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Sommaire

La sécrétion des neurotransmetteurs ou des hormones a fait l'objet de
nombreuses ¢tudes durant les trente dernieres années, principalement depuis le
modele de couplage stimulation-sécrétion établi par Douglas en 1968. Les
cellules somatotropes de I'adénohypophyse sont responsables de la sécrétion de
I'hormone de croissance (GH). L'importance de cette hormone dans la
croissance et le maintien du métabolisme adulte chez les mammif2res, et les
nombreuses pathologies induites par une déficience de la sécrétion de GH, font
de ces cellules un modéle d'étude idéal et pertinent pour la sécrétion.

La somatocrinine (GH-RH) stimule I'exocytose de la GH par les
cellules somatotropes. Cependant, le mode d'action de ce neuropeptide est
encore méconnu. Tout comme la plupart des réponses cellulaires, la sécrétion
induite par la GH-RH modifie temporaircment les propriétés électriques
membranaires. Il a ét€ démontré que la GH-RH dépolarise les cellules
somatotropes de facon soutenue. Cette dépolarisation refléte une diminution de
la résistancc membranaire correspondant a I'ouverture de canaux ioniques. Les
¢mdes de Kato avaient suggéré que cette dépolarisation est imputable 2
l'activation directe d'une conductance de fuite sodique par 'AMPc. Le but de
ce mémoire est de vérifier si I'effet dépolarisant de la GH-RH est effectivement
médi¢ par 'AMPc. Nous avons également entrepris une étude systématique de

la modulation des principaux courants en potentiel imposé par des analogues



de 'AMPc et de la GH-RH afin de déterminer quelles sont les conductances
impliquées dans la dépolarisation.

Cette étude a ét€ réalisée sur des cellules somatotropes de rat Sprague-
Dawley fraichement dispersées, isolées et mise en culture. Les variations du
potentiel membranaire lors de la stimulation par la GH-RH et par un analogue
de 'AMPc ont été mesurées en condition normale (milicu extracellulaire
physiologique). Nos résultats suggérent que la dépolarisation membranaire
induite par la GH-RH pourrait effectivement étre médi€ par I'AMPc.

Parallélement A cette premiére étude, les variations des courants
ioniques induites par des analogues de I'AMPc et la GH-RH ont été mesurées
en condition normale et en milicux sélectivement appauvris en certains ions et
contenant des inhibiteurs de canaux ioniques ou de la protéine kinase AMPc-
dépendante (PKA). Ceci a révélé un systtme de double régulation basé sur le
systéme intracellulaire de 'AMPc. L'AMPc semble inhiber une conductance de
fuite potassique ct activer une conductance potassique voltage-dépendant. La
PKA inhiberait une conductance calcium- et voltage-dépendante. Les effets de
I'AMPc et de la PKA sur les courants voltage-dépendants sont opposés et la
réponse cellulaire dépendrait du ratio AMPc/PKA intracellulaire. En effet, la
sensibilité des conductances modulées par 'AMPc semble étre plus importante
que celle de la conductance modulée par la PKA Paralltlement a ces
événements, une protéine G ou un autre enzyme différent de la PKA activerait
une conductance de fuite sodique insensible au calcium. L'activation de cette
derniére pourrait &tre A l'origine de la dépolarisation membranaire telle que
suggérée par le modele de Kato. Cependant, les résultats présentés dans le
cadre de ce mémoire suggérent que ce modele est incomplet. La dépolarisation
membranaire résulterait de l'activation et de linactivation de plusieurs
conductances ioniques de fuite et voltage-dépendantes. Ce systéme serait trés
sensible et permettrait un contrdle trés rigoureux de la sécrétion de GH induite

par la GH-RH.
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1 Introduction générale

L hormone de croissance (GH) est synthétisée et séerétée par les cellules
somatotropes de l'adénohypophyse. Sa sécrétion est régulée par deux
neuropeptides hypothalamiques: la somatocrinine (GH-RH), hormone de libération
de la GH et la somatostatine (GH-IH) hormone d’inhibition de la sécrétion de la
GH (Frohman et Jansson, 1986).

L’importance de la GH dans le développement des mammif@res et dans le
maintien du métabolisme chez I’adulte a suscité de nombreuses études, notamment
sur les mécanismes d’action de la GH-RH. Cette derniere se lie spécifiquement a
un récepteur métabotrope, couplé A I'adénylate cyclase, présent sur la membrane
des cellules somatotropes (Mayo et al., 1995). La GH-RH induit une augmentation
de la production d’adénosine-3’,5’-monophosphate cyclique (AMPc; Wong et al.,
1995) ainsi qu’'une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium
(Holl et al., 1988a,b, 1989; Kato er al., 1992; Lussier et al., 1991a). Cette dernitre
provient principalement d'une entrée de calcium a partir du milieu extracellulaire et
est essentielle pour la sécrétion de GH (Lussier et al., 1988). Elle est imputable
l'activation de canaux calciques voltage-dépendants (Holl er al., 1988a; Kato et
Suzuki, 1986; Kato et al., 1992, Lussier et al., 1991a). L'activation de ces canaux
est déclenchée par wune dépolarisation membranaire. Des études
électrophysiologiques en patch-clamp ont montré que la GH-RH dépolarise la
membrane de facon soutenue de quelques millivolts (Chen er al., 1989), et que

cette dépolarisation est suffisante pour ouvrir les canaux calciques. Il a été



Chapitre 1: Introduction générale ’)

démontré que la GH-RH utilise 'AMPc comme second messager (cf section
2.5.2). Notre principale préoccupation dans le cadre de ce mémoire était de
déterminer comment I'AMPc dépolarise les cellules somatotropes. Une
dépolarisation résulte d'un changement de la perméabilité de la membrane cellulaire
A différentes especes ioniques. Cette derniére peut étre évaluée en mesurant les
variations des courants ioniques en potentiel imposé (voltage-clamp). L'utilisation
combinée de milicux modifiés (appauvris en certains ions) et d'antagonistes des
canaux ioniques nous permet disoler certains courants et de mesurer leurs
variations en présence de GH-RH ou d'AMPec.

Ce travail comprend quatre grandes parties. Dans le second chapitre, nous
discuterons brievement de la localisation anatomique de l'adénohypophyse, de la
nature et des effets de la GH, de la GH-RH et de son récepteur. Nous nous
attarderons sur l'importance de la cascade intracellulaire de I'AMPc et de son
implication dans la réponse des cellules 2 la GH-RH. Nous présenterons un
inventaire des conductances ioniques identifiées par différents auteurs dans les
cellules somatotropes. Enfin, nous décrirons un modele récapitulatif de la sécrétion
de GH induite par la GH-RH. Dans le troisi®me chapitre, nous présenterons notre
approche expérimentale. Le quatriéme chapitre consiste essentiellement en la
déscription des observations réalisées dans lc cadre de cette étude. Ces derniéres
seront discutées et critiquées en fonction des connaissances acquises dans le

dernier chapitre.



2 Revue des connaissances

2.1 Localisation anatomique de I’hypophyse et de I’hypothalamus

L’hypothalamus constitue le plancher du diencéphale. L hypophyse est une
petite glande arrondie située dans la selle turcique de I'os sphénoide. Elle
comprend deux lobes principaux reliés a I’hypothalamus par la tige pituitaire: 1)
I’adénohypophyse (pars distalis), fortement vascularisée, qui dérive de
I’endoderme a partir de la poche de Rathke (Figure 1A). Ce lobe contient un grand
nombre de cellules épithéliales glandulaires et forme la partie glandulaire de
I’hypophyse (licu dc synthése et de sécrétion des hormones hypophysaires); 2) la
neurohypophyse (pars nervosa) qui dérive du plancher de I'hypothalamus a partir
d'un diverticule. Ce lobe contient les terminaisons axonales de neurones dont les
corps cellulaires sont situés dans I’hypothalamus (Dollander et Fenart, 1979). Un
troisitme lobe, trés peu vascularisé, est appelé lobe intermédiaire (pars
intermedialis) car il est situé entre les pars distalis et nervosa.

La voie tubéroinfundibilaire ou tubérohypophysaire prend origine dans la
région tubérale de I’hypothalamus, plus particulierement dans le noyau arqué. Ces
fibres transportent les hormones hypophysiotropes vers les vaisseaux du systéme
porte hypophysaire (Carpenter, 1991).

Deux jeux d’arteres parviennent 2 I’hypophyse a4 partir de I'artére
carotidienne interne (Figure 1B). Ces deux artéres sont innervées par des neurones

sympathiques post-ganglionnaires. L’artére hypophysaire supérieure forme un
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Figure 1: Représentation schématique de I'hypophyse mammalienne

A Vue sagittale de I'nypophyse. A.S.H.: Artére supérieure hypophysaire; Ch.
opt.: Chiasma optique; H.P.: hypophyse postérieure ou pars nervosa; H.IL.:
lobe intermédiaire ou pars indermedialis; H.A.: adénohypophyse ou pars
distalis; M: Corps mamillaires; P.P.: Plexus primaire; Pv: Noyau

paraventriculaire; S: Noyau supraoptique. (Adapté de W.F. Ganong).

B Vue ventrale de 'hypophyse. Les lobes postérieur et intermédiaire sont vus
par transparence ct sont délimités par les pointillés. A.B.: Artére basilaire;
C.L: Carotide interne; H.P.: hypophyse postérieure ou pars nervosa; H.IL.:
lobe intermédiaire ou pars indermedialis; H.A.: adénohypophyse ou pars

distalis. (Adapté de L.W. Swanson et E.T. Cunningham Jr.).
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anncau autour de la partie supérieure de I’hypophyse: I’artére hypophysaire
inférieure forme un anneau autour du lobe postérieur et rejoint 1I’infundibulum.
Chacune de ces artéres pénétre la tige pituitaire, se divise en sinusoides et
pourvoient A I'apport sanguin du lobe antérieur. Ce sont ces derniers qui, par

ailleurs, forment le systeéme porte hypophysaire (Carpenter, 1991).

2.2 L’hormone de croissance

L'’hormone de croissance (GH), également appelée somatotrophine est une
hormone polypeptidique (191 acides aminés) synthétisée et sécrétée par les cellules
somatotropes de l'adénohypophyse sous un étroit contréle hypothalamique. Ces
cellules constituent environ 55% de la masse cellulaire totale de 1'hypophyse
antérieure (Surks et DeFesi., 1977). Des études immunocytochimiques réalisées
sur des cellules hypophysaires dispersées de rats Sprague-Dawley ont montré que
la proportion moyenne de cellules somatotropes est de 45% (Lussier, résultats non
publiés). Elles sont principalement réparties dans les régions latérales du lobe
adénohypophysaire.

Les cellules somatotropes sont des cellules excitables qui générent des
trains de potentiels d'action de fagon spontanée ou lors d'une stimulation par la
GH-RH (Chen et al., 1989; Sims et al., 1991). Ces derniers sont tout-ou-rien,
calcium-dépendants et imputables a l'activation des canaux calciques de types L et
T (cf. ci-dessus) (Chen et al., 1989, Chen et al., 1990c). La valeur maximale des
potentiels d'action est de 1'ordre de -20 mV (Sims et al., 1991) et leur durée est de
l'ordre de 800 a 900 msec. (Lussier, observations non publiées). Leur insensibilit¢ 2
un antagoniste des canaux sodiques voltage-dépendants (TTX, cf. ci-dessous),
semble exclure la participation d'une conductance sodique voltage-dépendante
(Chen et al., 1989). De plus, il est fort probable que l'activation d'une conductance
calcique de type T soit a l'origine de l'initiation des potentiels d'action (DeRiemer
et Sakmann, 1986).
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La GH se distingue des autres hormones hypophysaires en ce qu'elle n'agit
pas sur unec glande-cible mais sur une multitude de tissus-cibles. Elle agit sur
certaines cellules du tractus digestif, du foie et du pancréas, qui répondent 2 cette
stimulation par la synthese et la sécrétion d’un polypeptide de faible poids
moléculaire, la somatomédine C (IGF-1: insulin like growth factor-I), qui sera
transportée dans le sang li€ a une protéine de haut poids moléculaire (dont la
synthése dépend de T'hormone de croissance). Le taux de somatomédine C
circulante est généralement proche du taux de sécrétion de la GH. La GH est
rapidement dégradée par le métabolisme; cependant, son action se manifeste
durant une semaine. En effet, alors que la GH est rapidement inactivée par les
protéases sériques, la somatomédine C est fortement liée a la protéine vectrice,
constituant ainsi une réserve plasmatique. La GH est notamment responsable du
développement de la plupart des tissus corporels, en favorisant la croissance ct la
division cellulaire, ainsi que de la différenciation de certains types cellulaires
particuliers tels que les chondrocytes et les cellules musculaires (Strobl et Thomas,
1994).

Deux ncuropeptides hypothalamiques régulent la sécrétion de la GH: la
GH-RH et la GH-IH (Arimura et Culler, 1985; Brazeau et al., 1973; Frohman et
Jansson, 1986). La GH-RH exerce une action stimulatrice sur la sécrétion de
I’hormone de croissance alors que la GH-IH l'inhibe. La sécrétion de la GH est
pulsatile. Elle dépend de I'intéraction entre la GH-RH et la GH-IH au niveau de la
cellule somatotrope. Tannenbaum et Ling (1984) ont décrit un modele de sécrétion
pulsatile asynchrone au sein duquel les pulses de GH résultent de baisses de
libération de GH-IH et de pulses de libération de GH-RH. Les diminutions de
séerétion de GH correspondent 2 une forte libération de GH-IH et une faible
libération de GH-RH. Les mesures des taux de GH-RH et GH-IH dans le systéme
porte hypophysaire de Plotsky et Vale (1985) supportent ce modele. De
nombreuses études se sont attachées A la compréhension des mécanismes

responsables de la libération de la GH, notamment en réponse 2 la GH-RH.
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2.3 La GH-RH

Bien que la GH-RH ne fut isolée qu'en 1982, son existence avait été
suggérée par les travaux de Reichlin en 1960 (Frohman et Jansson, 1986), qui avait
démontré qu’une 1ésion bilatérale de 1'hypothalamus ventromédian chez le rat
résultait en une absence de croissance linéaire. Une activité stimulatrice de la
sécrétion de la GH avait, par ailleurs, été observée dans des extraits
hypothalamiques (Deuben et Meites, 1964). Frohman et al.ont démontré en 1968
(Frohman et Jansson, 1986), qu’une lésion électrolytique de I’hypothalamus
ventromédian chez le rat diminuvait les taux de GH hypophysaire et sérique.
L’année suivante, ils rapportaient une augmentation des taux de GH sérique en
réponse a une stimulation des noyaux ventromédian et arqué hypothalamiques. Ce
méme laboratoire montra, en 1971, qu'une administration intrapituitaire d’extraits
hypothalamiques ovins chez le rat produisait une augmentation importante des
taux de GH circulants. De nombreux laboratoires ont tenté d’isoler la GH-RH a
partir de préparations hypothalamiques, mais cela résultait le plus souvent en une
perte de I’activité biologique durant la purification (Frohman et Jansson, 1986). La
trés faible concentration de GH-RH dans les extraits hypothalamiques représentait
un obstacle supplémentaire.

A partir des années 60, quelques observations cliniques (Frohman et
Jansson, 1986) ont suggéré un lien entre les tumeurs carcinoides et 1’acromégalie
(pathologie induite par une hypersécrétion de GH chez I'adulte). En 1976,
Sonksen ez al., ont décrit une diminution de I’hypersécrétion de GH aprés
I’ablation d’une tumeur carcinoide bronchique chez deux patients souffrant
d’acromégalie. Cela semblait indiquer que la tumeur avait un effet stimulateur sur
la sécrétion de GH. A la fin des années 70 deux groupes ont observé une sécrétion
de GH par des cellules hypophysaires en culture aprés I'ajout d’extraits de deux

tumeurs carcinoides bronchiques (Frohman et Jansson, 1986).
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Au début des années 80, les équipes de Thomer (Thorner er al., 1982) et
de Sassolas (Sassolas et al, 1983), ont identifi¢é deux patients souffrant
d’adénomes pancréatiques 2 Chalottesville en Virginie (Ftats-Unis) et A Lyon
(France). Les tissus prélevés ont été analysés par les laboratoires de Vale (Rivier et
al., 1982) (tumeur de Charlottesville) et de Guillemin (Guillemin et al., 1982)
(tumeur de Lyon). Les deux laboratoires annoncérent durant I’automne 1982 Ie
séquengage de la GH-RH. La GH-RH est un peptide de faible poids moléculaire
existant sous trois formes: 1-44-NH,, 1-40-OH, et 1-37-NH,, la seconde forme
étant la plus répandue (Arimura et Cutter, 1985). Spiess et al. (1983), ont isolé la
GH-RH & partir de fragments hypothalamiques humains fournit par Reichlin. Deux
formes étaient présentes: 1-44-NH, et 1-40-OH. Différentes études ont alors
démontré que la GH-RH est un stimulateur puissant de la sécrétion de la GH in
vitro ct in vivo A des doses physiologiques proches des autres facteurs de sécrétion
connus (Arimura et Cutter, 1985). La GH-RH est spécifique pour la sécrétion de la
GH, tant in vitro qu'in vivo, chez les animaux de laboratoire et chez I’homme.

11 a été démontré par des études immunocytochimiques et d'’hybridation in
situ que la synthése et la libération de GH-RH provient majoritairement des
cellules neurosécrétrices du noyau arqué hypothalamique; ces cellules expriment
I’ ARN messager (Mayo et al., 1995). Toutefois, des cellules neurosécrétrices de la
GH-RH ont été identifiées dans les extrémités dorsale et ventrale du noyau
ventromédian hypothalamique et dans I’hypothalamus latéral. On retrouve des
corps cellulaires, selon l'axe rostrocaudal, du chiasma optique aux corps
mamillaires. Les fibres nerveuses des cellules neurosécrétrices des noyaux
ventromédian et arqué hypothalamiques projettent leur axone vers I’éminence
médiane puis vers les capillaires du plexus primaire du systéme porte hypophysaire
(Frohmann et Jansson, 1986).

La GH-RH stimule non seulement la sécrétion de la GH, mais également la

transcription du géne et la biosynthese de la GH, la prolifération des cellules
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somatotropes (Frohman ez al., 1992) et l'expression de son propre récepteur
(Horikawa et al., 1996).

2.4 Le récepteur de la GH-RH

Une activité de liaison spécifique 2 haute aftinité pour différents analogues
de la GH-RH a ¢ét€ mise en évidence dans des préparations de membranes
hypophysaires de rat (Seifert ef al., 1985a,b) et de bovins (Velicelebi et al., 1985).
L'adénylate cyclase (AC) est I'enzyme responsable de la transformation de
l'adénosine triphosphate (ATP) en AMPc. L'activation de I'AC par la GH-RH est
GTP-dépendante (Labrie et al., 1983; Narayanan et al., 1989; Spada et al., 1984).
En effet, il a été démontré que des analogues non hydrolysables du GTP ou de
fortes concentrations de GTP diminue l'affinité de liaison du récepteur (Struthers et
al., 1989) et augmente l'activation de ' AC par la GH-RH (Spada er al., 1984). Ces
observations semblent indiquer qu'une protéine G de type G, est impliquée dans la
transduction du signal induit par la liaison de la GH-RH sur son récepteur. Ceci
serait confirmé par le fait que la toxine de Choléra, qui prolonge l'activation de la
protéine G; en réduisant I'activité GTPasique de la sous-unité Ga,, de la protéine
G; (cf. ci-dessous) induit une augmentation dose-dépendante de la sécrétion de GH
(Frohman et al., 1992).

Le récepteur de la GH-RH a €té cloné en 1992, tant chez I’humain (Mayo,
1992) que chez les rongeurs (Lin ez al, 1992, Mayo et al, 1995). Les différents
récepleurs ainsi clonés présentent la plupart des caractéristiques propres aux
récepteurs couplés a la protéine G;, e.g. récepteur B-adrénergique, (Mayo et al.,
1995): 7 domaines hydrophobes ayant le potentiel de former des hélices-a
transmembranaires; des résidus cystéines dans la scconde et la troisiéme boucles
extracellulaires qui formeraient un pont disulfure; un résidu cystéine dans la queue
cytoplasmique pouvant €tre palmitoylé; un site amino-terminal pour la

glycolisation; des sites potentiels de phosphorylation dans la troisiéme boucle
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cytoplasmique; de nombreux résidus hautement conservés dans les domaines
transmembranaires; un domaine amino-terminal comprenant 6 résidus cystéines
conservés; selon les informations recueillies & partir des autres récepteurs, il semble
que ce domaine serait extracellulaire et serait impliqué dans la liaison du ligand. Le
récepteur GH-RH ne posséde cependant pas le motif DRY (D: Aspartate; R:
Arginine; Y: Tyronine) au début de la seconde boucle cytoplasmique qui est
pourtant retrouvée sur de nombreux récepteurs. Le motif DRY est essentiel pour
l'efficacité de certains récepteurs tels que le récepteur de la gonadotropine
(interaction avec la protéine G) (Arora et al., 1995) et le récepteur o-Bl-
adrénergique (transition entre les €tats actif et inactif ) (Scheer ef al., 1996).

Ces observations suggeérent que les effets de la GH-RH sont médiés par
l'activation d'un récepteur membranaire spécifique couplé a une protéine G de type

G; et A l'adénylate cyclase.

2.5 La GH-RH utilise ’AMPc comme second messager

De nombreuses études depuis 1967, semblent confirmer que la GH-RH
utilise I’AMPc comme second messager. Les premi€res données ont été obtenues
15 ans avant l'isolation de la GH-RH. En effet, on avait observé qu'une
augmentation de la concentration intracellulaire d'AMPc (source exogéne ou
inhibition de la dégradation de 'AMPc présent) résultait en une augmentation de la
sécrétion de la GH (Frohman et al., 1992).

2.5.1 La cascade de ’AMPc

La cascade de PAMPc est activée lors de la liaison d’un ligand sur un
récepteur couplé 2 la protéine G, (Hammond et Tritsch, 1991). Les protéines G;
sont constituées de trois sous-unités protéiques (hétérodiméres) nommées os, B et
v. Lorsque la G, est inactive, la sous unité o, lie le GDP (Hammond et Tritsch,

1991). Lors de I'activation du récepteur, la protéine G, vient se lier sur unc région
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intracellulaire de ce dernier. Le GTP déplace le GDP sur la sous-unité o, Cela
induit la dissociation du complexe fy du complexe o,-GTP. La sous-unité o-GTP
se lie 2 un domaine intracellulaire de 1’adénylate cyclase (AC), ce qui résulte en
’activation de cet enzyme (Hammond et Tritsch, 1991). La sous-unité o,-GTP
posséde une activit¢ GTPasique. L’hydrolyse du GTP en GDP et en résidu
phosphate Pi conduit a la dissociation de la sous-unité o; et de I'AC, et a sa ré-
association avec le complexe Py (Hammond et Tritsch, 1991). L’AC catalyse
I'hydrolyse de I’adénosine triphosphate (ATP) en AMPc et en résidus phosphate
PPi. L’AMPc peut activer la protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) (Hammond
et Tritsch, 1991). La PKA est un tétramére constitué de deux sous-unités
régulatrices et de deux sous-unités catalytiques. C’est la sous-unité régulatrice qui
lie ' AMP¢ (Figure 2). La dégradation de ’AMPc en AMP est effectuée par la
phosphodiestérase (Hammond et Tritsch, 1991).

2.5.2 La régle de Sutherland décrivant I'AMPc comme second messager
Sutherland a établi, en 1971 (Robinson et al., 1971), quatre critéres

auxquels doit répondre une hormone pour démontrer que les effets de cette

dernitre sont médiés par l'activation de l'adénylate cyclase. Cette régle est

toujours admise, et la GH-RH répond a ces criteres:

1) L’hormone doit étre capable de stimuler l'adénylate cyclase: Brazeau et al.,
(1982); Labrie et al. (1983) et Reyl-Desmars et al. (1985) ont démontré que la
GH-RH stimule 1’adénylate cyclase dans les cellules hypophysaires. Narayanan et

al., (1989) I'ont démontré dans des cellules somatotropes purifiées chez le rat.

2) L’hormone doit étre capable de stimuler la production intracellulaire d’AMPc
dans les cellules intactes; il doit étre démontré que ces effets surviennent a des
doses physiologiques: Bilezikjlan et Vale (1983) lont montré dans des
préparations cellulaires hypophysaires. Sheppard er al. (1985) et Wong et al.,
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Figure 2: Cascade intracellulaire de ’AMPc

Lors de sa liaison avec son récepteur (R), le ligand (GH-RH) active une
cascade de réactions intracellulaires qui méne a 1'activation de 1’adénylate
cyclase (AC) et de la protéine kinase A (PKA). (Adapté de Kandel et al,
1991).
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(1995) ont démonué que la GH-RH (2 des doses physiologiques) stimule la
production d’ AMPc dans les cellules somatotropes, et que cet événement précéde
la sécrétion de la GH.

3) Il doit étre possible de potentialiser ['action de I’hormone (augmenter
Uamplitude de la réponse) en administrant simultanément [’hormone et un
inhibiteur de la phosphodiestérase: Brazeau et al. (1982); et Sheppard et al.
(1985) ont démontré que la sécrétion de GH induite par la GH-RH est
potentialisée par la présence de 3-isobutyl-1-méthylxanthine (IBMX) dans les
cellules somatotropes. L’'TBMX est un inhibiteur de la phosphodiestérase: I’ AMPc

n’est donc plus dégradé et son effet est prolongé.

4) 1l doit étre possible de reproduire les effets physiologiques de I’hormone en
ajoutant de I’AMPc exogene: Brazeau er al. (1982); Naumov er al. (1994) et
Sheppard et al. (1980) ont démontré que des analogues exogénes de I’AMPc
induisent une sécrétion de GH comparable a celle déclenchée par la GH-RH.

De surcroit, Wong et al. (1995) et Sartin et al. (1996) ont récemment
démontré que la PKA est directement impliquée dans la réponse des cellules
somatotropes au GH-RH. En effet, la sécrétion de GH induite par la GH-RH est
inhibée en présence d’inhibiteurs de la PKA (H89 ou Rp-AMPSc).

Ces résultats semblent confirmer que 1'AMPc est l'un des seconds

messagers impliqués dans la sécrétion de la GH induite par la GH-RH.
2.6 Mode d’action de la GH-RH
Le récepteur de la GH-RH est couplé A la cascade de 1'AMPc et

l'augmentation de la production d'AMPc intracellulaire est essentielle a la libération

de la GH par les cellules somatotropes (Brazeau et al., 1982; Naumov et al., 1994
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ct Sheppard er al, 1980). Cependant le rble exact de I'AMPc au sein des

mécanismes gouvernant I'exocytose de la GH demeure une inconnue.

2.6.1 La sécrétion de GH dépend d’une augmentation de la production
intracellulaire d'AMPc et d'une entrée de calcium a partir du milieu
extracellulaire

La sécrétion d’une hormone requiert une augmentation de la concentration
intracellulaire de calcium cytosolique [Ca™ i, telle que décrit dans le modele de
couplage stimulation-sécrétion de Douglas (1968). Brazeau er al. (1982) ct Lussier
et al. (1988), avaient observé que le calcium extracellulaire est nécessaire a la
séerétion de la GH induite par la GH-RH. Des études subséquentes ont montré que
la GH-RH augmente de fagon transitoire et rapide la [Ca™]i dans les cellules
somatotropes (Holl er al., 1988a,b, 1989; Kato et al., 1992; Lussier et al., 1991a).
Cette augmentation peut étre, de surcroit, reproduite par des analogues exogeénes
de I’AMPc, tels que le dibutyryl-AMPc (db-AMPc), le 8-bromo-AMPc (8-br-
AMPc) et le chlorophénylthio-AMPc (cpt-AMPc; Lussier et al., 1991b), ou par
’activation de ’adénylate cyclase par la forskoline (Holl et al., 1989). Elle serait
due A une entrée d’ions calciques 2 partir du milieu extracellulaire car elle disparait
en milieu sans calcium (Holl er al., 1988a; Kato et Suzuki, 1986; Lussier et al.,
1991a). Elle serait imputable a I’activation de canaux calciques voltage-dépendants
(de type L) car elle est inhibée en présence d'antagonistes de canaux calciques tels
que le cobalt (Holl er al., 1988a; Kato et al., 1992), la vérapamile (Holl et al,
1988a; Kato et Suzuki, 1986) la nifedipine et le diltiazem (Lussier et al., 1991a).
Les canaux calciques de type L acquiCrent leur sensibilit¢ au voltage par une
phosphorylation par la PKA (Kameyama, 1986). Un site potentiel de
phosphorylation par la PKA a, en effet, éi€ identifié€ ;jur deux sous-unités de ces
canaux (Murphy et Tuana, 1989). L’activation de ces courants survient 3 un
potentiel de -40 mV (Sims et al, 1991). Le potentiel de repos des cellules
somatotropes oscille entre -60 et -20 mV (Kato, 1996; Naumov et al., 1994). De
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fait, ’activation de ces canaux requiert, outre une phosphorylation par la PKA, une

dépolarisation membranaire de I’ordre d’une dizaine de millivolts (mV).

2.6.2 L’augmentation intracellulaire de calcium dépend d’une dépolarisation
membranaire

La sécrétion de GH peut &tre induitc expérimentalement en dépolarisant la
membrane (Israél er al., 1983; Kraicer et Chow, 1982; Kraicer et Spence, 1981).
La GH-RH dépolarise de quelques mV la membrane des cellules somatotropes de
fagon rapide et soutenue (Chen er al, 1989). Une dépolarisation résulte d’un
changement de la perméabilit¢ de la membrane 2 différentes espéces ioniques. Il a
été démontré que la dépolarisation induite par la GH-RH est concomitante avec
une diminution de la résistance membranaire (Chen et al, 1989), ce qui semble
suggérer une modulation des conductances ioniques (ouverture de canaux
ioniques). Quatre événements peuvent €re A 'origine de cette dépolarisation: 1)
’activation d’une conductance sodique; 2) l’activation d’unc conductance
calcique; 3) l'activation d'une conductance de fuite moins spécifique; ou 4)
I'inhibition partielle d'une conductance potassique sortante. Cette dépolarisation a
été observée tant dans les cellules silencieuses (absence de potentiels d’action) que
dans les cellules actives (présentant spontanément des potentiels d’action) et, elle
est essentielle pour la séerétion de la GH (Chen et al., 1989).

Les canaux ioniques possédent une structure tridimensionnelle qui délimite
un pore aqueux au travers duquel passent sélectivement certains ions. Ils existent
sous deux états: un état fermé (F) s'opposant au passage ionique; un état ouvert
(O) permettant le passagec des ions au travers du pore. Leur ouverture est
étroitement régulée soit par un changement de potentiel membranaire (pour les
canaux sensibles au voltage) soit par la fixation d’un ligand ou une phosphorylation
par une protéine kinase. Certains canaux peuvent exister sous un troisieme état dit
d’inactivation (I). Cet état differe de 1’état fermé, car en dépit d’une dépolarisation

prolongée, les canaux ne se réouvriront pas (Hammond et Tritsch, 1991).
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2.7 Inventaires des conductances ioniques identifiés dans les cellules
somatotropes et leur implication dans la régulation de la sécrétion de

I’hormone de croissance

L'électrophysiologie regroupe un certain nombre de techniques bhasées sur
la détection des événements électriques au sein des organismes vivants. L'une
d'entre elles permet de mesurer et d'enregistrer 1'activité €lectrique d'une cellule ou
d'un seul canal ionique: le patch clamp.

Les canaux ioniques, lorsqu'ils sont fermés, opposent une résistance au
passage des ions. La résistance peut étre évaluée selon la loi d'Ohm. Cette derniére

peut étre exprimée de deux fagons:

1) V=RlI
2) I=gVavecg=R"

(ot V représente le potentiel membranaire; R, la résistance membranaire; I, le
courant total traversant la membrane; et g, la conductance membranaire). Lorsque
les canaux s'ouvrent, la résistance diminue donc la conductance augmente. Les
changements de conductance reflétent donc les changements de la perméabilité de
]Ja membrane aux ions. Dans les conditions de potentiel imposé (cf. ci-dessous), le
potentiel est une constante, puisque sa valeur est maintenue expérimentalement a
une valeur fixe. Les variations de conductance peut, ainsi, étre évaluées par la

mesure des variations des courants traversant la membrane cellulaire.

La classification des canaux ioniques peut Etre effectuée selon deux
approches en potentiel imposé (cf. ci-dessous): la premilre consiste en la
substitution des ions par des molécules non pénétrantes ou des ions ayant une plus

forte affinité pour le canal; la seconde approche consiste en l'utilisation de
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certaines molécules (naturelles ou synthétiques) qui bloquent de maniére sélective

le canal.

2.7.1 Technique utilisée pour 1'étude des canaux ioniques: le patch-clamp

En 1976, Erwin Neher et Bert Sackmann ont démontré I'existence des
canaux ioniques dans les membranes et leur importance au sein des réponses
cellulaires (Neher et Sakmann, 1976). Pour ce faire, ils ont élaboré une technique
qui allait révolutionner I'étude des propriétés Electrophysiologiques des
membranes biologiques: le paich-clamp (Hamill ef al., 1981; Neher et Sakmann,
1976). Leur travaux furent récompensés par le prix Nobel en 1991.

Le patch-clamp permet de comprendre les mécanismes de régulation des
canaux ioniques et d'évaluer leur réle dans la réponse cellulaire. Deux approches
sont utilisées: le potentiel imposé et le courant imposé. La premiere consiste 2
contrOler le potentiel membranaire et & mesurer les courants unitaires (courant
élémentaire) ou macroscopiques (courants totaux) traversant la membrane via les
canaux ioniques. De cette maniére, la voltage-dépendance des différents canaux
peut étre évaluée. En potentiel imposé, le patch clamp permet la caractérisation des
propriétés électriques et cinétiques des canaux unitaires en configuration cellule
attachée et en patch excisé (inside-out et outside-out), (pour une description de ces
différentes techniques voir Hamill et ql, 1981). L'étude des courants
macroscopiques est effectuée en configuration cellule entiere ou en configuration
patch perforé. La technique de courant imposé (en configuration cellule entidre et
patch perforé) permet de mesurer les variations du potentiel membranaire résultant
des flux ioniques au travers des canaux (potentiels d’action), ce qui constitue la
réponse physiologique des cellules. (Sakmann et Neher, 1995).

Les techniques de patch clamp se distinguent des techniques
d'enregistrement intracellulaire par la formation d'un "gigaseal". Ceci consiste 2
isoler une portion de la membrane ou "patch” en scellant la pointe d'une pipette de

verre (diamétre de 1 a 1,5 um) sur la membrane cellulaire a l'aide d'une légére
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succion. L'intéraction membrane-verre permet 1'établissement d'un scellé ou "seal"
étanche entre l'intérieur de la pipette d'enregistrement et la solution extracellulaire
dans le bain. L'étanchéité du seal, caractérisée par la résistance électrique entre
l'intérieur de la pipette ct le bain, est de I'ordre de 1 & 5 gigaOhms (G). Pour
évaluer la résistance de I'électrode d'enregistrement et celle su seal, des sauts de
potentiel de faible amplitude (-10 mV pendant 5 ms) sont appliqués & 1'électrode
lorsqu'elle est introduite dans le bain. La formation du seal transforme la pipette en
condensateur donc les sauts de potentiel engendrent des courants capacitifs.
L'augmentation de la résistance et un courant capacitif sont la signature de la
formation du seal. Une forte résistance de seal est nécessaire pour optimiser la
qualité des enregistrements; ainsi plus la résistance est importante et plus 1isolation
électrique du patch sera compléte, et plus le bruit de fond sera réduit (Odgen et
Stanfield, 1994). Ceci est nécessaire car l'amplitudc de certains courants
enregistrés est parfois trés faible (de I'ordre de 2 pA).

Différents facteurs favorisent la formation de gigaseal, notamment la
composition du verre employ€ pour la fabrication des €lectrodes d'enregistrement.
Le laps de temps compris entre le moment ol 1'électrode touche la solution
extracellulaire et le moment ou le seal se produit doit étre le plus court possible,
afin d'éviter une altération des propri€tés de la pointe, une contamination de la
solution interne par le milieu extracellulaire ou une fuitc de la solution interne dans

le bain.

2.7.1.1 Configuration cellule entiére

Suivant la formation du seal, il est possible de rompre volontairement la
membrane présente dans 1’ouverture de la pipette par une forte succion ou un saut
de potentiel de plusieurs centaines de mV. La rupture du patch se traduit par une
augmentation soudaine des courants capacitifs en réponse A un saut de potentiel.
Cette rupture résulte en une continuité électrique entre la pipette et le cytoplasme

sans altérer la résistance du seal formé entre la pipette et la membrane (Figure 3A).
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Figure 3: Configurations cellule entiére et patch perforé en patch clamp

A

Configuration cellule entiére

La pointe d'une microélectrode d'enregistrement est apposée sur la surface
cellulaire. Suivant la formation du seal, I'application d'une succion 2a
l'intérieur de 1'électrode permet de rompre le morceau de membrane isolée.
Aprés quelques minutes, une dialyse cytoplasmique peut étre mise en

évidence.

Configuration patch perforé

La pointe d'une microélectrode contenant de l'amphotéricine B (points
noirs) est apposée sur la surface cellulaire. Suivant la formation du seal, et
avec le temps, les molécules d'amphotéricine B partitionnent au sein de la
membrane formant des canaux ioniques artificicls perméables aux cations

monovalents.
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Le milieu intracellulaire est en continuité avec l'intérieur de 1'électrode
d'enregistrement. Une connexion €lectrique suffisante est alors établie et un
phénomene de diffusion ou dialyse passive peut étre mis en évidence (Figure 3A).
Cela implique que la composition ionique de la solution d'électrode doit Etre
proche de celle du milieu intracellulaire, pour éviter de trop perturber la cellule.
Cette configuration offre I'avantage d'un contrle sur la composition du milieu
intracellulaire, et permet, éventuellement, de charger la cellule a laide de
substances pouvant bloguer directement les canaux ioniques. Cependant, le volume
de l'électrode étant trdés nettement supérieur a celui de la cellule, on observe
rapidement un lavage cytoplasmique résultant en la perte des seconds messagers

solubles et des enzymes solubles.

2.7.1.2 Configuration Patch perforé

Afin de contrer la dialyse cellulaire observée en configuration cellule
entiere, une technique alternative a été élaborée. Cette derniére est appelée patch
perforé car il s’agit essenticllement d'insérer des canaux ioniques artificiels au sein
de 1a membrane sous I’ouverture de la pipette (Figure 3B). La pointe de 1'électrode
est emplie de la solution intracellulaire classique, et le reste de la pipette contient
soit de I’ATP (Lindau and Fernandez, 1986), de la nystatine (Horn et Marty, 1988)
ou de l'amphotéricine B (Rac et al, 1991). Ces antibiotiques polyénes
partitionnent au sein de la membrane, formant des pores de 0.8 nm perméables aux
ions (anions et cations), & la thio-urée et au glycérol (Hille, 1992). La résistance du
patch diminue et il est possible de mesurer les variations des courants
membranaires. Cette technique permet I'étude des courants totaux membranaires

tout en conservant I’intégrité du cytoplasme et les seconds messagers.
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2.7.2 Inventaire des conductances ioniques dans les cellules somatotropes

2.7.2.1 Conductance sodiques
Deux conductances sodiques ont 6té décrites dans les cellules
somatotropes. L’activation de I'une ou I'autre pourrait étre A lorigine de la

dépolarisation membranaire induite par la GH-RH.

Conductance sodique voltage-dépendante

L'ouverture des canaux sodiques voltage-dépendants est déclenchée par
une dépolarisation membranaire. La tétrodotoxine est un poison paralysant extrait
des poissons globes et de certaines espéces appartenant a 1'ordre des
Tétraodontiformes qui bloque sélectivement les canaux sodiques voltage-
dépendants, sans affecter les canaux potassiques, calciques ou la fuite (Hille,
1992). Au potentiel de repos, 40 a 70% des canaux sodiques voltage-dépendants
dans les cellules somatotropes sont fermés (Kato, 1996). L'inactivation est
complete a partir de -25 mV. La conductance unitaire représente le courant
¢élémentaire traversant un canal durant un saut de potentiel test. La conductance
unitaire des canaux sodiques voltage-dépendants varie entre 4 et 20 pS (Hammond
et Tritsch, 1991).

Une conductance sodique voltage-dépendante a été mise en évidence dans
les cellules somatotropes. Elle serait impliquée dans la sécrétion basale de la GH
(Chen et al., 1990a) puisque cette derniére est réduite en présence de TTX, mais
n’aurait aucun rdle dans la sécrétion induite par la GH-RH (Kato et al., 1988) et
dans I’augmentation intracellulaire de calcium évoquée par la GH-RH (Kato ez al.,
1992). Cependant I'étude de Kato (1996) révéle une augmentation de cette
conductance en réponse au GH-RH et suggére que ce dernier augmente la
probabilité d’ouverture ou le recrutement des canaux Na” voltage-dépendants en

réponse a la dépolarisation par une phosphorylation par la PKA.
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Conductance sodique non voltage-dépendante

La seconde conductance sodique semble &tre un courant de fuite. Les
courants de fuite sont toujours activés quelque soit la valeur du potentiel de
membrane (relation courant/voltage lin€aire; cf. Chapitre 3). L'existence d'une
conductance de fuite sodique modulable dans les cellules somatotropes a été
suggérée par Kato et al.en 1988. Ils ont observé que la sécrétion de GH induite
par la GH-RH dans les cellules somatotropes est insensible a la TTX. De plus, la
sécrétion induite par la GH-RH ou le db-AMPc est inhibée lorsque le sodium
extracellulaire est remplacé par des molécules non pénétrantes (mannitol ou tris)
alors que la séerétion de GH induite par une dépolarisation provoquée par un
excés de potassium extracellulaire n’est pas affectée dans un tel cas (Kato et al.,
1988). 1l est a noter que la sécrétion de GH induite par la GH-RH et le db-AMP¢
est augmentée lorsque le sodium extracellulaire est remplacé par des ions Li* (Kato
et Suzuki, 1989a). Les canaux sodiques sont perméables au lithium qui peut étre
utilisé comme porteur de charges pour 1'étude de ces canaux. Cependant le lithium
est un bloqueur des canaux potassiques rectifiant retardés (Kato et Suzuki, 1989a)
et transitoires A (Kato er al,, 1991), ce qui se traduit par unc dépolarisation
soutenue de la membrane cellulaire et pourrait expliquer l'augmentation de la
sécrétion de GH induite par la GH-RH en présence de Li".

Takano et al., 1996 ont décrit un courant de fuite non sélectif dans les
cellules d’adénomes humains activé par la GH-RH. Le potentiel d’inversion de ce
courant est de I’ordre de -20 2 0 mV. Le canal semble perméable aux Na, Li et K,
et non perméable au tetramethylammonium (TMA) (propriétés compatibles avec
celles des canaux non-sélectifs). Différentes observations suggérent I'implication
de la Gy ce courant est activé par le 8 bromo-AMPc et la forskoline, 1’activation
de ce courant par la GH-RH est inhibée en présence d’inhibiteur de la PKA tels
que le PKI, le Rp-AMPSc, et la H89, enfin un prétraitement des cellules avec la

toxine de choléra €limine ce courant. Bien que Kato suggere I'implication d’une
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conductance de fuite sodique, il n’exclut pas la possibilité que la fuite modulée par

la GH-RH puisse étre moins sélective (Kato et Suzuki, 1989a).

2.7.2.2 Conductances calciques

Quatre types de canaux calciques ont ¢été décrits; cette classification
s'appuie principalement sur leur sensibilité au voltage, leur conductance unitaire,
leur durée d'activation respective, leur distribution tissulaire et leur pharmacologie
(Fox et al., 1987a,b; Llinas et al., 1989): 1) les canaux de type L: courant Ca®*
persistant; 2) les canaux de type T: courant transitoire; 3) les canaux de type N:
canaux neuronaux a haut seuil d’activation et enfin 4) les canaux de type P: canaux
des cellules de Purkinje du cervelet.

Dans le cadre de ce mémoire, nous nous intéressons plus particuliérement
aux canaux calciques de type L et de type T, car les canaux N et P ne sont pas
exprimés par les cellules somatotropes.

Les canaux L sont sensibles a trois classes d’antagonistes: les
dihydropyridines (nifédipine), les phénylalkylamines (vérapamile) et les
benzothiazepines (diltiazem) (Catterall, 1988). Ces antagonistcs n'ont pas d'effet
sur les autres types de canaux calciques. Aucun antagoniste des canaux T a été
identifié¢ jusqu'a présent. L'identification du courant transitoire T est de fait
effectuée par la soustraction du courant L des courants calciques totaux (T+L) en
présence d'antagonistes des canaux K* et Na".

Deux types de courants calciques voltage-dépendants ont été identifiés
dans les cellules somatotropes, I'un transitoire (type T) et le second persistant
(type L) (Chen et Clarke, 1995; DeRiemer et Sackmann, 1986; Sims et al., 1991;
Takei et al., 1996). Le courant T est activé a -40 mV et atteint une valeur
maximale 3 -10 mV. Le courant L est activé & -40 mV dans les cellules
somatotropes de rat (Sims ef al., 1991) et 2 -20 mV dans les cellules somatotropes
ovines (Chen ct Clarke, 1995). La GH-RH augmente ces deux conductances sans

en modifier les propriétés cinétiques (Chen et Clarke, 1995). Ces conductances
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sont activées tant par la GH-RH que par I'’AMPc, et cette activation disparait en
présence d’inhibitcurs de la PKA (H89, Rp-AMPSc ou PKI), ce qui suggére que
leur activation est non sculement voltage dépendante mais également PKA-
dépendante. Cependant ces canaux ne semblent pas étre impliqués dans la
dépolarisation membranaire puisque cette derniére est observée dans un milieu sans
calcium (Kato et Suzuki, 1989b). Tls sont toutefois directement impliqués dans la
sécrétion basale et phasique de la GH (Chen et al., 1990c).

La GH-RH induit une augmentation rapide de la concentration
intracellulaire de calcium. Cette augmentation est due A une entrée de calcium, par
des canaux calciques voltage-dépendants de t(ype-L. (sensibles 2 la
dihydropyridine), & partir du milieu extracellulaire (Lussier ef al., 1991a). L’entrée
de calcium dans les cellules somatotropes pourrait étre régulée par un effet direct
du récepteur de la GH-RH sur les canaux calciques par l'intermédiaire d'une
protéine G, ou résulter d’une dépolarisation membranaire induite par 1’activation
d’une conductance sodique. Cette derni¢re hypothése semble étre plus probable
car la sécerétion de GH est inhibée en absence de sodium extracellulaire (Kato et
al., 1988; Naumov et al., 1994).

2.7.2.3 Conductances potassiques

Enfin, cinq conductances potassiques ont été décrites dans les cellules
somatotropes. Ces conductances sont voltage-dépendantes et sont observées a
différents potentiels membranaires.

De nombreux antagonistes des canaux potassiques (spécifiques ou non) ont
été décrits, mais la classification des canaux est essentiellement basée sur leurs
caractéristiques d'ouvertures (potentiel d'activation, d'inactivation). D'une maniére
générale, toutes les conductances potassiques, a l'exception des courants SK (cf.

ci-dessous), sont sensibles au TEA.
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Courant entrant rectifiant Iz (inward rectifyer)

Le courant entrant rectifiant potassique (Inward rectifyer, Ir) est bloqué
sélectivement par les ions barium (Ba®). Il est trés faible dans les conditions de
repos (Chen et al., 1994; Sims et al., 1991), mais il est actif & partir de -10 mV. Ce
courant est activé par la somatostatine résultant en une hyperpolarisation et une
suppression des potentiels d’action (Sims et al., 1991). L’inactivation du courant
est lente, quelques centaines de millisecondes (Chen er al.,, 1994). Cela pourrait
également correspondre 2 la réponse de type I décrite par Naumov et al. (1994)

(cf. section 2.8).

Courant transitoire I, (transient current)

Un courant transitoire (transient outward ou I) est activé 2 -50 mV dans
les cellules somatotropes ovines (Chen et al., 1994) ou a -40 mV dans les cellules
somatotropes de rat (Chen er al, 1990b). Ce courant est activé par la
somatostatine tant chez I’ovin que chez le rat (Chen et al., 1990b, 1994). 1l serait
impliqué dans la détermination du potentiel de repos cellulaire, et joue un rdle
majeur dans la régulation de la concentration intracellulaire de calcium et la

sécerétion de GH (Chen er al., 1994).

Courant sortant rectifiant Ix (outward rectifyer)

Cette conductance est activé a -20 mV dans les cellules somatotropes de
rat et d’ovins (Chen er al, 1990b, 1994; Sims et al,, 1991). Ellc ne serait pas
impliquée dans le maintien du potentiel de repos mais pourrait étre importante dans
les réponscs des cellules au GH-RH et a la somatostatine (Chen et al., 1994). Chen
et ses collegues ont effectivement montré en 1990, que la somatostatine
augmentait cette conductance (Chen et al., 1990). Elle est de plus impliquée dans
la repolarisation et I'nyperpolarisation des potentiels d'action calciques (Hammond

et Tritsch, 1991).
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Courants sortants calcium-dépendants Ixc. (BK et SK)

Parmi les différents types de canaux potassiques Ca**-dépendants, deux ont
été bien caractérisés et sont exprimés par la plupart des types cellulaires: les
canaux SK et BK. Ces canaux différent par leur conductance unitaire, leur
sensibilité vis-a-vis des ions Ca™ et du voltage, et par leurs propriétés
pharmacologiques.

Les canaux BK sont trés sélectifs aux ions K* et présentent une forte
conductance unitaire (de l'ordre de 100 a 250 pS). s sont activés par les ions
calcium cytosoliques (1-10 upM) et par la dépolarisation, et sont bloqués par le
TEA et la charybdotoxine (venin de scorpion) (Hille, 1992).

Les canaux SK présentent une faible conductance unitaire (entre 4 et 14
pS). IIs sont plus sensibles aux ions calcium que les BK (10-100 nM), et sont trés
peu sensibles au potentiel membranaire; ils peuvent donc étre en conformation
ouverte a des potentiels trés négatifs. Ils ne sont pas affectés par le TEA mais par
l'apamine (venin d'abeille) (Hille, 1992).

Les cellules somatotropes normales de rat (Chen et al., 1990c; Sims et al.,
1991), de bovins (Mason et Rawlings, 1988) ainsi que les cellules GH3 (Ritchie,
1987) possédent une conductance Ixc.. La lignée cellulaires GH3 est issue
d'adénomes hypophysaires de rat; ces cellules sécrétent la GH et la prolactine. En
effet, I'application de cadmium (bloqueur des canaux calciques) diminue
l'augmentation de la [Ca™]i et le courant sortant dans les cellules somatotropes
(Sims et al., 1991).

Les conductances Igxc, sont généralement impliquées dans la post-
hyperpolarisation consécutive aux potentiels d'action calciques. Des exemples de
modulation de telles conductances par 'AMPc¢ ou la PKA dans des cellules
hypophysaires ont été décrits. Ainsi des analyses en patch clamp ont montré
I’existence d’une inhibition significative et sélective de canaux potassiques de type
BK via I'activation de la PKA par le facteur de libération de la corticotropine

(CRF) et le cpt-AMPc dans les cellules AtT20 (adénome de la souris) (Shipston et
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al., 1996). De plus, les canaux potassiques Ca-dépendants (BK et SK) participent
dans la régulation de la sécrétion de prolactine par les cellules lactotrophes de
I'hypophyse. Les inhibiteurs spécifiques des canaux BK et SK, la charibdotoxine et
1’apamine, stimulent la sécrétion de prolactine. Ces deux antagonistes ne semblent
pas avoir d’effets toxiques puisque la sécrétion induite par le TRH apres
I'application des antagonistes reste identique (Wang er al, 1994). L'AMPc
diminue une conductance potassique a des potentiels supérieurs a -10 mV dans les
cellules GH4C1, et augmente par un facteur de deux le taux d’inactivation. Une
analyse des courants en canaux unitaires a démontré I'existence de deux
composantes: 1) unc composante SK sensible a I’AMPc, lequel diminue le temps
de latence pour I’entrée du canal dans un état d’inactivation prolongé; le db-AMPc
augmente son temps d’inactivation; 2) une conductance BK dont le temps
d’inactivation ne semble pas étre affecté par le AMPec. Différents types de canaux
potassiques exprimés dans une cellule ne semblent pas répondre de fagon similaire
a I'élévation de AMPc, et la réponse totale des courants potassiques aux seconds
messagers peut étre déterminée par le ratio des différents sous-types de canaux
(Chung et Kaczmarek, 1995)

Courant ATP-sensible

Bernardi et al.(1993) ont démontré la présence de canaux potassiques
modulés par I’ATP (Katp) dans les cellules sécrétant ’hormone de croissance. Ces
canaux présentent une conductance unitaire de l'ordre de 26 pS et sont insensibles
au voltage. Les canaux Karp sont modulés par I'ATP intracellulaire, et cette
inhibition ne requiert pas une hydrolyse de I'ATP. Ils sont activés par ' ADP-Mg**
et le GDP-Mg™*. De fait, le ratio ATP/ADP est un élément régulateur essentiel de
ces canaux (Lazdunski, 1994). La sécrétion de GH induite par la GH-RH est
inhibée par l'activation des canaux Kurp, qui se traduit par une hyperpolarisation
membranaire (De Weille et al., 1992). Le rble physiologique de ces canaux dans

les cellules somatotropes et dans la régulation de la sécrétion de la GH devrait
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pouvoir Ctre évalué en mesurant les variations du métabolisme de I'ATP

(augmentation de la production ou de la dégradation).

2.8 Modéle récapitulatif de la sécrétion de GH induite par la GH-RH

La sécrétion de GH dépend d'une augmentation intracellulaire de calcium
qui est inhibée en absence de sodium extracellulaire (Kato et al., 1988; Naumov et
al., 1994). Différents autcurs sugglrent que la dépolarisation membranaire induite
par la GH-RH serait due a l'activation d'une conductance sodique non voltage-
dépendante car elle est inhibée en absence de sodium extraccllulaire et est
insensible 4 la TTX, (Kato er al.,, 1988; Kato et Suzuki, 1989a,b). Kato et Suzuki
(1989b) ont émis I'hypothése d'une activation directe de cette conductance par
I'AMPc. Une situation similaire a été observée dans les cellules chromaffines de la
médullosurrénale. En effet, dans ces cellules, I'acétylcholine dépolarise la
membrane par I’activation d’une conductance sodique, permettant I’activation de
canaux calciques voltage-dépendants de type L (Brandt er al., 1976; Kidokoro et
al., 1982).

Naumov et al. (1994) ont montré que les changements de conductance
observés lors de la stimulation des cellules somatotropes par la GH-RH pourraient
effectivement étre médiés par le sodium. Cependant, ils ont identifié deux types de
réponses parmi les cellules somatotropes répondant 3 la GH-RH. La réponse de
type I correspondrait 3 l'activation d'une conductance potassique (ou moins
spécifique) et d'une conductance sodique. Ces conclusions sont basées sur la valeur
du potentiel d'inversion du courant entrant mesuré dans les cellules de type-I qui se
situe entre -60 et -30 mV. Or ce potentiel d'inversion est trés proche du potentiel
de repos des cellules somatotropes, et l'activation de ces conductances ne
résulterait pas en une dépolarisation membranaire. Ces auteurs proposent qu'in
vivo, le potenticl de repos peut €tre plus négatif dans les cellules de type I que celui

mesuré in vitro, compte tenu de l'inhibition tonique exercée par la somatostatine.
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La réponse de type II correspondrait, quant a elle, a ce que Kato (Kato et Suzuki,
1989b) avait observé, c'est & dire l'activation dune conductance sodique non
voltage-dépendante, qui induirait une dépolarisation membranaire suffisante pour
ouvrir les canaux calciques.

Toutefois, 1'analyse de la courbe courant/voltage des courants mesurés en
potentiel imposé dans les cellules somatotropes suggére la participation d'autres
conductances ioniques outre une conductance sodique dans la dépolarisation
membranaire, puisque dans tous les cas, le potentiel d'inversion du courant différe
de celui des ions Na*, Ca* et K* (Chen e al., 1989; Naumov et al., 1994).

A partir de ces différentes observations et expériences, trois groupes de
recherche indépendants ont construit un modéle du mode d'action présumé de la
GH-RH (Kato et al., 1992; Lussier et al., 1991a,b; Naumov et al., 1994) (Figure
4).

La GH-RH en se liant a son récepteur induirait l'activation d'une protéine
G, constituée de trois sous-unités: «, B et v en catalysant la liaison de GTP sur la
sous-unité o (Frohman et al., 1992; Narayanan et al., 1989). La sous-unité Ga, se
dissocic du complexe By et active la sous-unité catalytique de 1'adénylate cyclase,
augmentant ainsi la production d’AMPc. Ce dernier agirait de maniére directe ou
par lintermédiaire d'une protéine kinase A (PKA) sur une conductance sodique
non voltage-dépendante. Il en résulterait une dépolarisation membranaire de l'ordre
de 10 mV, suffisante pour permettre 'ouverture de canaux calciques de type-L
(voltage-dépendants) préalablement phosphorylés par la PKA. L'augmentation
substantielle du calcium intracellulaire ainsi générée stimulerait la sécrétion de la
GH.

2.9 Objectifs du projet

Le modele ci-haut est, en partie, vérifié. Cependant, 'action de 'AMPc sur

une conductance sodique non voltage-dépendante n'a pas été clairement
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Figure 4: Modéle de la libération de GH induite par la GH-RH

La liaison de la GH-RH sur son récepteur (R) active la protéine Gs. La
sous unité Gas lie le GTP et active I'adénylate cyclase (AC). Cette derniére
catalyse I'hydrolyse de I'ATP en AMPc et en résidus phosphate (PPi).
L'AMPc active la PKA. La PKA phosphoryle le canal calcique lui conférant
sa sensibilité au voltage (A). L'AMPc active directement ou par
l'intermédiaire de la PKA une conductance sodique (B). Ces événements
dépolarisent la membrane de quelques mV, permettant l'ouverture des
canaux calciques. L'augmentation soudaine de la [Ca2+]i permet

I'exocytose de GH.
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démontrée, et plusieurs questions restent en suspens. Notre principale
préoccupation est de déterminer comment I’AMPc permet la dépolarisation des
cellules somatotropes afin d'activer ’entrée de calcium nécessaire 2 la sécrétion de
la GH. Nos objectifs sont: 1) de véritier que 'effet dépolarisant de la GH-RH est
effectivement médi€ par I' AMPc; 2) de vérifier que la dépolarisation induite par la
GH-RH ou I’AMPc correspond & ['activation d’une conductance sodique non
voltage-dépendante; 3) de caractériser les autres conductances ioniques
impliquées, le cas échéant, dans les mécanismes de dépolarisation membranaire des
cellules somatotropes lors de la stimulation par la GH-RH et ' AMPc et, enfin, 4)
de déterminer si I'action de la GH-RH sur les conductances ioniques implique
directement I’ AMPc ou si elle nécessite l'activation de la PKA.

Afin de répondre a ces objectifs, nous avons mesuré les variations du
potentiel membranaire des cellules somatotropes lors de la stimulation par la GH-
RH et un analogue de I'AMPc. Dés lors, nous avons mesuré les variations des
courants ioniques induites par le cpt-AMPc, un analogue perméant de I'AMPc, et
la GH-RH, par des rampes de potentiel dans différentes conditions expérimentales.
Ce mémoire consiste essentiellement en une analysc préliminaire des résultats
obtenus. La richesse des informations recueillies est telle que nous avons dil
restreindre notre analyse a deux valeurs de potentiel (-90 et 15 mV). Ces valeurs
ont été choisies afin de maximiser les variations des courants de fuite et des
courants voltage-dépendants (courants sortants). Nous ne nous sommes pas
attachés aux variations du courant entrant calcique (entre -50 et -20 mV), car il a
été démontré que la dépolarisation membranaire induite par la GH-RH peut étre
reproduite dans un milicu extracellulaire dépourvu d'ions calcium (Kato et Suzuki,
1989b) et que l'activation des canaux calciques exprimés par les cellules
somatotropes dépend de la dépolarisation (Holl er al., 1988a; Kato et Suzuki,
1986; Kato et al., 1992; Lussier et al., 1991a). Les variations de la conductance
calcique nous semblait donc €tre un événement secondaire a la dépolarisation en

accord avec les prédictions du modele présenté ci-dessus.



3 Matériel et méthodes

Afin de mener A terme ce projet de recherche, nous avons utilisé les
techniques électrophysiologiques de patch clamp en cellule-entiére et en patch
perforé sur des cellules somatotropes isolées de rats, fraichement dispersées (jour
0) et mises en culture (jours 1 et 2).

La sélection des rats a été basée sur la race (Sprague-Dawley), le sexe
(mdle) et le poids. Les cellules somatotropes ont été purifiées sur gradients de
Percoll discontinus.

Les variations du potentiel membranaire et la modulation des courants
ioniques induits par la GH-RH et des analogues exogénes de I’AMPc ont été
mesurées en condition normale, en milieux extracellulaires modifiés et en présence

d’inhibiteurs de la protéine kinase AMPc-dépendante.

3.1 Préparation cellulaire

3.1.1 Prélévement de I’adénohypophyse

Cinq rats males Spraguc-Dawley (Charles River, St-Constant, Québec)
dont le poids était compris entre 200 et 225 grammes 2 leur arrivés ont été
maintenus durant deux semaines dans une piece dont la température ct 1’éclairage
sont contrdlés (23 +3 °C; jour: 12 heures / nuit: 12 heures). Les rats furent
alimentés ad libitum en eau et en nourriture (nourriture pour rongeurs Charles

River) et hébergés par groupes de 5.
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Le prélévement des glandes avait généralement lieu entre 8h(0 et 8h30
dans la salle méme. Les rats ont été décapités sans anesthésie préalable puisqu’il a
été démontré que les anesthésiques généraux (Chihara et al, 1978) stimule la
séerétion de ’hormone de croissance. Suivant la décapitation, la téte de I’animal a
été rinsée a I'éthanol 70%. La calotte crnienne fut coupée suivant les crétes
latérales et retirée, découvrant le cerveau et permettant son extraction (Figure 5A
et 5B). L’hypophyse est alors visible au sein de la selle turcique (figure 6A). A
I'aide d’une aiguille, la dure-mere fut déchirée, et les pars nervosa et intermedialis
soigneusement retirées (Figure 6B). Les adénohypophyses furent rapidement
prélevées et placées dans une boite de Pétri contenant 2 ml de milieu minimum
essentiel (Minimum essential medium (Gibco, 11400) + HEPES 20 mM (Sigma, St
Louis, USA)) pH=7.35 2 température de la piece (MEM-H).

3.1.2 Dispersion et purification des cellules somatotropes
La dispersion et la purification des cellules somatotropes ont été effectuées

en milieu stérile, sous une hotte a flux laminaire.

3.1.2.1 La dispersion

Au sortir de I'animalerie, les adénohypophyses furent placées dans une
boite de pétri contenant 2 ml de MEM-H + (.1% albumine sérique bovine BSA
(Sigma A4919) + 0.1% Trypsine (Difco 0152-13-1), (MEM-HAT). Chacune
d’entre elles fut coupée en 20-25 morceaux (Figure 6C). Les tissus ont été
transférés a I’aide d’une pipette pasteur siliconisée dans un spiner-flask 2 jaquette
(Celstir, Wheaton 356743) contenant 10 ml de MEM-HAT. Ce dernier était placé
durant 2 heures sur un agitateur magnétique (Cafrano) réglé 2 200 tpm. La
jaquette du spiner-flask €tait maintenue a 37°C par la circulation d’eau provenant
d’un bain thermostatique. La dispersion enzymatique était accompagnée d’une
dispersion mécanique toutes les 20 minutes & I'aide d’une pipette pasteur

siliconisée dont I’ouverture a éié réduite a la flamme. Au terme de deux heures,
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Figure 5: Téte de rat, apres décapitation

A Le scalp est coupé et le crine est mis A nu.

B La partiec supéricure du crane est coupée lc long des crétes latérales. Le

cerveau sera retiré a 1’aide d’une spatule.
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Figure 6: Hypophyse et adénohypophyse de ratin situ

A

L’hypophysc in situ et ses trois lobes: pars nervosa au premier plan, pars
intermedialis et 1'adénohypophyse. H.A.: Hypophyse antéricure; H.I.:
Hypophyse intermédiaire; H.P.: Hypophyse postérieure.

Les pars nervosa et intermedialis ont ét€ retirées.

Padénohypophyse est retirée de la selle turcique; le quadrillage représente

le plan de coupe avant la dispersion. (échelle: 1 mm).



Chapitre 3: Maiériel et méthodes

41



Chapitre 3: Matériel et méthodes 42

I'action enzymatique de la trypsine fut inhibée par I’ajout de 4 mg de LBTI
(inhibiteur de la trypsine extrait des haricots de Lima) dissoute dans 200 ul de
MEM-H.

3.1.2.2 La purification

Les cellules hypophysaires dispersées furent centrifugées a 500 g durant 10
minutes puis re-suspendues dans 2 ml de milieu 199 (Gibco 21200) - HEPES 20
mM (M199-RT) a pH 7.35 2 la température de la picce.

La purification des cellules somatotropes a été effectuée suivant la
procédure des gradients de percoll discontinus en deux étapes décrite par French er
al. (1990). Cette derniére assure une préparation homogeéne de cellules
somatotropes & 94%. Les gradients de percoll ont été préparés a partir d'une
solution initiale de Percoll: 9 parties de Percoll (Pharmacia 17-0891-01) pour 1
partie de M199 10x (Gibco 11181) - HEPES 200 mM. Les densités furent ajustées
aux valeurs requises a I’aide de M199 + HEPES 20 mM (M199 HP) apH 7.4 d la
température de la piece. Les solutions constituant le premier gradient (couche 1:
1.069 g/em® (53.7% volume de la solution initiale/v); couche 2: 1.086 g/cm’
(67.7% volume de la solution initiale /v)) furent placées sous la suspension
cellulaire a I’aide d’une seringue munie d’un tube de polyéthyléne en débutant par
la moins dense. Les gradients ont été centrifugés a2 1000g durant 20 minutes 2 la
température de la piece. Les cellules présentes a I'interface entre les deux solutions
de Percoll furent récoltées et rincées, puis re-suspendues dans le M199-RT pour le
second gradient (couche 1: 1.076 g/cm3 (58.8% volume de la solution initiale /v);
couche 2: 1.086 g/em® (67.7% volume de la solution initiale /v)). Aprés une
seconde centrifugation, les cellules présentes a l'interface des deux solutions de
percoll furent prélevées.

La proportion moyenne de cellules somatotropes ainsi purifies variait de
10 2 20% de la quantité initiale de cellules hypophysaires dispersées. Les cellules

somatotropes furent rincées dans le M199-RT puis re-suspendues dans du
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DMEM-SHA (DMEM (Gibco 31600-034) + 10% NewBom Calf Serum (Gibco
16010-035) + 10 nM dexaméthasone (Sigma D-8893) + triodothyronine (Sigma T-
5516) + 50 U/ml penicilline G + 50 pg/ml streptomycine (PenStrep Gibco 15145),
tamponé avec NaHCO; 28 mM, et 5% CO, a pH=7.37 & 37°C). 1l a été démontré
que le dexaméthasone augmente les niveaux de ARN messagers des récepteurs du
GH-RH dans les cellules pituitaires de rat (Tamaki er al, 1996). Chez le rat la
triodothyronine active le géne de la GH (Suen et Chin, 1993).

Une partie des cellules fut prélevée pour un usage immédiat, alors que la
majorité fut mise en culture dans des boites de Pétri contenant une lamelle
préalablement traitée avec de la Poly-O-ornithine (P-3655, Sigma). Les boites de
Pétri (contenant en moyenne 250,000 cellules) furent mises en culture dans un
incubateur (95:5 Air:C0O,, 37°C en condition humide). 97% des -cellules
somatotropes ainsi purifiées étaient vivantes (test d'exclusion au bleu de Trypan;
Sigma, T8154)

3.2 Stimulation des cellules somatotropes

Les cellules somatotropes fraichement dispersées (jour )) ou mises en
culture (jours 1 et 2) ont été stimulées avec GH-RH 100 nM de rat (Peninsula
laboratoiries, Inc. 8068), cpt-AMPc 0.5 mM (C-3912, Sigma) ou db-cAMP 5 mM
(D-0627, Sigma).

Nous avons choisi des concentrations maximales afin d'optimiser la réponse
des cellules somatotropes lors des enregistrements. La GH-RH et les analogues de
I'AMPc ont été dissouts dans le milieu extracellulaire dominant pour chaque

protocole.
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3.3 Electrophysiologie

3.3.1 Poste d’enregistrement

Le poste d’enregistrement utilisé comprenait:
1) un microscope inversé (Olympus TMD-2) posé sur une table anti-vibration.
Cette derni¢re était placée dans une cage de Faraday. La mise 2 la terre était
adéquate, assurant un bruit de fond inférieur a 2 pA;
2) un amplificateur de patch clamp et générateur d’impulsion EPC-9 (HEKA);
3) un micromanipulateur hydraulique relié a la sonde de I’amplificateur de patch-
clamp qui comprenait la nacelle supportant la pipette d'enregistrement;
4) une platine chauffante dont la température était régulée a 37°C par un
contrOleur de température (TC-102, Medical Systems Corp.);
5) un systéme d’éjection par pression Picospritzer (General Valve Corporation);
6) un oscilloscope (BK Precision 2522A);

7) un ordinateur Macintosh® et un logiciel d’acquisition Pulse (HEKA);

Les cellules dispersées et purifiées furent placées sur une lamelle de verre
ronde dans une boite de Pétri sous le microscope. Le bain extracellulaire était
maintenu a 37°C par la platine chauffante. Un syst¢éme de périfusion a été mis en

place afin que le milieu extracellulaire soit continuellement renouvelé.

3.3.2 Acquisition des données

Le potentiel et le courant de pipette ont été mesurés et amplifiés par
l'amplificateur de patch clamp. La fréquence d'acquisition du courant dans les
conditions de voltage clamp était de 2KHz (sauts de potentiel) et 1 KHz (rampes
de potentiel). Les courants ont ét€ traités avec un filtre analogique passe-bas
(Bessel quadripolaire) de 2,9 KHz.

Les variations du potentiel et du courant de pipette amplifiés ont été

visualisées sur un osciloscope analogique et sur un oscilloscope numérique (Pulse).
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Le logiciel d'acquisition Pulse permet non seulement la visualisation des données,
mais offre également un contrble sur les paramétres d'enregistrement et le
déclenchement des éjections par le Picospritzer.

Les données brutes ont été enregistrées sur le disque dur de l'ordinateur en
format binaire, puis sauvegardées sur disquettes ou cartouches Zip de Ioméga®

pour un traitement subséquent.

3.3.3 Fabrication des électrodes d’enregistrements

Le verre utilisé pour la fabrication des électrodes d’enregistrement était le
verre borosillate Corning 7052 (PG52151-4, World Precision Instruments, Inc.).
Ce verre contient peu d’aluminium et une quantité néglicable de plomb. Les
paramétres d’étirement (Etireuse verticale Narishige PP-83) ont été ajustés afin
d’obtenir une pipette d’enregistrement dont la résistance est comprise entre 1 et
2.5 MQ (équivalent 2 un diameétre de pointe compris entre 1 et 1.5 um). La pointe
de chaque €lectrode fut polie 4 T'aide d’un filament chauffant en platine
(microforge). Les pipettes furent utilisées immédiatement aprés leur fabrication
afin d’éviter une accumulation de particules de poussiéres microscopiques sur les
pointes.

L’électrode d’enregistrement était remplic d’une solution "intracellulaire”,
faite au laboratoire, respectant les concentrations ioniques cytoplasmiques. La
pointe fut plongée dans la solution assurant son remplissage par capilarité; le reste
de la pipette fut emplic a I'autre extrémité a 1’aide d’une seringue étirée 2 la
flamme. Les bulles d’air formées 2 l'interface furent soigneusement évacuées.

La connexion électrique entre la pipette et la sonde de I'amplificateur de
patch-clamp était assurée par un fil d’argent chloruré (Ag/AgCl). L’électrode de
référence consistait en un fil d’argent chloruré (Ag/AgCl) placé dans un pont

d’ Agar (Agar dissout dans 1 ml de la solution intracellulaire d’enregistrement).
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3.3.4 Patch-clamp: enregistrements en configurations cellule-entiére classique
et patch perforé

Les enregistrements présentés dans le cadre de ce mémoire ont été obtenus
en patch clamp en configuration cellule entiere et patch perforé, tant dans les
conditions de courant imposé que de voltage imposé.

Un exemple de cellule somatotrope de rat (jour 1) en patch clamp est

présenté sur la Figure 7.

3.3.4.1 Cellule entiére classique

Lors des enregistrements en cellule entiere, nous avons enrichi la solution
intracellulaire dATP et de GTP. Ces derniers sont, en effet, impliqués dans la
transduction du signal induit par la GH-RH et sont perdus lors de la dialyse.

La configuration en cellule entiére a été choisie dans le cadre de ce projet
comme contrOle afin de valider les résultats obtenus en configuration patch
perforé. Elle a été utilisée principalement dans les enregistrements en courant
imposé avec le cpt-AMPc, et pour certains protocoles en voltage imposé avec le
cpt-AMPc.

3.3.4.2 Patch perforé

La configuration patch perforé a été utilisée pour 1'étude des variations du
potentiel membranaire et des courants ioniques induites par la GH-RH et le cpt-
AMPc. Nous avons utilisé 1'amphotéricine B (Sigma A-4888) sclon la méthode
décrite par Rae et al (1991). Une solution initiale d'amphotéricine B dissoute dans
du DMSO (60 mg/ml) fut diluée dans la solution intracellulaire afin d'obtenir une

concentration d'antibiotique finale de 360 pg/ml.
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Figure 7: Cellule somatotrope de rat en patch clamp

Une microélectrode constituée d'un capillaire de verre étiré est déposée sur
la surface membranaire (2 droite); la formation du seal est assurée par
l'application d'une succion a lintérieur de I'électrode. Les milieux
extracellulaires modifiés, les analogues de 'AMPc et la GH-RH sont
éjectés dans l'environnement immédiat des cellules & l'aide d'un systeme

d'éjection par pression A deux pipettes (2 gauche) (échelle 10 um).
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3.4 Protocoles d'enregistrement électrophysiologique

3.4.1 Etude des variations du potentiel membranaire

Les variations du potentiel membranaire ont été mesurées en courant
imposé en configuration cellule entitre (analogue exogéne de 1'AMPc) et en
configuration patch perforé (GH-RH). Le potentiel membranaire a été enregistré
durant 3 minutes consécutives. L'éjection par pression (20 a 120 sec) fut
déclenchée durant l'enregistrement. Cette technique a ¢té utilisée en dépit de la
dialyse cellulaire observée en cellule entidre, car les mesures sont effectuées en

deca de 4 minutes aprés la formation du seal.

3.4.2 Etude des modulations des courants ioniques voltage-dépendants
Cette étude est basée sur la comparaison des relations courant/voltage

(I/V) mesurées en milieu normal et en milieux modifiés.

3.4.2.1 Courbe courant-voltage en sauts de potentiel

Le potentiel de maintien a été fixé & -60 mV. Les cellules furent assujetties
2 des sauts de potentiels croissants de 10 mV, allant de -100 a2 +20 mV, d'une
durée de 500 ms chacun. Les courbes I/V ont été obtenues en calculant le courant
moyen sur la seconde moiti€ de chaque saut de potentiel afin d'éliminer la
participation des courants transitoires dans les courants totaux. Ce protocole a été
utilisé dans le cadre de cette étude afin de valider les résultats obtenus en rampe de

potentiel et nous n'avons testé que le cpt-AMPc en milieu normal.

3.4.2.2 Courbe courant-voltage en rampe de potentiel

Le potentiel de maintien a été fixé 2 -60 mV. Nous avons soumis la cellule
2 une rampe de potentiel continue de -100 & +20 mV A un taux de 120 mV/s, et
nous avons mesurés les courants générés. Ceci nous renseigne sur l'intensité des

courants en fonction du potentiel membranaire. Les courants transitoires tels que
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les courants calciques de type T ct les courants potassique I, ne peuvent étre
mesurés dans ce type de protocole. Pour chaque cellule, nous avons enregistré une
rampe témoin, et une rampe par milieu extracellulaire testé jusqu'a concurrence de

5 rampes par ccllule.

3.5 Solutions d'enregistrement

3.5.1 Les solutions intracellulaires

Selon la configuration de patch clamp choisie pour l'enregistrement des
variations des courants et potentiel membranaires, différentes solutions
intracellulaires ont été utilisées (cf. Tableau 1).

En configuration cellule entiére classique, la solution intracellulaire
contenait: K-gluconate 140 mM, HEPES 10 mM, MgCl, 2 mM, CaCl, 0,4 mM et
EGTA-K 1 mM (pH 7.2 2 température de la piece). La solution d'enregistrement
était enrichie d'ATP 2 mM et de GTP 2 mM (solution intracellulaire A).

En configuration patch perforé, la solution de base (solution intracellulaire
B) contenait: K,SO4 70 mM, HEPES 10 mM, NaCl 10 mM, KCl1 10 mM, Mannitol
50 mM et EGTA-K 1 mM (pH 7.2 a température de la piéce). La solution
d'enregistrement (solution intracellulaire B) contenait 360 pg/ml d'amphotéricine

B préparée a partir de la solution initiale d'amphotéricine B.

La technique du patch perforé repose essenticllement sur la formation de
canaux artificicls restreinte au patch de membrane. Afin d'éviter la formation de
canaux artificiels sur I'ensemble de la membrane, nous avons emplie la pointe de
I'électrode avec la solution intracellulaire B (qui ne contient pas d'amphotéricine
B), et le reste de la pipette avec la solution intracellulaire B'. Selon Rae et al
(1991), dans ces conditions, les molécules d'amphotéricine B diffusent au travers

de la pointe de I'électrode durant environ 2 minutes aprés que les deux solutions
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Tableau 1: Composition (mM) des solutions intracellulaires

Solutions A B B' C &
K-Gluconate K SO, KSO, Cs,S0, Cs,S0,
K-Gluconate 140 - - - -
K,S0, - 70 70 - -
Cs,S0, - - - 70 70
HEPES 10 10 10 10 10
MgCl 2 - - - -
NaCl - 10 10 10 10
KCI - 10 10 10 10
Mannitol - 50 50 50 50
Ca(Cl, 0,4 - - - -
EGTA-K 1 1 1 1 1
ATP 2 - - - -
GTP 2 - - - =
Amphotéricine B - - 0,360 - 0,360

51
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soient mises en contact, ce qui est grandement suffisant pour assurer la formation

du seal et éviter une contamination du bain extracellulaire par I'antibiotique.

Dans certains protocoles en patch perforé, nous avons utilisé une troisiéme
solution intracellulaire contenant des ions césium. Ces derniers bloquent les canaux
potassiques a partir de la face intracelullaire de la membrane; leurs effets
s'additionnent a ceux du TEA présent dans le milieu extracellulaire. La solution de
base (solution intracellulaire C) contenait: Cs,SO,4 70 mM, HEPES 10 mM, NaCl
10 mM, KCI 10 mM, Mannitol 50 mM et EGTA-K 1 mM (pH 7.2 4 température
de la piece). La solution d'enregistrement (solution intracellulaire C') contenait 360
pg/ml d'amphotéricine B préparée & partir de la solution initiale d'amphotéricine B.
La pointe de I'électrode a éié emplie avec la solution intracellulaire C pour les

raisons décrites précédemment.

3.5.2 Les solutions extracellulaires

3.5.2.1 Systeme d'éjection

La GH-RH, les analogues exogenes de I'AMPc ainsi que les milieux
modifiés (cf. ci-dessous) ont été éjectés dans I'environnement immédiat des cellules
par un systtme d'éjection par pression Picopritzer. Afin d'éviter des problémes
d'oxydation des substances éjectées, nous avons utilisé l'azote comme gaz
propulseur (pression 40 kPa). Les pipettes d'éjection étaient constituées d'un
capillaire hématocrite (Fisherbrand 02-668-68). La pointe de la pipette fut cassée
sur le fond de la boite de pétri avant I'enregistrement afin d'obtenir un diametre de
1 2 5 um). Le systeme d'éjection fut systématiquement testé en début d'expérience

afin de s'assurer qu'aucune bulle d'air ne s'opposait a I'écoulement des solutions.
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3.5.2.2 Etude de la modulation des courants de fuite

Afin de vénfier si la dépolarisation induite par la GH-RH résulic de
l'activation d'une conductance sodique dans les potentiels négatifs, nous avons
mesuré les courants membranaires totaux entrants en milicu normal et en milicux
modifiés (cf. Tableau 2). Le potentiel de repos a été fixé a -60 mV. Le milieu
normal était une solution de Hanks modifiée contcnant: NaCl 135 mM, KCl 5.6
mM, HEPES 10 mM, dextrose 5 mM, NaHCO; 4 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 0.8
mM, pH 7.37 4 37°C (HBSS-2Ca™).

3.5.2.2.1 Témoins

L'effet de GH-RH 100 nM et de (.5 mM cpt-AMPc sur les courants totaux
a été évalué apres une €jection de 2 minutes en rampes de potentiel ou par sauts de
potentiel (cpt-AMPc seulement pour ce dernier protocole). Les deux substances
ont été éjectées par le systeéme d'éjection par pression; le bain extracellulaire

contenait la solution HBSS-2Ca’".

3.5.2.2.2 Modulation d'une conductance de fuite

Les courants sodiques ont été isolés dans un milieu appauvri en calcium (2
mM EGTA + 0Ca’) contenant un bloqueur des canaux potassiques (TEA 10 mM)
(HBSS-0Ca** + TEA). Le bain extracellulaire était constitué de HBSS-2Ca>*"; le
milieu HBSS-0Ca™ + TEA, ainsi que la GH-RH et le cpt-AMPc (dilués dans le
HBSS-2Ca™) furent éjectés dans l'environnement immédiat de la cellule par le
systetme d'éjection par pression. Ces enregistrements ont été réalisés en cellule
entiere avec la solution intracellulaire A pour le cpt-AMPc, et en patch perforé
avec la solution intracellulaire B' pour le cpt-AMPc et la GH-RH.

Afin de vérifier si d'autres conductances de fuite sont modulées dans les
potentiels négatifs par la GH-RH et 'AMPc nous avons utilisé un milieu appauvri
en sodium (choline 113 mM) et contenant un bloqueur des canaux potassiques
(TEA 22 mM) (HBSS-ONa™ + TEA). Lors des enregistrements, le bain
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extracellulaire était constitué de la solution HBSS-TEAa. Le milieu HBSS-ONa* +
TEA, ainsi que la GH-RH et le cpt-AMPc (dilués dans le HBSS-TEAa) ont éié
éjectés dans l'environnement immédiat des cellules a l'aide du systéme d'éjection
par pression. Entre chaque enregistrement, la solution extracellulaire était
constituée d'une solution HBSS-2Ca®* afin de limiter I'exposition des cellules au
milicu HBSS-TEAa. Ces enregistrements ont été réalisés en patch perforé cpt-
AMPc et GH-RH avec la solution intracellulaire C".

Enfin, pour vérifier si cette conductance est activé par 'AMPc ou par la
PKA, nous avons utilis€ des inhibiteurs de 1la PKA: la N-[2-(p-
bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide (H-89) (Chijiwa et al,
1990; Geilen et al, 1992) (3 pM) et lisomére Rp de l'adénosine 3'.5'-
phosphorothioate cyclique (Rp-AMPSc; 1375 423, Boehringer Mannheim)
(Rothermel et Botelho, 1988) (100 uM) dilué dans un milien HBSS-2Ca™. Le
temps d'incubation initial était de 30 minutes, et le bain extracellulaire était
renouvellé chaque 20 minuies. Ces enregistrements ont été réalisés en patch

perforé avec la solution intracellulaire C' (cpt-AMPc ou GH-RH).

3.5.2.3 Etude de la modulation des courants sortants

Afin de vérifier si la dépolarisation induite par la GH-RH résulte de
l'inhibition d'une conductance potassique dans les potentiels positifs, nous avons
mesuré les courants membranaires totaux sortants en milieu normal et en milieux

modifiés. Le potenticl de maintien a été fixé 2 -60 mV.

3.5.2.3.1 Témoins

L'effet de GH-RH 100 nM et de cpt-AMPc (1,5 mM sur les courants totaux
des cellules somatotropes a €t€ €valué en rampes de potentiel ou par sauts de
potentiel (cpt-AMPc seulement pour ce dernier protocole). Les enregistrements

ont été effectués durant I'éjection au terme de 2 minutes. Les deux substances ont
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été éjectées par le systtme d'éjection par pression; le bain extracellulaire contenait
la solution HBSS-2Ca?".

3.5.2.3.2 Modulation d'une conductance sortante

Les différents milieux modifiés utilisés consistaient essentiellement en des
milieux appauvris en calcium (2 mM EGTA + 0Ca®) et/ou contenant un bloqueur
des canaux potassiques (TEA 5.7 ou 10 mM). Le bain extracellulaire était
constitué de la solution HBSS-2Ca”. Les milicux modifiés (HBSS-TEAb; HBSS-0
Ca’ et HBSS-0Ca” +TEA, cf. Tableau 2) ainsi que le cpt-AMPc et la GH-RH
(dilués dans le HBSS-2Ca’™) ont été éjectés dans lenvironnement immédiat des
cellules a l'aide d'un systtme d'éjection par pression. Ces enregistrements ont été
réalisés en configuration cellule entiere avec la solution intracellulaire A (cpt-
AMPc), et en configuration patch perforé avec la solution intracellulaire B' (cpt-
AMPc ou GH-RH).

L'implication de 'AMPc ou de la PKA dans linhibition particlle de cette
conductance a été évaluée dans un milieu normal contenant H89 3 uM ou Rp-
AMPSc 100 uM. Le temps d'incubation initial était de 30 minutes, et le bain était
renouvellé chaque 20 minutes. Ces enregistrements ont été réalisés en
configuration avec la solution intracellulaire B' pour le cpt-AMPc (Rp-AMPSc¢ et
H89), le db-AMPc (Rp-AMPSc), et la GH-RH (Rp-AMPSc et H89).

3.6 Analyses des données

3.6.1 Correction pour la résistance de série

Le circuit équivalent utilis€ pour décrire les enregistrements en cellule
entiére est présenté 2 la Figure 8. Le courant est défini comme un flux de charges
positives allant de la pipette vers la membrane. Il existe une résistance en série avec
la membrane représentée par la résistance de série. Cette derniére correspond 2 la

somme de la résistance de la pipette et de la résistance du "trou" (cellule entiére)
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Figure 8: Circuit équivalent de la membrane en configuration cellule entiére

Cm:

ic:

ip:

Re:

Condensateur

Courant traversant le condensateur de la membrane Cm (membrane +

espaces extra- et intracellulaires)

Courant de pipette (ip= ic + im)

Courant traversant la résistance de la membrane Rs (canaux ioniques)
Résistance de la cellule

Résistance de série

Potentiel dans la pipette d'enregistrement
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ou des canaux artificiels créés par I'antibiotique (patch perforé) dans la membrane
sous ’ouverture de I’électrode. Lorsque le courant traverse la membrane, cette
résistance introduit une erreur entre le potentiel mesuré (contrdlé par
I’amplificateur de patch) et la différence de potentiel réelle de part et d'autre de la
membrane. L’erreur est décrite par le produit du courant dans la pipette
d'enregistrement et de la résistance de série (Ip x Rs); U'crreur est d’autant plus
grande que les courants traversant la membrane sont importants.

La plupart des amplificateurs de patch permettent une compensation 2
priori de la résistance de série, par I’ajout d’un signal de potentiel proportionnel au
courant membranaire 2 I’aide d’un circuit de rétroaction positive; celle-ci peut étre
de ’ordre de 80 a 90% (Cahalan et Neher, 1992).

La résistance de série pose souvent des problémes lors des enregistrements
en cellule-entiére. Avec cette technique, la pipette de patch est utilisée tant pour la
mesure du potentiel de membrane, que pour linjection de courant dans la cellule.
Cela signifie que la résistance de la pipette (de 1’ordre de quelques MX2), contribue
a la résistance de série. Dans les techniques de patch, les résistances d’accés sont
souvent 2 & 10 fois plus importantes qu'en cellule enticre classique; les probleémes
reliés a la résistance de série sont de fait amplifiés. Il est donc important de
mesurer la résistance de série, et d’évaluer I’erreur sur le potentiel A partir de la
valeur maximale du courant (Cahalan et Neher, 1992).

Les cellules somatotropes utilisées dans le cadre de ce projet ne
supportaient pas une compensation 2 priori de la résistance de série. De fait, nous
avons utilisé une correction a postériori. Nous avons compensé pour les variations
de Rs d'une rampe de potentiel a I'autre pour une méme cellule. 11 est & noter que la
partition des antibiotiques utilisés en patch perforé évolue en fonction du temps et
cette variation influence d'autant plus l'erreur commise sur le potentiel. La

correction suivante a été utilisée:
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étape 1: le potentiel V,, est filtré (filre numérique non-récursif, fenétre de 10,5
msec)
étape 2: le courant ip est filtré (filtre numérique non-récursif, fenétre de 30,5 msec)

étape 3: compensation pour la résistance de série sclon la formule suivante:

V= V- (Rstest - R contrdle) . i p

V.. = différence de potentiel réelle de part et d’autre de la membrane

V, = potentiel de la pipette d'enregistrement

R. test = Résistance de série mesurée lors du test

R, contrOle = Résistance de sériec mesurée lors de l'enregistrement témoin

i, = courant de pipette

étape 4: le potentiel Vm est trié en ordre croissant.

3.6.2 Statistiques

Afin déliminer les variations entre les cellules, nous avons exprimé les
courants en fonction du courant maximal exprimé par la cellule pour une valeur de
potentiel donnée (variable i/ ima). C'est cette dernire variable qui a €té utilisée
pour I'étude statistique.

La distribution des mesures effectuées dans les différents protocoles
n'obéissant pas 2 la loi normale, nous avons utilisé¢ deux approches statistiques:
e pour les protocoles ne comprenant que 2 groupes, nous avons utilisé le test non-
paramétrique Mann Whitney U avec un taux de signification de 5%.
e pour les protocoles comprenant 3 groupes ou plus, nous avons cffectué un test
de Kruskal-Wallis (taux de signification de 5%) afin de déterminer s'il existe une
hétérogénéité au sein des groupes; le cas échéant, nous avons déterminé quels
groupes étaient responsables de cette hétérogénéité a l'aide d'un test non-

paramétrique de comparaisons multiples (taux de signification de 5%) tel que
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décrit dans Scherrer (1984). Ce test nous permet de comparer les différents
groupes les uns par rapport aux autres.

Ces deux tests non-paramétriques comparent la distribution des rangs des
différentes groupes testés. De fait, les variations significatives présentées ne
dépendent pas de l'erreur type, de I'écart type ou des valeurs elles-mémes. Nous
avons, toutefois, choisi de présenter les résultats sous forme de pourcentages plus
ou moins l'erreur type. Les pourcentages correspondent 3 la moyenne des
changements relatifs pour chaque cellule. Ceci implique que des variations telles
que 6 + 6% correspondent 2 des variations réélles et donc 2 un effet direct des
substances €étudiées (certaines cellules présentent de faibles variations alors que
d'autres présentent des variations plus marquées).

Dans le chapitre suivant, nous décrirons les effets observés du cpt-AMPc et
de la GH-RH sur les cellules somatotropes. Chaque effet décrit correspond a une
différence statistiquement significative (taux de siginification de 5%) entre le

témoin et le test (sauf indication contraire).



4 Résultats

Ce chapitre comprend six grandes parties. Dans la premiére partie, nous
présenterons les caractéristiques générales des cellules somatotropes utilisées dans
cette étude. Dans la seconde partie, nous montrerons que l'effet dépolarisant de la
GH-RH peut étre reproduit par un analogue de 'AMPc (le cpt-AMPc). Dans la
troisidme partie, nous discuterons de notre approche expérimentale. Dans la
quatritme partie, nous décrirons les effets respectifs du cpt-AMPc et de la GH-RH
sur les courants totaux. Les différents courants modulés par le cpt-AMPc et la
GH-RH seront identifiés dans la cinqui¢me partie. Enfin, nous montrerons que la
modulation de ces courants dépend soit d'un effet direct de 1'AMPc, soit de
l'activation de la PKA.

Les résultats présentés dans ce chapitre ont été obtenus sur un ensemble de
305 cellules somatotropes de rat (la distribution des cellules selon les différents

protocoles expérimentaux est présentée dans le Tableau 3).

4.1 Observations générales

Les cellules somatotropes sont rondes, de petite taille (diamétre de l'ordre
de 12 pm) et trés granuleuses. La granulation du cytoplasme tend a diminuer aprés
1 A 2 jours en culture, demeurant toutefois importante. Le choix des cellules lors

des enregistrements a été basé sur les critéres suivants: forme ronde, contour
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cellulaire marqué et forte granulation cytoplasmique (la Figure 7, dans le Chapitre
3, montre une cellule de jour 1 en patch clamp).

Les caractéristiques membranaires et le comportement des cellules
somatotropes observées dans le cadre de cette étude corroborent les observations
décrites auparavant (Kato, 1996; Naumov er al, 1994). En effet, le potentiel de
repos des cellules somatotropes de rat varie entre -60 et -20 mV (Kato, 1996;
Naumov et al., 1994); nous avons évalué ce dernier aux environs de -20 mV sur
un grand nombre de cellules. Les expériences ont été réalisées A 37°C, une
température trés proche de la température physiologique. L'aspect cellulaire (forme
et granulation cytoplasmique) ainsi que I'amplitude des courants mesurés indiquent
que les cellules étaient saines.

De plus, pour les enregistrements en rampes de potentiel en voltage
imposé, les cellules ne répondant pas aux conditions suivantes ont été éliminées de
l'étude: 1) le courant membranaire peut étre mesuré directement a -90 et/ou 15 mV
aprés correction pour la résistance de série; 2) la durée minimale de I'éjection de
cpt-AMPc ou de GH-RH est de 2 min. (2 l'exception des cellules testées avec le
cpt-AMPc en présence de Rp-AMPSc), 3) le seal reste stable durant 'expérience et
enfin 4) la cellule ne présente pas de courant rectifiant entrant dans les conditions

témoins.

4.2 La GH-RH et le cpt-AMPc dépolarisent les cellules somatotropes

Les cellules somatotropes sont des cellules endocrines excitables présentant
des potentiels d'action (P.A). Le potentiel de repos des cellules testées en courant
imposé était maintenu entre -45 et -55 mV afin de mettre en évidence cette activité
(-51 = 1 mV, n=48). 56% des cellules somatotropes de rat testées au jour 0
(n=28/48) présentaient des potentiels d'action (cellule entiére et patch perforé); les
20 autres cellules ne présentaient pas d'activité spontanée quel que soit le potentiel

de repos.
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Nous souhaitions vérifier si la GH-RH dépolarise les cellules somatotropes,
et si cet effet peut étre reproduit par ' AMPc. Pour ce faire, nous avons enregistré
le potentiel membranaire durant 3 min. dans les conditions de courant imposé.
L'éjection de GH-RH 100 nM (patch perforé) ou de cpt-AMPc 0,5 mM (cellule
entiere et patch perforé) a été déclenchée en dedans de quelques sec.ondes suivant
le début de l'enregistrement.

La GH-RH induit une dépolarisation membranaire de 'ordre de 9 + 1 mV;
et cela tant dans les cellules actives (Figure 9A) que dans les cellules silencieuses
(Figure 10A). De plus, la fréquence des potentiels d'action est augmentée par la
GH-RH dans les cellules actives.

Le cpt-AMPc dépolarise également les cellules somatotropes actives et
silencicuses (Figure 9B et C; Figure 10B et C). La dépolarisation moyenne
observée est de 9 = 1 mV en configuration cellule entiére (n=19) et de 11 =1 mV
en configuration patch perforé (n=9). L'effet dépolarisant du cpt-AMPc est
soutenu, et la fréquence des potentiels d'action dans les cellules actives est
augmentée.

Ces résultats suggerent que les effets dépolarisants de I'AMPc sont

effectivement similaires a ceux de la GH-RH.

4.3 Validation de l'utilisation des rampes de potentiel dans I'étude des

courants

4.3.1 La relation I/V classique et par rampe de potentiel

La relation I/V des cellules somatotropes peut étre évaluée sclon deux
approches (Figure 11). La premicre est dite relation I/V classique; elle est obtenue
en soumettant la membrane & des sauts de potentiel croissants de 10 mV d'une
durée de 500 ms de -100 & +20 mV. Les cellules somatotropes présentent des
courants transitoires potassiques I et calciques de type T. Afin de soustraire la

participation de ces courants dans la réponse, nous avons mesuré la valeur
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Figure 9: Dépolarisation membranaire induite par 1'éjection de cpt-AMPc ou
de GH-RH dans une cellule somatotrope active
Le potentiel membranaire est enregistré en courant imposé durant 3 min.

consécutives.

A GH-RH 100 nM est appliqué par €jection par pression a et pour le temps
indiqué par les échelles horizontales. Le potentiel de repos avant 1'éjection
de GH-RH était de --60 mV (ligne fine) (patch perforé)

B cpt-AMPc 0,5 mM est appliqué par éjection par pression a et pour le
temps indiqué par les échelles horizontales. Le potentiel de repos avant

1'éjection de cpt-AMPc était de --56 mV (ligne fine) (cellule entiére)

c cpt-AMPc 0,5 mM est appliqué par éjection par pression a et pour le temps
indiqué par les échelles horizontales. Le potentiel de repos avant 1'éjection
de cpt-AMPc était de -65 mV (ligne fine) (patch perforé).
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Figure 10: Dépolarisation membranaire induite par 1'éjection de cpt-AMPc
ou de GH-RH dans une cellule somatotrope silencieuse
Le potentiel membranaire est enregistré en courant imposé durant 3 min.

consécutives.

A GH-RH 100 nM est appliqué par €jection par pression a et pour le temps
indiqué par les échelles horizontales. Le potentiel de repos avant 1'éjection
de GH-RH était de -61 mV (ligne fine) (patch perforé)

B cpt-AMPc 0,5 mM est appliqué par éjection par pression a et pour le temps
indiqué par les échelles horizontales. Le potentiel de repos avant 1'éjection

de cpt-AMPc était de -56 mV (ligne fine) (cellule entiere)

C cpt-AMPc 0,5 mM est appliqué par éjection par pression A et pour le
temps indiqué par les échelles horizontales. le potentiel de repos avant

1'éjection de cpt-AMPc était de -54 mV (ligne fine) (patch perforé).
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moyenne du courant sur la seconde moitié du saut. Puisque 1'effet dépolarisant de
la GH-RH est soutenu, il est légitime et méme souhaitable d'éliminer les courants
transitoires de 1'€ude. La courbe I/V a été construite en exprimant la valeur
moyenne du courant pour chaque valeur de potenticl. Afin d'étre en mesure de
comparer la trace test et la trace témoin aprés correction pour la résistance de
série, nous avons déterminé la valeur du courant a -90 et +15 mV par interpolation
(ce qui suppose que la relation est linéaire entre les deux point utilisés, ce qui n'est
pas nécessairement le cas). La sec.onde approche consiste A soumettre les cellules
somatotropes & une rampe de potentiel continue de -100 2 +20 mV, tout en
mesurant le courant généré.

La Figure 11 présente l'allure générale de la relation I/V des cellules
somatotropes selon les deux approches. Elle est caractérisée par un courant de
fuite dans les potentiels négatifs, par un courant entrant entre -40 et -20 mV et, par
un courant sortant aux potentiels supérieurs 2 -20 mV. 1l arrive fréquemment que
le courant entrant soit masqué par le courant sortant. En effet, I'amplitude du
courant sortant est trés nettement supérieure 2 l'amplitude du courant entrant.
Dans le cadre de cette étude, nous avons obtenu un courant sortant moyen de
651 = 30 pA (ce courant a été mesuré sur un ensemble de 181 cellules en milieu
HBSS-2Ca”™), dont plus de 10% présentaient un courant sortant supérieur 2 1 nA.

La superpostion des relations I/V (aprés correction pour la résistance de
série) mesurées sur une méme cellule émoigne de la validité des deux approches
(Figure 12).

Nous avons mesuré la relation I/V au terme d'une éjection de 2 min. de cpt-
AMPc 0,5 mM en cellule entiére en sauts de potentiel et en rampe de potentiel.
Les effets du cpt-AMPc sur le courant sortant sont similaires d'un protocole a
l'autre (Figure 13). Cependant, la rampe semble €tre un outil plus sensible pour
mesurer de faibles variations de courant. En effet, nous avons mesuré unc
diminution significative du courant entrant dans les cellules testées avec les rampes

de potentiel (n=16) alors que cette diminution n'a pas été observée en sauts de
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Figure 11: Courants ioniques totaux enregistrés en patch perforé.

Le potenticl de maintien est de -60 mV.

A

La cellule est assujettic 2 des sauts de potentiel croissants de 10 mV, de
-100 2 +20 mV, d'une durée de 500 ms (& gauche). Le courant moyen
durant la seconde moitié de chaque saut est exprimé en fonction du
potentiel membranaire (& droite). Les trois principaux courants exprimées
par les cellules somatotropes sont indiqués: le courant de fuite a gauche, le

courant entrant au centre et le courant sortant a droite.

La cellule est assujettic 2 une rampe de potentiel continue de -100 & +20
mV 2 un taux de 120 mV/s (2 gauche). Les trois principaux courants
exprimés par les cellules somatotropes sont indiqués: le courant de fuite a

gauche, le courant entrant au centre et le courant sortant a droite (2 droite).
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Figure 12: Superposition des courbes I/V mesurées par sauts et par rampe de

potentiel sur une méme cellule en milieu normal.

Le potentiel de maintien était de -60m mV.
La cellule est assujettie 2 une rampe de potentiel continue de -100 a +20
mV a un taux de 120 mV/s, puis 4 des sauts de potentiel croissants de 10
mV, de -100 2 +20 mV, d'une durée de 500 ms.
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Figure 13: Modulation des courants totaux par le cpt-AMPc en cellule entiére
en sauts et en rampe de potentiel.

Le potentiel de maintien est de -60 mV.

A La cellule est assujettie 2 des sauts de potentiel croissants de 10 mV, de
-100 2 +20 mV, d'une durée de 500 ms. Le courant moyen durant la
seconde moiti€é de chaque saut est exprimé en fonction du potentiel
membranaire. Une €jection de 2 min. de cpt-AMPc¢ 0,5 mM diminue le

courant sortant (cercles pleins) par rapport au témoin (carrés).

B La cellule est assujettic 2 une rampe de potentiel continue de -100 A +20
mV a un taux de 120 mV/s. Une éjection de 2 min. de cpt-AMPc 0,5 mM
diminue le courant sortant et le courant entrant (trait fin) par rapport au

témoin (trait épais).



76

Chapitre 4: Résultats

! Im
: =
=
=
- 9
:
& 3 -
52 m
B ‘
w ¥ 1
~e : <
't 1
HE
| | I | | | 0_ _
< =
g §8 § § %
(yd) uemo)

A

Potentiel (mV)

500 —

B

m :
2, H
3] .
£% :
22 H
T T T T 1
() = =] (=] (=]
= & & =
(vd) juemo)

20

-60

-80

-100

Potentiel (mV)



Chapitre 4: Résultats 77

potentiel (n=8). Selon Naumov er al. (1994), les variations de courants 2 l'origine
de la dépolarisation membranaire induite par la GH-RH sont trés faibles, de 1'ordre
de quelques pA. Nous avons donc choisi d'utiliser les rampes de potentiel pour

mener 2 terme cette étude.

4.3.2 Le potentiel de repos des cellules somatotropes

La relation I/V nous permet de déterminer le potentiel d'inversion de la
membrane. Ce point particulier correspond 2 l'inversion du flux ionique (ou plus
simplement a la valeur du potentiel de repos de la cellule). En dega de cette valeur,
le courant est entrant (entrée de cations du milieu extracellulaire vers le cytosol);
au dela de celle-ci, le courant est sortant (sortie de cations du cytosol vers le milieu
extracellulaire). Le potenticl d'inversion dans les cellules testées est de l'ordre de
-22 =+ 1 mV en configuration patch perforé (n=135) et de -20 + 2 mV en

configuration cellule entiére (n=58).

4.3.3 Validation de I'utilisation d'un systéme d'éjection par pression

Afin de vérifier si I'éjection par pression ne modifie pas les propriétés
électriques de la membrane des cellules somatotropes, nous avons évalué la
relation I/V avant et suivant l'éjection de HBSS-2Ca™" par une rampe de potentiel.
Une éjection de 2 min. dHB §S-2Ca™ n'a d'effet ni sur les courants entrants ni sur
les courants sortants (n=11) (Figure 14). Ces résultats indiquent que la pression
appliquée dans l'environnement immédiat des cellules somatotropes ne perturbe
pas la membrane; toutes les variations de courants mesurées sont donc imputables
a l'activité cellulaire basale, a la GH-RH, aux analogues de 'AMPc ou aux milieux

extracellulaires modifiés.

Résumé
D'une mani¢re générale, les relations I/V obienues par sauts et rampe de

potentiel sont équivalentes. Toutefois, la rampe semble étre un outil plus sensible
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Figure 14: Relation I/V avant et suivant une éjection de milien HBSS 2Ca™.
Le potentiel de maintien est de -60 mV. Le potentiel membranaire varie de -100 a

+20 mV 2 un taux de 120 mV/s.

La courbe I/V témoin et la courbe I/V aprés une €jection continue de 2

min. de milien HBSS 2Ca** sont superposées.
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pour mesurer de faibles variations de courants. La relation I/V nous permet en
outre de déterminer la voltage-dépendance de certains courants, mais également de
mesurer le potentiel de repos.

Le systtme d'éjection utilisé est adéquat pour I'étude des modulations des
courants ioniques induit par le cpti-AMPc et la GH-RH, puisque la pression
appliquée ne perturbe pas les proprié¢iés €lectriques de la membrane des cellules

somatotropes.

4.4 Effets du cpt-AMPc et de la GH-RH sur les courants ioniques totaux

La dépolarisation membranaire observée lors des enregistrements en
courant imposé suggére la modulation de certaines conductances ioniques par la
GH-RH et le cpt-AMPc. Afin de tester cette hypothése et de déterminer quels sont
les conductances modulées, nous avons évalué les effets du cpt-AMPc et de la

GH-RH sur les courants ioniques totaux.

4.4.1 Le courant de fuite

Afin d'évaluer les effets du cpt-AMPc et de la GH-RH sur le courant de
fuite dans les potenticls négatifs, nous avons soumis les cellules somatotropes a
une éjection continue de cpt-AMPc 0,5 mM ou de GH-RH 100 nM. La relation
I/V a été mesurée durant 1'éjection au terme de 2 min.

Le cpt-AMPc diminue le courant de fuite par rapport au témoin. Ceci a été
observé tant en configuration cellule entiére (n=16) qu'en configuration patch
perforé (n=24). Cette diminution est de l'ordre de 20 + 7% et de 6 + 6%
respectivement (Figure 15).

La GH-RH n'a pas deffet sur le courant de fuite (n=28). En effet
'amplitude du courant de fuite ne varie pas suivant l'éjection de GH-RH 100 nM

par rapport au témoin (n=28) (Figure 15).
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Figure 15: Modulation du courant de fuite par le cpt-AMPc et la GH-RH
mesuré a -90 mV

Un astérisque (*) indique les variations significatives par rapport au témoin.

Panneau supérieur
Le courant de fuite est exprimé par la variable i/i max dans la situation
témoin (HBSS 2Ca’), suivant une jection continue de 2 min. de HBSS
2Ca™, cpt-AMPc 0,5 mM (cellule entiere et patch perforé) ou GH-RH 100
nM (patch perforé).

Panneau inférieur
Les variations du courant de fuite sont exprimées en pourcentages par

rapport au témoin.
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Ces résultats semblent indigquer que le cpt-AMPc inhibe partiellement un
courant de fuite & -90 mV. La GH-RH ne semble toutefois ne pas avoir d'effet sur

le courant de fuite total.

4.4.2 Le courant sortant

Afin d'évaluer les effets du cpt-AMPc et de la GH-RH sur le courant
sortant total, nous avons soumis les cellules somatotropes a une éjection de 2 min.
de cpt-AMPc 0,5 mM ou de GH-RH 100 nM. La relation I/V a ét€ mesurée durant
l'éjection au terme de 2 min..

Le cpt-AMPc diminue le courant sortant par rapport au témoin. Ceci a été
observé en configuration cellule entire (n=16) et en configuration patch perforé
(n=24). La diminution moyenne est de 30 = 5% et 7 = 3% respectivement (Figure
16).

La GH-RH ne semble pas affecter le courant sortant total. L'amplitude du
courant n'est pas statistiquement différente entre la situation témoin et suivant une
¢jection de 2 min. de GH-RH (n=28) (Figure 16).

Ces résultats suggérent que le cpt-AMPc inhibe particllement un courant
sortant dans les potentiels positifs. La GH-RH ne semble toutefois pas avoir d'etfet

sur le courant total.

Résumé
Le cpt-AMPc semble inhiber le courant de fuite et le courant sortant total
des cellules somatotropes. La GH-RH, en revanche, ne semble pas avoir d'effet

apparent sur les courants totaux (courant de fuite et courant sortant).

4.5 Identification des courants modulés par le cpt-AMPc et la GH-RH

Afin de vérifier quels sont les courants modulés par le cpt-AMPc et de

vérifier si la GH-RH n'affecte pas certains courants qui pourraient étre masqués par
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Figure 16: Modulation du courant sortant par le cpt-AMPc et la GH-RH
mesuré a +15 mV

Un astérisque (*) indique les variations significatives par rapport au témoin.

Panneau supérieur
Le courant sortant est exprimé par la variable 1i max dans la situation
témoin (HBSS 2Ca*"), suivant une éjection continue de 2 min. de HBSS
2Ca”, cpt-AMPc (0,5 mM (cellule entiére et patch perforé) ou GH-RH 100
nM (patch perfor€).

Panneau inférieur
Les variations du courant sortant sont exprimées en pourcentages par

rapport au témoin.
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les courants totaux, nous avons évalué les effets de ces derniers en soumettant les
cellules somatotropes a des milieux extracellulaires modifiés (appauvrissement en

certains ions et utilisations de différents antagonistes des canaux ioniques).

4.5.1 Courant de fuite

4.5.1.1 Caractérisation du courant de fuite dans les cellules somatotropes

Milieu contenant un inhibiteur des canaux potassiques (HBSS-TEAD)

Afin de vérifier quelle est l'importante de la fuite potassique dans les
cellules somatotropes, nous avons mesur€ la relation I/V par rampe de potentiel
continue dans chacune des conditions suivantes:

o les cellules placées dans un milieu normal HBSS-2Ca**

« 2 la fin de 15 sec. éjection de HBSS-TEAD (5,7 mM)

« apres une période de repos d'l min.

Le courant de fuite suivant lI'éjection de TEA diminue par rapport au
témoin. Cette diminution est de l'ordre de 11 + 9% en configuration cellule entiére
(n=12) et de 22 + 3% en configuration patch perforé (n=23). Ces résultats
suggrent quenviron 10 & 20% de la fuite exprimée par les cellules somatotropes

est une conductance potassique.

Milieu appauvri en calcium (HBSS-0Ca)

Afin de vérifier si une partie du courant de fuite exprimé par les cellules
somatotropes est calcium-dépendant, nous avons mesuré la relation I/V par rampe
de potentiel continue dans chacune des conditions suivantes:;

« les cellules placées dans un milieu normal HBSS-2Ca’*

« A la fin de 15 sec. éjection de HBSS-0Ca’*

« aprés une période de repos d'l min.
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Le courant de fuite suivant le retrait des ions Ca** augmente par rapport au
témoin. Cette augmentation est de l'ordre de 24 + 9% (n=14) en configuration
cellule entiere et de 78 + 16% en configuration patch perforé (n=23). L'amplitude
du courant de fuite revient a sa valeur initiale aprés une période de repos d'une

min.. Ceci suggére qu'une partie de la fuite est calcium-dépendante.

4.5.1.2 Courants de fuite modulés par le cpt-AMPc et la GH-RH

Milieu contenant un inhibiteur des canaux potassiques (HBSS-TEAb)

Afin d'évaluer l'effet du cpti-AMPc et de la GH-RH sur les fuites sodiques
et calciques, nous avons mesuré€ la relation I/V des cellules somatotropes en
présence d'un inhibiteur des canaux potassiques (TEA 5,7 mM). Les relations I/V
ont été mesurées dans chacune des conditions suivantes durant I'éjection au terme
de la durée indiquée:

« Ies cellules placées dans un milieu normal HBSS-2Ca™

4 la fin de 15 sec. éjection de HBSS-TEAb

e aprés 1 min. de repos suivant 'éjection

« 3 la fin de 2 min, d'éjection de cpt-AMPc 0,5 mM ou GH-RH 100 nM

« 2 la fin de 15 sec. d'¢jection de HBSS-TEADb

L'éjection de cpt-AMPc 0,5 mM + TEA n'affecte pas le courant de fuite de
maniere significative par rapport a une éjection seule de TEA. Ceci a été observé
tant cn cellule entiere (n=12) qu'en patch perforé (n=8). En revanche, 1'€jection de
GH-RH 100 nM + TEA augmente le courant de fuite par rapport & une éjection
seule de TEA. Cette augmentation est de l'ordre de 13 + 5% (n=13) (Figure 17).
Ces résultats suggérent que le courant inhibé par le cpt-AMPc est TEA-sensible, et

que la GH-RH activerait un courant TEA-insensible.
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Figure 17: Modulation du courant de fuite par la GH-RH mesuré a -90 mV
en présence de TEA
Un double astérisque (**) indique la variation significative par rapport au TEA

seul.

Panneau supérieur
Le courant de fuite est exprimé par la variable i/i max suivant une éjection
continue de 15 sec. de 5,7 mM TEA, et suivant une éjection de 15 sec de
5,7 mM TEA en présence de GH-RH 100 nM (patch perforé).

Panneau inférieur
La variation du courant de fuite est exprimée en pourcentages par rapport
au TEA.
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Milieu appauvri en calcium et contenant un antagoniste des canaux
potassiques (HBSS-0Ca + TEA)

Afin d'isoler la fuite sodique, nous avons mesuré la relation I/V par rampe
de potentiel continue en soumettant les cellules somatotropes 2 un milicu
extracellulaire appauvri en ions calcium et contenant un inhibiteur des canaux
potassiques. Les rclations I/V ont €ét¢ mesurées dans chacune des conditions
suivantes durant 1'éjection au terme de la durée indiquée:

« les cellules placées dans un milieu normal HBSS-2Ca

« 2 1a fin de 15 sec. d'éjection de HBSS-0Ca™ + TEA (10 mM)

e aprés 1 min. de repos suivant I'éjection

e 2 la fin de 2 min. d'éjection de cpt-AMPc 0,5 mM ou GH-RH 100 nM

e A1a fin de 15 sec. d'éjection de HBSS-0Ca™ + TEA

L'éjection de milieu 0Ca®* + TEA dans l'environnement immédiat des
cellules somatotropes augmente le courant de fuite par rapport au témoin. Ceci a
été observé tant en configuration cellule entiere (n=13) qu'en configuration patch
perforé (n=15). Cette augmentation est de l'ordre de 21 + 4% et de 32 = 9%
respectivement (T Cette valeur correspond a la variation du courant de fuite
observée dans les cellules qui ont été testée avec le cpt-AMPc (n=8) ou avec la
GH-RH (n=7) en patch perforé).

Le cpt-AMPc diminue le courant de fuite par rapport au témoin. Ceci a été
observé tant en configuration cellule entitre (n=13) qu'en configuration patch
perforé (n=8). La diminution est de lordre de 7 + 8% et de 17 = 7%
respectivement. Ces diminutions sont similaires 2 celles que nous avions observées
lors de I'éjection de cpt-AMPc en milien HBSS-2Ca’ sans autre traitement
préalable (cf. 4.4.1). En effet, la valeur du courant de fuite 1 min. suivant 1'éjection
de 0Ca’™ + TEA est différente de celle du témoin (+12 = 10% en configuration
cellule entiére et -9 + 5% en configuration patch perforé). La GH-RH n'affecte pas

le courant de fuite par rapport au témoin (n=7) (Figure 18).
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Figure 18: Modulation du courant de fuite par le cpt-AMPc et la GH-RH
mesuré a -90 mV en présence de 0Ca + TEA.

Un astérisque (*) indique les variations significatives par rapport au €moin.

Panneau supérieur
Le courant de fuite est exprimé par la variable i max dans la situation
émoin (HBSS 2Ca®), suivant une éjection continue de 15 sec. de 0Ca +
10 mM TEA et une éjection continue de 2 min. de cpt-AMPc (0,5 mM
(cellule entiere et paich perforé) ou GH-RH 100 nM (patch perforé).

Panneau inférieur
Les variations du courant de fuite sont exprimées en pourcentages par

rapport au témoin.
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Le courant de fuite suivant éjection de 0Ca™ + TEA + cpt-AMPc 0,5 mM
n'est pas statistiquement différent du courant de fuite suivant 'éjection seule de
0Ca™ + TEA (configuration cellule entigre et patch perforé). Ceci suggere que le
cpt-AMPc n'affecte pas la fuite sodique (Figure 18). Cependant, 1'éjection de 0Ca”*
+ TEA suivant 1'éjection de GH-RH augmente I'amplitude de la fuite par rapport a
une éjection seule de 0Ca’™ + TEA (37 + 11% vs 60 = 14%) (Figure 18). Ceci
semble indiquer que la GH-RH active un courant de fuite sodique dans les

potentiels négatifs.

Milieu appauvri en sodium et contenant un antagoniste des canaux
potassiques (HBSS-0Na + TEA)

Afin de vérifier si le cpt-AMPc ou la GH-RH module un autre courant dans
les potentiels négatifs outre les fuites sodique et potassique, nous avons mesuré la
relation I/V par rampe de potentiel dans chacune des conditions suivantes:

e les cellules placées dans un milieu normal HBSS-TEAa (22 mM)

« 2 la fin de 15 sec. d'éjection de HBSS-ONa" + TEAa

» 2 la fin de 2 min. d'éjection de cpt-AMPc 0,5 mM ou GH-RH 100 nM +

TEAa

« 2 1a fin de 15 sec. d'éjection de HBSS-ONa' + TEAa

La solution intracellulaire d'enregistrement contenait des ions césium qui
poss¢dent la propriété de bloquer les canaux potassiques a partir de la face
intracellulaire de la membrane. Les courants de fuite ont une amplitude
relativement faible; lutilisation combinée de deux antagonistes des canaux
potassiques optimisent la sensibilit¢ des mesures.

L'application de ONa” + TEA dans l'environnement immédiat des cellules
somatotropes diminue le courant entrant de 27 + 2% (n=24) par rapport au émoin
(TEA). Cette diminution moyenne a été calculée sur l'ensemble des cellules testées
avec le cpt-AMPc (n=14) ou la GH-RH (n=10) (Figure 19) en configuration patch
perforé. Ceci suggére que le quart de la fuite TEA-insensible est sodique.
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Figure 19: Modulation du courant de fuite par le cpt-AMPc et la GH-RH
mesuré a -90 mV en présence de ONa + TEA.

Un astérisque (*) indique les variations significatives par rapport au témoin.

Panneau supérieur
Le courant de fuite est exprimé par la variable /i max dans la situation
témoin (22 mM TEA), suivant une éjection continue de 15 sec. de ONa +
22 mM TEA ct une éjection continue de 2 min. de cpt-AMPc 0,5 mM
(patch perforé) ou GH-RH 100 nM (patch perforé).

Panneau inférieur
Les variations du courant de fuite sont exprimées en pourcentages par

rapport au témoin.
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Le cpt-AMPc diminue le courant de fuite de 5 + 4% par rapport a la
situation témoin (TEA). De plus I'éjection de ONa + TEA + cpt-AMPc¢ ne modific
pas le courant de fuite par rapport a 1'éjection seule de ONa + TEA.

La GH-RH n'a pas d'effet sur le courant de fuite en absence de sodium
extracellulaire et en présence d'antagoniste des canaux potassiques. (Figure 19).
Ces résultats suggerent que le cpt-AMPc semble moduler un courant différent de
la fuite sodique et de la fuite TEA-sensible, et la GH-RH n'agirait que sur la fuite

sodique.

Résumé

Le courant de fuite des cellules somatotropes comprend notamment un
courant potassique, un courant sodique et un courant calcium-dépendant.

En regard des résultats présentés, le cpt-AMPc inhiberait un courant de
fuite TEA-sensible et un courant de fuite TEA-insensible, et 1a GH-RH activerait

un courant de fuite sodique.

4.5.2 Le courant sortant

Milieu contenant un antagoniste des canaux potassiques (HBSS-TEb)

Afin de vérifier si le cpt-AMPc module une courant potassique dans les
potentiels positifs, nous avons mesuré la relation I/V par rampe de potentiel
continue dans chacune des conditions suivantes:

« les cellules placées dans un milieu normal HBSS-2Ca**

e 2 la fin de 15 sec. d'éjection de HBSS-TEAb

« aprés 1 min. de repos suivant 1'éjection

« 3 1a fin de 2 min. d'éjection de cpt-AMPc 0,5 mM (ou GH-RH 100 nM)

« A la fin de 15 sec. d'éjection de HBSS-TEAb
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Nous avons également testé les effets de la GH-RH sur le courant sortant
dans ces conditions afin de nous assurer que la GH-RH ne module pas un courant
masqué par les courants potassiques.

L'application de milieu TEA dans l'environnement immédiat des cellules
somatotropes diminue le courant sortant par rapport au émoin. Ceci a été observé
tant en configuration cellule entiére (n=12) qu'en configuration patch perforé
(n=21). La diminution moyenne est de 78 + 6% et de 73 + 2%, respectivement
(1 Cette valeur correspond a la variation du courant sortant observée dans les
cellules qui ont été testées avec le cpt-AMPc (n=8) ou avec la GH-RH (n=13) en
configuration patch perforé). La concentration de TEA utlisée lors de ces
expériences était de 5,7 mM. Cette concentration est relativement faible et nous
permet de dire que le courant potassique représente au moins 75% du courant
sortant total exprimé par les cellules somatotropes.

Le cpt-AMPc diminue de 48 + 7% le courant sortant en configuration
cellule entiére (n=12). En configuration patch perforé, la diminution du courant
n'est pas significative (n=8) (Figure 20). La diminution du courant sortant par le
cpt-AMPc en configuration cellule entitre semble supérieure a la diminution
observée lors de l'éjection de cpt-AMPc en milieu HBSS-2Ca®* sans autre
traitement préalable (cf. 4.4.2). Cependant, I'amplitude du courant sortant total
1 min. suivant la premiére €jection de TEA est plus faible qu'elle n'était au début de
l'expérience (diminution de 14 + 7%). La GH-RH n'affecte pas le courant sortant
(n=13) confirmant lcs résultats obtenus précédemment (Figurc 20).

La diminution du courant sortant induite par le TEA est similaire avant et
suivant 1'éjection de cpt-AMPc (configuration cellule entiére et patch perforé) et de
GH-RH (configuration patch perfor€).

Ces résultats suggerent que le cpt-AMPc inhibe un courant potassique. De
plus la diminution induite par le cpt-AMPc étant inférieure A celle induite par le

TEA, le courant potassique ne serait que partiellement inhibé par le cpt-AMPc.
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Figure 20: Modulation du courant sortant par le cpt-AMPc et la GH-RH
mesuré a +15mV en présence de TEA

Un astérisque (*) indique les variations significatives par rapport au témoin.

Panneau supérieur
Le courant de fuite est exprimé par la variable i/i max dans la situation
témoin (HBSS 2Ca’™), suivant une éjection continue de 15 sec. de 5,7 mM
TEA et une éjection continue de cpt-AMPc¢ 0,5 mM (cellule entiére et
patch perforé) ou GH-RH 100 nM (patch perforé).

Panneau inférieur
Les variations du courant de fuite sont exprimées en pourcentages par

rapport au témoin.
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Milieu appauvri en calcium (HBSS-0Ca)

Afin de vérifier si le courant potassique modulé par le cpt-AMPc dans les
potentiels positifs est calcium-dépendant, nous avons mesuré la relation I/V par
rampe de potentiel continue dans chacune des conditions suivantes:

« les cellules placées dans un milieu normal HBSS-2Ca’*

« 4 la fin de 15 sec. éjection de HBSS-0Ca™

e aprés 1 min. de repos suivant I'éjection

« 2 1a fin de 2 min. d'éjection de cpt-AMPc 0,5 mM (ou GH-RH 100 nM)

« 21a fin de 15 sec. Gjection de HBSS-0Ca**

Nous avons €galement testé les effets du GH-RH sur le courant sortant
dans ces conditions.

Le courant sortant est sensible au calcium. En effet, I'application de 0Ca™
dans l'environnement immédiat des cellules somatotropes, induit une diminution du
courant sortant par rapport au témoin. Ceci a été observé tant en configuration
cellule entiere (n=15) qu'en configuration patch perforé (n=23). La diminution
moyenne est de 1'ordre de 35 + 4% et de 72 + 5%, respectivement (} cette valeur
réfere A la diminution moyenne observée sur les cellules testées avec le cpt-AMPc
ou la GH-RH) (Figure 21). La diminution du courant est plus importante d'un
facteur de 2 en patch perforé qu'en cellule entiére.

Le cpt-AMPc diminue le courant sortant par rapport au témoin (Figure 21).
La diminution moyenne est de l'ordre de 41 + 7% en configuration cellule entiére
(n=15) et 9 + 7% et en configuration patch perforé (n=13). Bien que la diminution
du courant sortant induite par le cpt-AMPc semble &tre supérieure 2 la diminution
observée lors de 1'éjection de cpt-AMPc en milieu HBSS-2Ca” en absence de
traitement préalable (cf 4.4.2), elles sont comparables. En effet, 'amplitude du
courant total est plus faible 1 min. suivant I'éjection de 0Ca™ qu'elle ne 1'était au
début de l'expérience (la diminution est de 11 + 5% en cellule entiére et de 6 + 2%
en patch perforé). Les effets d'un retrait du calcium extracellulaire sont réversibles,

au moins partiellement.
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Figure 21: Modulation du courant sortant par le cpt-AMPc et la GH-RH
mesuré 2 +15 mV en présence de 0Ca**

Un astérisque (*) indique les variations significatives par rapport au témoin.

Panneau supérieur
Le courant de fuite est exprimé par la variable i/i max dans la situation
témoin (HBSS 2Ca’"), suivant une éjection continue de 15 sec. de 0Ca et
une éjection continue de 2 min. de cpt-AMPc 0,5 mM (cellule entiere et

patch perforé) ou GH-RH 100 nM (patch perforé).

Panneau inférieur

Les variations du courant de fuite sont exprimées en pourcentages par

rapport au témoin.
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La GH-RH diminue le courant sortant de 10 + 6% (n=10) (Figure 21).
Cette diminution peut également étre attribuée aux effets prolongés du milieu
HBSS-0Ca®™, puisque I'amplitude du courant 1 min. suivant I'éjection de 0Ca’* est
plus faible que l'amplitude du témoin (diminution de 12 * 2%), et n'est pas
différente de celle du courant suivant 1'éjection de GH-RH (Figure 21).

La diminution du courant sortant induite par le 0Ca”" est similaire avant et
suivant I'éjection de cpt-AMPc (configuration cellule entiere et patch perforé), et
de GH-RH. Ces résultats suggérent que le cpt-AMPc¢ module un courant
potassique calcium-dépendant (Ikca).

Milieu appauvri en calcium et contemant un antagoniste des canaux
potassiques (HBSS-0Ca’* + TEA)

Afin de vérifier si le cpt-AMPc module un autre courant dans les potentiels
positifs outre un courant potassique calcium-dépendant, nous avons mesuré la
relation I/V par rampe de potentiel continue dans chacune des conditions
suivantes:

« les cellules placées dans un milieu normal HBSS-2Ca’

« 2 1a fin de 15 sec. éjection de HBSS-0Ca>* + TEA (10 mM)

e apres 1 min. de repos suivant 1'éjection

« 2 la fin de 2 min. d'éjection de cpt-AMPc 0,5 mM (ou GH-RH 100 nM)

« 2 la fin de 15 sec. éjection de HBSS-0Ca™ + TEA

Nous avons également évalué les effets de la GH-RH sur le courant sortant
dans ces conditions.

L'application de 0Ca™ + TEA dans l'environnement immédiat des ccllules
somatotropes, diminue grandement le courant sortant par rapport au témoin. Ceci
a été observé tant en configuration cellule entiére (n=13) qu'en configuration patch
perforé (n=18) (Figure 22). La diminution moyenne observée est de 89 + 2% et de
86 + 1%, respectivement (T cette valeur référe a la diminution moyenne observée

sur les cellules testées avec le cpt-AMPc¢ (n=9) ou la GH-RH (n=9) en patch
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Figure 22: Modulation du courant sortant par le cpt-AMPc et la GH-RH

mesuré a +15 mV en présence de 0Ca + TEA

Un astérisque (*) indique les variations significatives par rapport au {émoin.

Panneau supérieur
Le courant de fuite est exprimé par la variable i/i max dans la situation
témoin (HBSS 2Ca’), suivant une éjection continue de 15 sec. de 0Ca +
10 mM TEA ct une €jection continue de 2 min. de cpt-AMPc¢ 0,5 mM
(cellule entiere et patch perforé) ou GH-RH 100 nM (patch perforé).

Panneau inférieur

Les variations du courant de fuite sont exprimées en pourcentages par

rapport au témoin.
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perforé). Ceci suggeére que la presque totalité du courant sortant exprimé par les
cellules somatotropes est un courant potassique, dont une partie est calcium-
dépendante. La concentration de TEA utilisée dans ce protocole est de 10 mM. De
fait, le nombre de canaux potassiques inhibés dans ce milieu est plus importante
qu'il ne 1'était dans le milieu TEAD.

La diminution du courant sortant induite par le cpt-AMPc tant en
configuration cellule entitre (n=13) qu'en configuration patch perforé (n=9)
(Figure 22) est nettement plus importante que celles observées précédemment (cf.
4.4.2). La diminution moyenne est de 71 + 4% et de 30 + 8%, respectivement. La
faible variation du courant sortant entre le t€moin et le retour n'explique pas ces
différences. Il semble donc que les effets du cpt-AMPc sont amplifiés par une
éjection préalable de 0Ca®* + TEA.

La GH-RH n'a pas deffet sur le courant sortant, et ceci malgré I'éjection
préalable de 0Ca™ + TEA (n=9) (Figure 22).

La diminution du courant sortant induite par le 0Ca’" + TEA est similaire
avant et suivant l'éjection de cpt-AMPc (configuration cellule entitre et patch
perforé), et de GH-RH. Ces résultats suggerent que le cpt-AMPc¢ ne module pas

un autre courant que le courant Ixc, décrit précédemment.

Résumé

Le courant sortant exprimé par les cellules somatotropes est principalement
potassique et majoritairement calcium-dépendant. Le cpt-AMPc semble inhiber un
courant potassique calcium-dépendant. En revanche, ces résultats suggérent que la

GH-RH n'a pas d'effet apparent sur le courant sortant.

4.6 Implication de la PKA dans la dépolarisation membranaire

Les résultats présentés dans la sec.tion précédente tendent 2 montrer que la

GH-RH active un courant de fuite sodique dans les potentiels négatifs, et que le
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cpt-AMPc inhibe partiellement un courant sortant potassique calcium-dépendant,
ainsi qu'un courant de fuite potassique. Ces événements pourraient &tre a l'origine
de la dépolarisation membranaire observée lors de la stimulation des cellules
somatotropes par ces deux substances. La modulation des courants ioniques
impliquent souvent la phosphorylation du canal par une protéine kinase, et plus
particulierement par la PKA.

Afin de vérifier si I'un ou l'autre des courants modulés par le cpt-AMPc ou
la GH-RH implique la PKA, nous avons reproduit les expériences témoins
précédentes en utilisant des inhibiteurs de la PKA tels que 1a H89 et le Rp-AMPSc.
La H89 agit sur la sous-unité catalytique de la PKA (Chijiwa er al., 1990, Wong et
al., 1995), alors que le Rp-AMPSc agit sur la sous-unité régulatrice (Rothermel et
Botelho, 1988; Wong et al., 1995). Ces expériences ont été réalisées uniquement

en configuration patch perforé.

4.6.1 Modulation du courant de fuite par les analogues de I'AMPc et la

GH-RH

Milieu HBSS-H89

L'implication de la PKA dans la modulation du courant de fuite par le cpt-
AMPc, et la GH-RH a été évaluée dans un milien contenant H89 3 uM. Nous
avons choisi cette concentration, car elle est environ 60 fois plus importante que le
Ki de la H89 pour la PKA (48 nM) (Chijiwa et al., 1990). De plus, Wong et al.
(1995) ont montré que cette concentration correspond a une inhibition de 50% de
la PKA des cellules somatotropes de rat. Une éjection de 2 min. de HBSS-2Ca™*
induit une diminution du courant de fuite de 1'ordre de 14 + 5,3%.

Nous avons testé un sec.ond analogue exogéne de I'AMPc pour ce
protocole: le db-AMPc & 5 mM. C'est la concentration de db-AMPc qui stimule de
fagon maximale la sécrétion de GH (Sheppard et al., 1980).
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Le cpt-AMPc (€jection de 2 min.) et le db-AMPc (éjection de 2 min.)
diminuent le courant de fuite de 15 + 8% (n=7) et de 28 = 7% (n=9),
respectivement. Le cpt-AMPc a été dilué dans un milieu HBSS-2Ca™* contenant
H89 3 uM; le db-AMPc¢ a été dilué dans un milicu HBSS-normal. En revanche, la
GH-RH n'a pas d'effet sur le courant de fuite en présence de l'inhibiteur (n=7). Ces
résultats sont présentés sur la Figure 23A. Leur interprétation est délicate. En
effet, les diminutions produites par les éjections de HBSS-2Ca’* et de cpt-AMPc
sont équivalentes. Le fait que la diminution induite par le db-AMPc est plus
importante que ces dernires suggére que cet effet est vrai et quil serait
indépendant de 1a PKA. De plus, I'absence de diminution de la fuite par la GH-RH
en H89 suggere qu'elle augmente un courant qui est du méme ordre que celui
inhibé par le HBSS-2Ca’™"; cette augmentation ne dépendrait pas de I'activation de
la PKA.

Milieu HBSS-Rp-AMPSc

Une €jection de 1 min. de ¢pt-AMPc diminue le courant de fuite de
16 = 4% en présence de Rp-AMPSc 100 uM (n=9) (Figure 23B).

La GH-RH diminue €galement le courant de fuite en présence de 100 uM
de Rp-AMPSc. Nous avons choisi cette concentration, car clle est environ 10 fois
plus importante que le Ki du Rp-AMPSc pour la PKA (Dostmann et al., 1990). De
plus, Wong et al. (1995) ont montré que cette concentration correspond A une
inhibition de 40 a4 50% de la PKA des cellules somatotropes de rat. La diminution
moyenne est de 25 + 5% (n=5) (Figure 23B).

Les résultats obtenus avec le cpt-AMPc sont qualitativement similaires 2
ceux obtenus avec les deux analogues de 'AMPc en présence de H89. Ceci
suggere que l'inhibition du courant de fuite par 'AMPc ne dépend effectivement
pas de l'activation de la PKA. Nous n'avons pas de situation témoin (éjection de

HBSS-2C33+), ce qui rend difficile l'interprétation des résultats obtenus avec la
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Figure 23: Modulation du courant de fuite par des analogues de 'AMPc et la
GH-RH mesuré a -90 mV en présence d'inhibiteurs de la PKA.

Un astérisque (*) indique les variations significatives par rapport au témoin.

A:

Panneau supérieur

Le courant de fuite est exprimé par la variable /i max dans la situation
témoin (H89 3 pM), suivant une éjection continue de 2 min. de HBSS
2Ca™, cpt-AMPc 0,5 mM, db-AMPc 5 mM ou GH-RH 100 nM en
présence de H89 3 uM.

Panneau inférieur
Les variations du courant de fuite sont exprimées en pourcentages par

rapport au témoin.

Panneau supérieur

Le courant de fuite est exprimé par la variable i/i max dans la situation
émoin (Rp-AMPSc 100 pM), suivant une éjection continue de 2 min. de
cpt-AMPc 0,5 mM ou GH-RH 100 nM en présence de Rp-AMPSc 100
uM.

Panneau inférieur
Les variations du courant de fuite sont exprimées en pourcentages par

rapport au témoin.
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GH-RH. Les faibles quantités disponibles et le coit élevé de ces produits étaient

deux obstacles a la réalisation des expériences témoins.
4.6.2 Modulation du courant sortant par le cpt-AMPc et la GH-RH

Milieu HBSS-H89

L'éjection de HBSS-2Ca’" en présence de milieu ne modifie pas le courant
sortant de maniére significative par rapport au témoin (n=7) (Figurc 24A).
L'éjection de cpt-AMPc 0,5 mM induit une forte augmentation du courant sortant
de 131 + 37% (n=6) (Figure 24A). Cette augmentation est largement supérieure a
celle observée avec I'éjection de milicu normal. Le db-AMPc induit également une
forte augmentation du courant sortant, soit 99 + 39% (n=8) (Figure 24A). Ces
résultats suggeérent que 1'inhibition partielle du courant sortant potassique calcium-
dépendant est imputable & l'activation de la PKA. Si cela n'était pas le cas,
l'augmentation du courant sortant induite par les analogues serait similaire 2 celle
observée avec 1'éjection témoin de HBSS-2Ca™.

L'éjection de GH-RH augmente le courant sortant de 74 + 27% (n=7)
(Figure 24A). Cette augmentation est supérieure a celle observée suivant I'éjection
de HBSS. Elle n'est donc pas imputable 2 1'éjection elle-méme, mais A un effet de la
GH-RH. Cependant clle est plus faible que celle observée avec le cpt-AMPc. Ces
résultats sugglrent que la GH-RH pourrait activer une conductance potassique,

mais que cet effet est masqué par l'inhibition d'autres courants.

Milieu HBSS-Rp-AMPSc

L'éjection d'une min. de cpt-AMPc en présence de Rp-AMPSc 100 uM
augmente le courant sortant de 34 + 14% (n=6) (Figure 24B)

L'éjection de 2 min. de GH-RH augmente le courant sortant de 31 + 7%
(n=5) en présence de Rp-AMPSc 100 pM (Figure 24B). Nous n'avons pas

déjection témoin HBSS-2Ca® pour cet inhibiteur, ce qui rend équivoque
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Figure 24: Modulation du courant sortant par des analogues de I'AMPc et la
GH-RH mesuré a +15 mV en présence d'inhibiteurs de la PKA

Un astérisque (*) indique les variations significatives par rapport au témoin.

A Panneau supérieur
Le courant sortant est exprimé par la variable i/i max dans la situation
témoin (H89 3 uM), suivant une éjection continue de 2 min. de HBSS
2Ca’™, cpt-AMPc 0,5 mM, db-AMPc 5 mM ou GH-RH 100 nM en
présence de H89 3 uM.

Panneau infériear
Les variations du courant sortant sont exprimées en pourcentages par

rapport au témoin.

B Panneau supérieur
Le courant sortant est exprimé par la variable ii max dans la situation
témoin (Rp-AMPSc 100 pM), suivant une éjection continue de 2 min. de
cpt-AMPc 0,5 mM ou GH-RH 100 nM en présence de Rp-AMPSc 100
puM.

Panneau inférieur
Les variations du courant sortant sont exprimées en pourcentages par

rapport au témoin.
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I'interprétation de ces résultats. A nouveau, les faibles quantités disponibles et le
cofit élevé de ces produits €taient deux obstacles 2 la réalisation des expériences
témoins. Toutefois, nous avons obtenu, qualitativement, les mémes résultats
qu'avec la H89. De fait, sans les confirmer directement, ces observations
renforcent nos conclusions sur T'activation directe des canaux potassiques par

I'AMPc, et par la GH-RH par l'intermédiaire de ' AMPc.

Résumé

L'inhibition du courant de fuite TEA-sensible par le cpt-AMPc et
l'activation de la conductance de fuite sodique par la GH-RH scraient indépendants
de l'activation de la PKA.

Le cpt-AMPc activerait directement une conductance sortante. La GH-RH
pourrait activer une conductance potassique sortante par un effet direct de 1'AMPc,

mais cet effet serait masqué par I'inhibition d'autres courants par la PKA.

4.7 Résumé des résultats

La sensiblité des rampes de potentiel pour 1'étude des relations I/V des
cellules somatotropes justifiait leur utilisation dans le cadre de cetie étude. De plus,
les variations de courants mesurées sont imputables a l'activité cellulaire basale et
stimulée, et non pas 2 I'€jection elle-méme.

L'effet dépolarisant de la GH-RH peut étre reproduit par le cpt-AMPc. La
dépolarisation est soutenue (plusieurs dizaines de sec.ondes) et la fréquence des
potenticls d'action augmente dans les cellules actives.

Le courant de fuite exprimé par les cellules somatotropes comprend
notamment, une composante potassique TEA-sensible c¢t TEA-insensible, une

composante sodique, et une composante calcium-sensible.
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Le cpt-AMPc inhibe un courant TEA-sensible et TEA-insensible, et la
GH-RH active un courant de fuite sodique. La modulation de ces courants est
indépendante de l'activation de la PKA.

Le courant sortant exprimé par les cellules somatotropes est principalement
potassique et majoritairement calcium-dépendant.

Le cpt-AMPc inhibe via l'activation de la PKA un courant potassique
calcium-dépendant sortant. La GH-RH n'a pas deffet apparent sur le courant
sortant total. Elle pourrait, cependant, avoir un effet inhibiteur PKA-dépendant sur
une conductance potassique sortante, mais cet effet serait masqué par l'activation

d'autres courants AMPc-dépendant.



5 Discussion

5.1 L'effet dépolarisant de la GH-RH peut étre médié par I'AMP¢

L'ensemble des données obtenues en courant imposé confirme que la GH-
RH dépolarise les cellules somatotropes. La dépolarisation induite par la GH-RH
est de l'ordre de 10 mV, que la cellule soit active ou non. Cette dépolarisation
traduit une diminution de la résistance membranaire telle que décrite par Chen ez
al. (1989). La GH-RH active 'adénylate cyclase dans les cellules somatotropes
chez le rat (Narayanan et al., 1989) et elle utilise ' AMPc comme second messager
(cf. section 2.5.2). Nous nous attendions a ce que l'effet dépolarisant de 1a GH-RH
puisse &tre reproduit par un analogue exogéne de I'AMPc. De fait, le cpt-AMPc
dépolarise les cellules somatotropes ct ce dans les mémes conditions que la GH-
RH. La dépolarisation membranaire observée est d'environ 10 mV dans les cellules
actives et silencieuses, quelle que soit la technique utilisée (cellule entiere ou patch
perforé). Il semble donc que les effets dépolarisants de la GH-RH pourraient
effectivement étre médiés par I'AMPc.

Une dépolarisation membranaire impliqgue la modulation de certaines
conductances ioniques. Les cellules somatotropes possédent, pour le moins, trois
types de conductances ioniques. Il s'agit d'une conductance de fuite, représentée
par une relation courant/voltage linéaire dans les potentiels négatifs; de
conductances calciques activées entre -60 et -20 mV (se traduisant par un courant

entrant); et enfin de conductances potassiques activées dans les potentiels
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supérieurs a -30 mV (courant sortant). Le courant sortant exprimé par les cellules
somatotropes est important (courant moyen sortant de 650 pA), d'autant plus que

ce sont de petites cellules (environ 12 pm de diamétre).

5.2 La modulation de conductances ioniques est a l'origine de la

dépolarisation membranaire

5.2.1 Les courants de fuite (non voltage-dépendants)

Les conductances de fuite sont caractérisées par leur insensibilité au
potentiel membranaire, ce qui se traduit par une relation I/V linéaire. Le courant de
fuite total exprimé par les cellules somatotropes est composé d'au moins trois
courants distincts.

Le premier courant est un courant potassique. L'application de TEA
diminue le courant de fuite de 20% environ. La diminution est plus faible en
configuration cellule entiere qu'en configuration patch perforé. Ceci peut étre
expliqué par la technique elle-méme. En cellule entiére, le patch de membrane sous
l'ouverture de la pipette est rompu. De fait, comme nous l'avons mentionné
précédemment, le cytoplasme diffuse dans la pipette avec le temps et certains
¢éléments cytoplasmiques régulateurs peuvent étre perdus. La diminution de 20%
observée ne refléte, cependant, pas nécessairement le courant de fuite potassique
total, car une partie pourrait &tre insensible au TEA. Ce courant participe a
l'établissement du potenticl de repos cellulaire (Hammond ct Tritsch, 1990).

Le second courant est un courant sodique. En effet, I€limination des
courants sodiques diminue le courant de fuite de 25% environ. Kato (Kato et al.,
1988; Kato et Suzuki, 1989a,b) et Naumov er al. (1994) suggéraient que c'est une
augmentation de la conductance responsable de ce courant qui est 2 l'origine de la
dépolarisation membranaire induite par la GH-RH.

Le troisiéme courant serait un courant calcium-dépendant. L'amplitude du

courant de fuite augmente lorsque le calcium est retiré du milicu extracellulaire.
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Cette augmentation est plus importante en configuration patch perforé qulen
configuration cellule enti¢re par un facteur de 2 (traduisant probablement la perte
de certains éléments régulateurs en cellule entiére). Ce courant pourrait étre un
courant chlorique calcium-dépendant (Igic,). De tels courants ont été décrits dans
des cellules de lignées hypophysaires telles que les GH3 (Rogawski et al., 1988;
Sartor et al., 1992) et les AtT-20 (Korn et al., 1991). Cependant, le potentiel
d'équilibre du chlore, dans notre approche expérimentale, était situé aux environs
de -50 mV. Si la conductance de fuite calcium-dépendante était chlorique, le retrait
des ions calciques extracellulaires aurait résulté en une diminution du courant
entrant 4 -90 mV. Cette conductance ne semble pas impliquer les ions potassiques,
car le courant de fuite augmente en dépit de la présence de TEA, lors du retrait des
ions calciques du milieu extracellulaire. Il est donc probable, qu'il s'agisse d'une
conductance sodique calcium-sensible. Dans le muscle squelettique du rat, le
calcium intracellulaire inhibe un canal sodique (Zamponi et French, 1995).
Cependant, dans la situation présente, il nous est difficile de déterminer s'il s'agit
d'une régulation extracellulaire ou intracellulaire car le retrait des ions calcium du
milieu extracellulaire diminue l'entrée de calcium dans la cellule et, par le fait

méme, la concentration calcique cytosolique sous la membrane cellulaire.

Le cpt-AMPc diminue le courant de fuite. Cette diminution est similaire
tant dans les cellules ayant subi un traitement réversible (0Ca + TEA ou ONa +
TEA) suivi d'une période de repos d'l min., que dans les cellules n'ayant pas regu
de traitement préalable. Il semble, cependant, que la modulation du courant de
fuite soit plus importante en cellule entiere qu'en patch perforé. A nouveau cette
différence peut résulter de la technique utilisée et de la perte de certains éléments
régulateurs cytoplasmiques. Toutefois, bien qu'elle soit moins importante en patch
perforé, la diminution est reproductible sur un grand nombre de cellules. L'AMPc
semble moduler un courant de fuite TEA-sensible. En effet, si l'on élimine

provisoirement les courants TEA-sensibles par une éjection de TEA 5,7 mM, la
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réduction du courant induite par le cpt-AMPc n'est plus observée. Si le courant
TEA-sensible modul€ par le cpt-AMPc avait ét€ un courant sodique, nous aurions
observé une diminution du courant en présence de TEA et de 1'élimination de la
fuite calcique. Selon le méme raisonnement, si la fuite modulée par le ¢cpt-AMPc
était un courant calcique, nous aurions observé une diminution du courant en
présence de TEA et de I'élimination de la fuite sodique.

Toutefois, lorsque le TEA est directement appliqué dans le bain 2 une forte
concentration (22 mM), le cpt-AMPc diminue significativement le courant de fuite.
A 22 mM de TEA, l'inhibition de la fuite TEA-sensible devrait &tre compléte. Ceci
a pour conséquence de diminuer la variabilit¢ des courants de fuite, et permet donc
de détecter une petite diminution du courant. Ceci suggeére qu'une partie de la fuite
TEA-insensible est inhibé par I'AMPc¢/PKA. 11 pourrait s'agir d'un courant
potassique, chlorique ou méme calcique. I n'est pas sodique car il n'y a pas de
différence entre le retrait des ions sodiques avant et suivant 1'éjection de cpt-
AMPc.

La diminution du courant de fuite induite par le cpt-AMPc persiste en
présence d'inhibitcurs de la PKA: la H89 et le Rp-AMPSc. Ces résultats suggérent
que l'inhibition du courant de fuite ne dépend pas de l'activation de la PKA, mais
plutdt d'une action directe de 'AMPc. La diminution est toutefois plus importante
avec le db-AMPc qu'avec le cpt-AMPc en présence de H89. Or le db-AMPc n'est
pas dégradé par la phosphodiestérase (Posternak et Weimann, 1974), ce qui
pourrait expliquer cette différence. La plus forte concentration de db-AMPc a été
choisie en fonction de son effet sur la sécrétion de la GH, donc de son effet
probable d'activation de la PKA; mais en fait, il y avait 10 fois plus d'analogue de
I'AMPc pouvant agir sur des sites différents que la sous-unité régulatrice de la
PKA. L'accumulation d'analogue serait donc plus importante avec le db-AMPc
qu'avec le cpt-AMPc. Pour ces différentes raisons, nous nous attacherons plus
particulierement a I'aspect qualitatif de l'effet des analogues, plutdt qu'a I'aspect

quantitatif de leur réponse.
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La GH-RH ne semble pas avoir d'effet sur le courant de fuite total.
Toutefois, elle activerait une conductance sodique. En effet, si I'on élimine
provisoirement les courants TEA-sensibles (éjection de 5,7 mM TEA), la GH-RH
augmente le courant de fuite; cette augmentation persiste lorsque 1'élimination
provisoire des courants TEA-scnsibles cst combinée a I'élimination de la fuite
calcique (10 mM TEA). Dans ces conditions, les seuls ions perméants sont les ions
sodiques et les ions chlore. Si le courant modulé par la GH-RH était un courant
chlore calcium-sensible, nous n'aurions pas observé d'augmentation de la fuite lors
de I'élimination des courants TEA-sensibles en présence de calcium extracellulaire.
Toutefois, l'augmentation est plus marquée si l'on élimine simultanément les
courants calciques et les courants potassiques. Il est donc possible, sans que nous
puissions le démontrer ici, que la fuite sodique modulée par 1a GH-RH soit, en tout
ou en partie, calcium-sensible. De plus, lorsque le TEA est appliqué directement
dans le bain a une forte concentration (22 mM), la GH-RH n'a pas d'effet sur le
courant de fuite. Cette différence peut étre expliquée par différents faits: 1) les
temps d'exposition au TEA sont différents (15 sec. vs plusieurs min.); 2) les
concentrations utilisées sont différentes (5,7 ou 10 mM vs. 22 mM); et 3) l'ordre
de traitement est différent: lorsque la GH-RH a un effet, les concentrations de
TEA sont faibles et celui-ci est administré aprés la GH-RH tandis que lorsque la
GH-RH n'a pas d'effet, le TEA est plus concentré, et il est présent avant et pendant
l'exposition 2 la GH-RH. L'exposition prolongée au TEA pourrait résulter en une
dépolarisation soutenue et donc changer la concentration intracellulaire de calcium,
et par le fait méme inhiber la fuite sodique - si cette derniere est sensible au
calcium.

Les résultats obtenus avec les deux inhibiteurs de la PKA sont
contradictoires; la GH-RH inhibe la fuite en présence de Rp-AMPSc, mais n'a pas
deffet en présence de H89. L'activation de la fuite sodique par la GH-RH est-elle

liée a un cffet direct de 'AMPc? La GH-RH n'a pas d'effet sur le courant entrant en
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présence de H89, ce qui corrobore les observations en milieu normal, et suggére
que la modulation du courant de fuite sodique est indépendante de 1'activation de la
PKA. Toutefois, elle diminue le courant entrant en présence de Rp-AMPSc. Ceci
peut étre lié aux modes d'action différents des deux inhibiteurs. En effet, la H89
inhibe la sous-unité catalytique de la PKA lorsque cette derniere s'est dissociée de
la sous-unité régulatrice, en bloquant la liaison de I'ATP (Chijiwa er al., 1990,
Wong et al., 1995). Le Rp-AMPSc agit directement sur la sous-unité régulatrice.
Il prévient la Liaison de I'AMPc sur cette derni¢re ct empéche la dissociation de
I'enzyme (Rothermel et Botelho, 1988; Wong et al., 1995). De plus, le Rp-AMPSc
est un analogue de 'AMPc. La diminution du courant de fuite serait donc
imputable a l'action combinée de ' AMPc endogéne et de I'analogue sur le courant
TEA-sensible. L'activation de la fuite sodique par la GH-RH serait donc, en regard
de ces observations, indépendante de I'AMPc. Nous n'avons pas observé
d'augmentation du courant de fuite sodique par le cpt-AMPc lors de I'élimination
des courants TEA-sensibles. Cetie observation, associée aux résultats obtenus avec
les inhibiteurs et la GH-RH, suggére que le courant de fuite sodique activé par la
GH-RH pourrait dépendre de 'activation d'un autre enzyme, plutdt que d'un effet
direct de I'AMPc. 1l pourrait s'agir, notamment, d'une protéine G. Un exemple
d'une activation directe d'une conductance sodique par une protéine G a été décrit
dans les cellules pneumocytes de type II chez le cobaye foetal (MacGregor et al.,
1994).

L'ensemble de ces résultats suggére une double régulation du courant de
fuite par la GH-RH: linhibition par 'AMPc d'un courant TEA-sensible et d'un
courant TEA-insensible, et l'activation d'un courant de fuite sodique. Naumov et
al. (1994) ont monué que les changements de conductance observés lors de la
stimulation des cellules somatotropes par la GH-RH pourraient résulter de
l'activation d'une fuite sodique, telle que proposée par le modele de Kato (Kato et

al., 1988; Kato et Suzuki, 1989a,b). Toutefois, les expériences présentées par
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Naumov ont été réalisées dans un milieu €moin contenant 22 mM TEA (patch
perforé). De fait, le courant TEA-sensible inhibé par I'AMPc était éliminé de leur
étude. L'amplitude de la modulation du courant de fuite observée par ces auteurs
est de l'ordre de 2 pA. L'amplitude du courant de fuite TEA-sensible mis en
évidence dans le présent travail est de l'ordre de 3 +1,7 pA (n=24) en patch
perforé. Il est probable que leffet de ces deux courants s'annulent 2 -90 mV,
expliquant I'absence de modulation de la fuite par la GH-RH en milieu normal. Le
modele de Kato est en partie vérifié. En effet, nous avons mis en évidence une
augmentation de la fuite sodique et un rdle direct de 'AMPc. Cependant, I'AMPc

module la fuite potassique et non pas la fuite sodique.

5.2.2 Les courants voltage-dépendants (sortants)

Le courant sortant exprimé par les cellules somatotropes de rat est
principalement un courant potassique et il est majoritairement calcium-dépendant.
En effet, I'élimination des courants potassiques diminue le courant sortant de 75%
environ. De plus, I'élimination des courants calciques induit une diminution de 35 a
70% du courant sortant. A nouveau le retrait des ions calcium du milieu
extracellulaire induit une variation du courant deux fois plus élevée en
configuration patch perforé qu'en configuration cellule entiere. Ces observations
confirment la perte d'un €lément régulateur cytoplasmique dans la pipette
d'enregistrement. L'effet combiné de I'élimination des courants potassiques et
calciques diminue le courant sortant de 90%. Nous savons que les canaux
potassiques calcium-dépendants de type SK sont insensibles au TEA extracellulaire
(Hille, 1991), cependant le retrait du calcium suffit a les réprimer. Nous pouvons
imaginer que certains canaux potassiques ne sont pas affectés par la présence du

TEA extracellulaire; cela pourrait expliquer les 10% du courant sortant restant.

Le cpt-AMPc diminue le courant sortant. Cette diminution est plus

importante en cellule enti¢re qu'en patch perforé. Certains éléments cytoplasmiques
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peuvent étre perdus par la dialyse cellulaire, ce qui expliquerait la différence de la
modulation observée entre les deux approches. Nous nous attacherons, 1a encore, a
l'aspect qualitatif de la réponse plutdt qua l'aspect quantitatif. De plus, le cpt-
AMPc n'augmente pas la diminution du courant sortant produite par l'inhibition des
courants calciques et potassiques TEA-sensibles. La diminution du courant par le
cpt-AMPc est de surcroit inférieure a la diminution du courant par le retrait des
composantes calciques ou potassiques. Ceci suggére que I'AMPc inhibe
partiellement un courant potassique calcium-dépendant dans les potentiels positifs.
La caractérisation de ce courant pourra étre effectuée en présence d'inhibiteurs
spécifiques tels que la charibdotoxine (BK) ou I'apamine (SK). Si la diminution du
courant persistc en présence de charibdotoxine, le courant modulé secrait un
courant SK; si, en revanche, le courant ne varie pas, il s'agirait d'un courant BK.
Ritchie (1987) a identifié deux courants potassiques calcium-dépendants distincts
dans les cellules de la lignée hypophysaire GH3. Le plus important des deux est
sensible au TEA (et pourrait étre un BK), et le second est TEA-résistant mais
sensible 2 l'apamine (caractéristique des SK). Chung et Kaczmarek (1995) ont
également montré I'existence de courants BK et SK dans les cellules GH4C 1.

Le cpt-AMPc et le db-AMPc augmente fortement le courant sortant en
présence de H89 alors que 1'éjection de HBSS 2Ca™ n'a pas d'effet significatif.
Ceci suggere que la diminution du courant sortant par 'AMPc est PKA-dépendant.
Cela signifierait que la PKA activée phosphoryle un ou plusieurs types de canaux
potassiques, dont un calcium-dépendant. Perez et Toro (1994) ont montré que la
PKA module un canal potassique calcium-dépendant dans le myometre de la rate
et de 'humain. L'incidence de la phosphorylation du canal par la PKA varie selon
que le myomeétre est gravide (activation du canal) ou non (inhibition du canal). Un
autre exemple de modulation d'une conductance potassique calcium-dépendante
par une protéine kinase a €t€ mise en évidence dans les cellule hypophysaires
GHAC]. En effet, la protéine kinase C inhibe un courant potassique de type BK
(Shipston et Armstrong, 1996).
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La GH-RH n'a pas deffet sur le courant sortant en milieu normal.
Cependant, elle induit une augmentation du courant en présence de H89. Cette
augmentation reste toutefois inférieure a celle produite par les analogues de
I'AMPc.

L'ensemble de ces observations suggére que la GH-RH pourrait avoir un
effet inhibiteur sur une conductance potassique via la PKA, mais que cet effet est
masqué par l'activation du méme courant ou d'un autre courant sortant par
I'AMPec. Dans les cellules T humaines, I'AMPc augmente la probabilité d'ouverture
d'un courant potassique (Oleson et al., 1996). Nous serions donc confrontés a une
double régulation du courant sortant: une activation par I'AMPc et une inhibition
par la PKA. Toutefois, la sensibilit€¢ du ou des courants a I'AMPc serait plus forte
que la sensibilité 2 la PKA. La concentration intracellulaire de cpt-AMPc est
nettement plus élevée que la concentration intracellulaire d AMPc générée par la
GH-RH, ce qui pourrait expliquer la plus forte activation du courant sortant ¢n
présence des analogues de I'AMPc; la PKA serait plus fortement activée avec les

analogues qu'avec la GH-RH.

Tant 'AMPc que la GH-RH dépolarisent les cellules somatotropes, mais ils
agissent différemment. Les résultats discutés dans ce chapitre remettent en
question le rlle de 'AMPc comme second messager de la GH-RH dans la
dépolarisation membranaire sans toutefois mettre en doute son importance dans la
sécrétion de GH induite par la GH-RH. En effet, 'AMPc a un effet sur le courant
sortant alors que la GH-RH ne semble pas avoir d'effet. Si la dépolarisation
membranaire résulte d'une diminution du courant sortant ou de l'inhibition d'une
conductance de fuite potassique, 'AMPc serait le second messager de la GH-RH;
si la dépolarisation résulte d'une augmentation du courant de fuite, 'AMPc ne

serait pas le second messager de la GH-RH.
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Une dépolarisation de l'ordre de 10 mV nécessite un changement de la
conductance membranaire. Cette variation résulte d'un changement de courant de
l'ordre de quelques pA en potentiel imposé, autour du potentiel de repos de la
cellule. Tl est donc difficile d'observer les effet de la GH-RH sur les courants

totaux.

Une analogie peut étre faite entre le contrdle intracellulaire de la sécrétion
de GH induite par la GH-RH et la sécrétion de neurotransmettcurs par les
terminaisons axonales. Dans une certaine mesure, la transmission synaptique serait
une forme modifiée de la sécrétion hormonale (Kandel e al., 1991). A l'instar des
cellules endocriniennes, les terminaisons axonales contiennent la machinerie
requise pour la sécrétion d'agents chimiques possédant unc fonction de
signalisation (neurotransmetteurs et neuropeptides) (Kandel et al., 1991). La
libération des neurotransmetieurs a partir de la terminaison présynaptique dépend
d'une augmentation transitoire et massive de la concentration intracellulaire de
calcium. Cette augmentation dépend de l'entrée de calcium a partir du milieu
extracellulaire via des canaux calciques voltage-dépendants de type N (Kandel et
al., 1991). Ces derniers sont activés par la dépolarisation membranaire résultant
de I'invasion de la terminaison par les potentiels d'action sodiques. L'activation de
la conductance calcique dépend donc de l'activation préalable d'une conductance
sodique. La repolarisation de la membrane est imputable 3 l'activation d'une
conductance potassique (Kandel et al., 1991).

L'activation de récepteurs présynaptiques peut moduler la libération des
neurotransmetteurs. Cette modulation peut étre négative ou positive. L'inhibition
présynaptique permettrait un ajustement de la force de la synapse et/ou pourrait
prévenir une sécrétion excessive de neurotransmetteurs (Wu et Saggau, 1997). En
revanche, l'activation présynaptique permettrait d'augmenter la libération de
neurotransmetteurs et pourrait &étre impliquée dans la potentialisation synaptique
(Fagni et al., 1992).
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Il a été démontré que la sensibilisation a court et long-terme du réflexe de
retrait des branchies chez l'aplysie est imputable A l'activation de la cascade
intracellulaire de I'AMPc via l'activation de récepteurs sérotoninergiques (Kandel
et Schwartz, 1982). Ces récepteurs sont situés sur la terminaison présynaptique
des neurones sensoriels. La liaison de la sérotonine sur le récepteur augmente la
production d'AMPc intracellulaire. L'AMPc active la PKA, qui inactive
directement ou indirectement une conductance potassique calcium-dépendante de
type SK. Ceci prolonge la dépolarisation de la membrane présynaptique et
augmente la libération de neurotransmetteurs (Kandel et Schwartz, 1982). Chez les
mammiferes, un modele équivalent a été décrit dans les neurones des collicules et
de I'hippocampe. L'activation de récepteurs sérotoninergiques de type 5-HT); induit
l'inhibition d'une conductance potassique, et cet effet peut €tre reproduit par les
analogues exogeénes de 'AMPc (Andrade et Chaput, 1991; Fagni et al., 1992).
D'une facon similaire & ce qui a été décrit chez l'aplysie, l'inhibition de la
conductance potassiquec augmente lentrée de calcium 2 partir du milicu
extracellulaire, maintient la dépolarisation membranaire et augmente la libération

de neurotransmetteurs.

Les objectifs initiaux de cette étude ont €té atteints: 1) I'effet dépolarisant
de la GH-RH pourrait effectivement &tre médié¢ par 'AMPc; 2) la dépolarisation
membranaire des cellules somatotropes induite par la GH-RH pourrait
effectivement correspondre & I’activation d’une conductance sodique non voltage-
dépendante; 3) d'autres conductances ioniques pourraient étre impliquées dans les
mécanismes de dépolarisation lors de la stimulation par la GH-RH et 'AMPc; et
enfin 4) l'activation de la conductance de fuite sodique par la GH-RH ne
dépendrait pas d'un effet direct de ' AMPc ou de la PKA.
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5.3 Conclusion et critique

L'effet dépolarisant de la GH-RH pourrait étre médié par 'AMPc, si la
dépolarisation ne dépend pas de l'activation d'une conductance de fuite sodique. En
effet, le cpt-AMPc dépolarise de fagon souienue les cellules somatotropes et
augmente la fréquence des potentiels d'action dans les cellules actives. De plus, la
modulation de différentes conductances ioniques, tant dans les potentiels négatifs
(fuite) que dans les potentiels positifs (courant sortant), pourrait étre a l'origine de
la dépolarisation. Le courant de fuite des cellules somatotropes de rat est constitué
dau moins trois conductances: une conductance sodique, une conductance
potassique TEA-sensible et une conductance calcium-dépendante. Le courant
sortant, quant 2 lui, est principalement potassique et majoritairement calcium-
dépendant.

En regard de nos résultats, les cellules somatotropes posséderaient un
syst¢me de double régulation reposant sur le systéme de signalisation intracellulaire
de 'AMPc. La modulation des canaux ioniques par les syst®mes de seconds
messagers intracellulaires est fréquente. D'apres Ismailov et Benos (1995), il s'agit
méme d'une propriété fondamentale des canaux ioniques. Le plus souvent, il s'agit
d'une modification covalente de la protéine elle-méme, par une phosphorylation de
résidus sérine, thréonine ou tyronine.

L'activation d'une conductance de fuite sodique par une protéine G (ou un
autre enzyme) et l'inhibition d'une conductance de fuite potassique pourraient étre
a Torigine de la dépolarisation membranaire induite par la GH-RH. Wong er al.
(1995) ont montré que la PKA est indispensable a la sécrétion de la GH induite par
la GH-RH. En effet, la sécrétion est inhibée en présence de H89 ou de Rp-AMPSc.
Les effets de la PKA observés dans cette étude pourraient &tre A l'origine de la
dépolarisation induite par la GH-RH, et ce quel que soit le potentiel de repos de la
cellule. Cependant, les effets de ' AMPc sur le courant sortant pourraient limiter les

effets de l'activation de la fuite sodique et de la PKA, voire les annuler. Si un
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systéme de double régulation est effectivement présent, la dépolarisation serait trés
sensible aux variations de la concentration intracellulaire dAMPc et de PKA
active. Il a été démontré que les cellules somatotropes sécrétent de 'AMPc suivant
une stimulation par la GH-RH (et ceci méme 2 une concentration de 1 nM;
Horvith et al., 1995). Nous pouvons imaginer que l'effet combiné de la sécrétion
d'AMPc et la dégradation de I'AMPc¢ intracellulaire par la phosphodiestérase
diminue la quantité d'AMPc cytosolique disponible. De fait, l'effet PKA sur la
modulation des courants pourrait effectivement &tre impliqué dans la
dépolarisation membranaire induite par la GH-RH.

La technique d'analyse utilisée dans le cadre de cette étude constitue une
étape préliminaire de I’analyse complete. En effet, nous avons étudié les variations
des courants qu'aux deux extrémités de la rampe de potentiel: 2 -90 et +15 mV. Le
choix de ces deux valeurs était conditionné par le désir d'amplifier les réponses
cellulaires. Une analyse plus compléte, tenant compte des paramétres attenants aux
différents courants, permettrait d'utiliser les résultats obtenus sur l'ensemble de la
rampe de potentiel, et de confirmer nos conclusions. Une telle stratégie d'analyse
pourrait consister en une modélisation de la membrane cellulaire basée sur les
différentes conductances exprimées par les cellules somatotropes, laquelle nous
permettrait d'étudier les variations des paramétres du modele en fonction des
différentes conditions expérimentales. Cette analyse est cependant complexe, ct
dépasse grandement le cadre d'une maitrise. De plus, le modele n'était pas finalisé
au moment de la rédaction du présent mémoire et fera l'objet d'un article dans les
mois 2 venir.

En regard des résultats présentés dans cette ¢tude préliminaire, le modele
de Kato s'avere insuffisant pour expliquer la sécrétion de GH induite par la GH-
RH. La dépolarisation membranaire résulterait d'une série d'activation et
d'inactivation de différentes conductances de fuite et voltage-dépendantes, plutdt
que de I'activation seule d'une conductance de fuite sodique. Sur la Figure 25 sont

résumées nos observations. Le modele proposé repose sur une étude préliminaire
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et pourra étre confirmé ou réévalué lors d'une analyse subséquente. La liaison de la
GH-RH sur son récepteur membranaire active la protéine Gs et augmentc la
production d'AMPc intracellulaire. L'AMPc inhiberait directement une
conductance de fuite potassique et une protéine G pourrait activer une
conductance de fuite sodique. Parallélement & la modulation des courants de fuite,
la PKA inhiberait une conductance potassique calcium- et voltage-dépendante. Ces
¢vénements seraient suffisant pour dépolariser la membrane et activer les canaux
calciques préalablement phosphorylés par la PKA. L'augmentation de calcium

intracellulaire déclencherait la sécrétion de la GH.
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Figure 25: Modéle proposé de la modulation des courants de fuite et des

courants sortants par la GH-RH

La liaison de la GH-RH sur son récepteur (R) active la protéine Gs. La
sous unité Gas lie le GTP et active I'adénylate cyclase (AC). Cette derniére
catalyse 1'hydrolyse de I'ATP en AMPc et en résidus phosphate (PPi).
L'AMPc active 1a PKA.

A Une protéine G activerait directement une conductance sodique non
voltage-dépendante. L'entrée de sodium dans le milieu intracellulaire serait
suffisante pour dépolariser la membrane. L'inhibition de la conductance
potassique de fuite (TEA-sensible) par 'AMPc pourrait favoriser la
dépolarisation.

B La PKA inhibe un courant sortant calcium-dépendant, maintenant la
dépolarisation membranaire. Parallelement, ' AMPc active une conductance
sortante. Le ratio AMPc/PKA active déterminerait l'importance de la
modulation des courants sortant dans le maintien de la dépolarisation

membranaire.

C La dépolarisation membranaire active les canaux calciques préalablement

phosphorylés par la PKA.
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