus, nos travaux demontrent I'absence d'impact de la GMPc sur les
deux transporteurs, ce qui nous laisse penser que ce second messager

n'influencerait pas le transport transeépithelial du sodium par les
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mécanismes de régulation a long terme au niveau cellulaire. Il demeure
toutefois possible qu'elle puisse agir a court terme sur I'activité du
canal tel que rapporté au niveau des tubules rénaux.

Finalement, nous avons démontré que la pompe Na*/K*-ATPase répond
aussi a la dexaméthasone, mais possiblement de maniére différente a
a-rENaC; I’analyse de corrélation ne permet pas de définir un lien entre
la régulation de ces deux transporteurs (R=08.1). On observe une hausse
de 1.8 fois par rapport au contrdle a 8 h de stimulation a la
dexameéthasone (figure 17), comparativement a 3 fois pour o-rENaC

(figure 12).

Parmi les éléments de regulation de la pompe aus glucocorticoides, il y
a la présence d'un élément de réponse aux hormones (HRE) dans le
promoteur du géne de la pompe Na*/K*-ATPase. D'autres mécanismes de
régulation a long terme peuvent aussi étre envisagés, dont une
augmentation de l'activité globale de la pompe, qui n’est évidemment
pas détectable par buvardage Northern. D'ailleurs, les résultats de
Tchepichev et al. (1995) vont dans ce sens car ils ne détectent pas
d'augmentation des messagers de la pompe suite a une stimulation a la
dexaméthasone du poumon feetal. Tout comme l'aldostérone, la
dexaméthasone pourrait augmenter davantage l'activité enzymatique
de la pompe (Ewart et Klip 1995, et Gick et al. 1988). De plus, Barlet-
Bas et al. (19908) rapportent que les corticostéroides agissent sur le
pool de pompes et favorisent leur migration vers la membrane
plasmique. Toutefois, la dexaméthasone pourrait jouer un role
secondaire dans la régulation de la pompe Na*/K*-ATPase, et son
activité pourrait plutot étre stimulée par I'augmentation de la
concentration du sodium intracellulaire (Barlet-Bas et Doucet 1988,
Doucet et Barlet-Bas 1989, et Stanton et Kaissling 1989) via son entrée
par ENaC. Des études mesurant I'activité enzymatique de la pompe et
quantifiant la protéine de la pompe par buvardage de type Western
pourraient nous renseigner sur I'impact global a long terme que produit
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la dexameéthasone sur la pompe Na*/K*-RTPase.

Nous pouvons donc conclure qu'il est possible qu'il existe un processus
de corégulation entre o-rENaC et la pompe Na*/K*-ATPase dans le but
de participer paralléelement au transport transépithélial du sodium. A
ce moment-ci, il est toutefois difficile de I'affirmer. Nous avons
apporté une réponse trés partielle qui n'exclut pas cette possibilité. La
voie de I'AMPc plus particulierement, semble affecter les deux
transporteurs de maniére concertée. La comparaison des séquences des

promoteurs d'o-rENaC et d'a,—Na*/K*—HTPase nous donnerait de bons

indices quant a une co-régulation possible. De plus, des mécanismes
autres que transcriptionnels peuvent intervenir dans cette co-
régulation, tels que le sodium intracellulaire, les modifications post-
transcriptionnelles et post-traductionnelles, I'activité des

transporteurs, etc.

6.5. INTERACTION DE L'AMPc ET DES GLUCOCORTICOIDES
DANS LA MODULATION DES COMPOSANTES DE LA
MACHINERIE DU TRANSPORT SODIQUE

A ce moment-ci, il est difficile de démontrer une gquelconque relation
entre l'action de I'RMPc et des glucocorticoides chez les cellules de
type 11 maintenues en culture. Nos travaux démontrent que les
messagers d'a-rENaC et de la pompe Na*/K*-ATPase sont régulés de
maniére au moins additive par le dbAMPc et la dexaméthasone lorsque
les cellules de type 1l forment une monocouche (figures 13 et 18).

Aucune étude ne s'est attardee sur une possible interaction entre ces
deux voies de signalisation dans le poumon, dans l'expression des deux
transporteurs sodiques étudiés. Des travausx observent toutefois un

synergisme dans l'action de I'AMPc et la dexaméthasone dans un autre
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systeme, plus précisément sur I'enzyme acide gras synthase dans des
explants de poumons feetaux humains (Gonzales et al. 1994). Cette
enzyme est d'ailleurs nécessaire a la production de surfactant, une des

fonctions menées par les cellules alvéolaires de type 1I.

L’interaction entre ces deux voies de signalisation pourrait se situer
plus en amont des voies, par esemple entre les B-recepteurs et les
glucocorticoides. Les glucocorticoides pourraient augmenter la
présence des récepteurs p-adrénergiques (Cheng et al. 1988,
Giannopoulos et Smith 1982, Maniscalco et Shapiro 1983, et Roberts et
al. 1985) chez les cellules aluéolaires de type Il. L'administration de
glucocorticoides pourrait donc potentialiser I'effet des catécholamines
endogénes et exogeénes chez les cellules épithéliales de l'alvéole
(Ballard 1986).

Briecuement, I'expression des deux transporteurs sodigues étudiés est
régulée de maniére au moins additive lors d'un traitement concomitant
au dbAMPc et la dexaméthasone. Il n’est donc pas possible de
démontrer un synergisme dans I’action de ces deux agents chez les

cellules de type Il en monocouche.

6.6. TRAITEMENT DE L'GEDEME PULMONRAIRE UIA ENaC?

La conséquence du transport actif sur la clairance liquidienne a ete
clairement demontrée in vivo; il existe une correlation positive entre
la capacité de transporter activement le sodium par I'epithélium
alvéolaire humain et le taux de résorption de I'edéeme pulmonaire non
cardiogénique (Matthay et Weiner-Kronish 1998). Chez les animaux (in
vivo) (Berthiaume et al. 1987, et Smedira et al. 1991), dans les poumons
isolés et perfusés (Basset et al. 1987a, b, et Goodman et al. 1987), et
dans les celluies alvéolaires de type Il (Goodman et al. 1983, Kim et al.
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1991, et Mason et al. 1982), le méme lien a été déduit. Etant donné que
les canaux sodiques représentent au moins 58% de la voie d'entrée du
sodium du coté apical (Yue et al. 1993), ENaC est donc en grande partie
responsable de ce transport transépithélial, donc de la clairance
liguidienne pulmonaire. De plus, a la naissance, ENaC semble montrer
une grande importance dans le processus de clairance liquidienne
pulmonaire car des souris homozygotes (ENaC-/-) meurent d'un

syndrome respiratoire aigu (Hummler et al. 1996).

Ce transport transépithélial sodique est régulé positivement par des
agents p-adrénergiques in vivo (Berthiaume et al. 1987), dans les
poumons isolés et perfusés (Crandall et al. 1986) et in vitro sur
I'épithélium alvéolaire (Goodman et al. 1984, et Saumon et al. 1987). Ce
constat permet de croire que ces agents pourraient étre utilisés dans le
but de réduire I'edéme pulmonaire chez les patients souffrant du

syndrome de détresse respiratoire aigue.

L'ensemble des travaux proposés dans ce meémoire confirme d'abord la
présence d'o-rENaC chez les cellules alvéolaire de type Il en culture.
Ensuite, la régulation de ce canal et de la pompe Na*/K*-ATPase au
niveau des messagers d'ARN par la voie de I'RMPc semble assez
évidente. L'AMPc pourrait donc aussi étre utile a des fins
thérapeutiques, tout comme les agents p-adrénergiques. Finalement,
les glucocorticoides qui semblent réguler les messagers des deux
transporteurs sodiques étudiés sont aussi des agents potentiellement
activateurs du transport transeépithélial du sodium, et, donc de la

clairance liquidienne in vivo.
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