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Sommaire 

L'objectif principal de ce projet était d'étudier par une approche 

fonctionnelle certains mécanismes de signalisation cellulaire menant à la 

vasoconstriction produite par la vasopressine, l'angiotensine II et l'endothéline- 1. 

L'implication des tyrosine kinases, des canaux calciques de type L, des canaux 

chlore et des canaux potassiques dépendants de l'ATP lors de la vasoconstriction 

a été approfondie de façon plus particulière. 

Quatre concepts tirés de la littérature du domaine de la contraction 

musculaire lisse ont orienté ces travaux. Premièrement, la vasopressine, 

l'angiotensine II et l'endothéline- 1 stimulent l'activité de tyrosine kinases dans 

différents types cellulaires incluant les cellules musculaires lisses vasculaires. La 

contraction de tissus musculaires lisses non-vasculaires induite par la vasopressine 

et l'angiotensine II est inhibée en partie par des inhibiteurs des tyrosine kinases. De 

plus, des agents vasoactifs tels la sérotonine, la PGF2a  et la noradrénaline 

impliquent des tyrosine kinases lors de la contraction de certains vaisseaux. 

Deuxièmement, la contribution des canaux calciques de type L dans la contraction 

musculaire lisse autant vasculaire que viscérale est bien connue. Cependant, il 

semble que cette contribution soit variable d'un vasoconstricteur à l'autre. De plus, 

on connaît peu les mécanismes d'activation et de modulation de l'activité de ces 

canaux calciques dans le muscle lisse vasculaire. Troisièmement, la 

vasoconstriction produite par différents agents vasoactifs sous-entend la 
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dépolarisation du tissu vasculaire. L'ouverture de canaux chlore membranaires 

stimule une sortie d'ions chlore provoquant une dépolarisation de la cellule qui 

pourrait, favoriser l'activité des canaux calciques membranaires. L'implication de 

canaux chlore membranaires a été démontrée lors de la vasoconstriction produite 

par la noradrénaline. Quatrièmement, des études électrophysiologiques ont 

démontré que la vasopressine, l'angiotensine II et l'endothéline- 1 pouvaient 

inhiber un courant potassique sortant dépendant de l'ATP. Cette diminution de la 

sortie d'ions potassium provoquerait une accumulation de charges positives dans 

la cellule menant à une dépolarisation et, peut-être, à la vasoconstriction. 

Les études faisant l'objet de la présente thèse ont été faites sur un modèle 

d'anneaux aortiques isolés où les contractions isométriques ont été mesurées. Des 

courbes action-doses à la vasopressine, l'angiotensine II et l'endothéline- 1 ont été 

effectuées en présence d'agents pharmacologiques permettant d'évaluer la 

contribution des différents mécanismes. Ainsi l'utilisation d'inhibiteurs des 

tyrosine kinases, des canaux calciques de type L, des canaux chlore ainsi que des 

canaux potassiques dépendants de l'ATP ont permis d'évaluer la véracité des 

hypothèses. 

Les résultats obtenus suggèrent une contribution importante des tyrosine 

kinases lors de la contraction vasculaire produite par des peptides vasoactifs. 

Cependant, l'identité de ces tyrosine kinases reste à être démontrée. De plus, la 

localisation de ces tyrosine kinases dans la cascade de signalisation cellulaire 



menant à la contraction artérielle n'est pas encore clairement établie. Ces études 

proposent aussi une implication importante des canaux calciques de type L et des 

canaux chlore lors de la contraction produite par la vasopressine, l'angiotensine II 

et l'endothéline-1. Incidemment, tout porte à croire qu'une étroite relation existe 

entre l'activité des tyrosine kinases et de ces canaux ioniques. Finalement, les 

canaux potassiques dépendants de l'ATP ne semblent pas être impliqués dans le 

maintien du tonus vasculaire ni dans la contraction des grandes artères de 

conductance produite par la vasopressine et l'endothéline-1. 
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Avant-propos 

Cette thèse est divisée en cinq chapitres dont une introduction générale 

(chapitre 1) et une discussion générale (chapitre 5). Les trois chapitres constituants 

le corps de la thèse ont été rédigés sous forme d'articles qui sont, ou publiés, ou 

soumis dans des journaux avec évaluation par comité de pairs. Le manuscrit 

intitulé Pharmacological study of the interaction between tyrosine kinases and 

calcium channels in the rat aorta (chapitre 2) a été soumis récemment au journal 

Pharmacology. Le second manuscrit, Pharmacological study of the interaction 

between chloride channels and tyrosine kinases in the contractile response of rat 

aorta (chapitre 3), a été soumis au journal Fundamental and Clinical 

Pharmacology. Finalement, le manuscrit faisant l'objet du chapitre 4 et s'intitulant 

No role of ATP-sensitive potassium channels in the vasoconstriction produced by 

vasopressin a été publié en 1995 dans le Journal of Vascular Research, Vol. 32(2): 

138-142. Dans les trois cas, les auteurs sont Éric Dumont et Daniel Lamontagne. 
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION 

Le rôle du système vasculaire est d'assurer la circulation du sang à travers 

tout l'organisme et ainsi de permettre à chaque cellule les échanges gazeux, 

l'apport en énergie ainsi que l'élimination des déchets, tâches essentielles à sa 

survie. Le système vasculaire des mammifères se divise en une circulation 

systémique et une circulation pulmonaire. Chacune de ces circulations est formée 

d'un réseau bien organisé de vaisseaux de différentes tailles et de différentes 

compositions ayant des rôles bien précis. Le sang est éjecté du coeur vers les 

grandes artères de conductance (aorte, artères pulmonaires, carotide commune) qui 

sont reconnues pour leur élasticité. En effet, leur capacité à absorber les 

fluctuations de débit créées par la propulsion cyclique du sang par le coeur permet 

une circulation constante du sang dans le réseau vasculaire. Le sang poursuit sa 

route dans les artères de calibre moyen (e.g. brachiales) qui sont des vaisseaux de 

distribution dont la paroi musculaire importante permet l'aiguillage du sang vers 

les régions adéquates. Les branches des artères de distribution deviennent des 

artères de résistance (entre 100 et 3001.IM de diamètre) et finalement des artérioles 

(moins de 100µM) qui contrôlent le débit sanguin aux capillaires. Étant distribuées 

en parallèle, les artères de résistance et les artérioles imposent la pression sanguine. 

Les capillaires sont formés pour la plupart d'une simple couche de cellules 

endothéliales à travers lesquelles se font les échanges entre le sang et les tissus. Les 
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artères sont donc des organes dont la dynamique de contraction et de relaxation 

aura un impact capital sur la circulation sanguine. Elles répondent à différents 

stimuli physiologiques suite à la contraction ou à la relaxation des cellules 

musculaires lisses de leur paroi. Lorsqu'une hormone vasoconstrictrice stimule un 

récepteur membranaire, un processus biochimique complexe se met en branle. 

Cette signalisation intracellulaire mènera finalement au glissement des filaments 

d'actine sur les têtes de myosine provoquant ainsi le raccourcissement de la fibre 

musculaire. 

1.1 La contraction du muscle lisse vasculaire 

1.1.1 Interaction ligands-protéines réceptrices 

Plusieurs types de protéines sont spécialisées dans la reconnaissance des 

différents ligands et sont le point de départ vers une réponse cellulaire adéquate. 

Il existe des récepteurs 

intracellulaires 	et 

membranaires. Les récepteurs 

des hormones peptidiques sont 

exclusivement membranaires 

et font partie de la famille des 

récepteurs à sept domaines 

transmembranaires couplés 

'111111411111 Iteeel  
te. 

Ce.M:Fri 

111 

1,1 

Membrane 
plasmique 

Cytoplasme 

Figure 1.1 Structure tri-dimensionnelle d'un récepteur à 
G sept domaines transmembranaires illustrant le site de 

liaison des agonistes. Adapté de Landry et Gies (1994) 
aux 	protéines 



3 

hétérotrimériques(129). 

De façon générale, les récepteurs à sept domaines transmembranaires sont 

des glycoprotéines de 350 à 800 acides aminés qui présentent entre eux une 

homologie de séquence primaire de 6 à 93%. La partie N-terminale est toujours 

extracellulaire et possède un nombre variable de sites de glycosylation selon le 

sous-type. La partie C-terminale ainsi que la troisième boucle intracellulaire 

portent des sites de phosphorylation (sérine, thréonine et quelques fois tyrosine) 

assurant la régulation de l'interaction avec la protéine G. Les sept hélices a 

transmembranaires, représentant les régions les plus conservées, sont chacune 

formées d'environ vingt acides aminés et sont responsables de la liaison du ligand. 

La structure tri-dimensionnelle des récepteurs à sept domaines transmembranaires 

suggère une poche hydrophobe formée par les hélices 3,4,5 et 6 assurant le site de 

liaison du ligand(129).(Figure 1.1) 

La liaison de l'agoniste induit un changement de conformation modifiant 

l'accessibilité de la troisième boucle intracytoplasmique favorisant ainsi 

l'interaction avec les protéines G hétérotrimériques(129). 

1.1.2 Protéines G hétérotrimériques 

Le récepteur stimulé fera donc basculer les protéines G de leur état inactif 

à un état actif. Les protéines G favoriseront ainsi l'activité d'un effecteur ou de 

plusieurs effecteurs(129). 

Les protéines G hétérotrimériques sont constituées de trois sous-unités 
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protéiques. Tout d'abord, une sous-unité a qui se divise elle-même en six régions 

bien définies(290). Premièrement, les sites de liaison des nucléotides guanyliques 

(GTP, GDP). Deuxièmement, on retrouve le site ATPasique de la protéine G. 

Troisièmement, sur la partie C-terminale, les sites d'interaction avec le récepteur. 

Quatrièmement, aux 2/3 de la partie C-terminale se retrouve le site d'interaction 

avec l'effecteur. Cinquièmement, cette fois-ci sur la portion N-terminale de la 

protéine, on retrouve le site d'interaction avec la sous-unités f3y. Finalement, des 

sites d'ancrage à la membrane se retrouvent aussi sur la sous-unité a. Les deux 

autres sous-unités des protéines G sont souvent traitées comme une seule entité et 

reconnues comme le complexe Py(129). On connaît moins bien le rôle du 

complexe f3y quoiqu'on soupçonne certaines formes de régulation de certains 

effecteurs ainsi que de l'interaction sous-unité a-récepteur(172,219). Les sous-

unités 13 sont liées à la membrane par isoprénylation(129). 

Les protéines G hétérotrimériques sont regroupées en quatre familles selon 

l'homologie de séquence de leurs sous-unités a. Premièrement, la famille de Gs qui 

est sensible à la toxine cholérique et qui se caractérise principalement par son 

couplage positif à l'adénylate cyclase. Deuxièmement, la famille de Gi sensible à 

la toxine pertussique et dont la plupart des sous-familles inhibent l'adénylate 

cyclase. On connaît d'autres rôles pour la famille de Gi soit l'activation de canaux 

potassiques, de phopholipases C et de phosphodiestérases(391). Troisièmement, 

la famille de Gq dont tous les représentants activent les phospholipases C de type 



13(377). Finalement, on a 

identifié la famille de G12 

dont le ou les effecteurs sont 

encore 	inconnus(380). 

Plusieurs évidences suggèrent 
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Figure 1.2 Cycle fonctionnel des protéines G 
que les récepteurs Via, ATi  et hétérotrimériques. Adapté de Goodman & Gilman's 

(1995) 

ETA  intéragissent avec des 

protéines G de type Gq et qu'ils sont donc couplés positivement aux 

phospholipases C de type f3(267,342). Quelques auteurs proposent que le récepteur 

Via  pourrait être couplé à des protéines G sensibles à la toxine pertussique(27,166). 

Cependant, cette contribution de protéines Gi n'a pas été démontrée dans la 

contraction musculaire lisse vasculaire produit par la vasopressine. 

Le cycle fonctionnel des protéines G se divise en plusieurs étapes suivant 

l'interaction ligand-récepteur (Figure 1.2). La présence du ligand libère le GDP 

favorisant ainsi la liaison du GTP à la sous-unité a. La présence du GTP catalyse 

la libération du complexe Py. Le complexe a-GTP stimule l'activité de l'effecteur 

jusqu'à l'hydrolyse du GTP. Le complexe a-GDP ainsi formé retrouve les sous-

unités 13y et, par le fait même, une affinité pour les récepteurs(129). 

Plusieurs agents pharmacologiques peuvent être utilisés pour étudier les 

protéines G. Les toxines pertussique et cholérique sont largement utilisées pour 

identifier les protéines G misent en cause dans un phénomène. En effet, la toxine 



pix-0 

      

PLC-(3, 

      

      

      

PLC132  

  

Y 

   

54% 

  

31% 

 

 

85% 67% 

  

EL£,Y 

SH2 SH2 5H3 
PLC-Yi  

PLC-7, 

PLC-45 

PLC,52  
45% 68% 50% 

PLC-31  

PLC-43  

   

   

43% 69% 45% 

6 

pertussique ADP-ribosyle la sous-unité ai empêchant ainsi sa liaison au 

récepteur(180). La toxine cholérique catalyse la liaison d'un ADP-ribose sur une 

arginine voisine du site de liaison du GTP, diminuant de façon importante 

l'hydrolyse de ce dernier(49). Le fluorure de sodium en présence d'aluminium 

favorise la formation d'A1F3+  qui remplace le phosphate y du GTP le rendant ainsi 

non-hydrolysable(30). Finalement, il existe des analogues non-hydrolysables du 

GTP qui s'avèrent très utiles dans les études des protéines G. 

1.1.3 Effecteurs des protéines Gq 

1.1.3.1 Voie des phospholipases C 

La principale voie mise en jeu par les protéines Gq est la voie des 

phospholipases C. Les phospholipases C sont des phosphodiestérases responsables 

de la production de seconds 

messagers 	lipidiques. 	Les 

phopholipases C existent sous 

forme 	cytosolique 	et 

membranaire. Cependant, leurs 

effets physiologiques sont 

principalement attribués à la 

forme membranaire. Dans les 

cellules musculaires lisses 
Figure 1.3 Structure de quelques sous-types de 

vasculaires, l'activation des phospholipases de type C. Adapté de Landry et 
Gies(1994) 



7 

phospholipases C par la vasopressine, l'angiotensine II et l'endothéline-1 a été 

démontrée comme étant une des voies principales impliquées dans la contraction 

(80,287,304). 

Trois types et plus précisément neuf sous-types de phospholipases C ont 

été identifiés jusqu'à maintenant (Figure 1.3)(288). Les sous-types [3(1,2,3) sont 

impliqués dans plusieurs réponses physiologiques, incluant la contraction du 

muscle lisse vasculaire. En effet, leur activité est étroitement reliée aux protéines 

G de type Gq(32,326). L'intérêt pour les phopholipases de type y(sous-types 1 et 

2) est sans cesse grandissant, et ce principalement à cause de domaines SH que 

l'on retrouve dans leur séquence. Ces domaines SH rendent possible l'intéraction 

des phospholipases C de type y avec des enzymes à activité tyrosine 

kinase(177,288). Finalement, on connaît peu de chose sur les phospholipases C de 

type delta dont 4 sous-types ont été clonés(288). 

L'activité préférentielle des phospholipases C est l'hydrolyse du PIP2  en IP3  

et en DAG, deux seconds messagers d'origine phospholipidique importants dans 

plusieurs réponses cellulaires y compris la contraction musculaire lisse 

vasculaire(211). L'activité des phospholipases est principalement sous le contrôle 

des différentes sous-unités des protéines G. Notons par exemple le complexe aq-

GTP qui favorise particulièrement l'activité des sous-types 131 et P2(382). Les 

complexes pyi et ai activent plutôt les phospholipases de type [33(382). Les 

phospholipases Cy sont quant à elles activées par phosphorylation de certains de 
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leurs résidus tyrosines. Par exemple, les récepteurs à activité tyrosine kinase tels 

les récepteurs à l'EGF ou au PDGF sont de puissants activateurs des 

phospholipases Cy(177,288). On connaît aussi des inhibiteurs des phospholipases 

C tels que les protéine kinases de type A et G(211). 

Il existe des substances pharmacologiques permettant l'étude des 

phospholipases C. Notons le U-73122, substance liposoluble qui pénètrent la 

membrane et agit comme pseudosubstrat, occupant le site de liaison du substrat 

sans activer l'enzyme. Cependant, le U-73122 reste une substance non-spécifique 

qui démontre aussi des effets inhibiteurs sur les phospholipases de type A2(36). 

1.1.3.2 Voie des phopholipases A2  

Les phospholipases A2  sont des enzymes cytosoliques ou membranaires 

principalement impliquées dans les processus inflammatoires. Des évidences ont 

démontré la stimulation de l'activité des phospholipases A2  lors du signal généré 

par le récepteur Via  à la vasopressine dans la lignée de cellules musculaires lisses 

vasculaires de rat A7r5(166). Cependant, le rôle des phospholipases A2  n'a pas été 

démontré dans la contraction du muscle lisse vasculaire. 

Quatre isoformes de phospholipases A2  ont été dénombrées selon leur poids 

moléculaire respectif. Les types I à III (14kDa) se retrouvent respectivement dans 

le pancréas, les plaquettes et le venim d'abeille. Le type IV (85kda) se retrouve 

dans plusieurs types cellulaires comme les plaquettes et les macrophages(74). 

Les phospholipases A2  hydrolysent les phospholipides membranaires 



9 

contenant l'acide arachidonique en position sn2. L'acide arachidonique sera 

ensuite métabolisé en prostaglandines, leukotriènes et autres tromboxanes, 

substances hautement vasoactives(74). 

1.1.3.3 Voie des phospholipases D 

On connaît encore mal le rôle, la structure ainsi que la distribution des 

phospholipases de type D(88). Par contre, leur activation a été démontrée en 

réponse à la stimulation du récepteur Via  par la vasopressine dans des cellules 

musculaires lisses vasculaires de rat en culture(342). De plus, la stimulation des 

phospholipases D par l'angiotensine II, et ce, par un couplage direct entre le 

récepteur ATI  et l'enzyme(98) ou indirect via l'activité de la protéine kinase C et 

le calcium(97) a été démontrée. Finalement, on sait aussi que la stimulation du 

récepteur ETA  par 1'endothéline-1 favorise l'activité des phospholipases D (218). 

On ne connaît cependant pas le rôle que pourrait jouer cette enzyme dans la 

contraction musculaire lisse vasculaire. 

Les phospholipases D hydrolysent préférentiellement la 

phosphatydylcholine en choline et acide phosphatidique. L'acide phosphatidique 

est hydrolysé par une phosphohydrolase en DAG libérant un phosphate 

inorganique. Ce DAG pourrait contribuer à la contraction musculaire(88). 

Plusieurs voies semblent être impliquées dans l'activation des phospholipases D. 

La protéine kinase C et le calcium sont importants, d'où l'hypothèse d'une 

implication indirecte des substances mobilisant le calcium dans l'activation des 
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phospholipases D(88). De plus, la phosphorylation de l'enzyme sur des résidus 

tyrosines est la principale voie d'activation des phospholipases D(88). Ainsi, les 

récepteurs à activité tyrosine kinase favorisent l'activité de la phospholipase D(88). 

Présentement, on spécule sur la modulation potentielle de l'activité des 

phospholipases D par des tyrosine kinases cytosoliques ou associées à la 

membrane(352). 

1.1.4 Les seconds messagers de la contraction musculaire lisse vasculaire 

La production de second messagers intracellulaires est un mécanisme des 

plus versatile et des plus répandu de la signalisation cellulaire utilisé pour 

transformer une stimulation extracellulaire en une réponse cellulaire. Les seconds 

messagers d'origine lipidique se sont avérés des acteurs importants de la 

signalisation cellulaire. Ainsi, les phospholipides membranaires contiennent de 

l'information importante en plus de leur rôle structurel. Cette information sera 

libérée suite à l'action de phospholipases spécifiques. Les deux seconds messagers 

d'origine lipidique les mieux caractérisés sont 1'IP3  et le DAG(26). 
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1.1.4.1 L'IP3  

L'IP3  est libéré dans le cytosol et exerce un rôle bien précis, soit de stimuler 

l'activité du récepteur-canal à 1'IP3  de la membrane du reticulum 

Figure 1.4 Cycle métabolique des phosphoinositols. Adapté de Landry et Gies (1994) 

sarcoplasmique(90). L'ouverture du canal provoque le passage du calcium du 

reticulum sarcoplasmique vers le cytosol (Figure 1.5) (26). 

L'IP3  a une durée de vie très brève soit de quelques secondes à une minute 

avant d'être métabolisé selon deux voies enzymatiques distinctes afin d'une part 
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de reconstituer le PIP2  membranaire et d'autre part de former de nouveaux 

messagers intracellulaires(26). Donc 1'IP3  sera rapidement hydrolysé en IP2  et en 

IP avant d'être retourné à la membrane plasmique(163). Par contre, sous l'effet de 

différentes kinases, 1'IP3  pourra être phosphorylé en IP4  et en IP5  dont les rôles sont 

encore peu connus(163). 

1.1.4.2 Le DAG 

Le DAG reste quant à lui dans la membrane plasmique et lève l'auto-

inhibition des protéine kinases C(211). Le DAG ancré à la membrane plasmique 

se lie aux structures en doigt de zinc de la protéine kinase C. En effet, deux 

molécules de DAG occupent les deux sites de liaison présents sur chaque protéine 

kinase de type C libérant ainsi le site de liaison du substrat de son pseudosubtrat, 

favorisant l'activité de Penzyme(211). 

Il semble que la production de DAG lors de la contraction du muscle 

vasculaire serait biphasique(261). En effet, une première production précoce 

proviendrait de l'hydrolyse du PIP2  et serait suivie d'une production plus soutenue 

due à l'hydrolyse de la phosphatidylcholine par la phospholipase D. Le DAG sera 

ensuite recyclé en acide phosphatidique par une phosphorylation catalysée via la 

1-2 DAG kinase(163). 

1.1.5 Les canaux ioniques du muscle lisse vasculaire 

Le potentiel de membrane au repos des muscles lisses vasculaires tel que 

mesuré à l'aide de micro-électrodes peut varier sensiblement d'une région 
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vasculaire à lautre(64,122,199,200). Quoique le potentiel d'équilibre du potassium 

se retrouve autour de -85 à -90mV, un potentiel membranaire aussi bas que -45 à 

-50mV a été observé dans des tissus vasculaires spontanéments actifs tels la veine 

porte de rat, de lapin ou de hamster. Dans les grandes artères de conductance, on 

mesure un potentiel de membrane au repos autour de -55 à -60mV. Les potentiels 

de membrane au repos les plus bas s'enregistrent dans les petites artères de 

résistance (-70 à -75mV)(201). Les mécanismes précis régissant l'établissement 

de potentiel de membrane au repos des cellules musculaires lisses vasculaires ne 

sont pas bien connus(347). Ce potentiel de membrane au repos pourrait être 

principalement déterminé par l'activité de canaux potassiques à large conductance 

(200-300pS) du fait qu'on les retrouve en très grande quantité dans la membrane 

plasmique (15 000/cellule)(347). Par contre, d'autres sources suggèrent que les 

courants Kv seraient responsable de l'établissement de ce potentiel de membrane 

(254). 

Les cellules musculaires lisses vasculaires sont des cellules excitables qui 

possèdent plusieurs représentants de différents types de canaux ioniques (Ca", 

Na', K+ et C1-). 

1.1.5.1 Les canaux calciques 

La concentration intracellulaire de calcium [Cal, est régulée de façon très 

précise dans les cellules musculaires lisses vasculaires. Le [Cal, est requis pour 

toute une gamme de réponse cellulaire y compris dans le couplage excitation- 
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contraction du muscle lisse vasculaire. Le calcium joue un rôle primordial dans la 

contraction musculaire lisse vasculaire. La liaison de quatre ions calcium sur la 

calmoduline est en quelque sorte le point de départ d'une série d'événements 

conduisant à la contraction du muscle lisse vasculaire. De plus, certaines évidences 

d'une forme de troponine C sur l'appareil contractile des cellules musculaires 

lisses vasculaires ont été démontrées. La liaison d'ions calcium sur la troponine C, 

lève une inhibition semblable à celle observée dans les muscles squelettiques. Il 

semble que l'activation des Cd+-CaM Kinase de type II favoriserait la 

phophorylation de la calponine libérant ainsi l'activateur de l'ATPase de la 

myosine. Certains courants potassiques et chlore seraient aussi activés par le 

calcium. 

L'étude des mouvements de calcium impliqués dans la contraction 

musculaire est un champ de recherche des plus complexe. Le calcium provient 

principalement de deux sources, soit du milieu extracellulaire et des sources 

intracellulaires. L'apport de calcium provenant du milieu extracellulaire aura une 

influence capitale sur les mouvements de calcium intracellulaire et vice-versa et 

ce, autant de façon directe que par l'intermédiaire d'enzymes dépendantes du 

calcium. Plus encore, l'énorme variété dans les tissus musculaires lisses rend 

difficile la généralisation des mécanismes de signalisation calcique. Seuls les 

mécanismes menant à des augmentations de [Ca2 ], lors d'une réponse aux 

agonistes seront abordés dans le cadre de cette thèse. 
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1.1.5.1.1 Sources intracellulaires de calcium 

1.1.5.1.1.1 La libération de calcium sensible à 1,IP3  

L'activation des phospholipases C 13 favorise, tel que vu précédemment, la 

formation de différents seconds messagers impliqués dans la contraction 

musculaire. L'IP3  formé diffuse dans le cytosol et se lie à un récepteur-canal 

calcique qui lui est spécifique à la surface du réticulum sarcoplasmique. 

Les récepteurs à 1'IP3  sont une famille de récepteur-canaux perméables au 

calcium. On connaît trois sous-types de récepteur à 1'IP3  (IP3R1, IP3R2, IP3R3) 

chez les mammifères synthétisés suite à l'expression de trois gènes différents(233). 

Ce canal est une protéine tétramérique dont chacune des sous-unités est formée de 

8 	domaines 

transmembranaires. 	Les 

domaines 7 et 8 forment le 

canal (Figure 1.5). Les parties 

N- et C-terminales se situent 

sur la face cytosolique et le 

site de liaison de 1'IP3  est 

situé sur la partie N-

terminale(90). L'ouverture du 

canal provoque le passage du 

calcium du reticulum 
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sarcoplasmique vers le cytosol représentant la source principale de calcium 

intracellulaire(90). L'IP3  est le second messager qui active le canal mais l'ATP et 

le calcium semblent potentialiser cette activation, leur site de liaison respectif se 

retrouvant également sur la portion N-terminale(90). De plus on dénombre des 

sites de phosphorylation reconnaissables par les protéine kinases de type A et 

C(90). Cependant, on ne connaît pas encore clairement la contribution de ces 

mécanismes de phosphorylation du récepteur. De plus la concentration du calcium 

intracellulaire a un impact important sur l'activité du récepteur-canal à 1'IP3. En 

effet, une concentration de calcium en deçà de 300nM est stimulante tandis qu'au-

delà de 300nM, le calcium inhibe l'activité du récepteur-canal. L'efficacité de 1'IP3  

à libérer le calcium des réserves intracellulaires se retrouve donc confinée à 

l'intérieur de cette fenêtre d'activation créée par la [Ca2 ]1(92). 

L'héparine(131) et le décavanadate(93) ont longtemps été les seules 

substances utilisées pour étudier de façon directe l'activité du canal calcique 

sensible à 1'IP3. En effet, ces substances bloquent la mobilisation du calcium 

intracellulaire. Cependant, l'héparine autant que le décavanadate est peu sélective 

et pénètre difficilement à l'intérieur de la cellule. L'utilisation d'anticorps dirigés 

contre le récepteur à 1'IP3  montre une bonne sélectivité et un bon potentiel 

d'inhibition de l'activité du canal. Malheureusement, les anticorps pénètrent peu 

la membrane plasmique(198). Les derniers développements dans la pharmacologie 

du récepteur à 1'IP3  démontrent que la xestospongine C, une substance très 
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liposoluble bloque de façon physique le canal et démontre une bonne sélectivité. 

Cette substance est l'outil de choix présentement dans l'étude du récepteur à 

1'IP3(100). 

1.1.5.1.1.2 La libération de calcium sensible au calcium 

Les mécanismes de libération du calcium sensible au calcium dans le 

muscle lisse sont particulièrement complexes et très mal compris. Par contre, il 

semble que la libération de calcium sensible au calcium se fasse via des canaux 

qu'on dit sensibles à la ryanodine. 

Les récepteurs sensibles à la ryanodine sont classés en trois types soit 

muscle squelettique (RyR1), muscle cardiaque (RyR2) et non-musculaire 

(RyR3)(404). Les récepteurs sensibles à la ryanodine du muscle lisse vasculaire 

sont du type RyR3 mais des banques d'ADNc ont démontré que le type RyR2 y 

était aussi présent(404). La séquence exacte de libération du calcium induite par 

le calcium est très mal connue dans les cellules musculaires lisses vasculaires. 

L'existence de libération de calcium induite par le calcium dans des conditions 

physiologiques au niveau du muscle lisse vasculaire est encore 

controversée(25,337,404). Par contre, un complexe récepteur à la ryanodine-canal 

calcique(61,229) démontrant des propriétés semblables aux structures identifiées 

dans le muscle squelettique et le muscle cardiaque a été partiellement purifié et 

reconstitué dans le muscle lisse(128,384). Il a de plus été démontré que la 

ryanodine pouvait affecter la contraction de plusieurs types de muscles lisse y 
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compris ceux caractérisés par une faible proportion de sites de liaison à la [31-1]-

ryanodine(400). Même si le récepteur sensible à la ryanodine partage plusieurs 

similitudes structurelles avec le récepteur à 1'IP3, il est totalement insensible à 

11P3(137). De fait, on ne connaît que deux activateurs physiologiques du récepteur 

sensible à la ryanodine soit le calcium et le cADP-ribose(101,209). Cependant, le 

cADP-ribose n'induit pas la contraction des muscles lisses perméabilisés(209) et 

sa contribution reste à être démontrée. De plus la capacité du calcium à activer le 

récepteur à la ryanodine en conditions physiologiques est encore 

controversée(404). 

L'étude de ces canaux ioniques est compliquée par le manque de 

substances spécifiques. La caféine a été longtemps utilisée comme potentialisateur 

de l'activité du canal mais montre peu de sélectivité(404). En effet, la caféine est 

un inhibiteur important des phosphodiestérases ce qui rend difficile l'interprétation 

des études faites avec cet agent. Le MBED(9-methy1-7-bromoeudistomine D), un 

dérivé d'un produit isolé de Eudistoma oliverceum, a démontré des effets 

potentialisateurs importants de l'activité du canal sensible à la ryanodine sans 

affecter l'activité des phosphodiestérases, des Ce-ATPases ou de 

l'actomyosine(313). Aucune étude n'a par contre été faite sur les cellules 

musculaires lisses vasculaires. 
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1.1.5.1.2 Sources extracellulaires de calcium 

On peut mesurer jusqu'à 1,6mM de calcium dans le milieu extracellulaire 

d'une cellule musculaire lisse vasculaire alors qu'on en retrouve très peu à 

l'intérieur de la cellule(100-300nM). Cet important gradient électrochimique 

permet une entrée massive d'ions calcium jusqu'à des concentrations capables 

d'outrepasser les importants mécanismes tamponnant le calcium dans les cellules 

musculaires lisses vasculaires. Les canaux calciques membranaires peuvent être 

subdivisés selon que leur probabilité d'ouverture est augmentée par une 

dépolarisation de la membrane plasmique (sensibles au voltage) ou contrôlée 

directement par un ligand. 

1.1.5.1.2.1 Les canaux calciques sensibles au voltage 

Les canaux calciques sensibles au voltage sont ubiquitaires dans les cellules 

excitables. Ils appartiennent à une super famille génétique comprenant les canaux 

sodiques et potassiques sensibles au voltage. L'activation de ces canaux ioniques 

semble être le résultat d'un changement de conformation en réponse à une 

modification du potentiel transmembranaire. 

Les canaux calciques ont été initialement classés en type L (Long lasting), 

T (Transient) et N (Neither ou neuronal)(258,265). Les types P (Purkinje), Q et R 

ont été ajoutés au tableau depuis(349,399). On ne retrouve que les types L et T au 

niveau de la membrane plasmique des cellules musculaires lisses vasculaires. 

Les canaux calciques de type L et T ont tout d'abord été différenciés sur la 
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base de leur réponse aux variations 

de potentiel membranaire et de leur 

propriétés cinétiques(258,265). Les 

deux types ont été identifiés dans 

les cellules musculaires lisses(99). 

De façon générale, les études 

électrophysiologiques effectuées 

sur des cellules musculaires lisses 

ont démontrées que les courants de 

type T s'activent et s'inactivent dans une fenêtre environ 20 à 40 mV plus 

hyperpolarisée que les courants de type L(6,21,99,105). Les courants unitaires de 

type T sont d'environ 8pS (100mM Ba") en comparaison des 25pS des courants 

L (100mM Ba') dans les cellules musculaires lisses vasculaires(105). De façon 

générale, les courants T sont beaucoup moins sensibles aux bloqueurs organiques 

des canaux calciques et démontrent une sensibilité différente aux cations(228). La 

contribution relative des deux types de courant telle que mesurée en mode cellule 

entière démontrent des variations importantes en fonction du type de cellule utilisé 

et des conditions de l'étude. Ainsi, des courants de type T aussi importants sinon 

plus importants que les courants L ont été démontrés dans quelques études 

effectuées sur des cellules musculaires lisses vasculaires en culture(6,364,392). 

Finalement, il semble que les courants de type T soient exprimés transitoirement 
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durant la culture des cellules musculaires lisses vasculaires compliquant ainsi leur 

caractérisation dans des modèles cellulaires d'électrophysiologie(104). 

La structure moléculaire des canaux calciques de type L a été bien 

démontrée dans plusieurs tissus incluant les cellules musculaires lisses vasculaires 

(Figure 1.6)(349). Par contre, la structure des canaux calciques de type T n'a pas 

été clairement démontrée dans aucun tissu(146). Présentement, on croit que la 

structure des canaux L est un hétéroquintamère formé de cinq sous-unités 

protéiques al, a2, 13, y et 8(51,228,349). La sous-unité al contient les sites de 

liaison des antagonistes pharmacologiques des canaux calciques et formerait de 

surcroît le pore ionique. Dans les cellules musculaires lisses vasculaires, la sous-

unité al est une protéine de 2 169 acides aminés évaluée à environ 243kD(189). 

Il s'agit d'une chaîne peptidique simple comprenant quatre unités homologues 

répétées formées de six hélices a ancrées dans la membrane dont la quatrième 

hélice serait la structure détectant les variations de potentiel membranaire(51,231). 

Plusieurs sites de phosphorylation (sérine, thréonine, tyrosine) pouvant être 

impliqués dans la modulation de l'activité du canal ont été identifiés sur la sous-

unité al (66,212,333,401). Les autres sous-unités du canal calcique de type L 

semblent être des modulateurs importants de l'activité de la sous-unité al affectant 

sa cinétique d'activation, sa sensibilité aux modifications de potentiel 

transmembranaire ainsi que sa réponse aux dihydropyridines(202,319,357). La 

sous-unité a2 est une protéine hautement glycosylée de 140kD associée à la sous- 
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unité par un pont bisulphure(247). Il semble que la présence de cette sous-unité 

a2 favorise le passage des ions Ca'. En effet des anticorps dirigés contre a2 inhibe 

l'influx calcique dans des cellules musculaires lisses aortiques en culture(192). La 

sous-unité 13 est une protéine de 55kDa qui module l'activité de la sous-unité al 

et qui serait une cible importante de phosphorylation(69,118). La sous-unité y est 

une protéine de 35 kDa, ancrée dans la membrane, dont la fonction et la présence 

hors des muscles squelettiques sont incertaines(39,153). 

On estime qu'au potentiel de membrane au repos (-60mV), la proportion 

de canaux calciques de type L actifs est suffisante pour permettre un influx 

calcique physiologiquement significatif dans la cellule(66,105,253). De plus, des 

évidences suggèrent qu'in vivo, les cellules musculaires lisses vasculaires seraient 

plus dépolarisées qu'in vitro. En effet, in vivo, des stimuli vasoconstricteurs 

constants (influx sympathiques, vasoconstricteurs circulants, tonus myogénique) 

optimiseraient l'activité des courants calciques de type L(46,134,250). La 

contribution des courants calciques de type T dans le tonus vasculaire lisse est 

beaucoup moins évidente. Il semble que la majorité des canaux T soient inactifs 

au potentiel de membrane au repos. Cependant, une légère hyperpolarisation de la 

membrane des cellules musculaires lisses vasculaires favorise de façon importante 

la réactivation des canaux T(103). 

On dénombre une quantité importante de modulateurs endogènes de 

l'activité des canaux calciques dépendants du voltage. L'action de plusieurs agents 
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vasoactifs implique ces canaux calciques. En plus de causer la dépolarisation 

membranaire, plusieurs substances vasoactives semblent moduler directement 

l'activité de ces canaux. Néanmoins, on dénombre énormément de variations dans 

ces effets en fonction du tissu et des conditions expérimentales. Par exemple, les 

données sont relativement contradictoires lors de la réponse des canaux calciques 

de type L à une stimulation al -adrenergique dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires. À l'origine, deux études indépendantes(17,392) ont démontré que la 

noradrénaline n'avait aucun effet sur Iba  dans les artères mésentériques de rat ou la 

veine saphène de chien. De plus, Droogmans et cd.(72,81) ont démontré que la 

noradrénaline et la phényléphrine inhibaient Iba  dans des cellules isolées de l'artère 

de l'oreille de lapin alors que Benham et Tsien (22) démontraient une activation 

des courants L par la noradrénaline dans le même modèle expérimental. Plusieurs 

autres agonistes vasoconstricteurs incluant l'angiotensine II dans les cellules 

musculaires lisses vasculaires de rat et de lapin(34,267), l'histamine dans la veine 

saphène de lapin(268) et la sérotonine dans les artères cérébrales de lapin(381) 

augmentent les courants calciques. L'endothéline-1 avait été proposée à l'origine 

comme étant le ligand endogène des canaux calciques(387). Cependant, des études 

subséquentes ont démontré que 1'endothéline-1 n'agissait pas directement sur le 

canal mais plutôt via sa liaison à son récepteur membranaire(356). Néanmoins, 

l'endothéline-1 augmente les courants calciques dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires tel que démontré en mode cellule entière(114) ou canal isolé(316). 11 



Figure 1.7 Structure chimique de trois types de 
bloquant des canaux calciques de type L. Adapté 
de Landry et Gies (1994) 
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a été bien démontré qu'une augmentation de [Cal, diminuait les courants 

calciques de type L sans avoir d'effet majeurs sur les courants T dans plusieurs 

types cellulaires(350). Le mécanisme exacte de cette inhibition est cependant 

inconnu. Des sites de liaison pour le calcium liés à des mécanismes d'inactivation 

membranaire situé près du pore ont été proposés(325). Les variations du pH 

extracellulaire affectent les courants L; une alkalinisation augmente alors que 

l'acidification diminue l'activité des canaux L(185,372). Finalement, les 

mécanismes de phosphorylation sont grandement impliqués dans la modulation de 

l'activité du canal calcique de type L. De fait les protéine kinases C et la 

calmoduline sont de puissants modulateurs des canaux calciques sensibles au 

voltage(312,385,398). 

Les 	propriétés 	des 

bloquants pharmacologiques de 

canaux calciques de type L comme 

les dihydropyridines(nifédipine), 

les phénylalkylamine(vérapamil) et 

les benzothiazépines(diltiazem) 

sont bien connues (Figure 

1.7)(201,228). Les mécanismes 

d'action de ces agents ont été étudiés dans plusieurs types cellulaires y compris 

dans les cellules musculaires lisses vasculaires(20 1). Plusieurs évidences suggèrent 
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que les cellules musculaires lisses vasculaires seraient plus sensibles aux 

dihydropyridines(17,227,392). Les caractéristiques classiques des bloquants des 

canaux calciques ont été bien démontrées dans le muscle lisse 

vasculaire(201,228).Toutes les classes de bloquant des canaux calciques déplacent 

l'état d'inactivation des canaux à des potentiels plus négatifs(17,127,197,339). Les 

études faites sur des myocytes vasculaires démontrent que l'affinité du canal 

calcique pour les dihydropyridines augmente avec les potentiels dépolarisés(227). 

Plusieurs études démontrent une insensibilité des canaux de type T aux 

antagonistes organiques du calcium(17,127,197,339). Un nouveau composé, le 

mibéfradil qui semble inhiber sélectivement le canal calcique de type T 

lorsqu'utilisé à des concentrations de 0.1p,M, permettra peut-être de mieux 

caractériser ce canal (235). 

1.1.5.1.2.2 Les courants calciques capacitatifs 

Dans les cellules non-excitables (cellules endothéliales, hépatocytes, 

cellules épithéliales), l'influx calcique se fait vraisemblablement via des voies 

sensibles à la [Ca21, les courants calciques capacitatifs(282). Ces courants 

capacitatifs peuvent être mis en évidence par application de thapsigargine, un 

inhibiteur des Ce-ATPases du reticulum sarcoplasmique(340). En effet, la 

vidange des sources intracellulaires de calcium représente le principal stimulus de 

cette entrée capacitative de calcium. Dans les cellules excitables telles les 

neurones, les muscles et les cellules endocriniennes, l'influx calcique se fait 
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principalement via les canaux calciques sensibles au voltage. Cependant, quelques 

évidences suggèrent l'implication des courants capacitatifs dans de tels types 

cellulaires. Par exemple, l'application intracellulaire de thapsigargine provoque la 

contraction du muscle lisse vasculaire(232,305). 

On ne connaît pas encore le signal intracellulaire qui stimule cette entrée 

capacitative de calcium. Cependant, trois hypothèses ont été suggérées soit un 

messager soluble(283), un couplage conformationnel(162) ou encore par traffique 

vésiculaire(89). Deux types de courants capacitatifs ont été identifiés jusqu'à 

maintenant soit le courant IcRAc(138) ainsi qu'un courant capacitatif qu'on ne 

retrouve que dans les cellules endothéliales(221). La structure moléculaire des 

canaux membranaires impliqués dans l'entrée capacitative de calcium est 

inconnue. Récemment, des travaux ont démontré que des protéines analogues aux 

protéines TRP drosophiliennes pourraient être des candidates potentielles(240). 

D'ailleurs, ces protéines TRP mammaliennes seraient très semblables aux canaux 

calciques sensibles au voltage(280). 

Les courants capacitatifs calciques ont plusieurs implications tels le 

remplissage des stocks intracellulaires déplétés, la sécrétion, la transcription ou 

l'apoptose dans les cellules non-excitables. Cependant, aucun rôle physiologique 

pour ces courants calciques capacitatifs dans les cellules excitables n'a été 

clairement démontré. 
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1.1.5.1.2.3 Les canaux cationiques activés directement par le récepteur(ROCs) 

L'existence des ROCs a été originalement proposée suite à l'observation 

d'influx calciques insensibles aux bloqueurs des canaux calciques dans certains 

myocytes vasculaires(294,360,403). Ainsi, plusieurs évidences suggèrent que 

certains vasoconstricteurs activeraient des canaux calciques insensibles aux 

dihydropyridines. La noradrénaline en se liant à un récepteur a-adrenergique 

activerait un courant cationique entrant insensible à la nifédipine et sélectif au Ba2+  

dans des cellules provenant de la veine porte de lapin(9,160,363). La 

vasopressine(193,355), 1 endothéline-1 (54,356), 1' angiotensine 11(201) et la 

sérotonine(201) semblent, elles-aussi, activer des canaux cationiques non-sélectifs 

dans des modèles de cellules entières. On connaît encore mal les mécanismes 

d'activation de ces ROCs. Il semble que ni le calcium intracellulaire ni 1'IP3  ne 

serait impliqués. Par contre, les protéine kinases C pourraient être des 

intermédiaires entre le récepteur et l'activation des canaux calciques(184). Ceci 

suggère donc une implication des protéines G dans ces mécanismes. D'ailleurs, 

l'application de GDPPS à l'intérieur d'une cellule A7r5 inhibe un courant calcique 

de type ROCs induit par la vasopressine(355). 

1.1.5.1.2.4 Les récepteurs-canaux 

Dans les tissus non-vasculaires, plusieurs récepteur-canaux ont été décrits 

tels le récepteur nicotinique, certains récepteurs aux acides aminés excitateurs ainsi 

que le récepteur 5-HT3  à la sérotonine. Dans les cellules musculaires lisses 
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vasculaires, l'ATP agit sur son récepteur-canal de type P2x1  permettant ainsi 

l'entrée de cations. Cependant, il a été bien démontré qu'en conditions 

physiologiques le courant majeur traversant ce canal était sodique (19,20). Jusqu'à 

maintenant, le récepteur P2x1  est l'exemple de récepteur-canal le mieux caractérisé 

des cellules musculaires lisses vasculaires. 

1.1.5.2 Les canaux potassiques 

En se basant sur les données provenant d'études pharmacologiques faites 

sur des artères intactes et de travaux d'électrophysiologie faits sur des cellules 

isolés, on distingue jusqu'à maintenant cinq types de canaux potassiques sur la 

membrane des cellules musculaires lisses vasculaires(42). Ces canaux jouent un 

rôle dans la régulation du tonus vasculaire qui variera d'un tissu musculaire à 

l'autre. 

1.1.5.2.1 Les canaux potassiques sensibles au voltage (Kv) 

Les canaux Kv, aussi connus sous les appellations de delayed rectifier ou 

de transient outward, ont été identifiés dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires isolées de plusieurs artères différentes telles les artères coronaires(358), 

cérébrales(38), rénales(107) et pulmonaires(269). Ils sont impliqués principalement 

dans l'établissement du potentiel de membrane au repos(254). De plus, leur 

activation induite par la dépolarisation de la membrane cellulaire suggèrent que ces 

canaux pourraient limiter la réponse aux stimuli vasoconstricteurs(254). 

Les canaux Kv sont sélectivement bloqués par la 4-aminopyridine, avec un 
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Ki d'environ 0.2-1mM selon le tissu étudié(107,269). 

1.1.5.2.2 Les canaux potassiques à large conductance activés par le calcium 

(Maxi-K) 

Les canaux Maxi-K sont les canaux potassiques activés par le calcium les 

mieux caractérisés dans le tissu vasculaire(42). Ils sont présents dans la très grande 

majorité des cellules musculaires lisses vasculaires(254). Le courant unitaire des 

Maxi-K est de 250pS et la probabilité d'ouverture de ces canaux augmente 

exponentiellement avec la dépolarisation de la membrane et l'augmentation du 

[Cal,. Les Maxi-K opposent un bio-contrôle négatif en réponse à la 

dépolarisation, l'entrée de calcium et la contraction du muscle lisse vasculaire(43). 

Les Maxi-K sont principalement sensibles au tetraéthylamonium, à la 

charybdotoxine et à l'iberiotoxine. 

1.1.5.2.3 Les canaux potassiques activés par le calcium à faible conductance 

sensibles à l'apamine 

Des évidences récentes émanant d'études faites sur des artères intactes 

suggèrent la présence de ces canaux dans les cellules musculaires lisses vasculaires 

ainsi que leur implication dans les vasodilatations dépendantes de 

l'endothélium(42). Aucune mesure directe de ces canaux sensibles à l'apamine n'a 

été faite dans les cellules musculaires lisses vasculaires mais on sait qu'il s'agit de 

canaux sensibles au calcium, à faible conductance et sensibles à l'apamine tel que 

caractérisé dans le muscle squelettique. De plus, il a été démontré que des cellules 



Figure 1.8 Structure du canal potassique dépendant 
de l'ATP. Adapté de Ashcroft and Gribble, 1998. 
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musculaires lisses porcines exprimaient de l'ARNm codant pour ces canaux 

suggérant leur présence dans le tissu vasculaire(322). 

1.1.5.2.4 Les canaux potassiques dépendants de l'ATP (KATp) 

Les canaux KA Tp  ont d'abord été identifiés dans les myocytes 

cardiaques(263) avant d'être décrits dans plusieurs types cellulaires y compris les 

cellules musculaires lisses vasculaires(4). Les premières mesures 

électrophysiologiques directes ont été faites sur des cellules musculaires lisses 

vasculaires isolées d'artères mésentériques et démontraient un courant unitaire 

sortant d'environ 30pS(324). 

Le canal KATp est un 

octamère comprenant quatre 

sous-unités KIR(155,298) formant 

le pore ionique et qui sont 

jumelées à quatre sous-unités 

SUR(58,157)(Figure 1.8). Deux 

gènes encodant deux sous-types 

de sous-unités KHI  (6.1 et 6.2) ont 

été identifiés(4,155,298). De même, deux sous-types de sous-unités SUR(1 et 2) 

sont exprimés par deux gènes différents(4,56,156,165). L'agencement des 

différents sous-types de sous-unités confèrent aux différents canaux KATp des 

propriétés pharmacologique et physiologique spécifiques. Le canal Kpap du muscle 
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lisse vasculaire serait composé de sous-unités KIR  6.2 et SUR2B(4,56,156,165). 

Le canal KATp est principalement inhibé par des concentrations 

physiologiques d'ATP. D'autres facteurs tels le ratio ADP/ATP(207) ou le pH 

intracellulaire modifient la sensibilité du canal à l'ATP. De plus, il semble que le 

Mg2+, l'AMPc et les protéines G soient nécessaires à l'activité du canal. Les KATp 

sont très peu sensibles aux variations de potentiel membranaire(13). Les KATp sont 

des médiateurs importants de la réponse vasculaire à plusieurs vasodilatateurs ainsi 

qu'à des changements métaboliques importants qui auront ultimement un effet sur 

le débit sanguin dans différents tissus. Jusqu'à maintenant, on sait que le 

CGRP(252), le peptide vasoactif intestinal(324), l'adénosine(67), les 

prostaglandines 12, E2  et D2(40), ainsi que le monoxyde d'azote(245) activent les 

KA-,  et hyperpolarisent les cellules musculaires lisses vasculaires. Ces effets sont 

inhibés en partie par le glibenclamide. Certaines évidences suggèrent que les 

canaux KATp seraient actifs dans des cellules au repos tel que démontré dans les 

cellules musculaires lisses coronaires(154). En effet l'infusion de glibenclamide 

dans le réseau coronaire de rat ou de lapin cause une importante vasoconstriction 

réversible par l'arrêt du traitement(300). L'activité des KATp en conditions basales 

suggère qu'un blocage de ces canaux favoriserait l'accumulation de charges 

positives à l'intérieur de la cellule et ainsi une dépolarisation membranaire menant 

potentiellement à une vasoconstriction. De fait, il a été démontré dans des études 

électrophysiologiques faites sur des myocytes isolés d'artères coronaires de porc 
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que la vasopressine(359), l'endothéline-1(239) et l'angiotensine 11(237) inhibaient 

l'activité des KATp. Cependant, le rôle de ce blocage des KATp dans la contraction 

produite par ces peptides n'a pas été démontré. 

Une caractéristique bien connue des KATp est leur sensibilité aux 
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Figure 1.9 Structure chimique des sulphonylurés. Adapté de Lamiry et Gies 
(1994) 

sulphonylurés (Figure 1.9). Cet effet semble hautement spécifique pour ces canaux. 

De plus, il existe toute une gamme d'activateur des KATp incluant la lemakalime, 

le pinacidil, le nicorandil et plusieurs autres(12). 

1.1.5.2.5 Les canaux potassiques à rectification entrante (Km) 

On sait maintenant que les gènes codants pour les canaux potassiques à 

rectification entrante forment une nouvelle famille de gènes, la famille des 

KIR(79,196). Ces gènes codent des protéines de 370 à 500 acides aminés. Ces 

protéines ont deux passages transmembranaires (ml et m2) séparé par une région 

très conservée qui formera le pore ionique et attribuera la sélectivité du canal au 
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potassium. Quatre sous-unités KIR  formeront le pore ionique(388). Six sous-

familles de Kaz  (2.0 à 6.0) ont été identifiées jusqu'à maintenant. Dans le muscle 

lisse vasculaire, les sous-unités KIR  d'intérêt seront les 2.0. Tel que vu 

précédemment, les KrR  6.0 contribuent à la structure du canal KA . 

Les Kilz  retrouvés dans les cellules musculaires lisses vasculaires sont des 

canaux potassiques dont la forte rectification entrante semblent être produite par 

les polyamines intracellulaires. Ces courants KHI  contribuent au maintient du 

potentiel de membrane au repos. À preuve, l'inhibition de ces canaux cause une 

dépolarisation substantielle de la membrane cellulaire(83). 

L'addition extracellulaire de Ba' bloque de façon très efficace les courants 

Km(119). De plus, des concentrations physiologiques de Ca' et de 1(±  bloquent des 

courants potassiques à rectification entrante dans les cellules musculaires lisses 

coronaires de rat(289). 

1.1.5.3 Les canaux chlore 

Les expériences d'électrophysiologie classiques n'ont jamais réussi à 

définir aussi clairement les courants chlore comparativement aux courants 

cationiques. Cependant, des évidences pharmacologiques ont longtemps suggéré 

que les courants chlore passaient par des canaux spécifiques qui pouvaient être 

inhibés autant par des substances organiques qu'inorganiques. Ces propriétés des 

canaux chlore ont été confirmées récemment par l'étude des courants unitaires 

effectuées sur des cellules isolées. 
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La distribution des ions chlore dans le muscle lisse est très différente des 

autres types cellulaires. Le potentiel d'équilibre du chlore se retrouve autour de -20 

à -30 mV soit beaucoup plus positif que le potentiel de membrane au repos(5,50). 

Conséquemment, l'ouverture de canaux chlore membranaires favorise une sortie 

d'ions chlore, amenant la membrane vers le potentiel d'équilibre du chlore, 

conduisant ainsi à une dépolarisation de la membrane cellulaire(5,50). 

En se basant sur les propriétés fonctionnelles comme la dépendance aux 

variations de potentiel membranaire et aux agonistes, la conductance, la sélectivité, 

la cinétique d'activation et d'inactivation ainsi que la sensibilité aux différents 

bloqueurs, les canaux chlore ont pu être divisés en deux grands groupes, soit 

sensibles au voltage ou activés par le calcium(96,111). Les canaux chlore sensibles 

au voltage peuvent être subdivisés en trois sous-classes à savoir sensibles à la 

dépolarisation, sensibles à l'hyperpolarisation et les canaux chlore bell-shaped 

voltage-dependent. Seuls les canaux chlore sensibles à la dépolarisation et 

sensibles au calcium ont été identifiés dans le tissu musculaire lisse 

vasculaire(201). 

Plusieurs agents pharmacologiques peuvent être utilisés pour l'étude des 

canaux chlore. Quoique leurs effets soient généralement limités aux courants 

chlore, peu de ces agents montrent une sélectivité pour un seul sous-type de canal. 

On peut classer ces inhibiteurs en organique et inorganique. On connaît plusieurs 

composés organiques tels le AC9, des dérivés stilbènes (DIDS et SITS), 1'IAA-94 
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et l'acide niflumique. Les composés inorganiques sont des anions (B(, NO3-, r) ou 

des cations (H+, Ce, Ze)(201,206). 

1.1.5.3.1 Les canaux chlore sensibles à la dépolarisation 

Ces courants chlore d'une conductance variant entre 45 à 61pS ont surtout 

été caractérisés dans les cellules musculaires squelettiques en culture(35). Ces 

canaux sont actifs au potentiel de repos de la membrane. Ceci leur confère une 

implication dans la forte perméabilité au chlore mesurée dans les muscles 

squelettiques(35). Dans les muscles lisses vasculaires, on connaît peu leur rôle. 

1.1.5.3.2 Les canaux chlore activés par le calcium (Ici(c})) 

Les Icl(Ca)  ont été identifiés dans les cellules musculaires lisses isolées de 

plusieurs tissus vasculaires et non vasculaires(10,393,402). Ces Icea)  sont souvent 

activés par des substances contractiles. Dans le muscle lisse vasculaire, la 

noradrénaline et l'endothéline stimulent ces courants chlore (10,149,277). Ces 

caractéristiques des courants Icl(Ca) suggèrent l'implication de ces courants dans la 

vasoconstriction. 

On connaît encore peu les détails structuraux des canaux chlore sensible au 

calcium dans les muscles lisses vasculaires quoiqu'un canal chlore sensibles au 

calcium ait été purifié et cloné à partir de cellules épithéliales bronchiques de 

boeuf(65). 

1.1.5.3.3 Les canaux chlore à haute conductance 

Ces canaux tiennent leur nom de leur conductance très élevée qui est de 
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plus de 200pS. Ces canaux ont été les premiers à être décrits au niveau unitaire. 

Cependant, on connaît encore peu leurs caractéristiques. Quelques évidences 

suggèrent leur implication dans la contraction musculaire lisse vasculaire(206). 

1.1.5.4 Les canaux sodiques 

Dans plusieurs cellules musculaires lisses, les canaux sodiques dépendants 

du voltage semblent être impliqués dans la phase ascendante du potentiel d'action 

(179). Il apparaît maintenant évident que les canaux sodiques sensibles au voltage 

soient distribués dans la plupart des tissus musculaires lisses y compris dans les 

grandes artères de conductance telle l'aorte de rat(33,201). 

La description de la structure des canaux sodiques provient principalement 

d'études faites sur les cellules nerveuses(15), musculaires squelettiques(348) et 

cardiaques(338). De façon générale, le canal sodique est composé de quatre 

répétitions de six segments (S1 à S6). Notons que chacun des segments S4 possède 

une région sensible au voltage. Le pore ionique serait quant à lui formé par les 

feuillets p entre les segments S5 et S6(201). 

On connaît encore mal la contribution exacte des canaux sodiques dans la 

contraction du muscle lisse vasculaire. Par contre, deux types de courants sodiques 

sont distribués dans le muscle lisse vasculaire(201). Un premier courant lent, peu 

sensible à la tétrodotoxine et un deuxième rapide et sensible à la 

tétrodotoxine(201). D'après Muraki et al. (243) ce second courant rapide serait 

impliqué dans l'induction du potentiel d'action puisqu'il s'active à très faible 
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dépolarisation et s'inactive très rapidement. 

1.1.6 Les kinases et les phosphatases 

La contraction musculaire lisse vasculaire implique toute une gamme de 

processus de phosphorylation-déphosphorylation de protéines. Les kinases et les 

phosphatases possèdent un certain nombre de caractéristiques communes. En effet, 

la réaction de phosphorylation se fait sur des résidus sérine, thréonine ou tyrosine 

car le transfert du phosphate y de l'ATP ne peut se faire que sur un hydroxyle 

alcoolique ou phénolique. Elles possèdent en outre un certain nombre de domaines 

communs catalytiques, soit les sites de liaisons de l'ATP, de reconnaissance, de 

liaison et de phosphorylation du substrat. Le reste de la structure est quant à lui très 

variable. Notons que la régulation des kinases est très importante puisqu'une 

kinase active a invariablement un effet. Derniers détails, un même substrat peut 

être phosphorylé sur plusieurs sites, par une ou plusieurs kinases et une kinase peut 

phosphoryler plusieurs substrats(91). 

1.1.6.1 Les sérine/thréonine kinases 

1.1.6.1.1 Les protéine kinases C 

L'implication des protéine kinases C dans la contraction vasculaire est 

particulièrement complexe. Les premières évidences d'une implication des 

protéine kinases C dans la contraction musculaire lisse émanent de l'effet 

contractile des esters de phorbol(53,173,174). Par contre, les protéine kinases C 

font aussi partie intégrante des mécanismes de rétro-contrôle négatif favorisant 
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l'arrêt du processus contractile. Citons par exemple, la désensibilisation du 

récepteur ATIA  par les protéine kinases C(303). La complexité des effets de ces 

kinases découle en partie de la diversité des isoenzymes constituants la famille des 

protéine kinases C(211). 

La famille des protéine kinases C est présentement constituée d'au moins 

10 isoenzymes regroupées en deux groupes soit dépendantes et indépendantes du 

calcium(145,260,262). Les protéine kinases C dépendantes du calcium 

comprennent quatre isoenzymes soit a, 131, 1311 et y(188,211). Les protéine kinases 

C indépendantes du calcium se divisent en deux sous-groupes comprenant d'une 

part les isoenzymes 8, E, ri et 0(272,274,275) et d'autre part les isoenzymes i et 

t(7,273,314). L'utilisation d'anticorps spécifiques a permis d'identifier les sous-

types a, Fp, 3 , s, et dans le muscle lisse(181,215). 

La comparaison de la 

séquence d'acides aminés des 

protéine 	kinases 

dépendantes du calcium 

indique qu'elles peuvent être 

divisées en cinq régions 

variables (V1-V5) et quatre 

régions constantes ou 

conservées (C1-C4)(Figure 
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1.10). La région V3 contient un site spécifique de clivage par les protéases. Le 

domaine de régulation contient les sites de liaison pour le calcium, les 

phospholipides et le DAG (ou les esters de phorbol)(183). Les sites de liaison du 

DAG situés sur le domaine Cl sont des structures en doigt de zinc(143,242). On 

retrouve sur le domaine catalytique le site de liaison de l'ATP et le site actif. Le 

site catalytique isolé(PKM)(159) est constitutivement actif. De fait, on retrouve sur 

la région Cl une région très similaire aux régions flanquants les sérines et 

thréonines phosphorylables des substrats des protéine kinases C. Il s'agit en fait 

d'un pseudosubstrat recouvrant le site catalytique de l'enzyme. La liaison de deux 

molécules de DAG (ou d'ester de phorbol) induit un changement de conformation 

de l'enzyme libérant le site catalytique du pseudosubstrat et permettant la 

phosphorylation des substrats(139). La structure des isoenzymes indépendantes du 

calcium est relativement semblable à celles dépendantes du calcium si ce n'est que 

la région C2 est absente. 

Les plus récentes 

données sur l'implication des 

protéine kinases C dans la 

contraction musculaire lisse 

vasculaire suggèrent deux rôles 

distincts des ces kinases (362). 

La production de DAG 
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favoriserait la translocation de l'enzyme cytosolique à la membrane plasmique 

libérant ainsi son site catalytique. L'enzyme liée à la membrane phosphorylerait 

plusieurs substrats impliqués dans la régulation de l'influx calcique(362). Par 

exemple, l'activité des canaux calciques de type L sera grandement potentialisée 

suite à leur phosphorylation par les protéine kinases C(102). Ce premier rôle des 

protéine kinases C favorise les mécanismes contractiles de la fibre musculaire. La 

protéine kinase C présente dans la membrane sera éventuellement protéolysée 

libérant ainsi la PKM dans le cytosol. Cette dernière ira phosphoryler plusieurs 

constituants de l'appareil contractile. Des évidences in vitro suggèrent que le rôle 

des protéine kinases C à ce niveau irait à l'encontre du processus contractile, 

favorisant un retour aux conditions de repos de la fibre musculaire(362). 

Plusieurs modulateurs de l'activité des protéine kinases C ont été utilisés 

dans l'étude des mécanismes de signalisation cellulaire. Les activateurs les mieux 

caractérisés sont sans contredit les esters de phorbol(137). Plusieurs inhibiteurs 

peuvent être utilisés dans l'étude des protéine kinases C. Citons le H7 ainsi que la 

staurosporine(137). Par contre, ces inhibiteurs se lient au site de liaison de l'ATP 

qui est une séquence très conservée parmi les kinases diminuant ainsi grandement 

leur sélectivité(293). 

1.1.6.1.2 La kinase des chaînes légères de myosine(KCLM) 

Une des pièces maîtresses du casse-tête assurant la régulation de la 

contraction du muscle lisse est sans contredit la KCLM. En effet, cette kinase 
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hautement spécifique pour les chaînes légères (LC20) de la myosine II (son seul 

substrat) est régulée de façon très fine lors du cycle contraction-relaxation du 

muscle lisse (Figure 1.12). 

De nombreux efforts ont été déployés afin de déterminer la structure de la 

KCLM. L'enzyme contient un domaine catalytique, un site de liaison du complexe 

Ce-CaM, un site d'auto-inhibition, un site de liaison de l'actine, un site de liaison 

pour la myosine ainsi que pour l'ATP et finalement des sites de phosphorylation 

par différentes protéine kinases(361). 

La KCLM contient une région homologue à la séquence entourant la sérine 

19 de la LC20. Il a 

donc été suggéré que 

cette région puisse 

agir 	comme 

ps eudo substrat(278). 

Ainsi, au repos, 

l'enzyme se replie de 

telle façon que le 

pseudosubstrat se lie 

au site de liaison du 

substrat. Il semble que 

la liaison du complexe 
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Ca'-CaM favorise la libération du site de liaison du substrat permettant ainsi 

l'activité de l'enzyme(278). L'affinité de la KCLM pour le complexe Ce-CaM 

sera grandement diminuée suite à la phosphorylation de la kinase. Deux sites de 

phosphorylation ont été décrits. Le site physiologiquement significatif est une 

sérine dans le site de liaison du complexe Ca2 -CaM(222). La phosphorylation de 

ce site diminue la sensibilité de la phosphorylation de la LC20  au calcium. In vitro, 

ce site est phosphorylable par la protéine kinase A, par la Ca"-CaM Kinase II et 

par la protéine kinase C(123,152,259). Le second site est situé du côté C-terminal 

du site de liaison du complexe. Ce site peut être phosphorylé par la PKG(137). La 

KCLM est impliquée directement au niveau de l'appareil contractile. En effet, suite 

à sa stimulation par le complexe Ca'-CaM, la KCLM phosphoryle la sérine en 

position 19 de la LC20  libérant ainsi les têtes de myosine et provoquant l'interaction 

actine-myosine de la contraction musculaire(137). 

1.1.6.2 Les tyrosine kinases 

Le premier gène encodant une protéine capable de phosphoryler des résidus 

tyrosines sur plusieurs substrats a été identifié dans le virus -tumorigénique du 

sarcome de Rouss (pp60') au début des années 80(60,147). Cette découverte a 

stimulé l'intérêt pour les tyrosine kinases comme élément important dans les voies 

de signalisation cellulaire. 

Plusieurs enzymes à activité tyrosine kinase ont été identifiées et ainsi 

plusieurs voies de signalisation intracellulaire ont pu être décrites. Ces enzymes 
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peuvent être des récepteurs à activité tyrosine kinase, des tyrosine kinases 

associées à la membrane plasmique ou cytosoliques. Quelques voies tyrosine 

kinase 	ont 	été 

particulièrement 	bien 

étudiées et on connaît 

plusieurs composantes de ces 

voies. Une des voies tyrosine 

kinase majeures étant 

impliquées dans plusieurs 

types de réponses cellulaires 

est la voie des MAP kinases 

(Figure 1.13). Cette voie 

débute par le déplacement du 

GDP par le GTP sur la 

protéine Ras, rendant cette 

dernière active. Cette 

activation de Ras est catalysée par le complexe GRB2-Shc-Sos. Ras activée 

phosphoryle la protéine MEK sur deux sérines distinctes via une protéine Re. La 

protéine MEK (sérine/thréonine et tyrosine kinase) phosphoryle principalement 

deux sérine/thréonine kinases soit ERK-1 et ERK-2 desquelles découlent plusieurs 

réponses cellulaires(279). La voie des FAKs a aussi été bien décrite. La 
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phosphorylation et ainsi l'activation des FAKs via des tyrosine kinases de la 

famille des c-Src favorise la phosphorylation de protéines impliquées dans la 

réorganisation du cytosquelette. La paxilline représente la cible type des FAKs et 

est impliquée dans les changements morphologiques cellulaires(394). Finalement, 

la famille des c-Src kinases comprend environ 14 protéines encodées par 9 gènes 

différents. Dans le muscle lisse vasculaire, seulement deux sous-types de c-Src 

sont présentes soit Fyn et c-Src(37). Ces tyrosine kinases associées à la membrane 

ont plusieurs rôles connus tels l'activation des phospholipases Cy(224), 

l'activation de la voie des FAKs(311) et l'activation de canaux ioniques(141). 

Finalement, citons la voie JAK/STAT qui mène principalement à l'expression des 

gènes de réponse précoce tels que c-fos et c-jun(44). 

On croît que des tyrosine kinases autres que les récepteurs à activité 

tyrosine kinase pourraient jouer un rôle dans la contraction vasculaire. Plusieurs 

études faites sur des cellules en culture suggèrent que l'angiotensine 11(94), la 

vasopressine, la bombésine et l'endothéline-1 stimulent la phosphorylation de 

résidus tyrosines(94,395). De plus, certaines données suggèrent une étroite relation 

entre la modulation des mouvements de calcium et d'autres ions dans les cellules 

musculaires lisses vasculaires et la phosphorylation de résidus tyrosines(374). 

Plusieurs substances pharmacologiques peuvent être utilisées dans l'étude 

des voies enzymatiques tyrosine kinase. De façon générale, les inhibiteurs utilisés 

sont des substances de faible poids moléculaire telles que la génistéine, les 
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tyrphostines ou 1'erbstatin(186,213). Ces substances sont généralement assez 

sélectives pour les tyrosine kinases et démontrent peu d'effets sur les 

sérine/thréonine kinases(76). Par contre, elles ne sont pas totalement sans effets 

non-spécifiques. Quelques évidences suggèrent des effets antagonistes de la 

génistéine sur certains récepteurs en particulier sur les récepteurs à la sérotonine 

(370). De plus, la génistéine semble inhiber en partie l'activité des 

phosphodiestérases de l'AMPc quoique cet effet semble avoir peu d'influence sur 

la contraction(8,23). L'effet des tyrphostines est particulièrement lent à apparaître 

et ces substances sont très instables(31,140). Les sous-produits de la dégradation 

des tyrphostines sont des substances actives pouvant potentiellement interférer 

avec les mécanismes de la contraction(285). Malgré tout, les inhibiteurs des 

tyrosine kinases restent des substances tout à fait valables qui ont permis et 

permettront encore de mieux comprendre l'implication des voies tyrosine kinases 

dans plusieurs mécanismes cellulaires. 

1.1.6.3 Les sérine/thréonine phosphatases 

Le caractère réversible des réactions de phosphorylation de protéines est 

maintenant reconnu comme étant un mécanisme important du contrôle des 

réponses cellulaires, y compris la contraction musculaire lisse. 

Les sérine/thréonine phosphatases peuvent être divisées en deux groupes 

selon qu'elles déphosphorylent la sous-unité 13 (Type I) ou a (Type II) de la 

phosphorylase kinase(59). Les phosphatases de type I peuvent être subdivisées en 
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1-1 ou 1-2 selon leur sensibilité respective à deux petites protéines, les inhibiteurs 

1 et 2(59). La famille des phosphatases de type II sera quant à elle subdivisée en 

trois enzymes distinctes, soit PP-2A, PP-2B et PP-2C(59). 

On dénombre plusieurs protéine phosphatases dans le muscle lisse 

vasculaire impliquées dans un nombre quasi incalculable de déphosphorylation de 

nombreuses protéines. Cependant, la description détaillée de ces mécanismes 

dépasse largement le cadre de cette thèse. 

1.1.7 Régulation de l'interaction actine-myosine dans la contraction du muscle 

lisse vasculaire 

On retrouve un dernier niveau de régulation de la contraction musculaire 

lisse directement au niveau de l'interaction entre la myosine phosphorylée et les 

filaments d actine. Plusieurs observations ont permis d'identifier des protéines 

régulatrices associées aux filaments d'actine. Premièrement, les autres types de 

muscles possèdent tous des protéines associées à leurs filaments d'actine. Notons 

par exemple le complexe troponine du muscle squelettique des vertébrés. 

Deuxièmement, on retrouve dans la littérature des évidences suggérant une 

dissociation entre le degré de phosphorylation de la myosine et la tension générée 

dans le muscle lisse. Ainsi, on pense que d'autres mécanismes régulateurs seraient 

impliqués dont les protéines associées aux filaments fins seraient des candidates 

potentielles. Finalement, les microfilaments isolés de muscle lisse contiennent, en 

plus de l'actine et de la tropomyosine, des protéines de respectivement 84 et 87 
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kDa soit la calponine et la caldesmone. 

1.1.7.1 La caldesmone 

La caldesmone est une protéine qui a été isolée à partir de plusieurs tissus 

autant musculaire que non musculaire et qui de plus a été très bien caractérisée au 

cours des années. La protéine purifiée interagit avec l'actine, la myosine(150) et 

la tropomyosine(115) selon un processus indépendant du calcium. En présence de 

calcium, la caldesmone interagit avec la calmoduline(137). 

La caldesmone du muscle lisse vasculaire est une protéine très allongée 

mesurant environ 74 par 1,9nm(116). Des études protéolytiques et de mutagénèse 

ont démontré que la molécule pouvait être divisée en trois domaines. Tout d'abord 

un domaine N-terminal où l'on retrouve le site de liaison de la myosine, une région 

centrale et finalement la portion C-terminale contenant les sites de liaison de 

l'actine, de la calmoduline ainsi que de la tropomyosine(137). 

L'effet principal de la caldesmone semble être l'inhibition de l'activité 

ATPasique de la myosine(256) et ce, par compétition avec la myosine pour son site 

de liaison sur l'actine(126,136). In vitro, il a été bien démontré que la caldesmone 

pouvait être phosphorylée par plusieurs kinases telles la Ca'-CaM kinase 11(151), 

la protéine kinase C(336), la caséine kinase 11(371) ainsi que par les MAP 

kinases(55). De façon générale, la phosphorylation de la caldesmone diminue son 

affinité pour l'actine et la myosine. Par exemple, la phosphorylation en sérine 73 

et thréonine 83 par la caséine kinase 11 bloque complètement la liaison de la 
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myosine(257). La phosphorylation de plusieurs sites de la partie C-terminale de la 

caldesmone par la cdc2 kinase inhibe la liaison de l'actine(2). Finalement, 

l'inhibition de l'actomyosine par la caldesmone est fortement diminuée par la 

phosphorylation de sites C-terminaux de cette dernière par la protéine kinase C ou 

la Ce-CaM kinase 11(256,336). La contribution des mécanismes de 

phosphorylation de la caldesmone a pu être observé dans toute une variété de 

préparation intacte de muscle lisse(2,3). Cependant, dans la plupart des cas, les 

sites de phosphorylation n'ont pu être démontrés et donc, les enzymes impliquées 

n'ont pu être identifiées. 

1.1.7.2 La calponine 

La calponine est une protéine exprimée presqu'exclusivement dans les 

tissus musculaires lisses(109). La calponine purifiée se lie principalement à 

l'actine, à la tropomyosine ainsi qu'au complexe Ca2+-CaM(332). Cependant, seule 

l'interaction calponine-actine semble avoir une signification physiologique. 

La calponine est une molécule allongée de 18nm. Sa structure primaire est 

constituée d'une chaîne polypeptidique unique(323). Des études protéolytiques ou 

de clivage chimique ont démontrée le site de liaison de l'actine dans une région 

comprise entre les résidus 145 et 182 de la protéine(230,379). 

Dans le muscle au repos, les concentrations intracellulaires de calcium sont 

basses, la myosine est déphosphorylée, les têtes de myosine sont détachées de 

l'actine, le muscle est relâché. Dans cet état, la calponine associée avec les 
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filaments d'actine pourrait inhiber le faible cycle de formation de ponts induit par 

les états constitutifs de phosphorylation de la myosine(378). Suite à une 

stimulation du muscle, le [Cal, augmente et la KCLM est activée. La myosine 

phosphorylée a en elle-même une très faible activité ATPasique qui sera par contre 

fortement augmentée par la présence d'actine(137). Cependant, la calponine liée 

à l'actine exercera un effet inhibiteur important sur ce phénomène(378). 

L'inhibition exercée par la calponine sera levée par sa phosphorylation par la Ce-

CaM kinase II et la protéine kinase C(378). Ces effets seront renversés par l'action 

de la phosphatase 2A(137). 

1.1.8 L'endothélium vasculaire 

La lumière interne des artères est tapissée d'une monocouche de cellules 

endothéliales. Plusieurs substances vasoactives sont synthétisées et libérées de cet 

endothélium. Ces substances vasoactives agiront sur la contractilité des cellules 

musculaires lisses vasculaires en se liant à des récepteurs membranaires ou à des 

enzymes cytosoliques. Plusieurs de ces substances sont vasodilatatrices telles que 

le monoxyde d'azote, la substance hyperpolarisante et la prostaglandine 12. Par 

contre, l'endothéline ou la thromboxane A2  sont de puissants vasoconstricteurs. 

Toutes ces substances autant relaxante que contractile sont libérées suite à 

l'activation des cellules endothéliales par un agoniste ou par les forces de 

cisaillement créées par l'écoulement du sang dans l'artère. Cette influence majeure 

de l'endothélium sur la réponse contractile des vaisseaux explique la destruction 
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systématique de ce tissu dans les études visant les voies de signalisation de la 

cellule musculaire lisse, comme celles présentées dans cette thèse. 



51 

1.2 Les peptides vasoconstricteurs 

1.2.1 La vasopressine 

1.2.1.1 Synthèse et libération 

La vasopressine est un nonapeptide exprimé principalement dans la région 

magnocellulaire du noyau paraventriculaire de l'hypothalamus sous forme d'une 

préprohormone transformée dans l'appareil de Golgi en préhormone. La 

préhormone est stockée dans des vésicules de neurosécrétion qui migrent à travers 

de longs axones partants du noyau paraventriculaire de l'hypothalamus et 

aboutissant à la neurohypophyse. Durant cette migration vers la terminaison 

axonale, la préhormone est scindée d'une part en vasopressine, d'autre part en une 

protéine inactive appelée neurophysine et finalement en une glycoprotéine de 39 

acides aminés (Figure 1.14). Les trois sous-produits sont libérés conjointement 

dans le réseau capillaire de l'hypophyse postérieure selon un processus d'exocytose 

classique dépendant du calcium(315). La synthèse magnocellulaire ainsi que la 

libération de la vasopressine est stimulée principalement par une élévation 

d'osmolarité sanguine ainsi que par une chute de pression/volume 

sanguin(110,315). Des osmorécepteurs du noyau supra optique de l'hypothalamus 

détectent des variations d'osmolarité sang-uine entre 2 et 20%(315). Ces variations 

d'osmolarité modifient le volume cellulaire des osmorécepteurs provoquant des 

potentiels d'action membranaires qui favorisent ainsi la migration et l'exocytose. 

De plus la détection d'une chute de volume sanguin par les tensiorécepteurs de 
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l'oreillette gauche diminue les influx inhibiteurs allant de l'oreillette gauche à 

l'hypothalamus. Ces influx nerveux passent par le nerf vague vers la formation 

réticulaire du tronc cérébral et de là, vers les noyaux supra optiques de 

l'hypothalamus. Une chute de pression sanguine captée par les barorécepteurs 

carotidiens et aortiques entraîne une forte libération de vasopressine(3 15). 

Plusieurs neuropeptides modulent la libération de vasopressine(3 15). Ainsi 

l'acétylcholine, l'angiotensine II, la bradykinine, l'histamine et le neuropeptide Y 

stimulent cette libération. De plus, la noradrénaline, les prostaglandines, la 

dopamine, le GABA, la sérotonine et la substance P ont tous été démontrés comme 

de puissants modulateurs de la libération de vasopressine. 

Préprohormone 

-23 	1 9 .t3  

Fe—MIIIMAV  P 

 

105 107 	 145 0 

• VP-GLYCOPEPTIDEI--- C-01-1 1 	V P. NEUPED 1:1-1YS1 N I 

   

Signal Pepti:le.de 

2A rg 

Lys-de 

Fre-Som  

k e2  Arg 
106 

Ca rtonychate 

g r) 	13 
	 105 0 	-107 

	 145 

112 	
Il-Cal 	 V P. NELPOPHYSIN 	 —C-01-1H2N-1 V PG LYCOPEPTIDE 

1 
	 93 	-1 	 39 

G ly-Lys-A rg 
10 11 12 

Figure 1.14 Illustration de la synthèse de vasopressine à partir de sa préprohormone. Adapté de 
Goodman & Gilman's (1995). 
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La vasopressine se lie à deux types de récepteur soit les récepteurs Vi  et 

V2(308). Les récepteurs Vi, couplés au protéines Gq(342), se subdivisent en deux 

sous-types soit Via(241) et V Ib(328). Le récepteur Via  a été localisé au niveau du 

système nerveux central et en périphérie. En effet, le Via  est présent sur les cellules 

musculaires lisses vasculaires, les plaquettes, les hépatocytes, les neurones et 

beaucoup d'autres types cellulaires(132). La contraction du muscle lisse vasculaire 

produite par la vasopressine serait exclusivement réservée au récepteur de type 

On retrouve le sous-type Vib au niveau de l'adénohypophyse où il est impliqué 

dans la régulation de la libération de l'hormone corticotrope. Finalement, le 

récepteur V2(70), couplé positivement à l'adénylate cyclase via une protéine Gs, 

se retrouve au niveau du tubule collecteur du néphron et médie les effets 

antidiurétiques de la vasopressine(315). 

1.2.1.2 La vasopressine et la contraction des cellules musculaires lisses 

vasculaires 

Le couplage entre le récepteur Via  à la vasopressine et une protéine Gq  

hétérotrimérique a été bien démontré(113,341,342). Une augmentation rapide de 

[Ca21, suit la liaison de l'hormone à son récepteur(342). Le calcium impliqué dans 

cette élévation initiale de la [Cali  semble provenir des sources intracellulaires 

ainsi que d'un influx calcique du milieu extracellulaire(342). La corrélation 

temporelle entre la libération de Ca' des sources intracellulaires et l'augmentation 

d'IP3  et de DAG suggère un rôle primordial de la voie phospholipase-1P3  dans la 
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réponse produite par le récepteur VIa(342). Cette augmentation rapide et transitoire 

de la [Cal, est suivie d'une phase soutenue due, semble-t-il, exclusivement à un 

influx calcique du milieu extracellulaire(341,342). Des évidences suggèrent un rôle 

des voies de la phospholipase A2(47,342) et de la phospholipase D(342) dans la 

contraction produite par la vasopressine. Cependant, la plupart de ces observations 

ont été effectuées dans la lignée immortelle A7r5 et n'ont pas encore été 

corroborées dans des vaisseaux sanguins entiers. En outre, même si l'identification 

de la vasopressine remonte à plus de 100 ans(271), la compréhension des 

mécanismes de signalisation cellulaire menant à la contraction du muscle lisse 

produite par ce peptide n'est pas encore complète. 

1.2.2 L'angiotensine II 

1.2.2.1 Synthèse et libération 

L'angiotensine II est un octapeptide formé via une voie biochimique 

impliquant deux enzymes soit la rénine et l'enzyme de conversion de 

1'angiotensine(310). Une chute de volume sanguin est rapidement détectée par des 

barorécepteurs auriculaires cardiaques et aortiques ainsi que par l'appareil 

juxtaglomérulaire au niveau du tubule distal rénal. Les barorécepteurs, via le 

système nerveux sympathique, et l'activation de l'appareil juxtaglomérulaire 

stimulent la libération de rénine de l'artériole afférente glomérulaire. La rénine 

scinde l'angiotensinogène en angiotensine I laquelle est convertie en angiotensine 

11 par l'enzyme de conversion de l'angiotensine (Figure 1.15). L'enzyme de 
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conversion de l'angiotensine est présente dans le plasma et au niveau 

tissulaire(255,320). Il a été bien 

démontré que les tissus 

pulmonaires représentaient la 

principale source d'enzyme de 

conversion de l'angiotensine 

tissulaire(255). 	On 	sait 

maintenant que les cellules 

endothéliales des vaisseaux 

pulmonaires sont le site majeur 

de régulation de l'entrée 

d'angiotensine II dans la circulation(296). 

Les effets de l'angiotensine II sont médiés par deux sous-types de 

récepteur, ATI  et AT2, tel que démontré par l'utilisation d'antagonistes non-

peptidiques sélectifs soit le losartan (ATI) et le PD123319 (AT2)(343). Le 

récepteur ATiA  a été cloné en 1991 par deux équipes indépendantes(246,302). La 

protéine synthétisée de l'expression du gène du récepteur AT1A  contient 359 acides 

aminés. Chez les rongeurs, un second sous-type de récepteur ATI  a été identifié 

soit le sous-type AT1B(167,178,301) qui ne se retrouve qu'au niveau de la 

neurohypophyse. 
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1.2.2.2 L'angiotensine II et la contraction des cellules musculaires lisses 

vasculaires 

L'angiotensine II, comme plusieurs autres vasoconstricteurs, favorise le 

métabolisme des IPs via l'activation des phospholipases C et provoque la 

mobilisation de calcium dans le milieu intracellulaire. Bkaily et cd. (34) ont 

démontré que l'angiotensine II active des courants calciques sensibles au voltage 

dans l'artère mésentérique de hamster. Il a été bien démontré que les courants 

entrants stimulés par l'angiotensine II décline rapidement par suite d'une 

désensibilisation du récepteur(52). Les effets vasoconstricteurs de l'angiotensine 

11 sont uniquement médiés via les récepteurs de type ATIA. 

1.2.3 L'endothéline 

1.2.3.1 Synthèse et libération 

L'endothéline est un peptide vasoconstricteur composé de 21 acides aminés 

contenant deux ponts bisulfures. L'endothéline a été identifiée initialement par 

Yanagisawa et al.(387) dans une culture de cellules endothéliales bovines. 

Maintenant, on connaît trois isopeptides caractérisés structurellement et 

pharmacologiquement soit les endothéline-1, -2 et -3 (158), exprimées par trois 

gènes différents. Suite au clonage d'une banque d'ADNc d'endothéline-1, les 

séquences d'acides aminés des préproendothélines-1, -2 et -3 ont été décrites. Elles 

sont composées de 211, 145 et 138 acides aminés respectivement. Les 

préproendothélines sont clivées par une endopeptidase en big endothélines 
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composées respectivement de 38, 38 et 41 acides aminés. Les big endothélines 

n'ont virtuellement aucun effet en comparaison des endothélines matures (1/140). 

Sous l'effet de l'enzyme de conversion de l'endothéline, les peptides matures 

physiologiquement actifs sont libérés(306,307). La synthèse et la libération des 

endothélines est sous le contrôle de plusieurs facteurs. Par exemple le TGF-f3, 1'IL-

1, le TNF-a, le PAF, l'endotoxine, la bradykinine, l'angiotensine II, la 

vasopressine ainsi que les forces de cisaillement favorisent la libération de 

l'endothéline-1(120,387). Ces phénomènes de synthèse et de libération implique 

des voies de signalisation classique tel les phosphoinositides, la protéine kinase C 

aini qu'une augmentation de [Cal, à l'intérieur de la cellule endothéliale(85). Cet 

influx calcique se ferait principalement via des courants calciques capacitatifs. Les 

peptides natriurétiques de type A et B en plus du monoxyde d'azote inhibent la 

libération et la synthèse de l'endothéline. 

Des études pharmacologiques ont permis de classifier les récepteurs à 

l'endothéline en deux sous-types. Le récepteur ETA  (ET-1=ET-2>ET-3) serait 

responsable de la vasoconstriction, de la bronchoconstriction, de la contraction du 

myomètre, il médierait les effets inotropes positifs de l'endothéline ainsi que la 

prolifération cellulaire. Arai et al.(11) ont cloné l'ADNc encodant le récepteur ETA  

à partir de tissu pulmonaire bovin. Le récepteur ETB  quant à lui démontre une 

affinité comparable aux trois endothélines et médie la relaxation vasculaire 

endothélium-dépendante et les effets anti-plaquettaires de l'endothéline. Le 
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récepteur ETB  a été récemment cloné à partir de tissu pulmonaire de rat(299). 

1.2.3.2 Effets de l'endothéline sur les cellules musculaires lisses vasculaires 

L'endothéline favorise la contraction du muscle lisse vasculaire(387). Les 

endothélines stimulent le métabolisme des IPs, activent des ROCs et stimulent 

l'activité de canaux calciques sensibles au voltage(114,316,387). La stimulation 

du récepteur ETA  par l'endothéline-1 dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires produit une augmentation biphasique du calcium intracellulaire tel que 

démontré en utilisant du quin-2 ou du fura-2. Une première libération transitoire 

semble être corrélée avec la production d'IP3  et la libération du calcium 

intracellulaire(317). La seconde phase, beaucoup plus lente et soutenue 

correspondrait à un influx calcique provenant du milieu extracellulaire(335). Il a 

été démontré que la contraction produite par l'endothéline pouvait être fortement 

inhibée par la nicardipine et complètement éliminée par l'absence de calcium dans 

le milieu extracellulaire(41,73,216,387) et ce dans plusieurs tissus vasculaires 

incluant l'aorte de rat. Par contre d'autres études ont démontré que la contraction 

de l'aorte de rat produite par l'endothéline était insensible aux bloquants 

calciques(14). Dans les cellules de la souche A7r5, Van Renterghem et al.(356) ont 

démontré que les potentiels d'action induits par la présence d'endothéline étaient 

bloqués par la présence d'isradipine quoique la réponse mécanique à l'endothéline 

n'étaient que partiellement affectée. L'endothéline semble avoir des effets sur 

plusieurs autres courants ioniques dans le muscle lisse vasculaire. 11 a été démontré 
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que l'endothéline inhibait les courants potassiques dépendants de 1'ATP(239) et 

activait des courants potassiques sensibles au calcium(353). 

In vivo, 1'endothéline-1 à faible dose (<0,3nmo1/kg) produit une chute 

transitoire de pression artérielle. À plus forte dose (1nrnol/kg), l'endothéline-1 

produit une réponse biphasique soit une chute de pression artérielle moyenne suivit 

d'une réponse vasopressive. 
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Figure 1.16: Schéma récapitulatif des voies de signalisation menant à la contraction du muscle 
lisse vasculaire. Adapté de Rubanyi and Polokoff (1994). 
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1.3 Hypothèses de travail 

1.3.1 Implication des tyrosine kinases dans la vasoconstriction produite par 

la vasopressine, l'angiotensine II et l'endothéline-1 

On sait depuis 1983 que le vanadate, un puissant inhibiteur des tyrosine 

phosphatases, provoque la contraction de vaisseaux de boeuf et de lapin(95). Suite 

à cette découverte, il a été démontré que certains facteurs de croissance, qui 

agissent sur des récepteurs membranaires à activité tyrosine kinase, provoquaient 

la contraction des aortes de rat(24,244). Depuis la fin des années 1980, on sait que 

des substances vasoactives telles la vasopressine, la bombésine, l'angiotensine II 

ou l'endothéline-1 favorisent la phosphorylation de résidus tyrosines dans 

différents types cellulaires tels les 3T3(395), les plaquettes humaines(117), les 

cellules mésangiales(94) ainsi que dans les cellules musculaires lisses en 

culture(351). Présentement, le travail fait sur l'étude de ces voies tyrosine kinases 

est phénoménal principalement dans les domaines de la prolifération et de la 

croissance cellulaire. L'explosion de ce domaine de recherche découle en grande 

partie des implications physiopathologiques de ces voies tyrosine kinases telles que 

le remodelage, autant vasculaire(124) que cardiaque(330). Certaines études ont 

démontré que la contraction du tissu musculaire lisse non-vasculaire à différents 

agents contractiles était inhibée par des inhibiteurs des tyrosine kinases(135). 

L'implication des tyrosine kinases lors de la vasoconstriction produite par 
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différents agents vasoactifs tels la sérotonine(370), la noradrénaline(77), la 

PGF2 (77) a été suggérée. Par contre, l'implication de tyrosine kinases dans les 

vasoconstrictions produites par la vasopressine, l'angiotensine II et l'endothéline-1 

n'a pas été démontrée. De plus, la localisation exacte de ces tyrosine kinases dans 

la séquence des mécanismes de signalisation cellulaire reste à être éclaircie. Des 

indices suggèrent que certains courants ioniques pourraient être diminués par des 

inhibiteurs des tyrosine kinases. En effet, dans des cellules aortiques de rat en 

culture, l'activation de courants potassiques produite par l'angiotensine II et la 

noradrénaline est inhibée par la génistéine(77). Des courants potassiques stimulés 

par l'acétylcholine via son récepteur muscarinique de type 1 ont aussi été inhibés 

par la génistéine(142). 

1.3.2 Implication et modulation par les tyrosine kinases de différents canaux 

ioniques lors de la vasoconstriction produite par la vasopressine, 

l'angiotensine II et l'endothéline-1 

1.3.2.1 Les canaux calciques 

La vasopressine, l'angiotensine II ainsi que l'endothéline-1 produisent une 

contraction artérielle en stimulant leur récepteur VI.(341), ATia(304) et ETA(367) 

respectifs qui sont tous couplés à des protéines Gq(226,267,342). L'activation de 

ces récepteurs stimule l'hydrolyse du PIP2  en IP3  et en DAG par le biais de la 

phospholipase C de type 13 vraisemblablement(45,226,287,304,341,342). Le DAG 

stimule l'activité de la protéine kinase C tandis que 1'IP3  favorise la libération du 
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calcium des sources intracellulaires produisant une élévation rapide et 

probablement transitoire de la [Cal,. Un important influx calcique suit, jouant un 

rôle dans la phase soutenue de la contraction(1,287,341,342). Quoique 

l'implication des courants calciques de type L ait été bien démontrée(201), on 

connaît peu les processus de modulation de ces canaux calciques membranaires 

lors de la contraction induite par des peptides vasoactifs. Certains indices 

suggèrent que des tyrosine kinases pourraient être impliquées dans cette 

modulation de l'activité des courants calciques(203,210,374). 

1.3.2.2 Les canaux chlore 

La dépolarisation membranaire de plusieurs cellules excitables implique 

l'activation de canaux chlore(86,149). La noradrénaline(10,16,276,277), 

l'angiotensine 11(28,48,194,270), la vasopressine(194,354) et l endothéline-

1(149,334,354) stimulent des courants chlore dans plusieurs types cellulaires tels 

les cellules mésangiales et les cellules musculaires lisses vasculaires. L'activation 

de courants chlore dans la contraction produite par 1'endothéline-1 a été bien 

démontrée dans l'aorte de rat(149) ainsi que dans la micro circulation rénale(334). 

Cependant, il n'a pas été démontré que la vasoconstriction produite par la 

vasopressine et l'angiotensine II impliquait des canaux chlore. De plus, on connaît 

peu la relation fonctionnelle entre les canaux chlore et certaines composantes des 

voies de signalisation cellulaire lors de la contraction produite par les peptides 

vasoactifs. 
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1.3.3.3 Les canaux potassiques dépendants de l'ATP 

Les canaux potassiques jouent un rôle important dans le contrôle du tonus 

vasculaire(251,373). L'activation de canaux potassiques produit une 

hyperpolaiisation qui diminuent la probabilité d'ouverture des canaux calciques 

sensibles au voltage, diminuant la concentration de calcium intracellulaire et ainsi 

favorisant la relaxation du muscle lisse(125). Des évidences pharmacologiques 

suggèrent que plusieurs vasodilatateurs endogènes produisent leur relaxation en 

activant des KA. Le glibenclamide, un bloqueur des KATp inhibe la relaxation 

vasculaire induite par l adénosine(18,57,248), la prostacycline(40,169,249) ainsi 

que par les prostaglandines E2  et D2(40). De plus, il a été démontré que certains 

vasoconstricteurs endogènes pouvaient aussi moduler l'activité des KA . En effet 

des études de patch clamp ont démontré que la vasopressine(223), 

l'endothéline(239) ainsi que l'angiotensine 11(238) bloquaient des courants KATp 

dans des cellules isolées d'artères coronaires de porc. La contribution de 

l'inhibition de ces canaux KATp dans la réponse contractile à ces peptides n'a pas 

été démontrée dans des artères intactes. 

1.4 Objectifs général et spécifiques 

Le but général poursuivit par ce travail est d'étudier par une approche 

fonctionnelle certains mécanismes biochimiques de signalisation cellulaire menant 

à la vasoconstriction induite par la vasopressine, l'angiotensine II ainsi que 

1 ' endothéline-1. 
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Plus spécifiquement, les protocoles expérimentaux faisant l'objet de cette 

thèse visaient à: 

1-Évaluer la contribution des tyrosine kinases lors de la contraction de l'aorte de 

rat produite par la vasopressine, l'angiotensine II et l'endothéline- 1. 

2-Évaluer le rôle des canaux calciques de type L comme cibles potentielles des 

tyrosine kinases lors de la contraction de l'aorte de rat produite par la vasopressine, 

l'angiotensine II et 1'endothéline-1 . 

3-Évaluer la contribution des canaux chlore et potassiques dépendants de l'ATP 

ainsi que leur rôle potentiel comme cible des tyrosine kinases lors de la contraction 

de l'aorte de rat produite par la vasopressine, l'angiotensine II et l endothéline- 1. 
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CHAPITRE 2: PHARMACOLOGICAL STUDY OF THE INTERACTION BETWEEN 

TYROSINE KINASES AND CALCIUM CHANNELS IN RAT AORTA 

2.1 Abstract 

Relation between tyrosine kinases and L-type calcium channels activity 

during the contraction of rat aortas induced by vasoactive agents was investigated. 

Thoracic rat aortas were excised, cut in 4-mm rings, denuded from their 

endothelium and mounted in 20m1-organ chambers. Maximal contraction induced 

by application of vasopressin, angiotensin II and endothelin- 1 was reduced in the 

presence of 1 0µM genistein, a tyrosine kinase inhibitor, but phenylephrine and 

KC1-induced contractions were not. In the presence of nifedipine 10µM, an L-type 

calcium channel blocker, the angiotensin-II, vasopressin- and endothelin- 1 -induced 

maximal contraction were reduced. Moreover, the inhibitory effect of genistein on 

the vasopressin and endothelin-1 was severely diminised. The present results 

suggest that vasoconstriction of aortic smooth muscle mediated by vasopressin, 

angiotensin II and endothelin-1 involves tyrosine kinases and influx of extemal 

Ca' through L-type calcium channels. Moreover a close relation between tyrosine 

kinases and L-type calcium channels occurs in vasopressin and endothelin- 1 - 

induced contraction. 

2.2 Introduction 

Vasopressin, angiotensin 11 and endothelin-1 produce arterial contraction 



67 

by acting on their respective Gq-linked (341,342)Via  (170), ATI  (304) and ETA  

(367) receptors. Ligand binding then activates the phospholipase C 

(226,304,341,342) which catalyses the breakdown of PIP2  into diacylglycerol and 

IP3, respectively(26,45,341,342). Diacylglycerol stimulates protein kinase C, while 

IP3  mediates the release of free calcium from intracellular pools, producing a rapid 

and transient increase in intracellular calcium concentration (1,287,341,342). In 

addition, calcium ion influx that follows has been also shown to play an important 

role in the sustained contraction induced by these vasoactive agents(176,342) and 

most of this influx is believed to occur through voltage-dependent calcium 

channels(34,133,356). However, the link between vasopressin, angiotensin II or 

endothelin-1 receptor activation and calcium influx is still unclear. Mechanisms 

like receptor-operating channels or direct coupling between Gq-protein and 

calcium channels(267) have been proposed. 

In parallel with the signalling pathway described above, angiotensin II, 

vasopressin and other vasoconstrictor agents are known to stimulate tyrosine 

phosphorylation in different cell types, including vascular smooth muscle cells 

(94,351,395). Moreover, Hollenberg et a/. (244), as well as Berk et al. (24), 

showed that growth factors like EGF can induce vascular contraction. It is now 

well recognized that several vasoconstrictor agents, including vasopressin and 

angiotensin II, require tyrosine kinase activity to produce contraction of smooth 

muscles(77,297,370,389,390). On the other hand, the exact contribution of -tyrosine 
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kinases within the intracellular signalling cascade following activation of these 

above mentioned receptors has not been clearly demonstrated. 

The aim of the present study was to investigate the involvement of tyrosine 

kinases in the vasopressin-, angiotensin II- and endothelin- 1 -induced constriction 

of rat aortas, and to evaluate the relation between tyrosine kinases and influx of 

Ca' through L-type calcium channels in these vasoconstrictor processes. 

2.3 Material and methods 

2.3.1 Vessel preparation 

The investigation was performed in accordance with the guidelines from 

the Canadian Council on Animal Care, and approved by our Institutional Animal 

Care Committee. The experiments were performed on thoracic aortas from male 

Sprague-Dawley rats weighing 250-350g. The animals were narcotised under a 

CO2-enriched atmosphere until a complete loss of consciousness and promptly 

decapitated. The thorax were opened and the aortas carefully excised. The vessels 

were cleaned of all fat and cormective tissue and cut in 4-mm rings. Endothelium 

was removed mechanically by inserting one arm of a fine forceps into the lumen 

and rolling back and forth ten times on a gauze soaked with physiological solution. 

The preparations were then mounted into 20-ml organ baths filled with Krebs-

Henseleit buffer of the following millimolar composition: NaC1118, KC14, CaC12  

2.5, KH2PO4  1.2, MgSO4  1, NaHCO3  24, D-glucose 11. The solution was 

constantly gassed with 95%02-5%CO2  and warmed at 37°C. The preparations were 
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then connected to a strain gauge (GRASS FT03, ASTRO-MED Inc) and isometric 

tension was recorded on a data acquisition system (BIOPAC Systems, Santa 

Barbara, USA). Rings were stretched to an optimal 4g resting tension, as 

determined with repeated 20 mM KC1 contractions. Removal of the endothelium 

was confirmed by the absence of relaxation with the addition of 1 µ1‘4 acetylcholine 

to KC1 (20mM) preconstricted rings. The preparations were allowed to stabilize 

for 30 min before the beginning of experimentation. Each ring was used for a 

single dose-response curve. The effect of drugs were compared in parallel with 

rings obtained from the same aorta. 

2.3.2 Statistical analysis 

Values represent the mean±SE. Dose-response curves were analysed by a 

curve-fitting analysis program (Allfit for Windows®) in order to compare slope 

factor, EC50  and maximal response(71). Interaction between treatments was 

assessed by performing a factorial analysis of variance (Systat®  for Windows®) on 

maximal responses: a significant F ratio for the interaction indicating the absence 

of additivity, and a non-significant F ratio suggesting additivity of both treatments. 

Probability values (P) smaller than 0.05 were considered significant. 

2.3.3 Drugs 

Stock solutions of [Are] -vasopressin (Sigma Aldrich Canada, Oakville, 

Ont., Canada) 0.234mM and endothelin-1 (RBI, Natick, Maine, USA) 0.2mM were 

prepared in acetic acid 0.2N containing BSA 0.1%. A stock solution of angiotensin 
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11 (Sigma) linM was prepared in Krebs-Henseleit buffer and carefully kept at 

-20°C until use. All other drugs were prepared as 10mM stock solutions: 

phenylephrine (ICN Biochemicals, Cleveland, Ohio, USA), acetylcholine (Sigma) 

in distilled water, genistein (ICN) in dimethyl sulphoxide (DMSO) 100%, and 

nifedipine (Sigma) in ethanol 95%. Final concentration of DMSO and ethanol in 

the baths were 0.14% and 0.095%, respectively, and did not affect contraction. All 

subsequent dilutions were made in water or buffer. 

2.4 Results 

None of the treatments described below had any effect on the curve-fitted 

EC50  for all the vasoconstrictor agents used in the present study (data not shown). 

In a first series of experiments, dose-response curves to phenylephrine 

(0.01nM-10µM) and KC1 (1-56mM) were performed in the presence or absence 

of the tyrosine kinase inhibitor, genistein, at 10µM. In control conditions, 

phenylephrine induced a maximal contraction of rat aortas of 2.69±0.10g. The 

contraction strength was not modified in the presence of genistein (2.41±0.07g, 

P>0.05, Figure 2.1). Similarly, KC1-induced contractions were not affected by the 

tyrosine kinase inhibitor (2.26±0.09 vs 2.15±0.12g, P>0.05, Figure 2.1). 

In a second set of experiments, the effect of genistein on vasoactive 

peptides was tested. Maximal contraction to vasopressin (2.92±0.12g) was 

significantly (22%) reduced by tyrosine kinase inhibition with genistein 

(2.29±0.13g, P<0.001, Figure 2.2). Maximal contraction to angiotensin-II 
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(2.09±0.25g) was also significantly (50%) reduced by genistein (1.06±0.2g, 

P<0.001, Figure 2.3). Likewise, endothelin-l-induced contraction (2.96±0.1g) was 

impaired by genistein (2.26±0.17g, P<0.001, Figure 2.4). 

In the last series of experiments, we tested the possible action of tyrosine 

kinase on external Ca' influx required for contraction, and especially a possible 

tyrosine kinase-mediated action on L-type calcium channels. The effect of 

genistein on dose-response curves to vasopressin (0.01-100nM), angiotensin II 

(0.01-100nM) and endothelin-1 in either the presence or absence of the L-type 

calcium channel blocker nifedipine (100\4) was assessed. Nifedipine reduced the 

maximal contraction produced by vasopressin (1.19±0.05g, P(0.001, Figure 2.2) 

as well as the inhibitory effect of genistein (0.99±0.06g, Figure 2.2): both 

treatments were not additive. Indeed, genistein reduced vasopressin-induced 

maximal contraction by around 22% in the absence of nifedipine (from 2,92±0.12g 

to 2.29±0.13g, Figure 2.2). Hoverver, in the presence of nifedipine, genistein only 

reduced maximal vasopressin-induced contraction by 16% (from 1.19±0.05g to 

0.99±0.06g, Figure 2.2). L-type calcium channel blockade with nifedipine (10µM) 

also reduced endothelin-l-induced maximal contraction of rat aortas (1.57±0.14g, 

P(0.001, Figure 2.4). Moreover, the inhibitory effect of genistein that was around 

23% (2.96±0.1g to 2.26±0.17g, Figure 2.4) was impaired in the presence of 

nifedipine and only reduced maximal contraction by less than 10% (from 

1.57±0.14g to 1.40±0.18g, Figure 2.4). This suggests that both treatments were not 
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additive. Angiotensin II-induced maximal contraction of rat aortas was severely 

impaired by nifedipine (0.57±0.05g, P<0.001, Figure 2.3). However, genistein was 

still partly potent in the presence of nifedipine reducing the maximal contraction 

by 38% (from 0.57±0.05g to 0.35±0.03g, Figure 2.3) as compared with 50% in the 

absence of nifedipine. 

2.5 Discussion 

In the present stady, we demonstrated that vasopressin-, angiotensin II- and 

endothelin- 1 -induced contraction of rat aortas was reduced following tyrosine 

kinase inhibition with genistein. It is generally accepted that genistein at 10µM 

specifically inhibits tyrosine phophorylation by tyrosine kinases (8,135,370,386). 

Moreover, the tyrosine kinase inhibition with genistein did not change KC1-

induced vasoconstriction, ruling out non-specific effects of genistein on vascular 

contraction or on L-type calcium channels. Phenylephrine-induced contraction was 

not affected by tyrosine kinase inhibition under the present conditions, which 

contrasts with the study of Di Salvo et al., (77) performed with dog carotid arteries 

and guinea-pig mesenteric microvessels. On the other hand, Jinsi et al.,(175) have 

shown that tyrosine kinases are involved in a2- but not al-induced contraction of 

rabbit aortas. It is now accepted that inhibition of tyrosine phosphatase using 

vanadate induces vascular contraction (95). Later on, two studies demonstrated 

independently that growth factors were able to produce vascular 

contraction(24,244). Several studies since then showed that bombesin, vasopressin, 
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endothelin, angiotensin II, serotonin and norepinephrine can produce tyrosine 

phosphorylation within different cell types including Swiss 3T3(395), human 

platelets(117), mesangial(94), as well as vascular smooth muscle cells(351). In 

addition, Yang et al.(389) showed that genistein and tyrphostins were able to 

inhibit angiotensin II- and PGF2a-induced contraction of gastric smooth muscles. 

Soon after, the contribution of tyrosine kinases in the contractile response to 

angiotensin 11(297), a-adrenergic and muscarinic agonists(77), and serotonin(370) 

was confïrmed in vascular tissue. 

Blockade of L-type calcium channels with nifedipine markedly reduced 

aorta contraction induced by vasopressin, angiotensin II, and endothelin-1, 

confirming the importance of calcium influx through these channels in the 

contraction process of blood vessels. The calcium required for agonist-induced 

vasoconstriction comes from two sources: from the extracellular milieu through 

opening of voltage-operated channels, or from intracellular sources composed of 

1P3-sensitive(26) and insensitive pools(191). Calcium influx through L-type 

voltage-operated calcium channels is believed to be the most important mechanism 

in vasopressin, angiotensin II and endothelin- 1 -induced contractions, particularly 

during the sustained phase, as opposed to the initial transient phase. 

In the present study, inhibition of calcium influx with nifedipine reduced 

genistein-induced inhibition of vasopressin and endothelin-l-induced vascular 

contraction. These results show that tyrosine kinase inhibitors have no effect on 
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contraction when L-type channels are blocked, strongly suggesting that tyrosine 

kinase activation by vasoconstrictor peptides may enhance influx of Cer through 

L-type calcium channels. However, it seemed not to be the case with angiotensin 

II while genistein was still partly potent in the presence of nifedipine. There is 

evidence that tyrosine kinase inhibition diminishes L-type calcium channel 

activity. Wijetunge et al. (374) showed that tyrosine kinase inhibitors reduced L-

type currents in smooth muscle cells from rabbit ear arteries. Moreover, genistein 

and tyrphostins inhibited bradykinin-induced internai calcium release in human 

fibroblasts(210). Finally, Hollenberg et al. (203) showed that vascular contraction 

induced by tyrosine phosphatase inhibitors was sensitive to L-type calcium charnel 

blockade. 

In conclusion, tyrosine kinases are involved in vasopressin- angiotensin II-

and endothelin-1 but not phenylephrine- or KC1-induced sustained contraction of 

rat aortas. Moreover, L-type calcium channels seem to be modulated by tyrosine 

kinase activity linked to vasopressin and endothelin-1 receptors. 
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Figure 2.1: Maximal response evaluated by fitting dose-response curves to 
phenylephrine (0.01nM-10µM, left) and KC1 (1-56mM, right) in the absence 
(closed circles) or presence of tyrosine kinase inhibitor genistein (open circles). 
Phenylephrine and KC1-induced contraction was not affected by the tyrosine 
kinase inhibitor 
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Figure 2.2: Dose-response curves to vasopressin under control conditions (close 
circles), in the presence of genistein (open circles), nifedipine (open squares) or 
both nifedipine and genistein given together (open triangles). Maximal response 
evaluated by curve-fitting was reduced by genistein (P<0.001), nifedipine 
(P<0.001) and the combined treatment (P<0.001) in an non-additive fashion. 
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Figure 2.3: Dose-response curves to angiotensin II under control conditions (close 
circles), in the presence of genistein (open circles), nifedipine (open squares) or 
both nifedipine and genistein given together (open triangles). Maximal response 
evaluated by curve-fitting was reduced by genistein (P<0.001), nifedipine 
(13 (0.001) and the combined treatment (P<0.001) in an additive fashion. 
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Figure 2.4: Dose-response curves to endothelin-1 under control conditions (close 
circles), in the presence of genistein (open cireles), nifedipine (open squares) or 
both nifedipine and genistein given together (open triangles). Maximal response 
evaluated by curve-fitting was reduced by genistein (P<0.001), nifedipine 
(P<0.001) and the combined treatment (P<0.001) in an non-additive fashion. 
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CHAPITRE 3: PHARMACOLOGICAL STLTDY OF THE INTERACTION BETWEEN 

CHLORIDE CHANNELS AND TYROSINE KINASES IN THE CONTRACTILE RESPONSE 

OF RAT AORTA 

3.1 Abstract 

The interaction between chloride charnel blockade and tyrosine kinase 

inhibition in the vasoconstriction produced by vasopressin, angiotensin II and 

endothelin-1 was studied. All experiments were performed using rat thoracic aortas 

cut in 4-mm rings, denuded from their endothelium and mounted into 20-ml organ 

baths. Treatment with the chloride channel blocker indanyloxiacetic acid (IAA-94, 

30 µM) did not affect the maximal response induced by KC1 (1-56mM). IAA-94 

as well as tyrosine kinase inhibition with genistein (10µM) reduced the maximal 

response to vasopressin and endothelin-1 in a poorly additive fashion. However, 

genistein was still partly potent in the presence of IAA-94 to inhibit angiotensin II-

induced vasoconstriction. These results suggest that chloride channels are involved 

in the vasopressin-, angiotensin II- and endothelin-1 but not in KC1-induced 

contraction of rat aorta. Moreover, tyrosine kinases were shown to interact with 

chloride channels in endothelin-1 and vasopressin-induced contractions suggesting 

a close relation between these two components of the signaling pathways. 

3.2 Introduction 

Vasopressin, angiotensin 11 and endothelin-1 produce contraction of 
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vascular smooth muscles through stimulation of their respective Via(170), ATi  

(304) and ETA  receptors(367). Activation of these Gq-linked receptors is 

accompanied by a rapid, transient phase of vascular contraction following 

activation of phospholipase C(226,304,341) and breakdown of PIP2  into 

diacylglycerol and IP3(26,226). Diacylglycerol stimulates protein kinase C while 

IP3 mediates the release of calcium from intracellular pools (1,226,287,341). These 

transient events are followed by a long lasting sustained phase characterised mainly 

by extracellular calcium influx(176,342) through voltage-dependent calcium 

channels(34,133,356). In addition, it is widely accepted that all these peptides 

cause cell membrane depolarisation(161,397). 

Activation of chloride charnels on the surface of many excitable cells is 

involved in cellular depolarisation(86,149). Noradrenaline(10,16,276,277), 

angiotensin 11(28,48,194,270), vasopressin(194,236,354) and endothelin-

1(149,334) activate chloride channels in many cell types including 

mesangial(194,270), A7r5(354) as well as vascular smooth muscle 

cells(10,149,270,277). Moreover, it has been reported that endothelin-l-induced 

vasoconstriction involves chloride currents in the rat aorta(149) and in the renal 

microcirculation(334). However, this mechanism has not been clearly 

demonstrated in vasopressin- and angiotensin II-induced contraction of intact 

blood vessels. Moreover, relationship between chloride channels and other 

components of the vasoconstrictor signaling pathways has not been clearly 
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established 

It is now generally accepted that many vasoactive agents including 

vasopressin and angiotensin II produce vascular contraction through, at least in 

part, tyrosine kinase stimulation (77,175,204). However, this mechanism has not 

been described in endothelin- 1 -induced vasoconstriction. Moreover, it has been 

shown that modulation of ionic channels, mostly L-type calcium channels, may 

occur following tyrosine kinase activation by vasoactive agents(210). The 

relationship between tyrosine kinases and chloride channel activity following 

stimulation of smooth muscles with vasoactive peptides has not been studied. 

The aim of the present study was to investigate the involvement of chloride 

channels and their relation with tyrosine kinases in the vasopressin-, angiotensin 

II- and endothelin- 1 -induced contraction of rat aortas. 

3.3 Material and methods 

3.3.1 Vessels preparation 

The investigation was performed in accordance with the guidelines from 

the Canadian Council on Animal Care, and approved by our Institutional Animal 

Care Committee. The experiments were performed on thoracic aortas from male 

Sprague-Dawley rats weighing 250-300g. The animals were narcotised under a 

CO2-enriched atmosphere until a complete loss of consciousness and promptly 

decapitated. The thoraces were opened and the aortas carefully excised. The 

vessels were cleaned of all fat and connective tissue and cut in 4-mm rings. 
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Endothelium was removed mechanically by inserting one arm of a fine forceps into 

the lumen and rolling back and forth ten times on a gauze soaked with 

physiological solution. The preparations were then mounted into 20-ml organ baths 

filled with Krebs-Henseleit buffer of the following millimolar composition: NaC1 

118, KC1 4, CaC12  2.5, KH2PO4  1.2, MgSO4  1, NaHCO3  24, D-glucose 11. The 

solution was contineously gassed with 95%02-5%CO2  and warmed at 37°C. The 

preparations were then connected to a strain gauge (Grass FT03, Astro-Med Inc) 

and isometric tension was recorded on a data acquisition system (BIOPAC 

Systems, Santa Barbara, USA). Rings were stretched to an optimal 4g resting 

tension, as determined with repeated 20 mM KC1 contractions. Removal of the 

endothelium was confirmed by the absence of relaxation with the addition of 1 uM 

acetylcholine to KC1 (20mM) preconstricted rings. The preparations were allowed 

to stabilize for 30 min before the beginning of experimentation. Each ring was 

used for a single dose-response curve. The effect of drugs were compared in 

parallel with rings obtained from the same aorta. 

3.3.2 Experimental protocols 

In a first series of experiments, cumulative dose-response curves to KC1 (1-

56mM) were performed in the presence or absence of the chloride channel blocker 

indanyloxyacetic acid (IAA-94, 30µM). Secondly, the effect of IAA-94 on 

cumulative dose-response curves to vasopressin (0.01-100nM), angiotensin II 

(0.01-100nM) and endothelin-1(0.01-100nM) was studied in the presence or 
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absence of the tyrosine kinase inhibitor genistein (10µM). 

3.3.3 Statistical analysis 

Values represent the mean±s.e.mean. Dose-response curves were analysed 

with a curve-fitting analysis program (Allfit for Windows®) which allows the 

comparison of slope factor, EC50  and maximal response between several curves 

(71). Interaction between treatment with IAA-94 and genistein was assessed with 

a two way factorial analysis of variance (Systat® for Windows®) on maximal 

responses and EC50  values. With this statistical design, a significant F ratio for the 

interaction indicates the non-additivity of both treatments. Likewise, a non-

significant F ratio for the interaction suggests additive effects. Probability values 

(P) smaller than 0.05 were considered significant. 

3.3.4 Drugs 

Stock solutions of [Are-vasopressin (Sigma Aldrich Canada, Oakville, 

Ont., Canada) 0.234m1V1 and endothelin-1 0.2mM (RBI, Natick, Maine,USA) were 

prepared in acetic acid 0.2N containing BSA 0.1%. A stock solution of angiotensin 

11 (Sigma) 1mM was prepared in Krebs-Henseleit buffer and carefully kept at - 

20°C until use. All other drugs were prepared as 10mM stock solutions: 

acetylcholine (Sigma) in distilled water, genistein (RBI) in dimethyl sulphoxide 

(DMSO) 100% and IAA-94 (RBI) in ethanol 95%. All subsequent dilutions were 

made in water or buffer. Final concentration of DMSO and ethanol in the baths 

was 0.14 and 0.3%, respectively. To test the effect of these drug vehicles, 
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cumulative dose-response curves to vasopressin, angiotensin II, endothelin-1 and 

KC1 in the presence of 0.14% DMSO and 0.3% ethanol were also performed. 

3.4 Results 

The effect of drug vehicles was first tested. DMSO did not affect the 

contractile response of rat aortic rings to any of the vasoconstrictors studied (data 

not shown). Ethanol slightly, but not significantly, reduced the sensitivity of aortic 

rings to KC1 (data not shown). Therefore, with KC1-induced contraction, vehicle-

treated rings were used as controls and compared with IAA-94-treated rings. 

Ethanol (0.3%) only reduced the contraction to endothelin-1(data not shown). 

Corrections were made by substraction of the ethanol effect to ethanol-free 

contractions. 

The chloride channel blocker had no effect on KC1-induced contraction 

(Figure 3.1). 

Vasopressin-induced maximal contraction (2.57±0.12g under control 

conditions, n=9, Figure 3.2) was reduced by genistein (1.96±0.10g, P<0.001, n=9, 

Figure 3.2) and by IAA-94 (1.76±0.06g, P<0.001, n=9, Figure 3.2). The effect of 

genistein on maximal response to vasopressin was reduced (1.54±0.09g, P(0.001, 

n=9, Figure 3.2) in the presence of IAA-94 suggesting a poorly additive effect of 

both treatments. Indeed, genistein reduced maximal response to vasopressin by 

24% in the absence and by 22% in the presence of IAA-94 (Figure 3.2). IAA-94-

treated rings were found to be less sensitive to vasopressin as shown by an 
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increased EC50  (log[EC50] of-8.93±O.06 and -8.61±0.04 in control and IAA-94-

treated conditions respectively, P=0.002, Figure 3.2). In contrast, genistein did not 

affect the sensitivity of aortic rings to vasopressin (log[EC50]=-8.77±0.07, 

P=0.323) and did not interfere with the effect of IAA-94 on vasopressin EC50  

(log[EC50]=-8.37±0.07 in rings treated with both IAA-94 and genistein, P<0.001, 

Figure 3.2). 

Angiotensin II-induced maximal contraction (2.25±0.17g under control 

conditions, n=10, Figure 3.3) was markedly reduced by genistein (1.10±0.17g, 

P<0.001, n=10, Figure 3.3) and IAA-94 (0.76±0.11g, P=0.002, n=10, Figure 3.3). 

Genistein was still partly potent in the presence of IAA-94 (0.43±0.08g, P<0.001, 

n=10) suggesting that both treatments were partly additive. In fact, genistein 

reduced angiotensin II-induced maximal contraction by 51 and 43% in the presence 

or the absence of IAA-94 respectively. Neither IAA-94 nor genistein affected the 

sensitivity of rings to angiotensin II (Figure 3.3). 

Finally, endothelin-l-induced maximum contraction (2.01±0.06g, n=9, 

Figure 3.4) was reduced by genistein (1.13±0.14g, P<0.001, n=9, Figure 3.4) and 

IAA-94 (1.82±0.16g, P<0.002, n=10, Figure 3.4). Genistein lost its potency 

(1.51±0.16, P<0.001, n=10, Figure 3.4), a reduction of 17% in the presence of 

IAA-94 as compared with 43% in the absence of IAA-94 suggesting that both 

treatments were not additive. Moreover, EC50  was increased by IAA-94 indicating 

that rings were less sensitive to endothelin-1 (log[EC50]of -8.18±0.04 and 
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-7.82±0.08, in control and IAA-94 treated conditions respectively, P=0.004, Figure 

3.4). Similarly, rings treated with both treatments were found to be less sensitive 

to endothelin- 1 (log [EC50] of -7.76±0.09, P=0.001, Figure 3.4). 

3.5 Discussion 

In the present study, the chloride channel blocker IAA-94 reduced the 

maximal contraction to vasopressin, angiotensin II and endothelin-1 without 

affecting that of KC1. The non-additive effect of chloride channel blockade and 

tyrosine kinase inhibition on vasopressin and endothelin- 1 -induced contraction 

suggests a close relation between tyrosine kinase activation and chloride efflux 

stimulated by these peptides in rat aorta. 

Vasopressin-, angiotensin II-, and endothelin- 1 -induced contractions of 

vascular tissues share numerous similarities. Binding to their respective receptors 

rapidly stimulates phospholipase C(226,304,341) through a G-protein catalysing 

the breakdown of PIP2  into IP3  and diacylglycerol(26,356). Diacylglycerol activates 

protein kinase C while IP3  mediates the release of calcium from the sarcoplasmic 

reticulum. Calcium entry follows these transient events, ensuring a sustained 

contraction(176,342,356,387). In many vascular tissues including rat aortas, 

vasopressin, angiotensin II and endothelin-1 have been shown to induce membrane 

depolarisation which could be one of the events stimulating L-type calcium 

channel activity(161,351,387). The exact sequence of events leading to membrane 

depolarisation has not been clearly demonstrated yet. In some cases, release of 
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intracellular calcium may activate calcium-activated chloride 

channels(187,194,270,277). On the other hand, it is possible that chloride channels 

could be directly involved in cell depolarisation leading to activation of L- and/or 

T-type calcium channels (194,321,354). 

Several types of chloride channels have been described. One of the most 

important chloride channel is the calcium-activated chloride channel 

(86,194,270,277). These channels have been identified in several cell types 

including mesangial cells(194,270), rat lacrymal gland cells(86), venous 

myocytes(277) and arterial myocytes(10). They have been shown to play an 

important role in the vascular contraction induced by noradrenaline 

(10,16,220,276,277) and endothelin-1(149,187,334). Other chloride channels, 

different from the latter type, have also been identified in rat aortic smooth muscle 

cells(321), mesangial cells(194) and A7r5 cells(354). Several organic and 

inorganic chloride channel blockers are available. However, none of these appears 

to exibit a particular selectivity for one type of chloride channel (201). Therefore, 

identification of the chloride channel type based on the response to blockers is 

hazardous. The results of the present study suggest that IAA-94-sensitive chloride 

channels play an important role in the contractile response of rat aorta to 

vasopressin, angiotensin II and endothelin-1. 

Several studies reported that bombesin, vasopressin, endothelin-1, 

angiotensin II, serotonin and noradrenaline can produce tyrosine phosphorylation 
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within different cell types including Swiss 3T3(395,396), human platelets (117), 

mesangial(94) as well as vascular smooth muscle cells (224,351). In addition, it 

was shown that tyrosine kinases were important in vasopressin-, angiotensin II-, 

serotonin- as well as a-adrenergic and muscarinic agent-induced vascular 

contraction(77,175,204). In the present study, genistein was used to investigate the 

contribution of tyrosine kinases in vasopressin- and angiotensin II-induced 

contraction of rat aortas because of its well established efficacy (77,112,204,234). 

In addition, it is generally accepted that genistein at 10µM specifically inhibits 

tyrosine phosphorylation by tyrosine kinases (8,135,386). Genistein reduced the 

maximal response to vasopressin, angiotensin II and endothelin-1 without any 

modification in sensitivity to these vasoconstrictors. 

In the present study, the experimental design, by comparing the effect of 

IAA-94 and genistein given separately and in combination, allows the evaluation 

of the interaction between chloride channels and tyrosine kinases. The effect of 

chloride channel blockade and tyrosine kinase inhibition in vasopressin and 

endothelin- 1 -induced contraction were poorly additive suggesting a close relation 

between chloride channel activity and tyrosine kinases. Although highly 

speculative, phosphorylation of chloride channels by tyrosine kinases, or any other 

kinases downstream, could provide an explanation to this close relation. This 

however remains to be established. Moreover, this interaction was not seen in the 

angiotensin II-induced contraction. 
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The present study showed that KC1-induced contraction of rat aortas was 

not affected by IAA-94, ruling out non-specific effects of the chloride blocker on 

vascular contraction or on L-type calcium channels. In addition, it has already been 

reported that tyrosine kinase inhibitors do not affect KC1-induced contraction of 

rat aortas(Dumont, E.C. and Lamontagne D., unpublished results). 

3.6 Conclusion 

Tyrosine kinases as well as IAA-94-sensitive chloride channels are 

involved in vasopressin-, angiotensin II-, and endothelin- 1 -induced contraction of 

rat aortas. Moreover, the non-additive effect of tyrosine kinase inhibition and 

chloride channel blockade suggests a close relation between chloride channels and 

tyrosine kinases activity in the vasopressin and endothelin- 1 -induced vascular 

contraction. 
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Figure 3.1: Dose-response curves to KClunder control conditions (closed circles) 
or in the presence of IAA-94 (open squares). These curves were found to be 
statistically comparable. 

90 



91 

• Control (n=9) 
0 Genistein 10pM (n=9) 
a 	IAA-94 30pM (n=9) 
A 	Genistein+IAA-94 (n=9) 

3 

0 
i 

-10 	 -9 	 -8 	 -7 

log[vasopressin] 

Figure 3.2: Dose-response curves to vasopressin under control conditions (close 
circles), in the presence of IAA-94 (open squares), genistein (open circles) or both 
IAA-94 and genistein given together (open triangles). Maximal response evaluated 
by curve-fitting was reduced by IAA-94 (P<0.001), genistein (P<0.001) and the 
combined treatment (P<0.001) in a poorly additive fashion. The EC50  was reduced 
by IAA-94 in the presence (P<0.001) or the absence of genistein (P=0.002) in 
poorly additive fashion. Genistein did not affect the EC50. 
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Figure 3.3: Dose-response curves to angiotensin 11 under control conditions (close 
circles), in the presence of genistein (open circles), IAA-94 (open squares) or both 
genistein and IAA-94 given together (open triangles). Maximal response evaluated 
by curve-fitting was reduced by IAA-94 (P=0.002), genistein (P(0.001) and 
combined treatment (P<0.001) in an additive fashion. The EC50  was not 
significantly affected by IAA-94 or genistein. 
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Figure 3.4: Dose-response curves to endothelin-1 under control conditions (closed 
circles), in the presence of genistein (open circles), IAA-94 (open squares) or both 
genistein and IAA-94 given together (open triangles). Maximal response evaluated 
by curve-fitting was reduced by IAA-94 (P=0.002), genistein (P<0.001) and the 
combined treatment (P<0.001) in a non-additive fashion. IAA-94 (P=0.004) and 
the combined treatment (P=0.001) attenuated sensitivity of rings to endothelin-1. 
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CHAPITRE 4: No ROLE OF ATP-SENSITIVE POTASSIUM CHANNELS IN THE 

VASOCONSTRICTION PRODUCED BY VASOPRESSIN 

4.1 Abstract 

The contribution of ATP sensitive potassium channel (KA TI) channel) 

blockade in the vasoconstriction produced by vasopressin was studied. All 

experiments were performed using rat thoracic aorta cut in 4 mm rings, denuded 

from their endothelium and mounted into 20 ml organ baths. Glibenclamide (0.01-

10 µM), a Km?  channel antagonist, did not induce any measurable contraction, nor 

did it reduce the maximum contraction induced by vasopressin and phenylephrine. 

The specific inhibition of lemakalim-induced (a KA Tp channel activator) relaxation 

by vasopressin was investigated. Lemakalim (0.01-0.31.1,M) relaxed both 

vasopressin (0.1µM) and phenylephrine (0.31J.M) preconstricted vessels. However, 

in contrast to what would be expected from KATp blockade by vasopressin, rings 

preconstricted with vasopressin were more sensitive to the relaxant action of 

lemakalim, compared to phenylephrine preconstricted vessels (log[EC50] of -7.82 

± 0.01 and -7.10 ± 0.02, respectively, p<0.05). Dose-response curves to papaverine 

(3 p.M-30µM) in rings preconstricted with vasopressin and phenylephrine were 

comparable. When aortic rings were pretreated with lemakalim (0.1 p,M), the 

maximum active tension induced by vasopressin was reduced (2.68 ± 0.23 in 

control conditions vs 0.62 ± 0.08g on pretreated vessels, p<0.001), whereas that 
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by phenylephrine was slightly increased. In order to explain the stronger relaxant 

action of lemakalim against vasopressin-induced constriction, the contribution of 

calcium influx through L-type calcium channels in the constriction of aortic rings 

to vasopressin and phenylephrine was compared. Nifedipine (0.1nM-3011M) was 

more potent (lower EC50  and higher maximal response) in vasopressin (0.10g) 

preconstricted vessels, compared to phenylephrine (0.30\4). In conclusion, 

vasoconstriction produced by vasopressin does not involve blockade of KATp 

channels in the isolated rat aorta. The more potent relaxant action of lemakalim in 

vasopressin preconstricted vessels, compared to phenylephrine, can be explained 

by a higher dependency of vasopressin-induced vasoconstriction on calcium influx 

through voltage-sensitive calcium channels and, consequently, membrane 

potential. 

4.2 Introduction 

Potassium channels, which determine cell membrane potential, play an 

important role in the control of vascular tone(251,264,373). Hyperpolarization 

following potassium channel activation reduces the probability for opening 

voltage-gated Ca2+  channels, resulting in lessened calcium influx and smooth 

muscle relaxation(284). Pharmacological evidences suggest that several 

endogenous vasodilators produce their relaxant action through the activation of 

specific potassium channels: the ATP-sensitive potassium channels (KATp 

channels). Glibenclamide, a KATT. channel antagonist, has been shovvn to reduce the 
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vasodilation induced by adenosine(18,57,168,248), pro stacyclin (40,169,249), and 

prostaglandins E2  and D2(40). Besides vasodilators, some vasocontractile peptides 

can also modulate the activity of KATp channels. Recent patch clamp studies have 

demonstrated that vasopressin(359) and endothelin(239) block an ATP-sensitive 

potassium current in smooth muscle cells isolated from porcine coronary arteries. 

However, the contribution of KATp channel blockade in the contractile response to 

these peptides hos never been tested in an intact preparation. Therefore, the aim of 

this study was to assess the contribution of KAn, channel blockade in the 

vasoconstriction of large conductance arteries induced by vasopressin. 

4.3 Methods 

4.3.1 Vessel preparation 

The experiments were performed on porcine and canine circumflex 

coronary arteries, and on thoracic aortas taken from male Sprague-Dawley rats 

(300-350g). For coronary arteries, the proximal section of circumflex arteries, 

between the origin and the first branch, was used. The vessels were cut in 4 mm 

rings after being cleaned out of all fat and conjunctive tissue. The endothelium was 

removed mechanically by inserting one arm of a fine forceps into the lumen and 

then rolling back and forth ten times on a gauze soaked with physiological 

solution. The rings were then mounted into 20 ml organ baths filled with Krebs-

Henseleit buffer of the following millimolar composition: NaC1 118, KC1 4, CaC12  

2.5, KH2PO4  1.2, MgSO4  1, NaHCO3  24, D-Glucose 11. The solution was gassed 
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with 95% 02, 5% CO2  and warmed at 37°  C. The preparations were then connected 

to strain gauge (Grass FT03) and isometric tension was recorded on a Grass (model 

79) polygraph. The preparations were stretched to an optimal 4 g resting tension, 

as determined with repeated KC1 20 mM contractions. The injection of 1 11M 

acetylcholine (rat aortas and canine coronary arteries) or 0.01 µM bradykinin 

(porcine coronary arteries) on 20 mM preconstricted rings did not induce any 

relaxation, confirming the absence of a functional endothelium. The preparations 

were allowed to stabilize 30 min before experimentations. All preparations were 

constricted with 1 jtM phenylephrine in the absence of any other drug. All 

subsequent constriction were expressed as a percent response of that standard 

constriction. Each ring was used for a single dose-response curve. The effects of 

drugs were compared in parallel with rings obtained from the same aorta. 

4.3.2 Statistical analysis 

Values represent the mean ± SEM. Dose-response curves were analyzed 

using a curve-fitting analysis program(71). Probability less then 0.05 (p<0.05) were 

considered statistically different. 

4.3.3 Drugs 

A stock solution of [Arg81-vasopressin (Sigma St-Louis, MO, USA) 0.231 

mM was prepared in acetic acid 0.2 N containing BSA 0.1%. Papaverine solution 

(papaverine hydrochloride) was obtained from Frosst, Canada. All other drugs 

were prepared as 10 mM stock solutions: lemakalim (Smithkline Beecham 
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Pharmaceuticals) was dissolved in 70% ethanol, phenylephrine (ICN 

Biochemicals, Cleveland, Ohio) and acetylcholine (Sigma) were dissolved in 

water, glibenclamide (ICN) was prepared in DMSO, and nifedipine (Sigma) in 

95% ethanol. All subsequent dilutions of drugs were made in water, with the 

exception of glibenclamide which was dissolved in Krebs-Henseleit buffer. All 

experiments with nifedipine were performed with tubes and tissue baths protected 

from light. 

4.4 Results 

Vasopressin (0.01 to 300nM) did not induce any measurable constriction 

of porcine coronary arterial rings. In contrast, these rings constricted strongly with 

20 mM KC1 (4.13 ± 0.89g, n=4) and with the ffiromboxane receptor agonist, U-

46619 (300nM, 6.38 ± 0.13g, n=2). Similar results were obtained with canine 

coronary arteries: no constriction was observed with vasopressin (0.01 to 300 nM), 

despite normal constriction to 20mM KC1 (3.55 ± 0.2g, n=10). 

Rat thoracic aortas, which constricted strongly to vasopressin, were used 

throughout the rest of the study. The contractile effect of KATI, channel blockade on 

relaxed aortic rings was first studied. Glibenclamide (0.01 to 10uM) added alone 

did not induce any constriction (data not shown). Furthermore, pretreatment of 

aortic rings with 1 uM glibenclamide did not reduce the maximal contractile 

responses of either vasopressin or phenylephrine (fig. 4.1). In these rings, the 

efficacy of glibenclamide was confirmed by the absence of relaxation when 0.111M 
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lemakalim was added at the end of the dose-response curves to the vasoconstrictors 

(data not shown). The specific antagonistic effect of vasopressin on the relaxation 

induced by the Kmi, channel opener, lemakalim, was assessed in a second 

experimental series. Phenylephrine was used as a control vasoconstrictor. 

Vasopressin (0.1 p,M) and phenylephrine (0.3 µM) induced comparable active 

tension (2.96 ± 0.28 and 3.07 ± 0.22 g, respectively, n=6). Lemakalim (0.01 to 

0.30\4) relaxed completely vasopressin and phenylephrine preconstricted rings 

(fig. 4.2). However, lemakalim relaxed vasopressin preconstricted rings at lower 

concentrations, compared to phenylephrine (log[EC501 of -7.82 ± 0.01 and -7.10 ± 

0.02, respectively, p<0.05, n=6). In contrast, the relaxation of vasopressin and 

phenylephrine preconstricted rings by papaverine (3 to 30011M) was not 

statistically different (fig. 4.2). 

The stronger relaxant action of lemakalim against vasopressin-induced 

constriction was confirmed in a third experimental series. Pretreatment of rings 

with lemakalim (0.01µM) reduced markedly the maximum contractile response to 

vasopressin (fig. 4.3). In contrast, the dose-response curve to phenylephrine in 

lemakalim pretreated rings was shifted to the right, without any reduction in 

maximal response (fig. 4.3). 

The contribution of calcium influx through L-type calcium channels in the 

constriction of aortic rings by vasopressin and phenylephrine was compared in a 

fourth experimental protocol. Dose-response curves to nifedipine (0.1nM to 10µM) 
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were performed in aortic rings preconstricted with vasopressin (0.11.11g) and 

phenylephrine (0.3µ1v1). Compared to phenylepluine preconstricted rings, the dose-

response curve to nifedipine in vasopressin preconstricted vessels was shifted to 

the left (fig. 4.4, log[EC50] of -7.86 ± 0.03 vs -7.52 ± 0.06, p<0.05, n=12). The 

maximum response to nifedipine was also significantly enhanced in vasopressin 

(98.5 ± 1.5%), compared to phenylepluine preconstricted rings (69.8 ± 5.1%, fig. 

4.4). 

4.5 Discussion 

In the present study, we assessed the contribution of ATP sensitive 

potassium channel blockade in the vasoconstrictor effect of vasopressin in an intact 

vessel preparation. Besides vasoconstriction, vasopressin can induce endothelium-

dependent, nitric oxide-mediated vasodilation in cerebral (63,329,344) and 

pulmonary arteries(87), as well as in the human forearm (331). KATp channels are 

not involved in the endothelium-dependent vasodilation induced by 

vasopressin(84). In the present study, all preparations were denuded from their 

endothelium in order to observe the pure contractile effect of vasopressin. 

Vasopressin has been shown to block KATp channels in a patch clamp study 

performed in smooth muscle cells isolated from porcine coronary arteries (359). 

This blockade was a direct effect of vasopressin from outside the cell membrane, 

not mediated by vasopressin receptors(359). Rings isolated from porcine coronary 

arteries were considered for the present study. However, vasopressin did not 
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constrict these rings, suggesting the absence of vasopressin receptor in these 

vessels. This observation also suggests that, if vasopressin blocks KATp channels, 

these channels are not basally active in porcine coronary arteries. The lack of 

constrictor effect of vasopressin in porcine coronary vessels was not species-

specific, since similar results were observed in canine coronary arteries. 

Rings isolated from rat thoracic aortas were strongly constricted by 

vasopressin. This constriction could result either from a receptor-mediated effect, 

or from blockade of basally active KA Tp channels. To verify the latter, the 

contractile effect of the KATp channel blocker, glibenclamide, on resting rat aortic 

rings was studied. Glibenclamide, at concentration ten times higher than that 

required to block the relaxation to lemakalim, did not induce any constriction. 

Furthermore, pretreatment with glibenclamide did not reduce the maximal 

contractile response to vasopressin and phenylephrine. These data suggest that 

ATP sensitive potassium channels are not basally active in these vessels. 

Since blockade of KA  channels would depolarize smooth muscle cells and 

increase vascular tone only if these channels are active, the KATp channel opener, 

lemakalim, was used in our preparations. Dose-response curves to vasopressin and 

phenylephrine were performed in vessels in which KATp channels have been 

activated with lemakalim. The rational of this experiment was the following: if 

vasopressin blocks KATp channels, this peptide would be more potent, compared 

to phenylephrine, in lemakalim pretreated rings. The opposite effect was observed: 
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constriction to vasopressin was not enhanced, but depressed compared to 

phenylephrine. Dose-response curves to lemakalim performed in vasopressin and 

phenylephrine preconstricted rings confirmed that the relaxation to lemakalim was 

more pronounced in vasopressin preconstricted vessels. These data taken together 

suggest that vasopressin does not block ATP sensitive potassium channels in rat 

aortic rings. 

The interpretation of the present results assumes that both glibenclamide 

and lemakalim act selectively on KATp channels. However, the potassium channel 

openers pinacidil(108) and cromakalim(108,295) have been shown to increase the 

open probability of Ca'-activated potassium channels: this effect being blocked 

by glibenclamide. Other mechanisms involved in smooth muscle relaxation by 

potassium channel openers have been suggested(284). Despite this lack of 

selectivity, lemakalim and glibenclamide are the most potent modulators of Km?  

channels and are still valuable tools. 

Vasopressin and phenylephrine, at the concentrations used in the present 

study, preconstricted the aortic rings to a similar tension. Furthermore, papaverine, 

which acts independently of KA  channels(40,248), relaxed both vasopressin and 

phenylephrine preconstricted vessels in a similar manner. Therefore, the higher 

sensitivity of vasopressin preconstricted vessels to lemakalim suggests differences 

in the mechanism of constriction between vasopressin and the aragonist 

phenylephrine. Lemakalim, through the activation of KA  channels, hyperpolarizes 
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smooth muscle cells thus affecting mostly the activity of voltage-gated Ca2+  

channels. To explain the stronger action of lemakalim against vasopressin-induced 

constriction, it was hypothesized that influx of extracellular Ca2+, through L-type 

voltage-gated Ca2+  channels, was more important in the constrictor effect of 

vasopressin, as oppose to aragonists which would depend more on Ca2+  released 

from internai stores. To verify this hypothesis, dose-response curves to nifedipine, 

an L-type voltage-gated Ca2+  channels blocker, were performed. The more potent 

relaxant effect of nifedipine in vasopressin preconstricted vessels, compared to 

phenylephrine, confirmed the importance of calcium influx through 

dihydropyridine-sensitive L-type channels in the contractile response to 

vasopressin. 

The mechanisms by which vasopressin could activate L-type calcium 

channels are unknown. Other peptides, such as endothelin(158) or angiotensin 

11(34) have been shown to increase L-type calcium currents in whole-cell patch 

clamp experiments. It is unclear whether this effect involves second messengers 

or not. It has been recently reported that vasopressin increases a depolarizing Cl-

current in vascular smooth muscle cells(354). However the contribution of this 

depolarizing current in activation of voltage-gated calcium channels needs to be 

verified. 

In conclusions, our data are incompatible with KATp channel blockade by 

vasopressin in the isolated rat aorta. On the other hand, the stronger action of 
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lemakalim and nifedipine against vasopressin-induced constriction suggests that 

influx of extracellular Ca' through L-type voltage-gated Ca' channels is more 

important in vasopressin constrictor effect, compared to phenylephrine. 
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Figure 4.1: Dose-response curves to vasopressin (left panel), and to phenylephrine 
(right panel) under control conditions (open circles), and in the presence of 1µIVI 
glibenclamide (closed circles). The ordinate indicates the constriction relative to 
a standard 1 µI‘,4 phenylephrine constriction performed in the absence of any other 
drug. These curves were found to be statistically comparable. 
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Figure 4.2: Relaxation of phenylephrine-induced (0.3µM, open circles) and 
vasopressin-induced (0.11.1M, closed circles) tension as a function of the logarithm 
of lemakalim concentration (left panel ) and papaverine concentration (right panel 
). Lemakalim was more potent in vasopressin preconstricted vessels compared to 
phenylephrine (log[EC50] of -7.82±0.01 and -7.10±0.02, respectively, p(0.05, 
n=6). 
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Figure 4.3: Dose-response curves to phenylephrine under control conditions (open 
circles), and in the presence of 0.1 j.iM lemakalim (closed circles). The ordinate 
indicates the constriction relative to a standard 1 1.1M phenylephrine constriction 
performed in the absence of any other drug. Lemakalim markedly reduced the 
maximum contractile response to vasopressin (p<0.05, n=6). The dose-response 
curve to phenylephrine was shifted to the right in lemakalim pretreated vessels 
(log[EC501 of -7.06±0.02 in pretreated vessels and -8.22±0.02 in control 
conditions, p(0.05, n=6). 
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Figure 4.4: Relaxation of phenylephrine-induced (0.311M, open symbols) and 
vasopressin-induced (0.1p,M, closed symbols) tension as a function of the 
logarithm of nifedipine concentration. The dose-response curve to nifedipine 
(circles) was shifted to the left in vasopressin preconstricted vessels 
(log [EC50] of -7.86±0.03 vs -7.52±0.06 in phenylephrine preconstricted 
vessels, p<0.05, n=12). The maximum response to nifedipine was enhanced 
in vasopressin preconstricted rings (98.5±1.5% vs 69.8±5.1%, p<0.05, n=12). 
The effect of nifedipine vehicle (squares, n=5) tested in a separate series was 
found to be comparable in vasopressin and phenylephrine pre-constricted 
rings. 
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CHAPITRE 5: DISCUSSION GÉNÉRALE ET CONCLUSIONS 

Les résultats de ces travaux suggèrent une contribution d'enzymes de type 

tyrosine kinase lors de la contraction de l'aorte de rat produite par la vasopressine, 

l'angiotensine II et l'endothéline-1. En effet, l'inhibition de tyrosine kinases à 

l'aide d'un agent pharmacologique spécifique, la génistéine, atténue les 

contractions maximales produites par ces peptides. La génistéine n'a eu aucun effet 

sur les contractions produite par un agoniste a1-adrénergique, la phényléphrine, 

écartant par le fait même un effet non-spécifique de l'inhibiteur des tyrosine 

kinases sur l'interaction agoniste-récepteur. De plus, la contraction produite par 

dépolarisation de la membrane plasmique n'a pas été modifiée par la génistéine. 

Ceci démontre d'une part que cet inhibiteur des tyrosine kinases n'affecte pas la 

contraction vasculaire de façon non spécifique et d'autre part, qu'il ne bloque pas 

les canaux calciques sensibles au voltage. 

Les cibles exactes de ces tyrosine kinases impliquées dans la contraction 

du muscle lisse vasculaire sont peu connues et très peu d'études ont tenté 

d'identifier ces cibles dans des modèles expérimentaux autres que les cellules 

isolées. Nous proposons une étroite relation entre l'activité des tyrosine kinases et 

de certains courants ioniques lors de la contraction produite par la vasopressine et 

l'endothéline-1. Ces travaux représentent les premières démonstrations 

fonctionnelles de cibles potentielles des tyrosine kinases lors de la contraction 

musculaire lisse vasculaire produite par des peptides. 
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Ces résultats confirment l'importance des canaux calciques de type L lors 

de la contraction vasculaire produite par des peptides endogène. En effet, la 

nifédipine, un bloquant des canaux calciques de type L atténue les contractions 

produites par la vasopressine, l'angiotensine II et l'endothéline-1. De plus, ces 

données suggèrent un mécanisme de modulation des canaux calciques de type L 

par des tyrosine kinases lors de la contraction artérielle produite par des peptides 

endogènes. En effet, le blocage des canaux calciques de type L par la nifédipine 

abolie en partie l'atténuation par la génistéine de la réponse contractile produite par 

la vasopressine et l'endothéline-1. 

La contraction de l'aorte de rat produite par la vasopressine, l'angiotensine 

11 et l'endothéline-1 est fortement inhibée par un traitement à 1'IAA-94, un 

bloquant des canaux chlore, suggérant une contribution de courants chlore 

dépolarisants. De plus, nous avons démontré que ces canaux chlore sensibles à 

1'IAA-94 étaient potentiellement modulés par des tyrosine kinases lors de la 

contraction artérielle produite par des peptides endogènes. En effet, la présence 

d'IAA-94 a atténué en partie le potentiel inhibiteur de la génistéine lors de la 

contraction produite par la vasopressine et 1'endothéline-1. 

Finalement, les courants potassiques dépendants de l'ATP ne contribuent 

pas à la contraction produite par la vasopressine et l'endothéline-1. Ces courants 

potassiques ne peuvent donc pas constituer une cible des tyrosine kinases lors de 

la contraction musculaire lisse tel que suggéré par la littérature. 
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5.1 Voies tyrosine kinases du muscle lisse vasculaire 

L'utilisation d'un inhibiteur non-spécifique des tyrosine kinases renseigne 

peu sur la nature exacte de la ou des voies tyrosine kinases impliquées dans la 

contraction vasculaire. Cependant, la littérature suggère quelques voies 

spécifiquement misent en jeu par la vasopressine, l'angiotensine II et 

l'endothéline-1 dans le muscle lisse vasculaire. 

5.1.1 Voies tyrosine kinases mises en jeu par la vasopressine dans le muscle 

lisse vasculaire 

On connaît encore peu les voies tyrosine kinases misent en jeu par la 

vasopressine. Les quelques voies caractérisées semblent principalement impliquées 

dans les actions hypertrophiques de la vasopressine. 

La vasopressine stimule des voies MAP kinase et ultimement ERK-1 et 2 

via l'activation de protéine kinases C(195). L'activation des ERKs est détectable 

deux minutes suivant le stimulus, atteint un valeur maximale entre 5 et 10 minutes 

et retourne à des niveaux de base en moins de 30 minutes(195). La vasopressine 

active aussi rapidement les voies JAKs dans les cellules musculaires lisses en 

culture vraisemblablement selon un mécanisme indépendant des protéine kinases 

C. Par contre, il semble que cette activation des voies JAKs par la vasopressine 

nécessiterait la présence de calcium(130). Des études récentes suggèrent un rôle 

des voies FAK kinases(292) ainsi qu'une activation des tyrosine kinase de la 

famille des c-Src(291) dans la signalisation du récepteur Via  à la vasopressine. 
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5.1.2 Voies tyrosine kinases mises en jeu par l'angiotensine II dans le muscle 

lisse vasculaire 

La liaison de l'angiotensine II à son récepteur membranaire de type ATiA  

favorise l'activité de nombreuses voies tyrosine kinases dans le muscle lisse 

vasculaire. 

Il semble que la voie des c-Src kinases joue un rôle important dans la 

signalisation du récepteur ATIA(164). Dans les cellules musculaires lisses 

vasculaires on retrouve les sous-types Fyn et c-Src. L'activation de ces tyrosine 

kinases mène d'une part à l'activation des phospholipases C de type y(224) et 

d'autre part à l'activation des voies MAP kinase(310). L'activation de la voie 

JAK/STAT a été bien démontrée suite à la stimulation du récepteur AT1A  dans les 

cellules musculaires lisses vasculaires. L'angiotensine II active spécifiquement 

JAK2 et TYK2 favorisant ainsi la phosphorylation des proteines STAT 113 et 

91(29,225) menant à l'expression des facteurs de transcription précoce. 

L'angiotensine II stimule les protéine kinases de la famille des FAKs(281). Les 

FAKs ainsi activées sont transloquées au site focal d'adhésion où leurs substrats, 

la paxilline(208) et le p130's(309) seront phosphorylés favorisant ainsi une 

réorganisation du cytosquelette. 

5.1.3 Voies tyrosine kinases mises en jeu par l'endothéline-1 dans le muscle 

lisse vasculaire 

Les voies tyrosine kinases stimulées par le récepteur ETA  ont été largement 
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étudiées depuis quelques années. Dans les cellules mésangiales, de multiples voies 

impliquants des tyrosine kinases(voies des MAP kinases, des S6 kinase et des c- 

Src kinase) s' activent en réponse à 1 ' endothéline-1(318,365). 

Dans les cellules musculaires lisses vasculaires une voie a été 

particulièrement bien décrite, la voie des MAP kinases. En effet, suite à la 

stimulation du récepteur ETA, on observe une phosphorylation de Shc. La voie 

classique des MAP kinases se met en branle menant ultimement à la stimulation 

des ERK 1 et 2 et à des réponses cellulaires variées(78). 

5.2 Effecteurs mis en jeu par les tyrosine kinases lors de la contraction 

vasculaire 

De récentes études faites sur des préparations de cellules musculaires lisses 

en culture suggèrent quelques hypothèses permettant de spéculer sur les voies 

tyrosine kinases potentielles ainsi que leurs effecteurs impliqués dans la 

contraction du muscle lisse vasculaire. 

Il y a quelques années, Liu et Sturek(217) avaient bien démontré que les 

tyrosine kinases n'affectaient pas la libération de calcium sensible à 1'IP3  ou à la 

ryanodine. Par contre, Jayaraman et al.(171) ont démontré que le récepteur à 1'IP3  

pouvait être phosphorylé sur des résidus tyrosine sans établir de lien avec la 

contraction. De plus, une voie intéressante suggèrent que les phospholipases Cyl 

pourraient être responsables de cette phosphorylation(224). De plus, plusieurs 

évidences suggèrent que la phospholipase Cy serait entièrement responsable de la 
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production d'IP3  et de DAG. En fait dans les cellules musculaires lisses en culture, 

on note une absence de phospholipases Cf31 alors que le sous-type y y est 

omniprésent. Cependant, cette alternative reste hypothétique puisqu'une étude 

récente de Di Salvo et Raatz Nelson(75) ne corrobore pas cette implication de la 

phospholipase Cyl dans les cellules de la lignée A10. 

Les MAP kinases seraient impliquées dans la contraction vasculaire en 

phosphorylant la caldesmone libérant ainsi les sites de liaison de la myosine sur 

1'actine(2,3). La sérotonine(368), la noradrénaline(182) ainsi que l'angiotensine 

11(82) activent les MAP kinases. L'inhibition des MAP kinases avec le PD098059 

diminue la contraction produite par la sérotonine(368) et l'angiotensine II(106). De 

plus, l'équipe de Shiffiin propose une implication de ces voies MAP kinases lors 

de l'augmentation de calcium intracellulaire ainsi que de pH intracellulaire 

provoqué par la présence d'angiotensine 11(346). Par contre, cette contribution des 

MAP kinases reste hypothétique puisque les travaux de Watts et al. ont déjà 

démontré une dissociation entre cette voie MAP kinase et la contraction produite 

par l' angiotensine 11(369). 

Le cytosquelette est reconnue pour participer activement à la contraction 

du muscle lisse vasculaire(190). Le rôle des tyrosine kinases dans les processus 

d'organisation de l'actine est bien reconnue dans plusieurs types cellulaires y 

compris les muscles lisses vasculaires. Les protéines de type FAK ainsi que les c-

Src kinases sont importantes dans les processus impliquant le cytosquelette. Le 
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rôle exacte du cytosquelette dans la contraction du muscle lisse est peu connu mais 

il semble qu'une interaction importante pourrait se faire entre le cytosquelette et 

l'appareil contractile contribuant ainsi à la phase soutenue de la contraction du 

muscle lisse vasculaire(121). 

On sait que le récepteur ATIA  peut être phosphorylé sur des résidus tyrosine 

en présence d'angiotensine II et que cette phosphorylation pourrait être impliquée 

dans le signal généré par le récepteur(225). La tyrosine 302 semble jouer un rôle 

crucial puisque la mutation de cette tyrosine diminue l'interaction entre le 

récepteur et la protéine G en plus d'atténuer la production d1  P3(148,205). 

Il semble finalement que les tyrosine kinases soient impliquées directement 

dans les mécanismes de sensibilisation de l'appareil contractile au calcium. Une 

étude a démontré que la génistéine pouvait interférer avec l'effet contractile du 

calcium dans des préparations perméabilisées d'artères mésentériques de rat(345). 

5.2.1 Canaux calciques de type L 

Par une approche fonctionnelle nous avons démontré que les canaux 

calciques de type L pouvaient être des cibles potentielles de régulation par les 

tyrosine kinases lors de la contraction produite par la vasopressine et 

l' endothéline-1. 

Dans le contexte où les tyrosine kinases s'avéreraient des modulateurs de 

l'activité des canaux calciques de type L, la famille des c-Src kinases représente 

une candidate potentielle de cette modulation. En effet, l'application intracellulaire 
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de c-Src kinase augmente les courants calciques dans l'artère de l'oreille de lapin 

selon un processus indépendant des protéine kinases C(375). De plus, l'utilisation 

d'un peptide contenant un motif activateur des c-Src kinase active les courants 

calciques(376). Dans la même optique, on sait que la sous-unité al des canaux 

calciques de type L peut être phosphorylée en présence de PDGF et qu'elle peut 

être co-immunoprécipitée avec des c-Src kinases ou des FAKs(141) suggérant ainsi 

une modulation du canal L par des tyrosine kinases via une phosphorylation de 

tyrosines sur la sous-unité al. 

Cependant, quoique suggérant fortement une modulation du canal L par les 

tyrosine kinases, nos résultats peuvent aussi découler d'une implication du calcium 

dans l'activité des tyrosine kinases puisqu'ils ne démontrent qu'une relation entre 

deux mécanismes. De fait, certaines tyrosine kinases pourraient être activées par 

des augmentations de calcium intracellulaire. Ce mécanisme a été démontré lors 

de l'activation de tyrosine kinases produite par l'angiotensine II dans des cellules 

musculaires lisses en culture(144) ou par l'endothéline-1 dans des cellules 

mésangiales(62). De plus, Steusloff et aL (327) ont démontré une augmentation de 

phosphorylation de résidus tyrosines dans des muscles lisses perméabilisés et 

Rembold et Weaver(286) ont démontré plus récemment que la phosphorylation de 

résidus tyrosine induite par l'histamine dans les carotides porcines était dépendante 

du calcium. Cependant, Ward et d (366) ont aussi démontré que la 

phosphorylation de tyrosine induite par la noradrénaline n'était pas inhibée par le 
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blocage de l'influx calcique. 

5.2.2 Canaux chlore 

Notre approche fonctionnelle nous a permis de démontrer la contribution 

de canaux chlore lors de la contraction produite par des peptides vasoconstricteurs 

endogènes. De plus, nous démontrons une forme de régulation de l'activité de ces 

canaux soit via l'activité de tyrosine kinases. 

La contribution des canaux chlore dans la contraction produite par la 

noradrénaline a été démontré il y a une dizaine d'année(10). Plus récemment, 

l'équipe de Goligorsky a démontré que la contraction artérielle de petits vaisseaux 

de résistance produite par l'endothéline-1 était sensible à 1'IAA-94(334). 

Cependant, la contribution de canaux chlore lors de la contraction produite par la 

vasopressine et l'angiotensine II n'a jamais été démontré avant nos études. L'étude 

de l'activité des canaux chlore est encore limitée par le manque de sélectivité des 

agents pharmacologiques modulant ces canaux. On connaît encore peu les 

caractéristiques spécifiques des canaux chlores impliqués dans la contraction 

artérielle. L'identification de ces canaux est primordiale dans la compréhension de 

la mécanique contractile. Plusieurs types de canaux chlore peuvent être 

potentiellement impliqués. Des canaux chlore indépendant du calcium pourraient 

être impliqués dans la dépolarisation de la membrane plasmique et favoriser 

l'activité des canaux calciques de type L. Par contre, on peut penser que des 

canaux chlore sensibles au calcium soient activés plus tardivement, i.e. suite à 
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Figure 5.1: Courbes action-dose à l'endothéline-1 en absence (cercles 
pleins) et en présence de glibenclamide (cerles ouverts). Ces deux 
courbes sont statistiquement comparables. 

118 

l'augmentation des concentrations de calcium intracellulaire afin de maintenir la 

membrane dépolarisée de façon soutenue. À cet effet, leur modulation par les 

tyrosine kinases deviendrait un processus important dans une réponse plus tardive. 

Cependant, très peu de données, outre nos études, sont présentement disponibles 

quant à la relation entre les voies tyrosine kinases et l'activité des canaux chlore. 

5.2.3 Canaux KATp 

Nous avons démontré qu'il ne semblait pas y avoir de courants potassiques 

KATp dans les myocytes vasculaires de l'aorte de rat au repos. En effet, la présence 

d'une concentration efficace de glibenclamide n'a pas affecté le tonus vasculaire. 

Cette observation permettait de mettre en doute l'hypothèse selon laquelle les 

peptides vasoactifs comme la vasopressine et l'endothéline-1 pouvaient bloquer 

ces 	courants 

KA, favoriser 

l'accumulation 

de 	charges 

positives dans la 

cellule et ainsi 

provoquer une 

dépolarisation 

membranaire 

menant à une 
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vasoconstriction. De fait, nous n'avons mesuré aucune interaction 

pharmacologique entre le glibenclamide et la vasopressine ou 1'endothéline-1 

(Figure 5.1) lors de la contraction de l'aorte de rat. De plus, nous n'avons pas 

observé une inhibition plus marqué de la vasopressine comparativement à la 

phényléphrine sur l'effet de la lémakalime suggérant encore que les KATp ne sont 

pas modulés par des peptides endogènes, du moins dans l'aorte de rat. Nos 

résultats contrastent avec les observations réalisées en électrophysiologie sur des 

modèles de myocytes vasculaires isolés. En effet, dans ces conditions, la 

vasopressine et 1'endothéline-1 appliquées du côté extracellulaire de la membrane 

étaient capables de bloquer un courant potassique de type KmT.(239,359). 

Il semble que dans les grandes artères de conductance, les courants KATp ne 

soient impliqués que dans la vasodilatation. Ces canaux étant bloqués par des 

concentrations physiologiques d'ATP sont, selon toute vraisemblance, inactifs 

dans une cellule musculaire au repos. Lors d'une stimulation des mécanismes 

contractiles, la cellule utilise son ATP, les concentrations d'ATP baisse et les 

canaux KATp s'activent favorisant un retour aux conditions de repos. De plus, les 

vasodilatateurs endogènes sont capables d'activer ces canaux. Un rôle potentiel de 

ces courants KATp dans les processus vasoconstricteurs, quoiqu'ayant été observés 

en électrophysiologie, étaient peu probable. De fait, on croit qu'il pourrait découler 

des modifications phénotypiques importantes que subissent les myocytes 

vasculaires autant en culture primaire qu'en lignées immortelles. 



120 

Quelques évidences suggèrent un rôle des tyrosine kinases dans la 

modulation de l'activité des canaux potassiques. En effet la génistéine et la 

lavendustine A augmentent l'activité des courant potassiques sensibles au calcium 

dans des études de canaux isolés effectuées sur des cellules musculaires lisses en 

culture(383). De plus, Ogata et al. (266) a démontré un effet de la génistéine sur les 

courants potassiques dépendants de l'ATP. Cependant, nos résultats laissent croire 

que ces mécanismes ne seraient pas impliqués dans la contraction vasculaire. 

5.3 Conclusions 

Nos études démontrent la contribution de tyrosine kinases dans la 

contraction de l'aorte de rat produite par la vasopressine, l'angiotensine II et 

1'endothéline-1. De plus, nos résultats représentent les premières évidences 

fonctionnelles de cibles des tyrosine kinases lors de la vasoconstriction. De fait, 

l'activité des canaux calciques de type L ainsi que des canaux chlore sensibles à 

1'IAA-94 semble en relation étroite avec les tyrosine kinases. Finalement, nous 

démontrons que les canaux potassiques sensibles à l'ATP ne sont pas impliqués 

dans la contraction de l'aorte de rat. 

5.4 Perspectives 

Les résultats de cette étude ouvrent la voie à plusieurs champs 

d'investigation. On connaît maintenant des inhibiteurs ayant des cibles beaucoup 

plus précises dans les voies qui impliquent des tyrosine kinases. Par exemple, le 

PP1 pour la famille de c-Src ou le PD98059 pour les MEKs pourraient être utilisés 
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pour identifier la ou les composantes des voies impliquant des tyrosine kinases 

responsables de la modulation des canaux ioniques lors de la contraction 

vasculaire. 

Des études subséquentes devront aussi viser à comprendre en quelles 

circonstances un même peptide ou une même voie tyrosine kinase peut mener à des 

réponses finales différentes à savoir une contraction ou une croissance cellulaire. 

À cet effet, des considérations temporelles devront être tenues pour compte i.e. 

déterminer l'implication d'une exposition plus ou moins prolongée de la cellule 

musculaire lisse au peptide. De plus, le principe de communication croisée avec 

les facteurs de croissance pourrait représenter un élément de réponse 

supplémentaire. De fait, quelques études commencent à suggérer des relations 

étroite entre l'activité des récepteur à sept domaines transmembranaires et les 

récepteurs aux facteurs de croissance(68,214). 

Ces travaux ont été financés par le CRM, le FRSQ, le FCAR, la FMC et le 

GRSNA. 
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Annexe I 

Précisions sur les analyses statistiques 

Les résultats présentés dans cette thèse démontrent la réponse contractile 

d'anneaux artériels isolés à des doses croissantes de vasoconstricteurs Afin 

d'évaluer la contribution de certains mécanismes de la réponse contractile, des 

anneaux artériels traités préalablement avec différents agents pharmacologiques 

étaient comparés avec des anneaux n'ayant reçu aucun traitement. Les courbes 

dose-actions obtenues par l'ajout de doses croissantes d'un agoniste ont une forme 

sigmoïdale lorsqu'on exprime la concentration de l'agoniste sur une échelle 

logarithmique. La façon mathématique la plus simple de décrire individuellement 

ces courbes action-doses implique l'utilisation d'un modèle de régression 

logistique de la forme Y=a-d/1+(x/c)b+d où Y est la réponse, X est la dose 

d'agoniste, a est la réponse lorsque Y=0, b est un facteur de pente, c est la réponse 

à mi-chemin entre a et d et finalement où d est la réponse à une concentration 

infinie d'agoniste. De Léan et al. (71) ont développé une méthode permettant 

l'analyse simultanée de plusieurs courbes action-doses. Ainsi cette méthode permet 

de comparer les différents paramètres de courbes action-doses soit les réponses 

minimales, maximales, les concentrations effectives à 50% (EC50) ainsi que les 

facteurs de pentes. En effet, en contraignant par exemple l'égalité des réponses 

maximales de deux artères, on déplace les courbes de leur modèle non-linéaire 
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sl Inh(A)+ Inh(B) = Inh(AB), 
F Interaction non-significatif 

Figure AI.1: Schéma explicatif de 
l'analyse d'intéraction entre deux 
traitements pharmacologiques. 
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idéal jusqu'à obtenir une dérogation statistiquement significative indiquant une 

différence entre les effets maximaux. Nous avons utilisé un logiciel statistique 

(Allfit for Windows, Charles and André De Léan, Université de Montréal) afin 

d'appliquer cette méthode de comparaison de 

courbes. 

L'analyse par régression non-linéaire ne 

nous permettait pas d'étudier l'additivité ou 

l'intéraction entre les différents traitements. 

Pour ce faire, des analyses de variance ont été 

effectuées principalement sur les réponses maximales (aussi sur les EC50, chapitre 

3). Ainsi une analyse de variance à deux critères de classification où les critères 

étaient représentés par deux traitements (inhibiteurs) différents dans lesquels on 

retrouve deux niveaux soit absence ou présence de traitement pharmacologique. 

Le résultat statistique de l'effet de chacun des inhibiteurs a peu de signification en 

soi puisqu'il ne tient pas compte du design expérimental complet. Par contre, le 

Figure AI.2: Schéma démontrant des voies de 
signalisation indépendantes. 



al inh(A)+ Inh(B)> inh(AB), 
F Interaction significatif 
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Figure AI.3: Schéma explicatif de 
l'analyse d'intéraction entre deux 
traitements pharmacologiques. 

HOMUMMffil 
inh(A) + inh(B)> Inh(AB) 

Appareil contractile 

résultat de l'intéraction entre les deux 

traitements 	permet 	d appuyer 	les 

observations faites sur la relation entre les 

deux mécanismes visés par les inhibiteurs. 

Ainsi, une intéraction non-significative entre 

les deux traitements suggère deux 

mécanismes contribuant de façon 

indépendante et donc additive à la contraction (Figures AI.1 et AI.2). Par contre, 

une intéraction significative entre les deux traitements suggère une relation étroite 

entre les deux traitements et donc entre les deux mécanismes visés par ces 

traitements lors de la contraction (Figures AI.3 et AI.4). 

Figure AI.4: Schéma démontrant des voies de 
signalisation non-indépendantes. 
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Annexe II 

Curriculum vitae 

Articles originaux:  

Jean-François Bouchard, Eric Dumont and Daniel Lamontagne. Evidence that 
prostaglandins I2, E2  and D2  may activate ATP sensitive potassium channels in the 
isolated rat heart. Cardiovascular Research, June 1994, Vol.28, No.6, pages 901-
905. 

Eric Dumont and Daniel Lamontagne. No role of ATP sensitive potassium 
channels in the vasoconstriction produced by vasopressin. Journal of Vascular 
Research 1995; 32: 138-142. 

Eric C. Dumont, Chantal Lambert and Daniel Lamontagne. Modification of aortic 
contractility in the cardiomyopathic hamster. British Journal of Pharmacology 
(1996) 118, 1141-1146. 

Eric C. Dumont, Sana Rafrafi, Sylvie Laforet and Guy Drolet. Implication of the 
central AT1 and AT2 angiotensin receptors in the chronic adaptation to stress. 
Neuroscience, August 1999, 93(3), 877-884. 

Articles de revue: 

J.F.Bouchard, E.C.Dumont et D.Lamontagne. Diminution de la réponse vasculaire 
à l'iloprost chez le rat diabétique. Archives des maladies du coeur et des vaisseaux. 
Tome 90, n°8, août 1997. 

É.C. Dumont et Guy Drolet. De la relation entre le stress, l'angiotensine II et 
l'hypertension artérielle. Archives des maladies du coeur et des vaisseaux, août 
1999. Sous presse. 

Articles soumis ou en révision:  

Eric C. Dumont and Daniel Lamontagne. Pharmacological study of the interaction 
between tyrosine kinases and L-type calcium channels in the rat aorta. 
Pharmacology. 

Eric C. Dumont and Daniel Lamontagne. Pharmacological study of the interaction 
between tyrosine kinases and chloride channels in the contractile response of rat 
aorta. Fundamental and clinical pharmacology. 
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Jean-François Bouchard, Eric C. Dumont and Daniel Lamontagne. Modification 
of vasodilator response in streptozotocin-induced diabetic rat. Canadian Journal 
of Physiology and Pharmacology. 

A.Cabassi, J.-F. Bouchard, E.C. Dumont, H. Girouard, M. Le Jossec, 
D.Lamontagne, J.G. Besner, J.de Champlain. Effect of antioxidant treatments on 
nitrate tolerance development in normotensive and hypertensive rats. Journal of 
Hypertension. 

A.Cabassi, E.C.Durnont, J.-F. Bouchard, H. Girouard, M. Le Jossec, 
D.Lamontagne, J.G.Besner, J.de Champlain. Role of oxidative stress in nitrate 
tolerance in experimental hypertension. Free Radicals Biological Medicine. 

Abrégés:  

Jean-François Bouchard, Eric Dumont and Daniel Lamontagne. Activation of ATP 
sensitive potassium channels by PGI2, PGE2  and PGD2  in the coronary vascular 
bed of rat. Revue Canadienne de Physiologie et Pharmacologie. Vol. 72, 
supplément 1, 1994, p.166. 

Eric Dumont and Daniel Lamontagne. No role of ATP sensitive potassium 
channels in the vasoconstriction produced by vasopressin. Revue Canadienne de 
Physiologie et Pharmacologie. Vol.72, supplément 1, 1994, p.166. 

Daniel Lamontagne, Eric Dumont, Chantal Lambert. Étude de la réponse 
fonctionnelle vasculaire chez le hamster cardiomyopathique. Médecine Sciences. 
Vol.11, supplément 2, 1995. 

Esther Millette, Eric Dumont and Daniel Lamontagne. Tachyphylaxis to 
vasopressin: endothelium-dependent and nitric oxide mediated. Journal of 
Molecular and Cellular Cardiology. Vol.27, No.6, Juin 1995, p.A.101. 

Eric C. Dumont, Chantal Lambert and Daniel Lamontagne. Increased contractility 
in aortas of cardiomyopathie hamsters. The FASEB Journal. Vol.10, No.3, March 
8, 1996. 

J.F. Bouchard, E.C. Dumont and Daniel Lamontagne. Changes in vascular 
reactivity in aorta and coronary resistance arteries of diabetic rats. Journal of 
Vascular Research, Vol.33, s2, 1996. 

Eric C. Dumont, Jean-François Bouchard and Daniel Lamontagne. Diminution de 
la réponse contractile de l'aorte de rat diabétique. Archives des maladies du cœur 
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Eric C. Dumont and Daniel Lamontagne. Pharmacological evidences that tyrosine 
kinases contribute to vasopressin- and angiotensin II-induced constrictions of rat 
aortas through modulation of L-type calcium channels. Circulation. Volume 96, 
Number 8, 1997. 

Eric C. Dumont et Daniel Lamontagne. Les tyrosines kinases contribuent à la 
contraction de l'aorte thoracique de rat via la modulation de l'activité des canaux 
calciques de type L. Médecine Sciences. Vol. 13, supplément 2, 1997. 

E.C. Dumont and Daniel Lamontagne. Interaction between chloride channels and 
tyrosine kinases in aorta. Journal of Molecular and cellular eardiology. Vol. 30, 
May 1998, A189. 

Aderville Cabassi, Jean-François Bouchard, Eric C. Dumont, Daniel Lamontagne, 
Jean-Guy Besner, Jacques de Champlain. Oxygen free radicals and coronary 
vascular dysfunction in hypertension. Journal of Molecular and cellular 
cardiology. Vol. 30, May 1998, A165. 
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E.C. Dumont, S.Rafrafi and G.Drolet. Involvement of central angiotensin receptors 
in stress adaptation. Socieiy for Neuroscience, Vol. 24, Part. 2, 1998, p.1377. 

E.C. Dumont, R. Kinkead, S. Laforest and Guy Drolet. Activation of 
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psychogenic stress exposure. Society for Neuroscience, October 1999. 
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