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Résumé

Le peroxyl ABAP, ABAPOO (0-196 pM) induit un arrét transitoire des contractions
spontanées de l'iléon de lapin in vitro. A la reprise de I’activité contractile, le tonus et la
fréquence des contractions sont légérement diminués alors que I’amplitude a tendance a
augmenter. Le tert-butyl hydroperoxyde (t-BHP) (0.03-1 mM) diminue le tonus basal et
I’amplitude des contractions de maniére dépendante de la concentration; mais la fréquence des
contractions reste inchangée. L’ABAPOO" et le t-BHP ne modifient pas significativement la
contraction phasique induite par le carbachol, le KCI 80 mM ou le BaCl, 5 mM. La contraction
tonique induite par le KCI ou le BaCl; est significativement réduite par le t-BHP 1 mM; alors
gu'elle est augmentée par I'ABAPOO™ 98 et 196 uM. En présence du vérapamil, seulement
I’ABAPOQO™ 196 uM est capable d’induire une reprise modérée des contractions spontanée et
une réponse a I’addition du KCI ou du BaCl,. Le blocage des récepteurs muscariniques avec
I’atropine, des récepteurs nicotiniques ganglionnaires avec 1’hexaméthonium et de la
transmission nerveuse avec la lidocaine diminue la durée du silence induit par 1’addition de
I’ABAP. Le blocage non spécifique des canaux potassiques par le tétraéthylammonium et des
canaux potassiques voltage-dépendants par la 4-aminopyridine diminue Iégérement la relaxation
induite par I’ABAP; mais la durée du silence est diminuée par la 4-aminopyridine ou le
clotrimazole. En présence de l'acide nordihydroguaiarétique (inhibiteur de la lipoxygénase),
I’amplitude et la fréquence des contractions sont diminuées par I'ABAPOO; alors que la
quinacrine (inhibiteur de la PLA;) diminue I’amplitude des contractions et inhibe la relaxation et
le silence induits par I’ABAPOQO". L'inhibition de la cyclooxygénase par I’indométhacine a peu
d'effets. L’addition de ’ABAPOO"™ abolit totalement l'augmentation du tonus (contraction)
induite par I’orthovanadate et double la durée du silence.

Mots clés: composé azo, contraction, iléon, lapin, muscle longitudinal, stress oxydatif,
hydroperoxyde.
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Abstract

In vitro, peroxyl ABAP, ABAPOO™ (0-196 uM) led to a transient arrest of the spontaneous
contractions of the rabbit ileum. Basal tone and frequency of the contractions were lightly
diminished while amplitude tended to increase during the period of recovery. Tert-butyl
hydroperoxide (t-BHP) (0.03—-1 mM) decreased the basal tone and amplitude of the contractions
in a dependent-concentration way; but the frequency of contractions remained unchanged. The
phasic contraction induced by carbachol, KCI 80 mM or BaCl, 5 mM was not significantly
modified by both ABAPOO™ or t-BHP. The tonic contraction induced by KCI or BaCl, was
significantly reduced by t-BHP 1 mM; whereas it was increased by ABAPOO™ 98 and 196 uM.
In the presence of verapamil, only ABAPOO™ 196 uM induced a moderate recovery of rhythmic
activity and gave a response to KCI or BaCl,. The blockade of muscarinic receptors with
atropine, ganglion nicotinic receptors with hexamethonium and of nervous transmission with
lidocaine decreased the duration of the silence induced by ABAP. The nonspecific blockade of
potassium channels by tetraethylammonium and the blockade of voltage-dependent potassium
channels by 4-aminopyridine decreased lightly the relaxation induced by ABAP; the duration of
silence was decreased by 4-aminopyridine or clotrimazole. The amplitude and frequency of
spontaneous contractions were decreased by ABAPOOQO" in the presence of nordihydroguaiaretic
acid (lipoxygenase inhibitor), whereas quinacrine (PLA; inhibitor) decreased the amplitude of
contraction and inhibited the relaxation and silence induced by ABAPOO". Cyclooxygenase
inhibition by indomethacin had little effect. ABAPOO™ abolished completely the increase of

basal tone (contraction) induced by orthovanadate and prolonged the contraction arrest.

Key words: azo compounds, contraction, ileum, rabbit, longitudinal muscle, oxidative stress,

hydroperoxide.



Liste des abréviations

ABAP: 2.2’-azobis (2-amidinopropane)
ABAPOQ': Peroxyl ABAP

4-AP: 4-aminopyridine

5-HT: 5-hydroxytryptamine, serotonine
ACh: Acetylcholine

AChKT: Acetylcholine transferase

BK : Large conductance potassium channels
CMMC: Colonic migrating motor complex
cpm: Contraction par minute

DAG: Diacylglycerol

DHP: Dihydropyridine

DMPP: Dimethyl phenylpiperazinium
GEF: Guanyl exchange factor

GRP: Gastrin releasing peptide

H,O,: Hydrogene peroxyde

HNE: 4-hydroxy-2-nonenal

HOCI: Hypochloreous acid

ICC: Interstitial Cajal Cells

IMMC: lleal migrating motor complex
IP5: Inositol 1,4,5 triphosphate

Kca?" : Ca? activated K* channels

Kv : Voltage-dependant K* channels
L-NAME: N-méthyl-L-arginine ester
L-NNA: N®-nitro-L-arginine

MLC,: Myosine light chaine 20 KDa
MLCK: Myosine light chaine Kinase
MLCP: Myosine light chaine Phosphatase
MMC: Migrating motor complex
MYPT1: MLCP target subunit

NANC: Non adrenergic non cholinergic

NDGA: Nordihydroguaiarétique acid

NO: Nitric oxyde

NOS: Nitric oxide synthase

eNOS: Endothelial nitric oxide synthase

iNOS: Induced nitric oxide synthase

NNOS: Neural nitric oxide synthase

O,": Superoxide anion

OH’: Hydroxyl radical
ODQ:1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxaline-1-one
PACAP:
polypeptide
PGF: Prostaglandin F

PGI: Prostaglandin |

P1P2: Phosphatidyl inositol 4,5 biphosphate

PKA: Proteine Kinase A

PKG: Proteine Kinase G

PP1c: Proteine phosphatase type 1 catalytic subunit

Pituitary adenylate cyclase-activating

RGS: Regulator of G protein signalling
ROK: Rho kinase

ROS: Reactiv oxygene species

SERCA: Sarco endoplasmic reticulum Ca”** ATPase
SK : Small conductance potassium channels
SNP: Sodium nitroprussiate

SOD: Superoxide dismutase

t-BHP: tert-butyl hydroperoxyde

TEA: Tetraethylammonium

TK: Tachykinine

TTX: Tétrodotoxine

VIP: Vasoactif intestinal peptide
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Introduction 1
Introduction

Les contractions musculaires de I’appareil gastro-intestinal jouent un réle important dans la
digestion et I’absorption des aliments. Ces contractions assurent le mélange des aliments digérés
avec les sécrétions intestinales et leur propagation le long du tube digestif. Les cellules
musculaires lisses du tube digestif, chez les espéces animales et méme chez ’homme, générent
trois types de contractions: des contractions phasiques rythmiques, des contractions géantes
migrantes et des contractions toniques. La fréquence maximale et le temps d’occurrence de ces
contractions sont réglés par des changements réguliers dans le potentiel membranaire (ondes
lentes). Les ondes lentes induisent I’ouverture des canaux calciques membranaires permettant
I’entrée du calcium dans la cellule, conduisant a des cascades d’événements pour induire la
contraction musculaire. Les contractions phasiques et les ondes lentes sont souvent réglées par la
libération des neurotransmetteurs excitateurs (1’acétylcholine, les tachykinines, la serotonine) et
inhibiteurs (le monoxyde d’azote, ’ATP et le VIP par le systtme nerveux entérique. Les
neurotransmetteurs excitateurs ou inhibiteurs libérés dans les terminaisons nerveuses vont se
fixer sur leurs récepteurs spécifiques localisés a la surface des cellules musculaires pour induire
la contraction ou la relaxation du muscle.

Les radicaux libres et les espéces réactives de 1’oxygene jouent un réle important dans la
médiation de plusieurs processus physiologiques de la cellule. Ces radicaux sont impliqués dans
la régulation du tonus des vaisseaux, la régulation des fonctions qui sont contrdlées par la
concentration de 1’oxygene et 1’activation du signal de transduction a partir d’une variété des
récepteurs membranaires. L’exces des radicaux libres peut conduire a des dommages
fonctionnels et pathologiques de la cellule, cela est induit par un état avancé de stress oxydant.
De plus, I’effet toxique des radicaux libres peut conduire a la mort cellulaire. Les dommages
induits par les especes réactives et les radicaux libres touchent en grande partie les protéines, les
lipides membranaires et I’ADN qui peuvent influencer 1’activité contractile des muscles lisses,
incluant ceux de I’intestin.

Plusieurs études ont montré que les radicaux libres et les especes réactives de 1’oxygene
induisent une contraction du muscle lisse de différentes préparations tissulaires, cette contraction
est parfois suivie par une relaxation. Dans certains cas, les radicaux libres et les especes réactives
de I’oxygene induisent une relaxation du muscle lisse (Matyas et al., 2002; Rekalov et al., 2003).
Le mécanisme qui démontre la relation entre le stress oxydant induit par les radicaux libres et la
contraction ou la relaxation du muscle lisse n’est pas bien défini.

Le but de cette étude est de déduire les changements de I’activité contractile de I’iléon induits

par un générateur des radicaux peroxyl (ABAP) et un hydroperoxyde organique (tert-butyl
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hydroperoxyde) en utilisant des bandelettes longitudinales du muscle lisse.

Dans la présente étude, les travaux réalisés ont consisté a:

e Evaluer I’effet de différentes concentrations du tert-butyl hydroperoxyde et des radicaux
peroxyls issus de la décomposition thermique de I’ABAP sur la contraction spontanée et
induite des bandelettes du muscle longitudinale de 1’iléon.

e Evaluer le role possible des canaux calciques de type L dans I’effet du peroxyl ABAP sur
la contraction induite du muscle lisse.

e Etudier la pharmacologie de la réponse du muscle lisse a I’ABAP.
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1. Organisation histologique du tube digestif

La paroi du tube digestif comprend quatre couches fondamentales qui sont la muqueuse, la
sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse (Fig.1) (Daniel et al., 2001).

En général, la musculeuse comprend deux couches de muscles lisses. Une couche mince,
externe de cellules arrangees le long du tube digestif, forme le muscle lisse longitudinal.
Perpendiculairement, une autre couche de cellules, plus épaisse, forme le muscle lisse circulaire
(Hasler, 2006). L’épaisseur des deux couches varie selon I’espéce et la région du tractus gastro-
intestinal. Chez certaines espéces et dans certaines parties du tube digestif, la couche musculaire
circulaire est divisée en une fine couche interne et externe (Olsson et Holmgren, 2001). Le
plexus nerveux ganglionnaire, plexus myentérique (plexus d’Auerbach), est située entre la
couche longitudinale et la couche circulaire; par contre, les deux couches circulaires internes et
externes sont séparées par le plexus nerveux non ganglionnaire, le plexus musculaire profond
(Furness, 2006). Sur la partie interne de la couche des muscles circulaires se trouve la sous-
muqueuse, elle est formée de tissu conjonctif qui relie la muqueuse a la musculeuse. Elle est
richement vascularisée et contient une partie du plexus nerveux sous-mugueux ou plexus de
Meissner, les fibres du systeme nerveux autonome qui innervent la musculaire muqueuse. Une
autre couche fine, appelée la musculaire muqueuse, sépare la muqueuse de la sous-muqueuse
(Fig.1). L’épaisseur de cette couche varie en fonction de I’espéce et de la région du tube digestif
(Furness, 2006).

Généralement, les cellules musculaires lisses sont des cellules longues et minces avec un
grand noyau central, leurs propriétés morphologiques et physiologiques différent selon 1’espece,
la région du tube digestif et la position dans la couche musculaire (Olsson et Holmgren, 2001).
Les cellules musculaires lisses communiquent entre elles par des jonctions communicantes et

plus particulierement celles qui forment la couche musculaire circulaire (Daniel et al., 2001).



Etude hibliographigue 4
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Figure 1. Histologie de la paroi intestinale (Daniel et al., 2001).

2. Le systeme nerveux du tube digestif

2.1. Le systeme nerveux autonome

Le systéeme nerveux autonome peut étre divisé en trois grandes divisions, le systéme nerveux
sympathique, le systéme nerveux parasympathique et le systéme nerveux entérique. Ce dernier
est considéré comme la troisieme division du systéme autonome et un systéeme intrinséque du
tube digestif ( Olsson et Holmgren, 2001).

2.2. L’innervation extrinseque

L’innervation extrinséque du tube digestif implique le nerf cranien X ou nerf vague, pour
I’estomac et I’intestin supérieur, les nerfs splanchniques pour 1’estomac et ’intestin et le nerf
pelvien pour I’intestin distal (Fig. 2) (Blackshaw et Gebhart, 2002).

Les voies motrices parasympathiques comprennent les branches du nerf vague qui contrélent
la motilité et la sécrétion de I’intestin supérieur, les nerfs parasympathiques sacrés qui controlent
les fonctions du cblon distal. Les nerfs splanchniques sont sympathiques et leurs corps cellulaires

localisés dans les racines ganglionnaires dorsales (Olsson et Holmgren, 2001).
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2.3.L’innervation intrinséque

Le systéme nerveux entérique est constitué de deux composants majeurs: le plexus sous-
muqueux (plexus de Meissner) et le plexus myentérique (plexus d’Auerbach) (Fig. 1). Le rdle du
SNE est important dans la coordination entre les couches musculaires (Furness, 2006). Le
systéme nerveux entérique contient des neurones afférents primaires, des motoneurones et des

interneurones (Furness et Sanger, 2002).
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Figure 2. Les différentes efférences du systéme nerveux autonome (Blackshaw et Gebhart, 2002).

2.3.1. Les neurones afférents primaires intrinséques (NAPI)

Les NAPI sont des neurones sensoriels avec leur corps cellulaires situés entre les plexus du
tractus gastro-intestinal. 1ls innervent les couches musculaires et la muqueuse (Shahbazian,
2002). Les NAPI sont des transducteurs des stimuli physiologiques, comme le mouvement des
villosites ou la déformation de la muqueuse, la contraction du muscle intestinal et le changement

dans la chimie du contenu digestif. Les NAPI sont les premiers neurones dans les réflexes
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intrinseques qui influencent la motilité, la sécrétion de la muqueuse et le débit sanguin dans

I’intestin (Furness et al., 2004).

2.3.2. Les neurones efférents

Les neurones efférents controlent 1’activité de contraction et de relaxation des muscles lisses,
la vasodilatation et le transport de l’eau et des électrolytes. Les neurones moteurs sont
généralement divisés en cing types et plusieurs sous-types. Ces cing types sont les neurones
excitateurs, les neurones inhibiteurs, les neurones sécréto-moteurs vasodilatateurs, les neurones
sécréto-moteurs non vasodilatateurs et les neurones qui innervent les cellules endocrines (Fig. 3)
(Furness et al., 2004).

Orale » Anale

Muscle longitudinal

Plexus myentérique

Muscle circulaire

Sous-muqueuse

Mugueuse

Figure 3. Les différents neurones et leur fonction dans l'intestin gréle du cobaye.

1- neurone sensoriel sous-muqueux, 2- neurone sensoriel myentérique, 3- neurone sécréto-moteur/
vasodilatateur non-cholinergique, 4- motoneurone excitateur du muscle circulaire, 5- motoneurone
inhibiteur du muscle circulaire, 6- neurone sécréto-moteur/ vasodilatateur cholinergique, 7-
interneurone descendant (réflexe sécréto-moteur), 8- interneurone descendant (réflexe de motilité) et
9- neurone sécréto-moteur/non-vasodilatateur (Furness et al., 2004).

Les motoneurones du muscle longitudinal sont cholinergiques et excitateurs. Les
motoneurones excitateurs du muscle circulaire utilisent 1I’ACh (acétylcholine) comme
transmetteur primaire et les tachykinines comme des co-transmetteurs qui peuvent agir
directement sur le muscle lisse (Furness et Sanger, 2002).

Les motoneurones du muscle circulaire du c6lon utilisent NO (Nitric oxide) comme
neurotransmetteur inhibiteur majeur. Cependant, dans 1’iléon comme dans le c6lon, il existe des
substances qui jouent le réle de co-transmetteurs, comme le VIP (Vasoactif intestinal peptide),

ATP (Adénosine triphosphate) et le PACAP (Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide)
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qui agissent directement sur les muscles lisses ou indirectement par l'intermédiaire des cellules
interstitielles (Alberti et al., 2005; Costa et al., 1996).

Les neurones sécréto-moteurs sont subdivisés en neurones cholinergiques et neurones non
cholinergiques. Dans l'intestin gréle et le c6lon du cobaye, les neurones sécréto-moteurs
cholinergiques sont subdivisés en deux types, ceux qui contiennent le neuropeptide Y (et d’autre
neuropeptides), et ceux qui contiennent la calrétinine. Les neurones sécréto-moteurs utilisent le
VIP et le GRP (gastrin releasing peptide) comme transmetteurs primaires (Furness et Sanger,
2002).

2.3.3. Les interneurones

Les interneurones sont classés en deux types, des interneurones ascendants qui ont une
direction orale, et des interneurones descendants qui ont une direction anale. Les interneurones
ascendants sont cholinergiques et représentent le trajet ascendant qui constitue le réflex propulsif
de I’intestin gréle (Kunze et al., 1999). Dans le cdlon, ces interneurones contiennent le VIP, la
sérotonine (5-HT), la somatostatine (SOM), les tachykinines et les enképhalines. Les
interneurones descendants contiennent le VIP, GRP, le NO, la calbindine, la 5-HT et la
calrétinine (Lomax et Furness, 2000). Dans I’intestin gréle du cobaye, trois types d’interneurones
descendants ont été identifiés avec les codages neurochimiques suivants: AChT/NOS/VIP,
AChT/SOM et AChT/5-HT (AChT = Acetylcholine transferase, NOS = nitric oxide synthase)
(Furness et al., 2004). Les études réalisées sur ces trois types d’interneurones ont montré que le
premier type est impliqué dans les réflexes locaux de la motilité, le second type est impliqué
dans la conduction des complexes myoélectriques migrants dans 1’intestin gréle, le dernier type

est impliqué dans les réflexes sécréto-moteurs (Furness et Sanger, 2002).

3. Les cellules interstitielles de Cajal

Généralement, le potentiel membranaire des cellules musculaires lisses du tube digestif
présente des dépolarisations cycliques rythmiques, appelées ondes lentes, qui provoquent des
contractions cycliques des muscles lisses. L’origine de ces ondes lentes sont les ICCs (Interstitial
Cajal cells) (Dickens et al., 1999).

Les ICCs sont des cellules mésenchymateuses, interposées entre le systéme nerveux entérique
et les cellules musculaires lisses avec de petits corps cellulaires et plusieurs prolongations
allongées. Les ICCs développent de nombreuses ramifications interconnectées pour former un
réseau et communiquent entre elles et avec les cellules musculaires lisses par des jonctions

communicantes (Kobilo et al., 2003).
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Les ICCs sont considérées comme des cellules pacemakers et peuvent étre impliquées dans la
neurotransmission dans les tissus périphériques, la génération et la propagation des ondes lentes
(Wang et al., 2003). Les ICCs pacemakers générent des ondes lentes électriques, une
dépolarisation réguliere caractérisée par une augmentation rapide du potentiel avec une longue
durée du plateau suivie par une repolarisation; les ondes lentes sont passivement transmises aux
cellules musculaires lisses (Dickens et al., 1999). Les courants entrants rythmiques spontanés
dans les ICCs, qui sont a la base de I’activité pacemaker de 1’intestin, sont liés aux oscillations
du Ca?* (Torihashi et al., 2002). L’activité pacemaker des ICCs dépend de I’entrée du calcium
via les canaux calciques de type L et de sa libération des réserves intracellulaires (Boddy et
Daniel, 2005).

4. La motilité intestinale

La motilité gastro-intestinale inclut deux activités contractiles locales, la contraction tonique
qui assure le mélange des aliments, et le péristaltisme qui induit la propulsion des aliments le
long du tube digestif (Hasler, 2006). Ce type de motilité est assuré par la contraction du muscle
lisse circulaire qui induit la segmentation de I’intestin et mélange les aliments, alors que la
contraction du muscle longitudinale augmente le diametre de I’intestin pour faciliter le
mouvement du bol alimentaire (Hasler, 2006). La segmentation est le mouvement le plus
important dans I’intestin gréle, il consiste en plusieurs types de mouvements qui apparaissent
comme une série de contractions séparées par une phase de silence de ’activité contractile; ces
types de contractions sont des contractions stationnaires et des contractions se propageant sur de
petites distances (Gwynne et al., 2004).

Dans la phase des contractions stationnaires, les contractions spontanées générées sont
phasiques et rythmiques et chaque contraction est associée a une seule onde lente (Sarna, 1998).
L’amplitude des contractions spontanées de I'iléon et du jéjunum de lapin est presque le double
de celle notée dans le duodénum (Grasa et al., 2005); mais la fréquence et le tonus des
contractions phasiques des trois régions de l'intestin ne sont pas différentes (Lamarca et al.,
2006). Dans le cas de la souris, la fréquence des contractions phasiques du muscle longitudinale
du jéjunum est plus grande que celle de I’iléon (Ueno et al., 2004a). Chez le lapin, le muscle
longitudinal de I’intestin se contracte avec une amplitude et un tonus plus élevés que ceux notés
dans le muscle circulaire (Grasa et al., 2004).

Le blocage des récepteurs muscariniques et adrénergiques du muscle longitudinal ou
circulaire de I’iléon, du jéjunum et du duodénum du lapin par 1’atropine et la guanéthidine

diminue I’amplitude et le tonus des contractions phasiques; alors que la fréquence reste
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inchangée dans le cas du muscle longitudinal et elle diminue dans les préparations circulaires
(Lamarca et al., 2006), indigquant que les antagonistes cholinergiques et adrénergiques induisent
des effets différents sur les caractéristiques de la contraction spontanée selon le type de muscle
(Grasa et al., 2004). La diminution de I’amplitude et du tonus des contraction est aussi observée
lors du blocage des récepteurs muscariniques des segments du duodénum de la souris avec
I’atropine (Mulé et al., 1999c). Le blocage de la transmission nerveuse par la tétrodotoxine
diminue ’amplitude et le tonus des contractions du muscle longitudinal et augmente le tonus
dans le cas du muscle circulaire de I’intestin; alors que la fréquence reste inchangée dans le cas
des deux préparations (Grasa et al., 2004). Dans une autre étude, 1’addition de la tétrodotoxine
(TTX) ou de I’atropine aux segments du jéjunum de lapin n’a aucun effet sur les contractions
phasiques (Satoh et al., 1990). Contrairement au lapin, la TTX augmente I’amplitude des
contractions du muscle circulaire du duodénum de la souris (Mulé et al., 1999c). Apres le
traitement du muscle longitudinal du jéjunum de lapin avec la TTX, les contractions phasiques
résiduelles sont 1égérement inhibées par 1’atropine, le méme effet est observé si l'ordre des
traitements est inversé (Romanelli et al., 2003). Le blocage des récepteurs nicotiniques
ganglionnaires par ’hexaméthonium n’a aucun effet sur les contractions phasiques du muscle
longitudinal de I’iléon de la souris (Baldassano et al., 2008). Le blocage des neurones
cholinergiques et adrénergiques par le blocage des récepteurs, le blocage des neurones
nitrergiques par 1’inhibition de la production du NO ou de la guanyl cyclase et I’inhibition totale
de la transmission nerveuse par le blocage des canaux sodiques montrent que la régulation
tonique du muscle longitudinal n’est pas contrélée par les neurones entériques (Ueno et al.,
2004b). L’application de I’hexaméthonium, 1’atropine ou la TTX aux préparations circulaires du
colon ne modifie ni la fréquence ni I’amplitude des contractions phasiques, ni méme le tonus
basal, suggérant que cette activité cyclique réguliére est d’origine myogéne (Benabdallah et al.,
2008).

Le péristaltisme propulse le chyme le long du tube digestif, il apparait aussi dans l'intestin
contenant ou non le chyme, il dépend de la contraction et du tonus du muscle lisse pour assurer
sa maintenance et sa propagation (Spencer et al., 2001a). Pour assurer ces deux modeles de
contractions (segmentation et péristaltisme), les deux types de muscles lisses ne doivent pas se
contracter en méme temps; il a été démontré que lorsque le muscle lisse longitudinal se

contracte, le muscle lisse circulaire est relaché et inversement (Grider, 2003).
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Parallelement, lorsque les muscles lisses circulaires et longitudinaux se contractent dans la partie
orale, il y a une relaxation de ces muscles du coté anal, ce qui assure la propulsion des aliments
(Smith et Robertson, 1998). Le péristaltisme et la segmentation sont contr6lés par le systeme
nerveux puisque le blocage de ce dernier par la TTX inhibe ces deux types de contraction
(Gwynne et al., 2004). En effet, le péristaltisme résulte de I'activation des réflexes ascendants
excitateurs, détectés dans la couche musculaire en amont du stimulus, et des réflexes descendants
inhibiteurs, détectés en aval du stimulus (Spencer et Smith, 2001a). Dans la voie excitatrice, la
transmission neuro-neuronale ascendante et descendante est complexe et utilise des
neurotransmetteurs autres que I’acétylcholine.

A T’¢état de jeline, il y a des contractions spontanées qui se produisent et se propagent dans la
direction anale, elles sont appelées MMC (Migrating motor complex); ces contractions sont
présentes dans I’iléon (IMMC) comme dans le cblon (CMMC) avec un intervalle entre les
contractions plus grand dans les IMMC que dans les CMMC (Bush et al., 2000). Les MMC sont
divisées en trois phases. La phase | est une phase de silence, elle constitue 40 a 60% du cycle de
la contraction, elle est suivie par la phase Il qui est caractérisée par des contractions simples et
irréguliéres (20 a 30% du cycle de contraction) et ensuite par la phase 111 qui est caractérisée par
des contractions rythmiques pendant une durée de cing a dix minutes (Hasler, 2006). Les MMC
peuvent se produire spontanément ou induites par les ondes lentes des ICCs (Huizinga et
Lammers, 2009). De méme, les MMC peuvent étre générées par I’augmentation de la pression
des fluides; la période de silence entre les MMC est contrlée par la libération tonique du
monoxyde d’azote (Powell et al., 2003).

5. La contraction musculaire

Le muscle lisse du tube digestif présente un tonus qui est imposé par des contractions
rythmiques induites par des ondes lentes qui sont accompagnées par 1’augmentation de I’influx
du calcium dans les cellules musculaires (Hashitani et al., 2001). L’augmentation de la
concentration du calcium intracellulaire peut résulter de I’entée du calcium extracellulaire et de
sa libération des réserves intracellulaires (Wray et al., 2005).

Le calcium entre dans la cellule via les canaux calciques de type L et les canaux calciques
sensibles a la dihydropyridine, ces canaux sont activés par la dépolarisation de la membrane
plasmique (Fig. 4). D’autres mécanismes d'entrée du calcium incluent les canaux cationiques non
sélectifs actives par les agonistes des récepteurs muscariniques et I'entrée capacitative du calcium
(Fig. 4) (Sanders, 2001; So et Kim, 2003). Le Ca®* intracellulaire va & son tour entrainer la
libération massive du calcium des réserves par I’activation des récepteur de la ryanodine (Fig. 4)

(Ma et al., 2003; Sanders, 2001).
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L’augmentation de la concentration du calcium peut étre stimulée par le couplage pharmaco-
mécanique qui induit la libération du Ca*" intracellulaire, ce processus implique des récepteurs
qui activent la phospholipase C (PLCg) (Fig. 4). L’activation de cette derniére libére 1’inositol
triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (Makhlouf et Murthy, 2006). L’IP; libéré va a son tour
libérer le calcium des réserves sarcoplasmiques en activant les canaux/récepteurs de 1’'IP3
(McCarron et al., 2002).

Figure 4. Principales voies d’entrée et de libération du calcium.
ACh: acetylcholine, BK: large conductance calcium activated K* channels, CCE: capacitative calcium entery, Clc,:
calcium activated CI' channels, DHP: dihydropyridine, IP3: inositol triphosphate, M: mitochondria, M2/M3:

muscarinic receptor, PM: plasma membrane, NCE: NaJr/Ca2+ exchange, NSCC: non selectif cationic channel, PIP2:
phosphatidylinositol 4,5-diphosphate, PLC: phospholipase C, PMCA: plasma membrane calcium pomp, R:
receptor, R-IPs: IP3 receptor, RS: sarcoplasmic reticulum, RYR: ryanodine receptor, SERCA: Sarco(endo)plasmic
reticulum Ca**ATPase, SK: small conductance calcium activated K" channels (D’aprés Sanders, 2001).

Les canaux potassiques et les canaux chloriques jouent un rdle important dans la régulation de
I’excitabilité de la cellule musculaire. Ces canaux sont activés par 1’augmentation du calcium
intracellulaire. L’activation des canaux a chlore induit la sortie du CI, et par conséquent la
dépolarisation de la membrane. Par contre, 1’activation des canaux potassiques sensibles au
calcium entraine une sortie du K et hyperpolarise la membrane (Sanders, 2001).
L'hyperpolarisation des muscles est accompagnée par la réduction de I’entrée du Ca?* et par la
relaxation des muscles lisses (Sanders, 2008). 1l ya au moins trois familles de canaux potassiques
activés par le calcium: les BK (large conductance calcium activated K* channels), les SK (small

conductance calcium activated K* channels) et les 1K (intermédiaite conductance K* channels);
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le classement des ces canaux est basé sur des différences dans leurs propriétés physiologiques et
pharmacologiques (Shieh et al., 2000).

Les canaux BK sont activés par 1’acide niflumique et inhibés par le tetraethylammonium (TEA),
I’ibériotoxine, la charybdotoxine et la paxilline. Cependant, les canaux SK sont insensible au
TEA et inhibés par I’apamine et le déqualinium (Castle, 1999). Les canaux IK sont des canaux
indépendants du voltage et insensibles au TEA, ils sont activés par le chlorzoxazone et la
zoxazolamine et inhibés par la charybdotoxine et le clotrimazole (Shieh et al., 2000).

Les canaux Kv (Voltage-dependant K* channels) et les canaux K* sensibles a I’ATP
contribuent aussi au contrdle de I’excitabilité et la contraction musculaires (Imai et al., 2001). Le
blocage de ces canaux induit la dépolarisation de la membrane et la contraction du muscle lisse,
cette derniére résulte de I’entrée du calcium par les canaux calciques voltage-dépendants (Dong

et al., 2005).

5.1. Les neurotransmetteurs du muscle lisse intestinal

L’acétylcholine est le neurotransmetteur majeur du systéme nerveux entérique de l’intestin
(Lecci et al., 2002). L’activation des récepteurs de 1’ACh, localisés au niveau des motoneurones
excitateurs, permet la libération du neurotransmetteur au niveau de la fente synaptique pour
induire la contraction du muscle lisse. L’ACh libérée réagit avec ses récepteurs spécifiques
localisés sur la cellule musculaire ou est hydrolysé dans la fente synaptique par I’action de
I’acétylcholinestérase. L’inhibition de 1’acétylcholinestérase par des inhibiteurs spécifiques
(néostigmine) provoque I’accumulation de I’ACh dans les jonctions neuromusculaires pour
stimuler la contraction (Baldassano et al., 2008; Benabdallah et al., 2008).

Dans le tube digestif, I’acétylcholine agit principalement via les récepteurs muscariniques M2
et M3 pour induire la contraction du muscle lisse (Ehlert, 2003). Dans les muscles lisses de
I’iléon, du cdlon, de I’estomac et de la vessie, la densité des récepteurs muscariniques de type
M2 est trois fois supérieure a celle du type M3 dans la plupart des espéces, incluant I’homme.
Cependant, la contraction directe de I’intestin et de la vessie fait intervenir principalement les
récepteurs M3 (Uchiyama et Chess-Williams, 2004). Les récepteurs M3 sont couplés a la
protéine Gq (Yousufzai et al., 2000); alors que les récepteurs M2 sont couplés a G; (Sales et al.,
1997). De plus, I’activation de ces récepteurs induit 1’ouverture des canaux cationiques non
sélectifs et les canaux calciques de type L (Jin et al., 2002). L’activation des récepteurs
muscariniques par I’ACh ou un agoniste (carbachol) induit la contraction du muscle lisse, une
réponse qui résulte de I’augmentation de la concentration du Ca®* intracellulaire (McCarron et
al., 2002).
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En plus de I’acétylcholine, I’ATP semble jouer un réle important dans la transmission neuro-
neuronale excitatrice au niveau du muscle longitudinal et circulaire en agissant sur les récepteurs
P2X et P2Y (Spencer et al., 2000b). L’activation des récepteurs P2Y induit la libération de
I’ACh des neurones excitateurs (Sawyer et al., 2000). Dans les cellules musculaires lisses du
colon du cobaye, la contraction induite par I’ATP est réduite par I’inhibition de la phospholipase
C et elle est abolie par la déplétion des réserves internes du Ca**, indiquant la participation des
récepteurs P2Y de I’ATP dans cette réponse (Zizzo et al., 2008).

Bien que I’ATP soit impliquée dans la neurotransmission excitatrice, ile est aussi un
neurotransmetteur inhibiteur NANC (non adrénergic non cholinergic) de la contraction du
muscle lisse de I’iléon de ’homme et du rat, par activation des récepteurs purinergiques P
(Benko et al., 2006). Dans le muscle lisse de I’iléon et du jéjunum du cobaye, ’ATP induit la
relaxation en activant le potentiel de jonction inhibiteur et en diminuant le Ca?* intracellulaire
nécessaire a la contraction (Wang et al., 2007). De plus, I’ATP induit une hyperpolarisation de la
membrane par activation des canaux K* sensibles a I’ATP (Lorenz et al., 1992).

Les tachykinines constituent une famille de neuropeptides qui regroupe la substance P, la
neurokinine A et la neurokinine B (Lecci et al., 2002). Les tachykinines jouent un role important
dans le contrdle de la motilité gastro-intestinale, la sécrétion, la transmission nerveuse et la
sensibilité a la douleur. Les récepteurs des tachykinines sont présents dans les neurones
entériques, les ICCs, 1’épithélium, le muscle lisse du tube digestif et la vessie (Holzer et Holzer-
Petsche, 2001).

La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) est stockée et libérée par les cellules
entérochromaffines et les neurones entériques cholinergiques (Lomax et Furness, 2000), elle
participe dans la transmission excitatrice a travers les récepteurs 5-HT3 localisés sur les neurones
cholinergiques (Furness et Sanger, 2002). Les recepteurs de la 5-HT sont détectés dans diverses
régions du tractus intestinal du rat et de la souris y compris le jéjunum, 1’iléon et le cblon (Chetty
et al., 2006).

Le NO est considéré comme étant le principal neurotransmetteur inhibiteur (Benko et al.,
2005). Dans le tube digestif, trois types de NOS (nitric oxid synthase) sont identifiés, la nNOS
(neural NOS), la eNOS e (endothelial NOS) et la iINOS (induced NOS) (Teng et al., 1998). Le
NO est produit dans les neurones entériques a partir de la L-arginine par la nNOS (Xue et al.,
2000). L’inhibition de la NOS par le L-NAME (N-méthyl-L-arginine ester) augmente la
fréquence et I’amplitude des contractions du muscle circulaire du c6lon du rat (Mulé et al.,
1999a). Dans les cellules musculaires lisses, le NO ou le SNP (sodium nitroprussiate), un
donneur du NO, induisent I"hyperpolarisation de la membrane et relachent le muscle lisse en

activant la guanyl cyclase, cette effet est inhibé par le L-NNA, un inhibiteur de la NOS, et par le
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ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxaline-1-one), un inhibiteur de la guanyl cyclase (Ueno
et al., 2004b). Dans le muscle longitudinal de I’iléon du cobaye, le SNP hyperpolarise la
membrane par 1’activation des canaux potassiques sensibles a I’apamine (Goyal et He, 1998). La
libération endogene du NO inhibe la transmission cholinergique par inhibition de la libération de
I’ACh par les neurones cholinergiques (Kilbinger et al., 2002). Par contre, le NO augmente la
libération de I’ACh dans le fundus du cobaye; mais réduit la réponse du muscle lisse a I’ACh
(Sotirov et al., 1999). Il semble que c'est la nNOS et non la eNOS qui soit responsable de
I’inhibition de la libération de I’ACh par le NO (Mang et al., 2002).

Le VIP et son homologue, le PACAP, sont des neurotransmetteurs inhibiteurs libérés a partir
des fibres NANC. Ces neuropeptides induisent la relaxation du muscle gastro-intestinal en
agissant sur le méme type de récepteurs (Parkman et al., 1997). La relaxation induite par le VIP
et le PACAP est le résultat de I’hyperpolarisation de la membrane (Pluja et al., 2000). Dans le
cas du PACAP, I’hyperpolarisation membranaire est due a ’ouverture des canaux K* sensibles
au calcium induite par ’activation des tyrosines kinases (Takeuchi et al., 1999). Dans le muscle
longitudinal et circulaire de ’intestin gréle de la souris, I’application du VIP en présence de
1’0ODQ diminue la relaxation induite par le VIP, suggérant que le VIP augmente la concentration
du GMPc pour induire la relaxation du muscle lisse (EI-Yazbi et al., 2007). 1l a été démontré que
la libération du VIP et du PACAP active la eNOS et augmente la concentration du GMPc (Lecci
et al., 2002). De plus, le VIP augmente le taux de d’AMPc, conduisant a 1’activation des canaux
potassiques et & la relaxation muscle lisse du cdlon (Kishi et al., 2000).

Dans le systeme nerveux entérique, le monoxyde de carbone (CO), produit par I’heme
oxygénase type 2 (Xue et al., 2000), induit la relaxation du muscle lisse de I’estomac en
augmentant la conductance des canaux K*, un effet qui revient a I'activation de la PKG par le
GMPc et a la diminution de la libération du calcium des réserves intracellulaires (Kadinov et al.,
2002). L’augmentation du taux de GMPc par le CO est également notée dans le jéjunum de la
souris (Xue et al., 2000).

5.2. Lasignalisation intracellulaire de la contraction

La contraction musculaire est réalisée par le glissement des filaments d’actine et de myosine
les uns par rapport aux autres, ce mouvement nécessite du Ca®* et de ’ATP.

Les muscles se différencient les uns des autres par leur type de contraction. Les structures
élastiques permettent des contractions des fibres musculaires qui ne conduisent pas
obligatoirement a un raccourcissement correspondant du muscle dans son ensemble. Lorsque de
tels raccourcissements apparaissent, on parle de contraction isotonique. L’étirement des éléments

¢lastiques est a 1’origine d’un raccourcissement musculaire qui est cependant le plus souvent
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inférieur au raccourcissement des fibres musculaires. Dans le cas extréme la longueur du muscle
n’est pas du tout modifiée; seule la tension augmente, on parle de contraction isométrique. Pour
évaluer la force de contraction développée par les éléments moteurs soit la charge est soulevée
(contraction isotonique), soit les éléments élastiques sont étirés, c’est a dire la tension est
augmentée (contraction isométrique) (Wehner et Gehring, 1999).

L’augmentation de la concentration cytosolique de Ca®* conduit & la phosphorylation de la
chaine légere de myosine (MLCy) qui constitue le stimulus primaire de la contraction (Fig. 5)
(Murthy, 2006). L’interaction entre 1’actine et la myosine génére la force contractile du muscle
(Makhlouf et Murthy, 2006).

La durée de la phosphorylation de la MLCy refléte un équilibre entre I’activité de la kinase de
la chaine legére de myosine (MLCK) et celle de la phosphatase de la chaine legére de myosine
(MLCP) qui phosphoryle et déphosphoryle respectivement la MLC, (Fig. 5) (Sanders, 2008). La
phosphorylation de la MLC pendant la contraction phasique induite par les agonistes fait
intervenir la MLCK dépendante du complexe Ca®*/calmoduline; alors que la phosphorylation de
la MLCy pendant la contraction tonique met en ceuvre la MLCK indépendante du Ca®" et
I’inhibition de la MLCP (Makhlouf et Murthy, 2006).

Les récepteurs qui initient la phosphorylation de la MLC,, sont des récepteurs couplés a la
protéine G (qi1,0t1213) (Sanders, 2008). L activation d’un récepteur couplé a la protéine G par un
agoniste contractile, tels que I’ACh, le carbachol ou la motiline, initie plusieurs voies de
signalisation qui induisent la dépolarisation membranaire et I’augmentation de ’influx du Ca® a
travers les canaux Ca** voltage-dépendants et les canaux cationiques non sélectifs, activent la
MLCK et inhibent la MLCP via la protéine kinase C (PKC) (Fig. 5, Fig. 6), la Rho kinase et la
libération de I’acide arachidonique (Sarna, 2006). L’acide arachidonique peut subir des
transformations pour former les prostaglandines et les leucotrienes qui induisent la contraction
en se fixant sur des récepteurs couplés a la protéine G (Harnett et al., 2005).

La PKC, activée par le DAG, induit la contraction en phosphorylant la MLCy via I’activation
de la CPI-17 (Fig. 5), un inhibiteur de la MLCP (Huang et al., 2005; Murthy, 2006). La PKC
peut aussi moduler 1’activité des canaux ioniques, incluant les canaux potassiques activés par
I’ ATP et les canaux potassiques activés par le calcium (Barlow et al., 2000).

Les petites protéines G (RhoA et Ras) contribuent également dans la contraction musculaire
en induisant la phosphorylation de la MLCy (Fig. 5), cela résulte de I’activation de la Rho-
kinase et de la MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Quinn et al., 2006). Le maintien de la
contraction et la phosphorylation de la MLCy est initiée par 1’activation des récepteurs couplés a
la protéine Ggizns qui active RhoGEF (Rho-specific guanine nucleotide exchange factor)
(Murthy, 2006). La translocation de RhoA activée initie deux voies de signalisation impliquant la
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Rho-kinase et la PKC (Murthy, 2006). La Rho-kinase phosphoryle la sous-unité régulatrice
MYPTL1 en induisant sa dissociation de la sous-unité catalytique PP1c et son inhibition, ce qui

conduit a la phosphorylation de la MLCy et la contraction du muscle lisse (Huang et al., 2005).
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Figure 5. Les voies de la génération de la contraction dans les cellules du muscle lisse circulaire (Sarna,
2006). AA: arachidonic acid; CaM: calmoduline; CPI-17 : MLCP endogene inhibitor 17 KDa; cPLA2:
cytosolic phospholipase A2; DAG: diacylglycerol; GEFs: guanylexchange factor; MYPT1: MLCP target
subunit; PIP,; phosphatidyl inositol 4,5,-biphosphate; PP1c: Proteine phosphatase type 1 catalytic
subunit ; RGCC: receptor gated calcium channels; RhoA-GDI: la guanine dissociation inhibitor; SR:
sarcoplasmic reticulum; VGCC: voltage gated calcium channels.

L'activation de la protéine Gs active I’adényl cyclase, 1'élévation du taux d’AMPc résultant
active la PKA. Le NO diffuse dans la cellule pour activer la guanyl cyclase soluble (Fig. 5), ce
qui augmente la concentration du GMPc et ’activation de la PKG (Makhlouf et Murthy, 2006).
La PKA induit I’hyperpolarisation de la membrane en activant des canaux potassiques (Kishi et
al., 2000). La PKG inhibe la libération du Ca?* intracellulaire et stimule sa séquestration
respectivement par la phosphorylation des récepteurs de 1’IP3 et de la SERCA (Fig. 6) (Murthy,
2006).
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La PKA et la PKG inhibent les canaux calciques, activent la protéine RGS (regulator of G
protein signalling) qui inhibe les récepteurs G,q conduisant a I’inactivation de la PLC- et
I’inhibition de la libération du calcium par 1’IP3. De méme, la PKA et la PKG inhibent
directement la RhoA et bloguent la phosphorylation de la MYPT1 par la Rho-kinase, conduisant
a ’augmentation de 1’activité de la MLCP qui déphosphoryle la MLCy et relache le muscle lisse
(Fig. 6) (Makhlouf et Murthy, 2006; Murthy, 2006).
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Figure 6. Les cibles moléculaires de la PKA et la PKG pendant la relaxation du muscle lisse (Murthy,
2006).

MLC: myosine light chain; CaM: calmoduline; cPLCP: phospholipase Cp; GEFs: guanyl exchage factor;
MYPT1: MLCP target subunit; PP1c: Proteine phosphatase type 1 catalytic subunit; ROCK: Rho-kinase;
SR: sarcoplasmic reticulum; RGS : regulator of G protein signaling; PIP,: phosphatidyl inositol 4,5,-
diphosphate; IP3: phosphatidyl inositol 1,4,5,-triphosphate.

6. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont définis comme étant des molécules qui portent un électron non
apparié (célibataire) sur leur orbite externe, ils sont généralement trés réactifs et instables. Des
exemples peuvent étre données sur les radicaux oxygénés comme 1’anion superoxyde (O;), le
radical hydroxyle (OH), le radical alkoxyl (RO") et le radical hydroperoxyl (HO2"). D’autres
espéces radicalaires dérivent de 1’azote comme le monoxyde d’azote NO" et le dioxyde d’azote

('NO2). Les radicaux libres de I’oxygéne et de 1’azote peuvent étre convertis en especes réactives
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non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogene (H20,), I’acide hypochloreux (HOCI), 1’acide
hypobromeux (HOBT) et le peroxynitrite (ONOO"). Les espéces réactives de 1’oxygene (ROS) et
de I’azote (RNS) incluent les espéces radicalaires et non radicalaires et qui sont produites dans
les organismes vivant dans des conditions physiologiques et pathologiques (Asmus et Bonifacic,
2000).

6.1. Roles physiologiques des radicaux libres

Les radicaux libres jouent un réle important dans les fonctions physiologiques des
organismes, comme la régulation du tonus des vaisseaux, la régulation des fonctions qui sont
controlées par la concentration de 1’oxygeéne et 1’activation du signal de transduction a partir
d’une variété des récepteurs membranaires, incluant les récepteurs des antigenes des
lymphocytes (Droge, 2002). De plus, il a été démontré que I’anion superoxyde et ses dérivés (le
peroxyde d’hydrogene et le radical hydroxyle) induisent I’activation de la guanyl cyclase et
augmentent la production de ’interleukine-2 (Droge, 2002). Le NO produit par les cellules
endothéliales est essentiel dans la régulation de la contraction et la prolifération des cellules
musculaires lisses vasculaires, 1’adhésion des leucocytes et 1’agrégation des plaquettes (Ignarro
etal., 1999). De plus, le NO produit par les neurones sert comme un neurotransmetteur, alors que
le NO généré par les macrophages activés est un médiateur important dans la réponse
immunitaire (Fang et al., 2002). L’effet cytotoxique des radicaux libres est responsable de la
destruction des agents pathogenes par les macrophages et les autres cellules phagocytaires dans

le systéme immunitaire (McCord, 2000).

6.2. La formation des radicaux libres

Dans les conditions physiologiques, les mitochondries constituent la principale source de
production des ROS. Au cours de la respiration cellulaire, I’oxygene est transformé en anion O,
au cours de ’oxydation du NADH-H", du NADPH et du FADH, dans la chaine de transport des
électrons (Metzeler, 2003). De méme, 1’oxygéne peut se transformer en H,O, et en O, par
I’action du cytochrome P450 ou les radiations ionisantes (Fang et al., 2002). Durant 1’ischémie,
la production des radicaux, surtout I’anion superoxyde, est importante a la reperfusion suite a
I’oxydation de la xanthine ou de I’hypoxanthine par la xanthine oxydase (Bergamini et al., 2004;
Itoh et al., 1999). Le NO’ et le O," sont formés respectivement a partir de la l'arginine et
I’oxygéne par ’action de la NO synthase (Pou et al., 1992). Le O," est transformé en H,O; par la
superoxyde dismutase (SOD). Le peroxyde d’hydrogene est aussi formé dans les peroxysomes

des macrophages (Bergamini et al., 2004). Le radical hydroxyle (HO") provient de la réaction du
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peroxyde d’hydrogeéne avec I’anion superoxyde (réaction d’Haber Weiss) ou avec 1’ion ferreux
(réaction de Fenton) (Comhair et Erzurm, 2002). Le radical hydroxyle est aussi produit par
I’action des rayons ionisants sur 1’oxygéne en présence de 1’eau (Kohen et Nyska, 2002). Le
peroxynitrite (ONOQO"), trés réactif, est issu de la réaction tres rapide du monoxyde d’azote avec
I’anion superoxyde (Fridovich, 1999); il peut méme se former a partir du peroxyde d’hydrogéne
et du monoxyde d’azote (Fang et al., 2002). L’acide hypochloreux (HOCI) est le produit de la
réaction du peroxyde d’hydrogeéne et de I’ion chlorure dans une réaction catalysée par la
myéloperoxydase (Martinez-Cayuela, 1995). Les autres radicaux, alkyle (R"), alkoxyle (RO") et
alkoperoxyle (ROQ"), sont issus de la réaction de I’anion superoxyde ou de I’hydroxyle sur les

chaines d’acide gras, les protéines et les glucides (Fang et al., 2002).

6.3. Les systémes antioxydants

Il existe plusieurs systemes de defense contre les radicaux libres incluant, les antioxydants
endogenes, qui se divisent en antioxydants enzymatiques comme la SOD, la catalase et la
glutathion peroxydase (GPx) et les antioxydants non enzymatiques, incluant le glutathion (GSH),
I’acide urique, la mélatonine, la ferritine. Les antioxydants exogénes proviennent genéralement
des aliments et incluent les vitamines A, C et E, les caroténoides, les composés phénoliques et

guelques métaux, comme le sélénium et le zinc (Bhardwaj, 2008).

6.3.1. Le systéme antioxydant enzymatique

La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme antioxydante qui catalyse la dismutation de
I’anion superoxyde en O, et d’autres especes non réactives comme le peroxyde d’hydrogene
(H,05) selon la réaction suivante: (20, + 2H" — H,0; + O,) (Bergamini et al., 2004). L action
de la SOD est suivie par I’intervention de la catalase, c’est une enzyme présente dans les
peroxysomes des cellules, elle est responsable de la conversion de 1’hydrogéne peroxyde en eau
et oxygene organique selon la réaction suivante (2H,O, — 2H,0 + O,) (Mates et al., 1999).

Toutes les GPx, en conjugaison avec le glutathion, ajoutent deux électrons pour réduire le
peroxyde (substrats de la réaction de Fenton) et former les sélénoles (Se-OH). Les GPx, en
oxydant simultanément le glutathion, décomposent I’hydrogéne peroxyde ou le peroxyde
organique en eau ou en alcool (Comhair et Erzurm, 2002).

2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0 et 2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0

Les peroxyrédoxines (Prx) exercent leur activité antioxydante par leur activité peroxydase
(ROOH + 2e- — ROH + H,0) et qui peuvent réduire le peroxyde d’hydrogéne, le peroxynitrite
et surtout I’hydroperoxyde organique (Wood et al., 2003).
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6.3.2. Les antioxydants non enzymatiques

L’a-tocophérol, la forme la plus active de la vitamine E, est considérée comme I’antioxydant
majeur lié a la membrane cellulaire. La vitamine E stoppe la chaine des réactions de
peroxydation des lipides en capturant un radical lipoperoxyl (LOQO"), elle devient alors a son tour
un radical, moins réactif que le LOQO’, qui pourra étre régénéré par la vitamine C (Combhair et
Erzurm, 2002).

La vitamine C (acide ascorbique) est un puissant antioxydant; elle coopére avec la vitamine E
pour genérer 1’a—tocophérol a partir du radical a—tocophérol dans les membranes et les
lipoprotéines (Kojo, 2004).

Le glutathion (GSH), un tripeptide, est un antioxydant non enzymatique multifonctionnel et
intracellulaire qui contient un groupement thiol. Ce tripeptide est trés abondant dans le cytosol,
le noyau et la mitochondrie avec une concentration qui peut étre mesurée en mM. La forme
réduite du glutathion est GSH alors que sa forme oxydée est GSSG. Le glutathion joue un role
important dans le maintien de 1’état redox des protéines, il intervient aussi dans la réaction
d’élimination des radicaux libres par les enzymes anti-oxydantes, telle que la glutathion
peroxydase. En général, 1’activité antioxydante du glutathion est due a la présence de I’atome de
soufre qui est capable de perdre un électron pour former GS', ce dernier, par une réaction de
dimérisation, va former le GSSG (Jones, 2008).

GSH +R"— GS+ +RH GS' + GS" — GSSG

6.4. Les dommages induits par les radicaux libres

L’exces des radicaux libres et des différentes especes réactives produits a partir des sources
endogénes et exogenes peut conduire au dommage des composants cellulaires et a 1’altération
des fonctions cellulaires comme la division cellulaire et 1’apoptose. De plus, I’effet toxique des
radicaux libres peut conduire a la mort cellulaire. Les cibles biologiques des radicaux libres sont
en grande partie les protéines, les lipides membranaires et I’ADN (Valko et al., 2007).

Les membranes cellulaires sont les cibles les plus attaquées par les radicaux libres a cause de
la présence de grandes concentrations de lipides insaturés. Les radicaux peroxyl arrachent un
atome d’hydrogéne d’un lipide adjacent, formant ainsi un lipoperoxyde (Bergamini et al., 2004).

Les protéines font partie des cibles attaquées par les radicaux libres, les modifications induites
par les radicaux libres peuvent étre: la modification des groupements thiols (SH), ces derniers
sont présents dans les canaux calciques de type L, les canaux récepteurs de la dihydropyridine et
les canaux potassiques (Rogers et al., 2006). La modification de 1’état redox de ces groupements

conduit a la déformation de la cellule, la déplétion des réserves calciques et le changement de
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1’état d’ouverture des canaux potassiques et calciques (Bellomo et al., 1982).

6.5. Le stress oxydatif et la contraction musculaire

6.5.1. Effets de ’inflammation

Dans un modéle d’inflammation induite par I’acide 2.,4,6-trinitrobenzene sulfonique chez le
rat et aprés 36 heures, I’activité¢ de la myéloperoxydase est augmentée de 20 fois avec une
diminution de la contraction spontanée des bandelettes longitudinales de I’iléon. De plus, la
contraction induite par le KCI1, I’ACh, la 5-HT, la PGF et la stimulation électrique est diminuée,
indiquant que la diminution de la contraction résulte de I’altération de la fonction de la cellule
musculaire & un niveau post-récepteur. Aprés une semaine, ’activité de la myéloperoxydase
retourne a la normale ; cependant, la contraction spontanée et la contraction induite semblent étre
augmentées. Aprés la normalisation des mesures en fonction de la surface de la couche des
muscles longitudinales, il s'avere que les contractions spontanées et induites ne sont pas
différentes de celles observées chez les témoins, indiquant que 1’augmentation de I’activité
contractile est due au changement structurale de la couche musculaire (Moreels et al., 2001).
Dans le cas des bandelettes du muscle circulaire de I’iléon du rat, I’inflammation induite par
I’indométacine diminue la contraction induite par le carbachol et la relaxation induite par la
stimulation électrique. (Piepoli et al., 2005). Dans les modéles expérimentaux vivants,
I’inflammation induite de 1’iléon du chien par I’indométacine et I’acide acétique diminue la
contraction spontanée du muscle lisse circulaire de 1’iléon et inhibe la contraction induite par la
méthacholine. L’infusion intra-artérielle de H-7 ou de la chelérythrine (des inhibiteurs de la
protéine kinase C) inhibe la contraction induite par le méthacholine dans I’iléon normal.
Cependant, ’effet de I’inhibition de la PKC sur la contraction induite par le méthacholine est
absent dans le cas de I’iléon enflammé, suggérant que I’inflammation inhibe la contraction
induite par les agonistes des récepteurs muscariniques via 1’inhibition de la voie de la
signalisation par la protéine kinase C (Sarna, 1998). Dans le méme modéle expérimental, in vivo
ou in vitro, I’inflammation ne modifie pas la contraction spontanée du muscle longitudinal de
I’iléon ou la contraction induite par les agonistes des récepteurs muscariniques (méthacholine,
muscarine); alors que ces contractions sont inhibées dans les cellules du muscle circulaire. Cette
différence peut revenir a l'utilisation différentielle des récepteurs M2 et M3 par les deux types de
cellules (Shi et Sarna, 1999).
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6.5.2. Effets de I’ischémie et la reperfusion

Apres une certaine durée d’ischémie, la reperfusion, qui favorise la formation des ROS et en
particulier 1’anion superoxyde (Itoh et al., 1999), diminue I’activité contractile spontanée du
jéjunum de la souris et inhibe la contraction induite par la stimulation électrique. L’addition des
systémes antioxydants, comme le glutathion et la SOD, permet aux tissus de se contracter apres
leur stimulation électrique, indiquant que I’inhibition de la contraction résulte de 1’effet des

radicaux libres (Bielfeldt et Conklin, 1997).

6.5.3. Effets de ’ABAP

Dans un autre modéle de stress oxydatif, le 2,2’-azobis (2-amidinopropane) (ABAP, un
générateur de radicaux peroxyls), réduit, d’'une maniére dépendante de la concentration, la
contraction spontanée du jéjunum et la contraction de I’iléon de lapin induite par I’acétylcholine.
Cet effet est réversible aprés 1’élimination de I’ABAP par le lavage. Cependant, 1’addition
cumulée de I’ABAP induit une inhibition irréversible de la contraction spontanée et induite des
segments du jéjunum et de I'iléon du lapin. Dans le méme contexte, la contraction induite par le
BaCl, est inhibée par le traitement des segments de 1’iléon par I’ABAP et restaurée apres
I’addition du BayK-8644, un ouvreur des canaux calciques de type L, suggérant que ’ABAP
inhibe la contraction induite par le BaCl; par I’inhibition des canaux calciques de type L (Peluso
et al., 2002).

6.5.4. Effets des espéces réactives de I’oxygene

Le peroxynitrite, un radical trés réactif, induit la relaxation de I’cesophage de 'opossum (Uc et
al., 2001). Par contre, il induit la contraction du muscle lisse de la vésicule biliaire du cobaye
(Alcon et al.,, 2001). L’acide hypochloreux et le peroxyde d’hydrogéne, formés par les
macrophages activées, induisent la contraction du muscle lisse longitudinal de I’iléon du cobaye
(Moummi et al., 1991). Dans des préparations longitudinales de 1’iléon du cobaye, le H,O, induit
une dépolarisation de la membrane accompagnée d’une augmentation de I’amplitude et de la
fréquence des ondes lentes, ces changements sont accompagnés d’une contraction dont
I’amplitude est comparable a celle de la contraction tonique induite par le KCI 50 mM (Rekalov
et al., 2003). Cependant, la contraction induite des segments de 1’iléon de cobaye par HO,, OH’
et O," est suivie par une relaxation; la contraction et la relaxation induites dépendent
partiellement de la transmission cholinergique et adrénergique et de la présence de I’épithélium
(Bauer et al., 1999). De méme, le HOCI et le H,O, induisent une contraction suivie d'une

relaxation en réponse a la stimulation électrique du muscle lisse de 1’iléon du cobaye, un effet
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qui ne semble pas dépendre des prostaglandines ni des récepteurs muscariniques et nicotiniques
(Moummi et al., 1991). Une réponse biphasique est aussi observée apres le traitement de la
trachée du cobaye avec le H,0, et I'OH’; par contre I'O," n’a aucun effet (Matyas et al., 2002).
Dans le cas des bandelettes de la trachée débarrassées de leur 1’épithélium, ces ROS induisent
plutdét une contraction du muscle lisse plus importante que celle observée avec des segments
intacts (Matyas et al., 2002). Cependant, le traitement de la trachée du chat avec 1’0, induit une
réponse biphasique, une contraction suivie d'une relaxation tardive (30-45 min) et une
augmentation du tonus de la contraction induite par la 5-HT. La contraction initiale disparait
avec I’inhibition de la superoxyde dismutase, suggérant que 1’0O," n’a pas d’effet sur le tonus des
contractions et que le H,O, formé par la SOD a partir de 1’0," est responsable de cette réponse.
De méme, le H,O, apparait étre responsable de 1’augmentation du tonus et I’amplitude des
contractions induites par la stimulation électrique, alors que le O, inhibe ces contractions et
inhibe la transmission cholinergique et NANC (Bauer et al., 2000). Par contre, chez le lapin,
I’application de OH", O, ou de H,0O, au muscle circulaire de la trachée induit une relaxation et
inhibe la réponse a D’acétylcholine; la relaxation est plus faible aux fortes concentration
comparée aux faibles concentrations (Prasad et Gupta, 2002). La combinaison des purines avec
la xanthine oxydase induit une contraction soutenue de 1’artére coronaire du porc qui résulte de
la production de OH’, O, et H,0, (Ishihara et al., 2008). Par contre, I’addition du peroxyde aux
anneaux de l’artére coronaire du porc dénudée de son épithélium induit une contraction
transitoire du muscle lisse (Grover et al., 1999). Dans I’artére coronaire du porc, le peroxyde
d’hydrogeéne induit une relaxation des préparations musculaires pré-contractées par 1’histamine
et la prostaglandine F, et non par le KCI 80 mM, suggérant que les canaux potassiques sont
impliqués dans cette relaxation (Barlow et White, 1998). Le H,0O, et la monochloramine
induisent 1’activation des canaux potassiques de large conductance et sensibles au calcium (BK)
(Barlow et al., 2000; Prasad et al., 1999). Cet effet est augmenté par 1’addition de 1’acide
arachidonique et disparait avec I’inhibition de la lipoxygénase par 1’acide eicosatriyonique,
suggérant que la relaxation de 1’artére coronaire induite par le H,O; fait intervenir 1’activation
des canaux BK et une signalisation par les leucotriénes (Barlow et White, 1998). L’inhibition de
la cyclooxygénase par I’indométhacine augmente I’effet contractile des ROS, alors que
I’inhibition de la lipoxygénase par 1’acide nordihydroguaiarétique favorise la relaxation de la
trachée du cobaye. Ces résultats montrent que 1’effet relaxant des ROS résulte de 1’action des
produits de la cyclooxygénase alors que la contraction provient de I’effet des produits de la
lipoxygénase (Matyas et al., 2002). Dans le cas du stress oxydatif induit par le cuméne

hydroperoxyde (un hydroperoxyde lipophile), la diminution de la contraction du muscle lisse de
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la vessie du porc induite par les agonistes muscariniques et la stimulation électrique résulte de
I’inhibition de la signalisation par les récepteurs muscariniques, alors que les canaux calciques
de type L et la transmission nerveuse sont peu ou pas altérés par ce systeme oxydant (De Jongh
et al., 2007). Le 4-hydroxy-2-nonénal (HNE), un produit issu de la peroxydation des lipides,
induit la contraction du muscle lisse de la vessie de porc de maniere dépendante de la
concentration; mais il réduit la réponse au carbachol, a la stimulation électrique et au KCI.
Comme la pD; du carbachol n'est pas modifiée, il semble que la signalisation par les récepteurs
muscariniques n’est pas altérée par le HNE. Par contre, les effets cytotoxiques du HNE se
manifestent par I'altération de I'activité des canaux calciques de type L et de I'appareil contractile
(De Jongh et al., 2008).

La contraction du muscle lisse de la vésicule biliaire du cobaye induite par le peroxynitrite
dépend de I’implication des leucotriénes et de I’entrée du calcium extracellulaire, car le
méthoxyveérapamil inhibe la contraction induite par le peroxynitrite (Alcon et al., 2001).

La suppression du calcium du milieu d'incubation ou I’inhibition des canaux calciques de type
L avec la nimodipine inhibe la contraction induite par le H,O,, suggérant que le peroxyde
d’hydrogene exerce ces effets en induisant 1’entrée du calcium extracellulaire via les canaux
calciques (Rekalov et al., 2003). L’effet contractile du radical hydroxyle sur les cellules
musculaires de 1’aorte résulte de I’augmentation du calcium intracellulaire, car 1’élimination du
calcium intra et extracellulaire avec un chélateur du Ca** (BAPTA) inhibe la contraction induite
par le radical hydroxyle (Li et al., 2004).

Dans la majorité des cas, le OH", I’'O,", le HOCI et le H,O, induisent une contraction du
muscle lisse du tube digestif, alors que la relaxation du muscle lisse de 1’cesophage et du jéjunum
est observée respectivement lors de I'utilisation du peroxynitrite et des radicaux peroxyls de
I’ABAP. Dans certains cas, la contraction induite par le OH’, IO, et le H,O; est suivie par une
relaxation. Pour le muscle lisse de la trachée, le OH’, 'O, et le H,O, induisent une réponse
biphasique: une contraction suivie par une relaxation tardive qui peut étre observée apres
plusieurs minutes qui suivent I’application de ces ROS. L’espéce animale utilisée dans
I’expérience influe sur la réponse du muscle lisse aux ROS. En effet, le OH’, 'O, et le H,0,
induisent une relaxation du muscle lisse de la trachée du lapin et une relaxation chez le chat et le
cobaye. Les effets des ROS et des radicaux libres font intervenir plusieurs voies comme
I’augmentation de I’influx du Ca®", lactivation de la lipoxygénase et de la cyclooxygénase et

’activation ou I’inhibition d’une variété des canaux comme les canaux potassiques et calciques.
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1. Préparation et mise en place des bandelettes

Les animaux utilisés dans les expériences sont des lapins (Oryctolagus cuniculus) des deux
sexes et ayant un poids moyen de 1049 g (SD = 212 g). Les lapins sont fournis par des fermiers
locaux et sont mis dans des cages ou ils disposent de la nourriture et de 1’eau a volonté.

Les animaux sont sacrifiés par exsanguination au niveau de la carotide. Aprés laparotomie
ventro-mediane, une longueur approximative de 15 a 20 cm d’iléon est rapidement prélevée en
amont de la jonction iléo-caccale. L’extrémité proximale est repérée par la pose d’une ligature, le
tissu est ensuite débarrassé du mésentere et la lumiére lavée avec le milieu physiologique
préalablement aéré et chauffé a 37°C. Les cinq premiers centimétres de la partie distale de 1’iléon
sont ¢liminés et le reste du tissu est placé dans le milieu physiologique et aéré en continu jusqu’a
son utilisation sous forme de bandelettes formé par le muscle longitudinale.

Des fragments de tissu sont excis€s en partant de D’extrémité distale et en choisissant les
régions dépourvues de plaques de Peyer. Le fragment d’iléon, d’environ 3 cm de long, est placé
a plat sur un bloc de cire dentaire et fixé a ’aide d’aiguilles entomologiques aux quatre coins
puis excisé le long de la ligne mésentérique. Les quatre bords de la section sont rabattus et
maintenus en place par des aiguilles. Des bandelettes d’une largeur de 2 a 3 mm sont découpées
selon I’axe longitudinal du fragment. Un fil noué en boucle est placé sur I’extrémité distale de la
bandelette et un autre sur I’extrémité proximale.

Chaque bandelette est placée dans une chambre a organe de 5 ml contenant le milieu
physiologique aéré et chauffé a 37°C. La bandelette est fixée par le fil en boucle au crochet
inférieur d’un support spécial qui permet en outre d’aérer le milieu physiologique, de stimuler
électriquement le tissu a 1’aide d’éléctrodes en anneaux (Fig. 7). Le tissu est maintenu
verticalement en fixant le fil proximal au bras du transducteur de force (FSG-01/3, Experimetria,
Budapest, Hongrie) relié a un amplificateur/conditionneur de signaux (EXP-D, Experimetria,
Budapest, Hongrie). Le signal amplifi¢ est envoyé vers une carte d’acquisition (DI 700-PGL
USB, DataQ, Ohio, USA) pour le stockage numérique des données dans le PC.

Les transducteurs de force sont calibrés chaque jour d’expérience grace au logiciel WinDaq
Lite (DataQ, Ohio, USA). L’enregistrement est mis en marche pendant quelques minutes a une
vitesse d’échantillonnage de 2 Hz pour mesurer le potentiel du zéro. Un poids de 1 g est esuite
placé sur le bras du transducteur et le nouveau potentiel est utilisé par le logiciel pour calculer le

facteur de conversion des millivolts en grammes.
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Figure 7. Schéma du dispositif du montage des bandelettes et d’enregistrement de la contraction
du muscle lisse de I'iléon de lapin.

Une fois les tissus montés dans les chambres a organe et les transducteurs calibrés, une

tension de 1g est appliquée sur chaque tissu grace a un micro-positionneur solidaire du

transducteur de force. Les bandelettes sont stabilisées pendant 30 a 45 minutes, une durée

pendant laquelle le milieu physiologique est renouvelé chaque 15 minutes; cette phase est

appelée période de stabilisation.

Un test de contraction avec le carbachol 1 uM est appliqué pour vérifier la viabilité et la

performance du tissu. Dés que le pic de contraction apparait, le milieu d’incubation est renouvelé

afin d’¢éliminer le carbachol et de permettre au tissu de retrouver sa tension initiale. Une période

de 15 a 30 minutes permettra au tissu de se stabiliser et servira comme peériode basale pour les

comparaisons avec les périodes de test des diverses substances.
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Pour obtenir la relaxation maximale du muscle, la papavérine 100 uM, un inhibiteur non
sélectif de la phosphodiestérase (Fujimoto et al., 2006) est ajoutée a la fin de chaque expérience

et cela apres une période de repos de 15 min.

2. Protocoles expérimentaux

2.1. Effet de PABAP sur la contraction spontanée de I’iléon

L’expérience commence par une stimulation du tissu par le carbachol 1 uM, suivie
directement par une période de stabilisation de 15 minutes. A la fin de cette période, les
fragments de tissu sont soumis & différentes concentrations de peroxyl ABAP 0, 49 et 98 uM
pendant 30 min. Ces concentrations sont obtenues en remplacant 166.7 pl du milieu d’incubation
par le méme volume de la solution d’ABAP 600 mM préalablement incubées a 37°C pendant 0,
30 et 60 minutes. Passé ce temps, le milieu est renouvelé et le tissu laissé se stabiliser pendant 15
minutes.

Une deuxiéme application de peroxyl ABAP (98 uM) est réalisée pour une durée de 30
minutes. A la fin de cette période, le tissu est stimulé par 1’addition du carbachol 1 uM pour
vérifier I’effet de I’ABAP sur la contraction induite par le carbachol.

Pour tester 1’effet possible de I’osmolarité de la solution d’ABAP sur la contraction spontanée
des bandelettes, une chambre est réservée a I’addition du mannitol 600 mM pour obtenir une

concentration finale de mannitol 20 mM selon le méme protocole décrit.

2.2. Effet du t-BHP sur la contraction spontanée de I’iléon

Le tert-butyl hydroperoxyde (t-BHP), est un hydroperoxyde organique générateur de radicaux
oxygeénés (Taffe et al., 1987).

A la fin de la période basale, une stimulation avec le carbachol 1uM est appliquée puis elle est
suivie par un lavage et une période de stabilisation de 15 min. Passé ce temps, le t-BHP est
ajouté pendant 15 min de fagcon cumulée au milieu physiologique pour obtenir des concentrations
allant de 0.03 a 1 mM. A la fin de cette période, la contraction de 1’iléon est stimulée par une du

carbachol 1 uM pour vérifier I’influence du t-BHP sur la contraction induite par le carbachol.

2.3. Effet de PABAP et du t-BHP sur la contraction stimulée

2.3.1. Lacontraction induite par le KCI ou le BaCl,

Pour la sélection des tissus qui répondent a une stimulation depolarisante, 100 pl du milieu

d’incubation sont remplacés par le méme volume de KCI 4 M pour obtenir une concentration
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finale de 80 mM. Le KCI est laissé au contact du tissu pendant une durée (30 sec) nécessaire a
I’apparition du pic de la contraction phasique, le milieu est ensuite renouvelé et le tissu laissé
reposer pendant 15 minutes. Le tissu est stimulé une deuxiéme fois par le KCI 80 mM ou le
BaCl, 5 mM pendant 15 minutes; le milieu est ensuite renouvelé et le tissu laissé reposer pendant
20 a 30 minutes selon que le vérapamil 1uM est ajouté ou non au milieu d’incubation avec
renouvellement du milieu.

Pour tester ’effet du t-BHP 1 mM et de ’ABAP 20 mM (peroxyl ABAP 98 uM) et 40 mM
(peroxyl ABAP 196 uM) sur la contraction induite par le KCI ou le BaCl; (30 min), ceux-ci sont
ajoutés au milieu 15 min (t-BHP 1 mM, peroxyl ABAP 96 puM) ou 20 min (peroxyl ABAP 196
M) avant la stimulation.

L’effet de ’ABAP est également testé aprés le blocage des canaux calciques de type L avec
vérapamil 1pM (Grasa et al., 2004). La chambre servant de contrdle recoit le milieu

physiologique a la place du vérapamil.

2.3.2. Lacontraction induite par la stimulation électrique

Les bandelettes d’iléon sont placées entre les deux électrodes du support de la chambre a
organe. Ces ¢lectrodes sont sous forme d’anneaux créant un champ électrique lorsqu’elles sont
traversées par un courant électrique. Les électrodes sont connectées & un stimulateur forme de
deux unités: I’unité de controle (EXP.MCU, Experimetria, Budapest, Hongrie) permet de fixer la
période, la longueur des impulsions, le type (continue/discontinue) et la durée totale de la
stimulation. L’unité analogique (EXP-ST-CH2, Experimetria, Budapest, Hongrie) permet de
choisir I’amplitude (voltage/intensité) et la polarité (positive/négative) de la stimulation.

Le tissu répond efficacement a une stimulation continue de 30 V a une fréquence de 20 Hz
(durée des impulsions 0.5 msec). Les bandelettes sont stabilisées dans ces conditions de
stimulation pendant 30 minutes avec le renouvellement du milieu toutes les 15 min. La solution
de peroxyl ABAP 98 UM est ajoutée au milieu d’incubation sans interrompre la stimulation

électrique.

2.4. Etude pharmacologique de la réponse du muscle lisse a ’ABAP

Plusieurs substances pharmacologiques (antagonistes des canaux potassiques, inhibiteurs des
enzymes impliquées dans la médiation par les dérivées de 1’acide arachidonique, modificateur de
réserve de calcium, agoniste adrénergique, antagoniste cholinergique, inhibiteur de la conduction
nerveuse) sont appliquées pour étudier le mécanisme d’action de I’ABAP.

De maniére générale, ces substances sont laissés au contact du tissu pendant 15-20 min selon

le cas avant d’ajouter le peroxyl ABAP 98 uM pour une durée de 15 min.
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2.4.1. Influence de la médiation cholinergique et de la conduction nerveuse

L’hexaméthonium 100 puM, un antagoniste des récepteurs nicotiniques ganglionnaires
(Baldassano et al., 2008), I’atropine 1 uM, un antagoniste des récepteurs muscariniques (Sales et
al., 1997) et la lidocaine 100 uM, un agent inhibiteur de la conduction nerveuse (Borjesson et al.,

1997), sont appliqués pendant 15 minutes avant I’addition du peroxyl ABAP.

2.4.2. Effet de I’isoprotérénol

L’isoprotérénol 100 uM, un agoniste des récepteurs B-adrénergiques (De Ponti et al., 1999),

est ajouté pendant 15 minutes avant I’addition du peroxyl ABAP.

2.4.3. Effets des antagonistes des canaux potassiques

Le tétraéthylammonium (TEA) est un bloqueur non sélectif des canaux K", il peut inhiber un
certain nombre de canaux K" (Dong et al., 2005). La 4-aminopyridine (4-AP) est utilisé pour
bloquer les canaux K™ voltage-dépendants (Alberti et Jimenez, 2005). Le clotrimazole est un
inhibiteur d’une variété de canaux ioniques, incluant les canaux K™ activés par le calcium
(Benton et al., 1999).

Le TEA 5 mM, la 4-AP 4 mM et le clotrimazole 30 uM sont ajoutés au milieu d’incubation
20 minutes avant I’addition du peroxyl ABAP. A la fin de cette période, les canaux Ca?* voltage-
dépendants sont bloqués par le vérapamil 1 UM en présence du peroxyl ABAP pour une durée de

15 min.

2.4.4. Effet de la déplétion des réserves du Ca®*

La caféine est utilisée pour vider les réserves intracellulaires de Ca**en activant les récepteurs
sensibles a la ryanodine (Morales et al., 2005). Pour cela, les bandelettes sont incubées pendant
15 minutes en présence de la caféine 20 mM pour ajouter ensuite la solution de peroxyl ABAP

au milieu d’incubation.

2.4.5. Inhibition du métabolisme de I’acide arachidonique

L’acide nordihydroguaiarétique (NDGA) 30 uM est un inhibiteur de la 5-lipooxygénase
(Campbell et al., 2003), la quinacrine 10 uM est un inhibiteur de la phospholipase A, (Criswell et
Loch-Caruso, 1999), I’indométhacine 10 UM est un inhibiteur non sélectif de la cyclo-oxygénase
(Koyluoglu et al., 2008). Ces substances sont ajoutées au milieu d’incubation pendant 20

minutes avant 1’addition du peroxyl ABAP au milieu d’incubation.
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2.4.6. Inhibition des tyrosines phosphatases

Le vanadate, un inhibiteur des tyrosines phosphatases (Alcon et al., 2000), est capable
d’induire la contraction du muscle lisse. L’orthovanadate de sodium est laissée agir pendant 30

min avant I’addition du peroxyl ABAP.

3. Evaluation de la contraction de I’iléon

Lorsque les bandelettes de I’iléon présentent des contractions phasiques, quatre parametres
sont mesures pour caractériser ces contractions. Ces parameétres sont la tension, le tonus de repos,
I’amplitude et la fréquence des contractions. Les mesures sont effectuées a 1’aide des procédures
implantées dans le programme Chart (ADInstruments, Castle Hill, Australie).

L’évaluation est effectuée sur une période de 5 minutes et concerne la tension (la moyenne
des tensions maximales des contractions), le tonus basal ou de repos (moyenne des tensions
minimales), I’amplitude et la fréquence des contractions (Fig. 8).

Dans le cas ou le tissu présente une contraction tonique (KCI, BaCl2), la tension est calculée
sur les cing derniéres minutes de la période d’incubation; alors que dans la relaxation totale
(isoprotérénol, vérapamil, caféine, papavérine), seul le tonus de repos est mesuré. En plus de la
période de 5 minutes, ces mémes parametres (tension, tonus, et amplitude fréquence) sont

mesurés chaque 5 minutes, en mesurant les parametres de 5 contractions successives.

Tension maximale

-+ 44. | Tension
A

Amplitude

-j-- ---“" Tonus basal

SO

Tension minimale

Figure 8. Schéma illustrant les parametres utilisés pour évaluer la contraction spontanée des
bandelettes d’iléon de lapin.
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4. Produits chimiques et solutions utilisées

Les produits chimiques utilisés sont de qualité analytique. Ils sont fournis par Sigma (St
Louis, USA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Allemagne) et Fluka (Buchs, Suisse).

Le milieu physiologique est preparé selon la composition décrite par Kwon et ses
collaborateurs (2000): NaCl 126 mM, KCI 6 mM, MgCl, 1.2 mM, CaCl, 2 mM, EDTA 0.01
mM, HEPES 10.5 mM et glucose 14 mM. Pour préparer un litre de milieu physiologique 100 ml
de la solution A sont mélangés a 200 ml de la solution B; 2.522 g de glucose sont ajoutés avant
d’ajuster le volume a 1 litre avec de 1’eau distillée. La solution A est composée de (mM): NaCl
1260, KCI 60, MgCl, 12, CaCl, 20 et EDTA (acide éthylénediamine tétraacétique) 0.1. La
solution B correspond a la solution de HEPES (acide N-[2- hydroxyethyl] pipérazine-N -[4-
butane sulfonique] 52.5 mM ajustée a pH 7.4 avec de la NaOH 1 M (pH-metre Orion EA 940,
Boston, USA).

Les diverses substances testées sont préparées sous forme de solutions stocks et diluées au
besoin comme décrit dans le tableau 1. Les solutions stocks et leurs dilutions sont préparées
quotidiennement et conservées a 4°C sauf les solutions préparées dans le DMSO et les solutions
salines.

Tableau 1. Conditions d’emploi des substances chimiques testées.

Substance SZLl(J)tciEn Solvant So’!::con (‘toncen\trations Volume total
(mM) (mM) finales a tester ()
4-AP 400 DMSO - 4 mM 50 *
Atropine 10 Eau dist. 1 1uM 5
BaCl2 12M Eau dist. - 5mM 20.8
t-BHP 6.99 M Eau dist. 25, 50, 100, 500 0.03-1 mM 30
Carbachol 100 Eau dist. 10,1 1uM 5
Clotrimazole 30 DMSO - 30 uM 5
Hexaméthonium 100 Eau dist. - 100 um 5
Indométhacine 33.33 Ethanol 10 10 uM 5
Isoprotérénol 100 Eau dist. - 100 um 5
KCl 4M Eau dist. - 80 mM 100 *
Lidocaine 100 Eau dist. - 100 uM 5
NDGA 50 Ethanol 30 30 uM 5
Papavérine 100 Eau dist. - 100 um 5
Quinacrine 50 Ethanol 10 10 uM 5
TEA 500 Eau dist. - 5mM 50 *

*: Addition par substitution; Eau dist. : Eau distillée
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Les concentrations des solutions stocks sont choisies de sorte a ajouter un volume minimal de
solvant dans les chambres. En effet, le volume de solution ajouté représente 0.1% dans la
majorité des cas et peut aller jusqu’a le maximum 0.6%. La condition de contrdle est réalisée
simultanément en ajoutant un volume équivalent de solvant dans la chambre a organe.

L’ABAP (soluble dans le milieu physiologique) se décompose sous I’effet de la température
en radicaux peroxyls avec la libération de I’azote moléculaire [1]. Les radicaux (R’) formés
peuvent s’unir et donner un produit stable (R-R), d’autres réagissent rapidement avec 1’oxygéne

moléculaire pour donner les radicaux peroxyl (ROO:, équation 2).(Peluso et al., 2002)

CHg3 CH3 NH2 CH3
| I 37°C |
ClWH,'N=C-C-N=N-C-C=N'HClT __, 2 ClI H,*'N=Cc-C* +N (1]
I | I
NH2 CH3 CH3 NH2 CH3
2,2°-Azobis (2-méthylpropionamidine) dihydrochlorure
CH3 CHs3
| 0, |
Cl™H,"™N=Cc-C* —_— Cl.H,*N=Cc-c*-0-0°
I I [ [2]
NH2 CH3 NH2 CHs

2-méthyl 2-peroxylpropionamidine hydrochlorure

A 37°C eta pH 7, la demi-vie de ’ABAP est de 175 heures, ce qui implique que la vitesse de
génération des radicaux peroxyls est constante pendant les premiéres heures. La concentration
des radicaux peroxyls formés a 37°C est calculée a partir de 1’équation [3] (Niki, 1999). Cette
propriété de I’ABAP permet donc de préparer des solutions de peroxyl ABAP en faisant varier la
durée d’incubation d’une solution concentrée dans un bain-marie (37°C).

[Peroxyls] = 1.36 x10° [ABAP] t [3]
[Peroxyls] : concentration totale des radicaux peroxyls formés (M).
1.36 x10°® : constante de décomposition (S™).
[ABAP] : concentration de I’ABAP (M).

t = temps d’’incubation a 37°C (secondes).

5. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + SEM (n = nombre d’animaux). Le test
de Student pour valeurs appariées est effectué pour les comparaisons entre les différents

traitements appliqués sur le méme segment. La différence entre les segments témoins et les
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segments traités est déterminée par le test de Student. L’analyse de la variance a un, deux ou
trois facteurs est appliquée lorsque les résultats proviennent de plusieurs traitements. Elle est
suivie de la comparaison multiple des moyennes (test de Tukey) pour étudier 1’effet du peroxyl
ABAP sous le blocage des canaux K* (un facteur), I’inhibition du métabolisme de 1’acide
arachidonique, 1’inhibition de la médiation cholinergiques et de la conductance nerveuse (trois
facteurs). La comparaison des moyennes au témoin (test de Dunnett) est effectuée pour étudier
les effets de ’ABAP (deux facteurs) et du BHP (un facteur) sur la contraction spontanée. La

différence est considerée statistiquement significative au risque de 5%.
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1. Activite contractile spontanée

L’étirement des bandelettes longitudinales par une tension initiale de 1g induit I’apparition
d’une activité contractile spontanée phasique (Fig. 9). Les contractions phasiques se manifestent
par une amplitude de 0.5 + 0.03 g (n = 40) et se stabilisent aux alentours d’un tonus basal de 0.30
+ 0.02 g (n = 40) avec une fréquence des oscillations de 10.5 + 0.2 contraction par minute (cpm)

(n = 40). La durée moyenne de chaque contraction est de 5 a 6 secondes.

2. Effets de PABAP sur la contraction spontanée

Pour tester I’effet du peroxyl ABAP a différentes concentrations sur la contraction spontanée,
les bandelettes de 1’iléon sont incubées pendant 30 minutes en présence du peroxyl ABAP 0, 49
et 98 uM. Une deuxiéme application du peroxyl ABAP 98 uM est réalisée pour vérifier 1’effet
du prétraitement des bandelettes avec le peroxyl ABAP sur une ré-application de ces radicaux
peroxyls. Parallelement, des bandelettes sont incubées en présence du mannitol 20 mM pour
vérifier I’effet osmotique possible de la concentration de ’ABAP 20 mM sur la contraction
spontanée.

De maniére générale, I’addition du peroxyl ABAP entraine un arrét des contractions
phasiques (silence) pendant 2 a 4 min (Fig. 10). Par la suite, le muscle reprend son activité
mécanique avec une amplitude qui augmente graduellement avec le temps. Cependant, une
diminution du tonus de repos et de la fréquence des contractions marque toute la période
d’application du peroxyl ABAP.

L’addition du mannitol au milieu d’incubation n’entraine aucune modification dans
I’ensemble des paramétres de la contraction. Le tonus de repos est de 0.34 + 0.01 g (n = 6,
P>0.05), I’amplitude de 0.29 + 0.02 g (n = 6, P>0.05) et la fréquence des contractions de 10.7 +
0.5 cpm (n = 6, P>0.05). Ces valeurs représentent les moyennes communes calculées de la
cinquieme a la derniere minute de I’incubation. L’osmolarité du milieu d’incubation n’a donc

pas d’effet sur la contraction spontanée du muscle lisse de I’iléon (Fig. 10).

2.1. Lesilence et le tonus

Dés que la solution de peroxyl ABAP est ajoutée au milieu d’incubation, I’activité contractile
spontanée s’arréte pendant un certain temps (silence) dont la durée varie selon la concentration
de peroxyl ABAP utilisée. Les durées du silence obtenues avec les différentes concentrations de
peroxyl ABAP ne sont pas différentes les unes des autres (P>0.05; Fig. 11).
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Figure 10. Enregistrements typiques des contractions phasiques des bandelettes de I'iléon du lapin en

présence de I’ABAP et du mannitol.
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Dans une autre série d’expériences, 1’augmentation de la concentration du peroxyl ABAP a
196 uM induit un silence prolongé (460 + 45 s, n = 7, P>0.05). Une deuxiéme application de
peroxyl ABAP induit une diminution de la durée du silence, cette diminution est significative
pour les tissus prétraités avec le peroxyl ABAP 49 uM (P<0.05; Fig. 11). Les durées du silence
obtenues lors de la deuxieme application du peroxyl ABAP ne sont pas différentes entre elles
(P>0.05; Fig. 11).

Figure 11. Silence induit par la
premiére (1) et la deuxiéme (2)
application du peroxyl ABAP.

Les valeurs sont la moyenne + SEM (n

= 6 sauf indication). *P<0.05.

300+

200+

Silence (sec)

100+

g 0(1) 98(2) 49(1) 98(2) 98(1) 98(2)
Peroxyl ABAP (uM)

Exprimé en terme de tension, le tonus de repos des contractions noté avec le peroxyl ABAP
0 uM n’est pas modifié¢ par ’augmentation de la concentration a 49 et 98 uM (P>0.05; Fig. 12).
Dés les cing premieres minutes d’incubation avec le peroxyl ABAP 0, 49 et 98 uM, le tonus est
diminué a 0.19 £ 0.02 g (moyenne commune) (n = 6, P>0.05) puis il augmente graduellement
pour atteindre a la fin de I’incubation 0.26 + 0.04 g (moyenne commune), une valeur qui n’est
pas différente de la valeur basale (P>0.05; Fig. 12C). Dans la sériec d’expérience ou la
concentration du peroxyl ABAP est augmentée a 196 uM, le tonus de repos est diminué de
52.5% (P<0.05). La diminution du tonus est également exprimée en pourcent de relaxation par
rapport a celle induite par la papavérine 100 uM (100%). Les pourcentages de relaxation notés a
la cinquiéme minute sont proches de 70% (n = 6, P<0.05) pour les tissus traités avec le peroxyl
ABAP 0, 49 et 98 uM (Fig. 12D-F). Au cours du temps, la relaxation va diminuer graduellement
pour atteindre a la derniére minute d’incubation des taux compris entre 36 et 44% (Fig. 12D-F).

La comparaison du tonus basal avant et apres 1’élimination de I’ABAP ne montre aucune
différence significative (P>0.05), ce qui refléte I’effet réversible de ce générateur de radicaux
peroxyls (Fig. 12A-C). Cependant, la variabilité des mesures du tonus basal augmente avec la

concentration de peroxyl ABAP.
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Figure 12. Effets du peroxyl ABAP (ABAPOQ) 0, 49 et 98 uM sur le tonus de repos de la contraction spontanée des bandelettes de I'iléon de lapin.

Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 6 sauf indication). La relaxation est exprimée en pourcent par rapport a la relaxation induite par la papavérine 100 uM

(100%). * P<0.05 comparaison par rapport au basal (B1, B2) ou par rapport a 0% pour la relaxation.
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Une deuxiéme application du peroxyl ABAP 98 uM diminue de maniere significative le tonus
de repos au cours de toute la période d’incubation pour les tissus prétraités avec le peroxyl
ABAP 0 uM (basal: 0.30 + 0.03 g, n = 6; peroxyl ABAP 0 uM: 0.21 £ 0.02 g, n = 6; P<0.05).
Cet effet disparait avec les concentrations 49 et 98 uM (Fig. 12B-C). Le pourcentage de
relaxation obtenu a la cinquiéme minute est de 70.0 £ 9.1% (n = 6, P<0.05) et atteint 52.7 +
13.7% (n = 6, P<0.05) a la derniére minute d’incubation avec les différentes concentrations de
peroxyl ABAP.

2.2. L’amplitude

L’amplitude des contractions phasiques notée en présence du peroxyl ABAP 0 uM n’est pas
changée lorsque cette derniere est augmentée a 49 et 98 uM (P>0.05; Fig. 13A-C). Apres la
période du silence et a la cinquiéme minute, le tissu présente une activité phasique dont
I’amplitude est de 0.35 £ 0.04 g (n = 6, P>0.05), 0.27 + 0.07 g (n = 6, P>0.05), 0.35+ 0.04 g (n =
6, P>0.05) pour les tissus traités avec les concentrations respectives 0, 49 et 98 uM (Fig. 13A-C).
L’amplitude notée aprés la quinziéme minute a tendance a augmenter mais de maniere non
significative (P>0.05; Fig. 13A-C). Le remplacement du milieu d’incubation permet au tissu de
retrouver I’amplitude initiale des contractions, cette derniére est de 0.39 = 0.06 g (n = 6, P>0.05;
Fig. 13A-C). Une deuxiéme application de peroxyl ABAP a les mémes effets que ceux de la
premiére addition: une légére diminution suivie d’une augmentation de 1’amplitude, mais de
maniere non significatives (Fig. 13A-C). Dans une autre série d’expériences, 1’utilisation du
peroxyl ABAP 196 puM induit une augmentation de I’amplitude des contractions de 62.5%
(P<0.05).

2.3. Lafréquence

L’addition du peroxyl ABAP 0, 49 et 98 uM diminue significativement la fréquence des
contractions pour atteindre a la cinquiéme minute respectivement 7.8 + 1.1 cpm (basal : 11.6 +
1.1 cpm, n = 6, P<0.05), 7.0 + 1.7 cpm (basal : 10.5 £ 0.5 cpm, n = 6, P<0.05) et 4.9 £ 0.6 cpm
(basal : 10.4 + 0.4 cpm, n = 5, P<0.05), une diminution qui s’explique par le silence noté juste
apres ’addition du peroxyl ABAP. Avec le temps, le tissu reprend une activité mécanique
similaire a celle de 1’état basal dont la fréquence a la fin de I’incubation est en moyenne 9.4 + 0.3
cpm pour les trois concentrations de peroxyl ABAP (n = 6, P>0.05; Fig. 13D-F).

Une deuxiéme application de peroxyl ABAP a les mémes effets sur la fréquence des
contractions que lors de sa premiéere addition: une Iégere diminution puis une augmentation de la
fréquence (Fig. 13D-F). Dans une autre série d’expériences, 1’incubation des bandelettes avec le

peroxyl ABAP 196 uM ne modifie pas la fréquence des contractions (P>0.05).
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Figure 13. Effet du peroxyl ABAP (ABAPOQ) 0, 49 et 98 uM sur I'amplitude et la fréquence de la contraction spontanée des bandelettes de I'iléon de lapin.

Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 6 sauf indication). * P<0.05 comparaison par rapport au basal (B1, B2).
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3. Effets du tert-butyl hydroperoxide sur la contraction spontanée

Le t-BHP est ajouté de facon cumulée (0.03 - 1 mM) au milieu d’incubation, avec une durée
de contact de 15 minutes pour chaque concentration. L’enregistrement typique montre que le
tonus de repos et I’amplitude des contractions diminuent graduellement en fonction de la

concentration du t-BHP ajoutée au milieu d’incubation (Fig. 14).

BHP 0.03 mM

|

BHP 1 mM

Figure 14. Enregistrement typique de I'effet de I'addition du BHP a des concentrations cumulées (0.03 -
1 mM) sur la contraction spontanée des bandelettes longitudinales de I'iléon de lapin.

Le t-BHP diminue le tonus de repos des contractions d’une maniére qui dépend de la
concentration pour atteindre le seuil de signification a partir de 0.3 mM (basal: 0.38 £ 0.03 g, n =
5; t-BHP 1 mM: 0.2 + 0.03 g, n = 5, P<0.05; Fig. 15A). Cet effet sur le tonus est confirmé par
I’expression de sa valeur par rapport a celle notée en présence de la papavérine 100 uM (100%
de relaxation). Dans ce cas, la relaxation est significative a partir de la concentration 0.03 mM
(21.7 £ 0.9%, n = 5) et elle augmente graduellement pour atteindre 79.0 £ 9.7% (n = 5, P<0.05;
Fig. 16B). L’amplitude des contractions spontanées diminue graduellement en fonction de la
concentration du t-BHP, elle passe de 0.54 + 0.07 g (n=5) a 0.28 £0.04 g (n = 5, P<0.05; Fig.
15C) en présence du t-BHP 1 mM. Par contre, la fréquence des contractions n’est pas modifié¢e
(P>0.05; Fig. 15D).
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Figure 15. Effets du BHP sur la contraction spontanée des bandelettes de I'iléon de lapin.
Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 5) *: comparaison par rapport au basal ou a 0% dans le cas de la
relaxation.

4. Effets de PABAP et du t-BHP sur la contraction stimulée

4.1. Contraction induite par le carbachol

Le traitement des bandelettes avec différentes concentrations de peroxyl ABAP entraine une
Iégere diminution de la contraction phasique induite par le carbachol 1 uM (P>0.05). Les taux de
diminution sont compris entre 17% et 39% pour les tissus traités avec le peroxyl ABAP 0, 49 et
89 uM (Fig. 16)
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Le traitement des bandelettes avec le t-BHP ne modifie pas leur réponse au carbachol 1 pM,
I’amplitude de la contraction phasique en absence du t-BHP est de 1.24 + 0.15 g (n = 5) et de
1.22 +0.14 g (n =5, P>0.05) en présence du t-BHP 1 mM.

4.2. Contraction induite par la stimulation électrique

La stimulation électrique (EFS) est réalisée en faisant passer un courant électrique de 30 V
(20 Hz, durée 0.5 msec/ impulsion). Les bandelettes sont stabilisées dans ces conditions pendant
30 min. La stimulation par champs électrique des bandelettes longitudinales de 1’iléon se traduit
par une contraction monophasique réguliere (Fig. 17). Le tonus de repos des contractions est
légérement diminué, alors que 1’amplitude des contractions est augmentée (Fig. 17).

La stimulation électrique ne modifie pas le tonus de repos des contractions (basal: 0.25 +
0.06 g, n = 5; EFS: 0.24 £ 0.03 g, n = 5, P>0.05; Fig. 18A). Par contre, elle induit une
augmentation significative de I’amplitude a 1.00 + 0.12 g (basal: 0.50 + 0.12, n = 5, P<0.05; Fig.
18B). Aprées I’addition du peroxyl ABAP 98 pM, une légere diminution est notée dans le tonus et
I’amplitude des contractions induites par EFS mais de maniére non significative (P>0.05; Fig. 18
A-B); alors que la fréquence est inchangée (P>0.05; Fig. 18 C).

En présence de peroxyl ABAP, le tonus de repos des contractions en absence de EFS est
légérement diminué par rapport au tonus de repos sous EFS (P>0.05; Fig. 18A). L’amplitude et
la fréquence des contractions en présence de ’ABAP sous EFS n’est pas différente de celle de
I’ABAP seul (P>0.05; Fig. 18B-C). La relaxation induite par le peroxyl ABAP sous EFS n’est
pas significative bien qu’elle atteigne 31.4 £ 13.1% (n = 5, P>0.05) et 40.0 £ 15.9% (n = 5,
P>0.05) respectivement a la cinquieme et a la derniere minute d’incubation. La durée du silence
induite par I’application du peroxyl ABAP est diminuée de 149+ 38 s (n=5)a56+24s(n=>5,
P<0.05).
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Figure 18. Effets du peroxyl ABAP 98 uM sur la contraction induite par la stimulation electrique.
Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 5). *P<0.05: comparaison par rapport au basal sauf indication
et par rapport a 0% dans le cas de la relaxation. Stim. : Stimulation électrique, ns: non significatif.
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4.3. Contraction induite par le KCl et le BaCl,

L’incubation des bandelettes avec le KCl 80 mM ou le BaCl, 5 mM induit une contraction
biphasique : une contraction phasique et une contraction tonique soutenue séparées par une petite

relaxation de courte durée (Fig. 19).

A B
KC',?O mM BaCl, 5 mM
\\ \/
\
029 I M 0.2 gI

Figure 19. Enregistrements typiques de la contraction induite par le KCl et le BaCl,.
L’adition du KCl ou du BaCl2 induit une une contraction phasique et une contraction tonique
soutenue séparées par une petite relaxation de courte durée.

Le KCI augmente I’amplitude de la contraction phasique de 0.36 £ 0.04 g (n =13) a 1.10
0.11 g (n =13, P<0.05; Fig. 20A). Le tonus (ou contraction tonique) est augmenté de 0.35 + 0.03
gmn=13)a 0.72 £0.02 g (n =13, P<0.05; Fig. 20B). L’¢élimination du KCI (plusieurs lavages
suivis d’une période de stabilisation de 30 min) ne permet pas le retour du tissu a son activité
basal. En comparaison avec 1’état basal, le tonus est légerement augmenté (0.41 + 0.02 g, n =13,
P>0.05); I’amplitude et la fréquence sont diminuées apres le traitement avec le KCl (amplitude :
0.23 £0.02 g, n=13, P<0.05 ; fréquence : 5.6 £ 0.7 cpm, n = 13, P<0.05).

Le BaCl, augmente I’amplitude de la contraction phasique de 0.43 £ 0.05 g (n=13)a 1.08 £
0.12 g (n =13, P<0.05; Fig. 20A). La force atteinte par la contraction tonique est de 0.59 £ 0.02 g
(n = 13, P<0.05; basal: 0.33 = 0.03 g, n = 13; Fig. 20B). L’¢élimination du BaCl,, comme décrit
pour le KCI, ne permet pas le retour du tissu a son activité¢ basal. En comparaison avec 1’état
basal, le tonus est Iégérement augmenté (0.39 = 0.03 g, n = 13, P>0.05), ’amplitude passe a 0.30
+0.03 g (n =13, P<0.05) et la fréquence a 2.5 £ 0.7 cpm (n = 13, P<0.05).
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Figure 20. Amplitude et tension de la contraction induite par le KCl 80 mM et le BaCl, 5 mM.
Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 13). *P<0.05: comparaison par rapport au basal.

- Effet du t-BHP

Le prétraitement des bandelettes avec le t-BHP 1 mM n’a aucun effet sur la contraction
phasique induite par le KCl ou le BaCl,. Par contre, la contraction tonique diminue
progressivement avec le temps (Fig. 21A, B). L’amplitude de la contraction phasique est de 1.04
+0.06 et 0.87 £0.10 g (n=6; KCI : 0.89 £ 0.10 g, n = 6, P>0.05; BaCl,: 0.85 £ 0.11 g, n = 6,
P>0.05; Fig. 22A) pour les tissus traités respectivement avec le KClI et le BaCl,. La tension de la
contraction tonique est diminuée de manicre significative (P<0.05; Fig. 22B); les taux de
diminution sont de 44.1% (n = 6) et de 38.3% (n = 6) pour les tissus traités respectivement avec
le KCI 80 mM et le BaCl, 5 mM.

A s
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' i BGL Ak BaCl, 5 mM BHP 1mM
' Lt BHPAmM ' L
v v
L
' |
0.2 gI 0.2 QI ' ! !
| — —_—
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Figure 21. Enregistrements typiques de I’effet du BHP sur la contraction induite par le KCI ou le BaCl,.
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Figure 22. Effet du BHP 1 mM sur 'amplitude de la contraction phasique et la contraction tonique induites
par le KCl ou le BaCl2.
Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 6). *P<0.05, comparaison BHP + KCI/BaCl, vs. BHP.

- Effets de ’ABAP

Dans cette expérience, ’ABAP 20 et 40 mM sont incubés pendant 60 min avant leur addition
au milieu d’incubation, ce qui est équivalent a I’obtention d’une concentration de peroxyl ABAP
de 98 et de 196 puM, respectivement. Etant donné que KCI et le BaCl, sont ajoutés au milieu
d’incubation 15 ou 20 minutes apres 1’addition du peroxyl ABAP 98 ou 196 uM, ceci correspond
a une concentration de 122.4 et 261.1 pM de peroxyl ABAP au moment de I’enregistrement des
effets de 1’addition du KCI ou du BaCl..

Les effets de ’ABAP sur la contraction phasique et la contraction tonique des bandelettes
longitudinales induites par le KCI ou le BaCl, ne semblent pas dépendre de la concentration (Fig.
23). Apres I’incubation des bandelettes avec le peroxyl ABAP 98 ou 196 uM, I’application du
KCI ou du BaCl; induit le méme type de réponse observée en absence de peroxyl ABAP: une
contraction phasique et une contraction tonique séparées par une petite relaxation de courte durée
(Fig. 23). En absence de peroxyl ABAP, les bandelettes répondent au KCI 80 mM par une
contraction phasique de 1.10 = 0.11 g (n = 13; Fig. 24A), alors que la tension de la contraction
tonique est de 0.72 = 0.02 g (n = 13; Fig. 24B). L’amplitude de la contraction phasique induite
par le KCI en présence de peroxyl ABAP 98 uM est de 0.97 + 0.17 g (n = 6, P>0.05; Fig. 24A);
la tension de la contraction tonique est augmentée de 18.5% (n = 6, P<0.05; Fig. 24B).
L’amplitude de la contraction phasique induite par le KCl est augmentée 4 1.48 £ 0.18 g (h =7,
P<0.05) pour les tissus traités avec le peroxyl ABAP 196 uM, mais la tension de la contraction
tonique reste inchangée (P>0.05; Fig. 24B).
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Figure 23. Enregistrements typiques de I'effet de peroxyl ABAP (ABAPOQO") 98 et 196 uM sur la contraction induite par le KCl ou le BaCl,.
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La comparaison des réponses au KCI en présence des deux concentrations de peroxyl ABAP
montre une augmentation significative de 34.4% dans 1’amplitude de la contraction phasique
(P<0.05; Fig. 24A). Par contre, une faible différence (13.5%) est notée entre les tensions de la
contraction tonique (P>0.05; Fig. 24B).

Les bandelettes répondent au BaCl, 5 mM seul par une contraction phasique (1.07 + 0.11 g,
n = 12; Fig. 24A) et une contraction tonique de 0.52 £ 0.02 g (n = 12; Fig. 24B). Le traitement
des bandelettes avec le peroxyl ABAP 98 uM ne modifie pas I’amplitude de la contraction
phasique induite par le BaCl, (P>0.05; Fig. 24A), alors que la tension de la contraction tonique
est augmentée de 22.0% (P<0.05; Fig. 24B). En présence de peroxyl ABAP 196 uM, I’amplitude
de la contraction phasique est augmentée a 1.75 £ 0.3 g (n =7, P<0.05; Fig. 24A) et la tension de
la contraction tonique est augmentée de 28.0% (P<0.05; Fig. 24B).

La comparaison des réponses au BaCl, en présence des deux concentrations du peroxyl
ABAP montre une différence de 49.0% (P<0.05, Fig. 24A) entre les amplitudes de la contraction
phasique. La contraction tonique est peu affectée par 1’augmentation de la concentration du
peroxyl ABAP (7.8%, P>0.05; Fig. 24B).

- Effet de la combinaison peroxyl ABAP / verapamil

L’addition du vérapamil 1 pM induit un arrét total des contractions spontanées et une
diminution du tonus de repos (relaxation totale) dans les minutes qui suivent son application
(Fig. 25A-D). Seul le peroxyl ABAP 196 uM est capable d’induire une reprise modérée des
contractions spontanées en présence du vérapamil et une réponse a 1’addition du KCl ou du
BaCl, (Fig. 25B-D). Le traitement des bandelettes avec le vérapamil 1 uM induit une diminution
du tonus de repos de 0.39+0.02 g(n=12)a0.21 £0.02 g (n = 12, P<0.05; Fig. 26A).

Le peroxyl ABAP 98 et 196 uM n’affectent pas la relaxation induite par le vérapamil (Fig.
26A). Les bandelettes traitées avec I’ABAP 196 uM et en présence du vérapamil 1 uM
reprennent leur activité phasique aprés 7 a 8 minutes de silence (470 + 48 s, n = 7), une durée qui
n’est pas différente de celle observée avec ’ABAP seul (460 + 45 s, n = 7). Dans ce cas, les
contractions rythmiques se stabilisent a un tonus de repos de 0.16 + 0.03 g (n = 7) qui n’est pas
différent de celui observé avec le peroxyl ABAP 196 uM. Malgré la reprise des contractions
phasiques, I’amplitude et la fréquence des contractions restent significativement plus petites
qu’en présence de I’ABAP seul (P<0.05; Fig. 26B-C).
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Figure 24. Effet du peroxyl ABAP (ABAPOOQ’) sur la contraction induite par le KCl ou le BaCl,.
Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 5-7). *P<0.05: comparaison par rapport au témoin
correspondant sauf indication. Le témoin est la moyenne des valeurs basales pour les bandelettes

traitées avec le peroxyl ABAP 98 et 196 UM (n = 13). B: basal.
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La contraction induite par le KCI et le BaCl, dépendent de la concentration du peroxyl ABAP
ajouté. En présence du vérapamil et du peroxyl ABAP 98 uM, le KCI 80 mM ou le BaCl, 5 mM
induisent une contraction phasique peu différente de zéro (Fig. 27A). En présence du vérapamil
et du peroxyl ABAP 196 uM, les agents de stimulation induisent une contraction phasique qui
reste atténuée par rapport a celle induite par le KCI seul (Fig. 27A). La comparaison des deux
concentrations de peroxyl ABAP montre une différence significative dans I’amplitude de la

contraction phasique induite par le KCI ou le BaCl, (P<0.05; Fig. 27A).
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5. Etude pharmacologique de la réponse du muscle lisse a ’ABAP

5.1. Influence de la médiation cholinergique et de la conduction nerveuse

L’hexaméthonium 100 pM, I’atropine 1 pM et la lidocaine 100 uM sont ajoutées au milieu
d’incubation pendant 15 minutes avant 1’addition du peroxyl ABAP 98 uM. L’observation des
enregistrements des contractions ne révele pas de modification du tonus, de I’amplitude et de la
fréquence des contractions des tissus traités avec 1’hexaméthonium 100 uM et I’atropine 1 uM
(Fig. 28A, B). Dans ces deux cas, le rythme des contractions est maintenu, une stabilité est notée
dans le tonus, I’amplitude et la fréquence des contractions. La lidocaine induit une forte
perturbation non reproductible des contractions phasiques, caractérisée par une légéere
augmentation du tonus de repos et une diminution de ’amplitude des contractions sans modifier
leur fréquence (Fig. 28C).

L’addition de I’hexaméthonium 100 pM ne modifie ni le tonus de repos ni ’amplitude ni la
fréquence des contractions (n = 5, P>0.05; Fig. 29A-C). En présence du peroxyl ABAP 98 uM,
le tonus est diminué¢ a 0.16 = 0.02 g (n = 5, P<0.05; Fig. 28A); alors que I’amplitude est
augmentée de 39.1% (P<0.05; Fig. 28B) et la fréquence diminuée de 9.4 + 1.0 cpm (n=5) 2 6.0
+ 0.4 cpm (n =5, P<0.05; Fig. 29C). Comparée a la réponse du peroxyl ABAP en présence du
véhicule, seule la durée du silence est diminuée de 119+ 13s(n=6) a 50 + 10 s (n = 5, P<0.05)
par ’hexaméthonium, le reste des parametres de la contraction ne présentent pas de différences
(P>0.05; Fig. 29A-D).

Le traitement des bandelettes longitudinales avec I’atropine 1 puM induit une légere
diminution du tonus de 0.33 £ 0.06 g (n = 6) a 0.29 = 0.05 g (n = 5, P>0.05). L’amplitude et la
fréquence des contractions ne sont pas modifiées (P>0.05; Fig. 29B-C). L’application du peroxyl
ABAP 98 uM diminue légérement le tonus a 0.20 £ 0.03 g (n = 5, P>0.05; Fig. 29A); alors que
I’amplitude est faiblement augmentée a 0.85 + 0.05 g (n = 5, P>0.05; atropine: 0.59 £0.12 g, n =
5; Fig. 29B). La fréquence des contractions est diminuée de 9.3 £ 0.9 cpom 2 6.9 + 0.9 cpm (n =
5, P<0.05; Fig. 29C). Comparée a la réponse du peroxyl ABAP en présence du véhicule, la durée
du silence est réduite de 50.4% (P<0.05) par I’atropine; le reste des parameétres de la contraction

ne presentent pas de différences (P>0.05; Fig. 29A-D).
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Figure 29. Influence de I’hexaméthonium (Hex.) 100 uM, de I'atropine (Atr.) 1 uM et de la lidocaine (Lid.)
100 uM sur la réponse des bandelettes de I'iléon de lapin au peroxyl ABAP 98 uM. Les valeurs sont la
moyenne + SEM (n = 5-6). ¥*P<0.05: comparaison par rapport au basal (B) sauf indication; ns : non significatif.
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La lidocaine 100 uM induit une lIégere augmentation du tonus a 0.34 £ 0.01 g (n = 6, basal:
0.27 £ 0.02 g, n = 6, P>0.05; Fig. 29A). Parallelement, I’amplitude et la fréquence des
contractions sont légérement diminuées respectivement a 0.48 + 0.06 g (n = 6, basal: 0.62 + 0.04
g, n =6, P>0.05; Fig. 29B) et 2 8.7 £ 0.7 cpm (n = 6, P>0.05; basal: 9.9 £ 0.6 cpm, n = 6; Fig.
28B). En présence du peroxyl ABAP 98 UM, le tonus est diminué a 0.21 £ 0.03 g (n =5, P<0.05)
et I’amplitude augmentée de 46.6% (P<0.05; Fig. 29B). Par contre, 1’application du peroxyl
ABAP induit une légére diminution de la fréquence (P>0.05; Fig. 29C). Comparée a la réponse
du peroxyl ABAP en présence du véhicule, le traitement des bandelettes avec la lidocaine induit
une diminution significative de la durée du silence a 68 + 14 s (n = 6, P<0.05), le reste des

parametres de la contraction ne présentent pas de différences (P>0.05; Fig. 29A-D).

5.2. Effet de I’isoprotérénol

L’isoprotérénol 100 uM est ajouté au milieu d’incubation pendant 15 minutes avant I’addition
de peroxyl ABAP 98 uM. L’isoprotérénol induit un arrét total des contractions phasiques (Fig.
30A) et cela généralement aprés 5 min d’incubation. Dans ce cas, il induit une relaxation totale
du muscle lisse (isoprotérénol: 0.05 = 0.01 g, n = 6, P<0.05; basal: 0.25 + 0.02 g, n = 5; Fig.
30B). Les bandelettes traitées avec I’isoprotérénol ne répondent pas au peroxyl ABAP et le tonus
reste inchangé par rapport a celui noté en présence de 1’isoprotérénol seul (0.04 = 0.01 g, n =6,
P>0.05; Fig. 30B).

B
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0.3+
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0.21
— ns
k=
g ' d
S |
0.14
0.5g * .
— 0.0 T T
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Figure 30. A: Enregistrement typique de I'effet de I'isoprotérénol sur la contraction spontanée des
bandelettes longitudinales de I'iléon de lapin. B: Influence de I'isoprotérénol 100 uM (Iso.) sur le tonus
des bandelettes longitudinales de I'iléon de lapin.

Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 6). *P<0.05: comparaison par rapport au basal. ns : non
significatif.
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5.3. Effets des antagonistes des canaux potassiques

La 4-AP 4 mM, le TEA 5 mM et le clotrimazole 30 uM sont ajoutés au milieu d’incubation
pendant 20 min avant 1’addition du peroxyl ABAP 98 uM. L’observation des enregistrements
des contractions révele que 1’addition du DMSO (véhicule) au milieu d’incubation n’a pas
d’effet sur la contraction spontanée des bandelettes (Fig. 31A). La 4-AP induit I’apparition d’un
pic de contraction transitoire suivi par des contractions phasiques de tonus élevé et de faible
amplitude (Fig. 31B). Quelques fois, la 4-AP induit des contractions phasiques tres irréguliéres
de grande amplitude et de tonus de repos relativement bas (Fig. 31C). Comme la 4-AP, le TEA
induit un pic de contraction phasique (rapide et transitoire), augmente le tonus et diminue
I’amplitude et la fréquence des contractions (Fig. 31D). Dans le cas du clotrimazole, le tonus est
inchangé; par contre, I’amplitude et la fréquence des contractions diminuent progressivement au
cours du temps (Fig. 31E).

L’application de la 4-AP augmente significativement le tonus de repos des contractions de
0.21+0.03g(n=5)a0.42+0.04 g (n=5, P<0.05; Fig. 32A), I’amplitude est diminuée de 16%
mais de maniére non significative (P>0.05; Fig. 32B). Par contre, la fréquence des contractions
est significativement diminuée (P<0.05; Fig. 32C). En présence de peroxyl ABAP 98 uM, une
diminution significative du tonus est notée (0.23 = 0.03 g, n = 5, P<0.05), I’amplitude est
augmentée a 0.91 £ 0.07 g (n =5, P<0.05). Dans ces conditions, le vérapamil 1 uM induit une
diminution non significative du tonus (0.14 + 0.03 g, n = 5, P>0.05; Fig. 32A). Par contre,
I’amplitude et la fréquence des contractions sont fortement réduites aux cours des derniers
minutes d’incubation avec le vérapamil (P<0.05; Fig. 32B-C). Les bandelettes traitées avec la 4-
AP et en présence du (peroxyl ABAP + vérapamil) présentent un tonus de repos des contractions
¢levé par rapport a leur témoin correspondant (P<0.05; Fig. 32A). Pour ce méme type de
comparaison, aucune différence n’est notée dans ’amplitude, la fréquence des contractions ou
dans la relaxation induite par le peroxyl ABAP (P>0.05; Fig. 32A-C, Fig. 33). Le prétraitement
avec la 4-AP réduit significativement la durée du silence induit par le peroxyl ABAP de 110 + 8
sa44+24 s (n=5, P<0.05).

Le traitement des bandelettes avec le TEA induit une augmentation significative du tonus a
0.51 £ 0.01 g (n = 5, P<0.05; basal: 0.28 £ 0.07 g, n = 5) et une diminution de 32.2% dans
I’amplitude des contractions phasiques (P<0.05; basal: 0.62 = 0.08 g, n = 6; Fig. 32B).
Cependant, une diminution non significative de la fréquence des contractions est notée (P>0.05;
Fig. 32C). En présence du TEA, le peroxyl ABAP 98 uM diminue le tonus de 41.2% (n = 5,
P<0.05; Fig. 32A); mais il augmente 1’amplitude des contractions de 59.2% (P<0.05; Fig. 32B).

L’addition du vérapamil induit une diminution significative du tonus, de ’amplitude et de la
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fréquence des contractions, respectivement de 53.3, 76.7 et 64.4% (P<0.05; Fig. 32A-C). Les
bandelettes traitées avec le TEA et en présence du (peroxyl ABAP + vérapamil) présentent un
tonus de repos des contractions élevé par rapport a leurs témoins correspondants (P<0.05; Fig.
32A). Pour ce méme type de comparaison, aucune différence n’est notée dans I’amplitude, la
fréquence des contractions ou la relaxation induite par le peroxyl ABAP (P>0.05; Fig. 32A-C).
Le TEA n’a pas d’effet significatif sur la durée du silence (TEA: 84 £ 10 s, n =5, P>0.05).
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Figure 31. Enregistrements typiques de I'effet du DMSO (véhicule), de la 4-AP, du TEA et du
clotrimazole sur la contraction spontanée des bandelettes longitudinales de I'iléon de lapin.
La ligne discontinue représente le niveau du tonus basal des contractions phasiques.
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L’activité rythmique des bandelettes traitées avec le clotrimazole est caractérisée par une
faible diminution du tonus (P>0.05; Fig. 32A). Par contre, ’amplitude des contractions est
diminuée de maniere significative de 0.54 +£ 0.04 g (n=5) a 0.22 + 0.07 g (n = 5, P<0.05; Fig.
32B). La fréquence est legerement diminuée a 5.1 + 2.2 cpm (n = 5, P>0.05). En présence du
peroxyl ABAP 98 uM, une légére diminution du tonus est notée (P>0.05), ’amplitude des
contractions est faiblement augmentée a 0.49 + 0.12 g (n = 5, P>0.05; Fig. 32B). Cependant, la
fréquence reste inchangée (P>0.05). L’addition du vérapamil au mélange clotrimazole/peroxyl
ABAP ne modifie pas le tonus de repos des contractions (P>0.05) et abolit les contractions
phasiques au cours des derniéres minutes de 1’incubation (P<0.05; Fig. 32B-C). Les bandelettes
traitées avec le clotrimazole et en présence du peroxyl ABAP ou de la combinaison
ABAP/vérapamil ne présentent aucune différence dans le tonus, I’amplitude, la fréquence des
contractions ou la relaxation par rapport a leurs témoins correspondants (P>0.05; Fig. 32A-C,
Fig. 33). Le prétraitement avec le clotrimazole réduit la durée du silence induit par le peroxyl
ABAP 4 35+ 21 (n=5, P<0.05).
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Figure 33. Effets de la 4-AP 4 mM, le TEA 5 mM et le clotrimazole (Clo.) 30 uM sur la relaxation induite
par le peroxyl ABAP 98 uM + vérapamil exprimée en pourcent par rapport a la relaxation induite par la
papavérine 100 uM.

Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 5). ns : non significativement différente de 0%. 5 dernieres
minutes: le temps d’incubation entre la 10°™ et la 15°™ minute de I'incubation.
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5.4. Effet de la déplétion des réserves calciques

Dans cette expérience, le milieu d’incubation est remplacé par la solution physiologique
contenant de la caféine 20 mM. La caféine induit une contraction phasique de courte durée suivie
par une relaxation totale du muscle aprés 2 minutes d’incubation (Fig. 34A). Dans ce cas, la
caféine induit une relaxation totale du muscle lisse (0.10 + 0.01 g, n = 5, P<0.05; basal: 0.25 +
0.03 g, n = 5; Fig. 34B). Comparées aux résultats obtenus avec le peroxyl ABAP 98 uM seul, les
bandelettes incubées en présence de la caféine 20 mM restent silencieuses et leur tonus reste
fortement diminué (0.09 £ 0.01 g, n =5, P<0.05; ABAP: 0.12 + 0.03 g; Fig. 34B).
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Figure 34. A: Enregistrement typique de I'effet de la caféine 20 mM sur la contraction spontanée des
bandelettes longitudinales de I'iléon de lapin. B: Influence de la caféine sur la réponse des bandelettes
longitudinales de I'iléon de lapin au peroxyl ABAP.

Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 5). ¥P<0.05: comparaison par rapport au basal sauf indication.
ns : non significatif.

5.5. Inhibition du métabolisme de I’acide arachidonique

L’acide nordihydroguaiarétiqgue (NDGA) 30 uM, la quinacrine 10 uM et I’indométhacine 10
UM sont ajoutés au milieu d’incubation pendant 20 minutes avant I’addition du peroxyl ABAP
98 uM. L’observation des enregistrements des contractions révele que 1’éthanol (véhicule) n’a
pas d’effet sur la contraction spontanée (Fig. 35A). Une diminution progressive du tonus, de
I’amplitude et de la fréquence des contractions est notée avec le NDGA (Fig. 35B). La
quinacrine induit une augmentation du tonus de repos des contractions phasiques, une diminution

de I'amplitude et une perte de la régularité des contractions (Fig. 35C). L’application de
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I’indométhacine induit une forte perturbation dans les contractions phasiques (Fig. 35D).
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Figure 35. Enregistrements typiques de I'effet de I’éthanol, du NDGA, de la quinacrine et de
I'indométhacine sur la contraction spontanée des bandelettes longitudinales de I'iléon de lapin.
La ligne discontinue représente le niveau du tonus de repos basal.

Le NDGA induit une diminution du tonus de repos des contractions a 0.18 £0.03g (n=7,
P>0.05; basal: 0.27 £ 0.04 g, n = 7; Fig. 36A). L’amplitude et la fréquence des contractions sont
légerement diminuées (P>0.05; Fig. 36B-C). L’addition du peroxyl ABAP 98 uM aprés le
NDGA diminue d’avantage le tonus (0.13 £ 0.02 g, n = 7, P>0.05), ne modifie pas I’amplitude
(P>0.05) et diminue la fréquence des contractions de 48.7% (P<0.05; NDGA: 7.0 £ 0.8 cpm; n =
7). Le tonus de repos des contractions et le taux de la relaxation induite par le peroxyl ABAP 98
UM en présence du NDGA ne sont pas différents de ceux notés avec le peroxyl ABAP seul
(P>0.05 ; Fig. 36A, 37). Par ailleurs, la présence du NDGA avec le peroxyl ABAP induit une
diminution de Iamplitude (65.8%) et de la fréquence (42.0%) des contractions phasiques par
rapport au témoin (P<0.05; Fig. 36B-C). Cependant, le traitement avec le NDGA multiplie par
trois le silence induit par le peroxyl ABAP, mais avec une tres grande variabilité (peroxyl
ABAP: 117 £ 31 s, n = 6; NDGA + peroxyl ABAP: 354 + 142 s, n =7, P>0.05).

En présence de la quinacrine, les contractions phasiques sont caractérisées par un tonus de
repos élevé (quinacrine: 0.27 £ 0.03 g, n = 7, P<0.05; basal: 0.19 = 0.01 g; Fig. 36A), une
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amplitude et une fréquence peu diminuées (P>0.05; Fig. 36B, C). En présence de la quinacrine,
le peroxyl ABAP 98 uM diminue le tonus de repos (0.14 = 0.03 g, n = 7, P<0.05), augmente
faiblement 1’amplitude des contractions (0.78 + 0.09 g, n = 7, P>0.05; quinacrine: 0.47 = 0.08 g,
n = 7; Fig. 36B) sans changer la fréquence (P>0.05). Le tonus de repos, I’amplitude et la
fréquence des contractions en présence du peroxyl ABAP 98 UM et de la quinacrine ne sont pas
différents de ceux notés avec le peroxyl ABAP seul (P>0.05; Fig. 36A-C). Le taux de la
relaxation induite par le peroxyl ABAP en présence de la quinacrine est de 30.1 £ 17.6% (n=7,
P>0.05; Fig. 36). Le silence observé avec le peroxyl ABAP disparait lors du prétraitement du
tissu avec la quinacrine (17 + 8 s, n =7, P<0.05).

L’incubation des bandelettes longitudinales en présence de 1’indométhacine 10 uM ne
modifie pas de manicre significative le tonus, I’amplitude et la fréquence des contractions
phasiques (P>0.05; Fig. 36A-C). En présence de 1I’indométhacine, le peroxyl ABAP 98 uM
diminue le tonus de 47.0% (P<0.05; Fig. 36A), mais sans affecter de maniere significative
I’amplitude et la fréquence des contractions phasiques (P>0.05; Fig. 36B-C). En présence de
I’indométhacine, le tonus, I’amplitude, la fréquence et la relaxation induite par le peroxyl ABAP
98 UM ne sont pas différent de ceux notés avec le peroxyl ABAP seul (P>0.05; Fig. 36A-C, Fig.
37). Cependant, une légére augmentation de la durée du silence est notée (194 + 68 s, n = 6,
P>0.05).

5.6. Inhibition des tyrosines phosphatases

Le vanadate 1 mM est laissé au contact du tissu pendant 30 min avant I’addition du peroxyl
ABAP 98 uM. Le vanadate induit une perte du rythme des contractions phasiques (Fig. 38A) et
une augmentation du tonus de repos de 0.27 = 0.06 g (n =6) a 0.73 + 0.13 (n = 6, P<0.05, Fig.
38B) sans modifier I’amplitude et la fréquence des contractions (P>0.05; Fig. 38C-D). En
présence du vanadate, le peroxyl ABAP diminue le tonus de repos de 69.8% (P<0.05; Fig. 38A)
et augmente I’amplitude des contractions (51.1%; P<0.05; Fig. 38B), sans toutefois modifier la
fréquence des contractions (P>0.05; Fig. 38C).

En présence du vanadate, le tonus, 1’amplitude, la fréquence et la relaxation induite par le
peroxyl ABAP 98 uM ne sont pas différents de ceux notés avec le peroxyl ABAP seul (P>0.05;
Fig. 33A-C). Par contre, la durée du silence est multipliée par 2.2 fois (peroxyl ABAP: 88.3 + 21
s, n = 6; vanadate + peroxyl ABAP: 198 + 21 s, n = 6, P<0.05)
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1. La contraction musculaire spontanee

Le muscle lisse du tractus gastro-intestinal est caractérisé par une activité mécanique
rythmique (contraction spontanée). Dans la présente étude, les bandelettes longitudinales de
I’iléon de lapin se contractent avec une fréquence de 10.5 cpm, une valeur qui n’est pas
différente de celle observée dans plusieurs études (Candura et al., 1994; Grasa et al., 2004). Les
préparations des bandelettes du duodénum et du jéjunum se contractent avec une fréquence
proche de celle de I’iléon (Grasa et al., 2005). L’activité contractile spontanée est aussi observée
dans D’intestin gréle d’autres animaux. Dans le duodénum, le jéjunum et 1’iléon du cobaye, la
fréquence des contractions est de 10 cpm (Gwynne et al., 2004) alors qu’elle est trois fois plus
grande chez la souris (Baldassano et al., 2008; Ueno et al., 2004a). La contraction spontanée des
muscles lisses n’est pas spécifique au tractus gastro-intestinal, elle est aussi observée, avec des
fréquences différentes, dans la musculature de la vessie, des vaisseaux sanguins et de 1’utérus
(Balemba et al., 2006; Datte et al., 1999; Hoffmann et al., 2003). La contraction des muscles
lisses est reliée au potentiel d’action de ces cellules musculaires (Sevcencu et al., 2008)
déclenchée par les ondes lentes des ICC (Alberti et al., 2007; Bywater et al., 1989). La
dépolarisation membranaire, induite par le potentiel d’action, induit 1’augmentation de I’influx
du Ca?* & travers les canaux calciques voltage-dépendants et la mobilisation du Ca?* des réserves

sarcoplasmiques via les récepteurs de 1’IP3 (Balemba et al., 2006).

1.1. Effet de la mobilisation du calcium

Le traitement des bandelettes longitudinales de 1’iléon de lapin avec le vérapamil induit un
arrét des contractions rythmiques et une diminution du tonus. Cet effet est aussi observé dans
plusieurs études précédentes (Gilani et al., 2008; Grasa et al., 2004; Shimamura et Sunano,
1988). Les canaux calciques membranaires de type L jouent un rdle important dans la
contraction spontanée des muscles lisses car leur blocage par la nicardipine, le vérapamil ou la
nifédipine induit une diminution du tonus de repos, de Iamplitude et de la fréquence des
contractions spontanées du tractus gastro-intestinal (Daniel et al., 2004; Grasa et al., 2004; Mulé
et Serio, 2001).

Dans nos expériences, 1’incubation de I'iléon avec la caféine induit un pic de contraction
phasique suivie par un arrét des contractions, cet effet est le résultat de la déplétion des réserves
calciques par la caféine. Un pic transitoire ne dépassant pas 30% de la contraction induite par
I’acétylcholine est aussi observé lors du traitement de 1’iléon du cobaye avec la caféine (Bauer et

al., 1991). L’apparition de ce pic de contraction est probablement due a la libération du calcium
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intracellulaire puisque la caféine augmente la concentration du calcium intracellulaire (Hashitani
et al., 2001; Morales et al., 2005; Ohta et al., 2000). La caféine a un effet inhibiteur sur la
contraction spontanée (Grasa et al., 2004; Jiang et al., 2005); cet effet est relié a I’AMPc
(Watanabe et al., 1992; Yi et al., 2006) puisque la caféine augmente la concentration d’AMPc¢
par inhibition de D’activité de la phosphodiestérase (Shafer et al., 1998). La déplétion des
réserves internes du Ca* par la caféine est due a I’activation des récepteurs de la ryanodine et de

la Ca®*-ATPase du réticulum sarcoplasmique (Morales et al., 2005).

1.2. Influence de la médiation cholinergique et de la conduction nerveuse

L’inhibition des récepteurs nicotiniques ganglionnaires par 1’hexaméthonium n’a aucun effet
sur la contraction spontanée, suggérant que la contraction spontanée de l’iléon n’est pas
controlée par la transmission nicotinique des neurones ganglionnaires excitateurs (Spencer et al.,
2000b), et que cette activité rythmique est d’origine myogene (cellule musculaire). Méme chez la
souris, les contractions phasiques de I’iléon sont indépendantes de la libération de 1’acétylcholine
des neurones cholinergiques excitateurs (Baldassano et al., 2008).

L’application de I’atropine diminue légérement le tonus de repos, sans affecter I’amplitude et
la fréquence des contractions, suggérant que la contraction spontanée des bandelettes de 1’iléon
de lapin n’est pas controlée par l'activation des récepteurs muscariniques. Des résultats similaires
ont été obtenus avec le c6lon du lapin et du rat (Benabdallah et al., 2008; Gonzalez et Sarna,
2001a). L’activation des récepteurs muscariniques semble étre impliquée dans le maintien du
tonus de repos des contractions puisque 1’application de I’atropine diminue le tonus de repos des
contractions de 12%.

Dans la présente étude, la lidocaine, un anesthésique local, a un effet spasmogene qui se
manifeste par une perturbation des contractions spontanées avec une légére augmentation du
tonus de repos, une légére diminution de I’amplitude et de la fréquence des contractions. L’effet
spasmogéne de la lidocaine est aussi observé dans le cdlon du rat, avec une augmentation
durable du tonus et une inhibition des contractions phasiques (Borjesson et al., 1997). L’effet
anesthésique de la lidocaine est dii au blocage des canaux Na® voltage-dépendants et a
I’inhibition des canaux calciques (Josephson et Sperelakis, 1976). La lidocaine implique la
diminution de la concentration d’AMPc pour augmenter le tonus de repos puisque ce dernier est
diminué aprées 1’addition de la papavérine, un inhibiteur de la phosphodiestérase (Borjesson et
al., 1997). De méme, 1I’augmentation du tonus de repos par la lidocaine est due a 1’inhibition des

canaux potassiques sensibles a I’ATP (Kinoshita et al., 2003).

1.3. Influence de I’isoprotérénol
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Le traitement des bandelettes par 1’isoprotérénol, un agoniste des récepteurs f-adrénergiques,
induit un arrét des contractions rythmiques et une diminution du tonus. L’effet relaxant de
I’isoprotérénol est aussi observé dans les muscles lisses du colon utilisés sous forme de segments
ou de bandelettes circulaires, du fundus gastrique et du muscle longitudinal ciliaire (Carnicelli et
al., 2000; Fusi et al., 1998; Matsumoto et al., 2005; Mule et al., 1999b). L’isoprotérénol induit la
relaxation des segments de 1’iléon du cobaye et des bandelettes longitudinales de 1’utérus du rat
par I’augmentation de la concentration d’AMPc (Criswell et Loch-Caruso, 1999; Ostrom et
Ehlert, 1997)

1.4. Effets des antagonistes des canaux potassiques

Les canaux potassiques jouent un rble important dans la signalisation cellulaire et la
régulation de la contraction du muscle lisse (Shieh et al., 2000). L’activation des canaux K*
augmente la conductance du K*, ce qui hyperpolarise la membrane et induit la relaxation du
muscle lisse (Langheinrich et Daut, 1997). Par contre, le blocage des canaux potassiques avec le
TEA ou la 4-AP induit une contraction des muscles lisses mettant en jeu I’entrée du calcium via
les canaux calciques de types L car le vérapamil abolit cette contraction (Dong et al., 2005).

Dans nos expériences, le TEA, un inhibiteur non sélectif des canaux potassiques, augmente
significativement le tonus de repos, diminue I’amplitude et la fréquence des contractions, cet
effet ressemble a certains égards a une contraction tonique. Ce résultat suggere que le tonus de
repos des contractions phasiques de 1’iléon de lapin est controlé par les canaux potassiques.
Plusieurs études confirment que le blocage des canaux potassiques avec le TEA augmente le
tonus de repos des contractions du célon, du duodénum, du jéjunum et de I'iléon (Benabdallah et
al., 2008; Dong et al., 2005; Lamarca et al., 2006).

Nos résultats montrent que 1’application de la 4-AP aux bandelettes de I’iléon induit une
augmentation du tonus de repos et une diminution dans la fréquence des contractions. Le blocage
des canaux potassiques voltage-dépendants (Kv) par la 4-AP induit deux types de réponse. Dans
la majorité des cas, la 4-AP diminue 1’amplitude des contractions; dans les autres cas,
I’amplitude des contractions est augmentée. La réponse bimodale est aussi observée dans le
duodénum de la souris (Dong et al., 2005) et dans le cas du blocage des canaux potassiques du
colon avec le TEA (Benabdallah et al., 2008). Dans des préparations circulaires du célon du rat,
la 4-AP (5 et 10 mM) induit une augmentation du tonus de repos et une inhibition transitoire des
contractions spontanées pendant 10 a 20 minutes; passé ce délai, le muscle lisse reprend son
activité mecanique avec une amplitude et une fréquence des contractions plus elevées (Alberti et
Jimenez, 2005).

Le clotrimazole est utilis¢ comme un inhibiteur des canaux potassiques activés par le Ca®*
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(Joiner et al., 2003; Tofukuji et al., 1998). Nos résultats montrent que le clotrimazole induit une
diminution significative de ’amplitude des contractions, alors que le tonus et la fréquence des
contractions sont inchangeés. Les canaux K¢, sont activés par I'augmentation de la concentration
du calcium intracellulaire et la dépolarisation membranaire et jouent un réle important dans
I’excitabilité des muscles lisses du tube digestif (Carl et al., 1995). Le blocage des canaux Kc,
par le clotrimazole induit une constriction transitoire de I’artére et des vaisseaux sanguins

coronaires du rat (Steinmetz et al., 2000; Tofukuji et al., 1998).

1.5. Effets des inhibiteurs du métabolisme de I’acide arachidonique

Le NDGA 30 uM, un inhibiteur de la lipoxygénase, induit une Iégere diminution du tonus, de
I’amplitude et de la fréquence des contractions rythmiques. Ce faible effet est probablement relié
a la faible concentration utilisée du NDGA. La tendance a I’inhibition des contractions serait due
a Pactivation des canaux potassiques par le NDGA (Nagano et al., 1996). Le NDGA peut aussi
inhiber les canaux calciques des cellules hypophysaires par un effet qui serait d a I’interaction
du NDGA avec les canaux calciques ou avec une protéine membranaire qui module ’activité de
ces canaux (Korn et Horne, 1990).

L’indométacine est utilisé pour inhiber la synthése des prostaglandines (Pourmahram et al.,
2008). L’application de 1’indométacine 10 UM induit une Iégere diminution du tonus de repos,
sans modifier I’amplitude et la fréquence des contractions. Dans des préparations longitudinales
du fundus gastrique du rat, I’indométacine 10 uM induit une diminution de I’amplitude des
contractions, sans modifier le tonus basal (Afshin et al., 2005). Par contre, la méme
concentration d'indométacine augmente 1’amplitude des contractions phasiques des bandelettes
de I’iléon et du jéjunum du rat (Koyluoglu et al., 2008).

La quinacrine, un inhibiteur de la phospholipase A, induit une augmentation significative du
tonus des contractions accompagnée d'une légere diminution de I’amplitude et de la fréquence
des contractions. L’application de la quinacrine au muscle lisse de 1’utérus du rat n’affecte pas la
fréquence et la force des contractions (Criswell et Loch-Caruso, 1999). L’acide arachidonique
libéré par I’action de la PLA, contribue au contr6le de la contraction spontanée des muscles
lisses (Alcon et al., 2000). Les dérivés métaboliques de 1’acide arachidonique, comme la PGI; et
la PGE,, contribuent a la relaxation des muscles lisses (Prasad et Gupta, 2002), cet effet est
abolit par la quinacrine (Marathe et al., 1996). De plus, I’acide arachidonique et ses dérivés
métaboliques activent les canaux potassiques et induisent 1’hyperpolarisation de la membrane,

conduisant a la relaxation des muscles lisses (Campbell et al., 2003).

1.6. Effet de I’orthovanadate
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L’incubation des bandelettes de 1'iléon de lapin en présence de 1’orthovanadate 1 mM induit
une augmentation significative du tonus des contractions, mais sans modifier ni la fréquence ni
I’amplitude des contractions. Plusieurs études avaient montré que l'orthovanadate induit la
contraction des préparations musculaires de 1’estomac, de 1’iléon, du c6lon et de la vessie (Alcon
et al., 2000; Grasa et al., 2006; Li et al., 2006; Mori et Tsushima, 2004; Petkov et al., 1998).
L’inhibition des tyrosines phosphatases par le vanadate favorise 1’effet des tyrosine kinases qui a
leur tour activent les canaux calciques voltage-dépendants et/ou inhibent la Ca®*-ATPase du
réticulum sarcoplasmique, et augmentent la phosphorylation des chaines légeres de myosine
(Alcon et al., 2000; Di Salvo et al., 1993; Kuriyama et al., 1998; Mori et Tsushima, 2004;
Wijetunge et al., 1998). L’effet contractile du vanadate dépend de 1’ouverture des canaux
calciques de type L puisque leur inhibition par le vérapamil abolit la contraction induite par le
vanadate (Lee et al., 1994).

2. La contraction musculaire stimulée

2.1. Lacontraction induite par le carbachol

Dans la présente étude, le traitement des bandelettes longitudinales de 1’iléon de lapin avec
le carbachol se traduit par I’apparition d’une contraction biphasique: une contraction
phasique rapide suivie par une contraction tonique. Ce type de réponse a été aussi observé dans
I’iléon et le colon de la souris, du rat, du cobaye et du lapin (Baldassano et al., 2008; Benabdallah
et al., 2008; McCarron et al., 2002; Poole et Furness, 2007; Takeuchi et al., 2001). La contraction
des muscles lisses induite par le carbachol est due a 1’activation des récepteurs muscariniques
(Sales et al., 1997; Yousufzai et al., 2000) qui induit la production du 1,4,5-triphosphate (IP3) et
du diacylglycérol par activation de la phospholipase C (Espanol et Sales, 2000; Sales et al.,
1997; Takeuchi et al., 2001). La réponse biphasique résulte de la libération du Ca* des réserves
intracellulaires par l'action de I’IP3 sur ses récepteurs et de I’entrée, dans un second temps, du
Ca’* par les canaux calciques de type L (Magalhaes et al., 2004; Sim et al., 2001; Takeuchi et al.,
2001).

2.2. Lacontraction induite par le KClI et le BaCl,

L’incubation des bandelettes de l'iléon de lapin avec le KCI 80 mM induit une contraction
biphasique: une contraction phasique et une contraction tonique durable séparées par une petite
relaxation de courte durée; ce type de réponse a été aussi observé dans 1’iléon, le colon et
I’estomac (Dai et al., 2003; Takeuchi et al., 2001; Takeuchi et al., 2007). Le KCI induit la

dépolarisation membranaire et active les canaux calciques voltage-dépendants (canaux calcique



Discussion 70

de type L), ce qui induit ’augmentation du calcium intracellulaire et la force de contraction du
muscle (Buharalioglu et Akar, 2002; Grasa et al., 2004). En effet, le blocage des canaux
calciques de type L par le vérapamil ou la nifédipine abolit la contraction induite par le KCI
(Murillo et al., 1997).

Dans nos expériences, le traitement des bandelettes longitudinales avec le BaCl, induit une
contraction phasique suivie par une contraction tonique durable. Le méme effet est également
observée avec le duodénum du mouton (Murillo et al., 1997). Le BaCl,, comme le KCI, induit la
dépolarisation de la membrane plasmique (Flynn et al., 1999; Huizinga et al., 1991) et active les
canaux calciques de type L pour induire la contraction musculaire du fait qu’elle est inhibée par
le nifédipine et activée par le BayK8644, un ouvreur des canaux calciques de type L (Sgaragli et
al., 1993). En plus de son effet contractile, le BaCl, peut inhiber la conductance potassique
(Karaki et al., 1986; Murillo et al., 1997).

2.3. Lacontraction induite par la stimulation électrique

Dans la présente étude, la stimulation électrique (20 Hz, largeur des impulsions 0.5
millisecondes et 30 minutes de stimulation) induit une réponse monophasique reproductible
pendant toute la durée de la stimulation. La contraction induite par la stimulation électrique
dépend de la fréquence utilisée lors de la stimulation (Kitazawa et al., 2002; Mitsui et al., 2006).
La contraction résulte de la stimulation des neurones cholinergiques puisqu’elle est

complétement inhibée par 1’atropine et la tétrodotoxine (TTX) (Kitazawa et al., 2002).

3. Effets de PABAP et du t-BHP sur la contraction spontanée

L’incubation des bandelettes longitudinales de I’iléon de lapin avec ’ABAP non décomposé
(20 mM) ou avec différentes concentrations de peroxyl ABAP induit une réponse biphasique : un
silence suivi par une reprise de I’activité contractile d’amplitude légerement augmentée. La
réponse biphasique de ’ABAP (20 et 40 mM) a été également observée avec le jéjunum du lapin
a la suite de I’addition de ’ABAP 23.68 mM (Peluso et al., 2002). Un effet osmotique de
I'ABAP est a exclure puisque le mannitol & la méme concentration que celle de I’ABAP ne
modifie pas le tonus de repos, ’amplitude et la fréquence des contractions. Par ailleurs, le silence
observé n’est pas dii dans sa totalit¢ au peroxyl ABAP seul puisque ’ABAP non décomposé
arréte momentanément les contractions phasiques. L’augmentation de la concentration de
I'’ABAP (40 mM) et de son peroxyl (196 uM) multiplie le silence par un facteur de 2.5, suggérant
alors que le silence est di a la molécule ABAP et qu'il peut étre prolongé par les radicaux

peroxyl. Les effets du peroxyl ABAP sont réversibles aprés son élimination par le lavage,
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suggérant que la peroxydation induite par les peroxyl ABAP a de faibles effets sur la contraction
spontanée ou bien ils sont réduits par les mécanismes de défense cellulaires (Peluso et al., 2002).
Par contre, I’utilisation de fortes concentrations en apparence de peroxyl ABAP, réduit
I’amplitude et la fréquence des contractions spontanées du jéjunum de lapin (Peluso et al., 2002).

Dans la présente étude, la durée du silence est diminuée par le blocage des récepteurs
muscariniques et nicotiniques, respectivement avec l’atropine et 1’hexaméthonium, et par
I’inhibition de la conduction nerveuse avec la lidocaine, suggérant que la transmission
nicotinique et la propagation du potentiel d’action sont impliquées dans la médiation de
I’inhibition de la contraction spontanée par I’ABAP en premier lieu et peut étre par le peroxyl
ABAP.

En présence du peroxyl ABAP, I’inhibition de la contraction spontanée par 1’isoprotérénol
persiste toujours, cela démontre que le peroxyl ABAP n’a pas d’effet sur la voie de signalisation
qui implique les récepteurs P-adrénergiques et la formation de I’AMPc. Cependant, il a été
rapporté que les radicaux libres peuvent diminuer la réponse des récepteurs béta-adrénergiques,
probablement par inhibition directe de ’activité de 1’adényl cyclase membranaire (Gesquiere et
al., 2000), expliquant de fait I’augmentation de I’amplitude des contractions.

Le traitement des bandelettes longitudinales de I’iléon du lapin avec le clotrimazole,
antagoniste des canaux Kc,, diminue la durée du silence induit par I’ABAP, suggérant que
I’ABAP ouvrirait transitoirement ce type de canaux. En effet, I’oxydation des résidus SH des
canaux Kc, par la monochloramine augmente I’activité de ces canaux et hyperpolarise les
cellules musculaires lisses du colon (Prasad et al., 1999). La nature des radicaux joue un role
important dans la détermination de I’effet des radicaux sur les canaux potassiques. En effet, le
H,O, induit I’hyperpolarisation des muscles lisses par I’activation des canaux Kc,; alors que le
peroxynitrite (ONOQ") inhibe ces canaux (Barlow et al., 2000; Liu et Gutterman, 2002). La
diminution du tonus de repos (relaxation) par le peroxyl ABAP implique I’activation partielle
des canaux potassiques puisque le blocage des canaux potassiques avec le TEA et la 4-AP en
présence du peroxyl ABAP présente un tonus de repos plus élevé que celui noté avec le peroxyl
ABAP seul. La relaxation induite du muscle lisse de ’artére du rat par I’ischémie dépend de
I’ouverture des canaux potassiques sensibles a I’ATP puisque elle est diminuée par le blocage
des canaux Katp a I’aide du glibenclamide (Kinoshita et al., 2003).

L’incubation des bandelettes longitudinales de 1’iléon de lapin avec la quinacrine réduit la
durée du silence induite par I’ABAP, suggérant que la durée du silence dépend du pool d'acide
arachidonique libre présent dans les réserves tissulaires. Il a été montré que le stress oxydatif
(peroxyde d'hydrogeéne, t-butyl hydroperoxyde) est capable de stimuler la libération de I'acide

arachidonique des réserves des muscules lisses des vaisseaux et des fibroblastes pulmonaires en
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culture (Cane et al., 1998; Taylor et al., 1983). La conversion ultérieure de I'acide arachidonique
en leucotrienes, par la voie de la lipoxygénase (Agnes et al., 1998; Barlow et al., 2000), rendrait
compte de la reprise de l'activité contractile de I'iléon en présence du peroxyl ABBAP car les
leucotriénes sont des médiateurs contractiles des muscles lisses (Alcon et al., 2001; leiri et al.,
2001; Matyas et al., 2002; Percy et al., 1990; Setoguchi et al., 2001). En effet, I’inhibition de la
PLA; par la quinacrine et de la lipoxygénase par le NDGA diminuent I’amplitude et la fréquence
des contractions de I’iléon en présence du peroxyl ABAP. La voie de synthése des
prostaglandines, par la cyclooxygénase, n’est probablement pas importante car le traitement des
bandelettes avec I’indométacine a failli donner un effet significatif. La sensibilité du muscle lisse
circulaire et longitudinale aux prostanoides est relativement réduite au niveau de I'iléon terminal
et le colon de I’homme (Bennett et al., 1981).

Le blocage des canaux calciques par le vérapamil et la déplétion des réserves intracellulaires
abolit les contractions phasiques (Grasa et al., 2004). Dans la présente étude, le blocage des
canaux calciques de type L par le vérapamil et la déplétion des réserves calciques intracellulaires
par la caféine abolissent les contractions phasiques des bandelettes longitudinales de 1’iléon de
lapin en présence du peroxyl ABAP, suggérant que la reprise des contractions apres la période de
silence dépend de I’entrée du calcium extracellulaire par les canaux calcique de type L et de la
libération du Ca?* des réserves intracellulaires. En présence du vérapamil et non de la caféine,
I’augmentation de la concentration du peroxyl ABAP au cours de I’incubation induit une légere
reprise de 1’activité phasique, suggérant que I’effet bloquant du vérapamil est réduit par le
peroxyl ABAP a une concentration supérieure ou égale a 220 uM (dans les chambres a organe).
En plus de son effet bloguant des canaux calciques, le vérapamil se comporte comme un
antioxydant contre les radicaux hydroxyles (OH") et les radicaux peroxyl générés par I’ABAP
(Aruoma et al., 1991; Kang et al., 1998), ce qui peut induire une diminution de son pouvoir
bloquant vis-a-vis des canaux calciques.

Dans la présente étude, I’addition du peroxyl ABAP inhibe la contraction induire par le
vanadate, suggérant que 1’effet du vanadate est contrarié par le peroxyl ABAP et que ce dernier
peut induire I’inhibition de la phosphorylation des protéines kinase et/ou I’activation des
protéines phosphatases. L’inhibition des protéines kinases par la génistéine, un inhibiteur des
tyrosines kinases, inhibe la contraction induite par le vanadate et induit la relaxation du muscle
lisse (Alcon et al., 2000; Di Salvo et al., 1993). Cet effet résulte de 1’inhibition partielle de la
libération du calcium des réserves intracellulaires et de I’inhibition de 1’entrée capacitative du
calcium extracellulaire via I’inhibition des canaux calciques de type L (Nakayama et al., 2006;
Ohta et al., 2000).

L’addition cumulée du t-BHP (0.03-1 mM) aux bandelettes de 1’iléon de lapin induit une
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diminution progressive du tonus et de I’amplitude au cours du temps et de maniere dépendante
de la concentration. De la méme manicre, I’hydroperoxyde de cuméne diminue la contraction de
la vessie du porc induite par la stimulation électrique et le carbachol (De Jongh et al., 2007).
L’inhibition des contractions phasiques ou induites peut résulter d’une déplétion du calcium
libérable induite par le t-BHP ou le H,O, (Bellomo et al., 1982; Cao et al., 2004) et de
I’activation des canaux potassiques de large conductance par ces oxydants (Barlow et al., 2000;
Shin et al., 2000). Les canaux potassiques de large conductance interviennent dans le maintien
du tonus de repos car la charybdotoxine, antagoniste des canaux Kc,, dépolarise la membrane et
augmente le tonus de repos (Carl et al., 1995; Grasa et al., 2005), alors que 1’augmentation de

I’activité de ces canaux inhibe les contractions phasiques (Imai et al., 2001).

4. Effets de PABAP et du t-BHP sur la contraction induite

Le peroxyl ABAP (98 uM) n’a aucun effet sur les contractions phasiques induites par la
stimulation électrique; mais le silence habituellement observé a la suite de 1’addition de I’ABAP
est réduit dans sa durée. Ces résultats suggerent que le peroxyl ABAP n’interfére pas avec la
transmission nerveuse ni avec l’activation des récepteurs muscariniques induite par la
stimulation électrique. La réduction de la durée du silence pourrait résulter de la contraction du
muscle par les quanta d’acétylcholine (Furness, 2006). Le prétraitement de 1’iléon de lapin avec
le peroxyl ABAP et le t-BHP ne modifie pas la réponse du muscle lisse au carbachol, suggérant
que ces deux radicaux libres n’affectent pas les récepteurs muscariniques. Cela peut étre dii aux
faibles concentrations de peroxyl ABAP utilisées. Plusieurs études ont montré que la contraction
induite par I’activation des récepteurs muscariniques est réduite par I’application des radicaux
libres (Peluso et al., 2002; Saito et al., 2007). Le traitement de I’iléon du cobaye et le jéjunum du
lapin avec différentes concentrations d'ABAP (1.5 a 11.5 mM) diminue la contraction induite par
’acétylcholine d’une maniére dépendante de la concentration (Peluso et al., 2002). L'absence
d'effets du peroxyl ABAP suggére que les réserves intracellulaires de calcium sont a peine
altérees par le peroxyl ABAP ou le t-BHP, cela peut étre di aux faibles concentrations utilisees
(98 uM et 1 mM respectivement pour le peroxyl ABAP et le t-BHP).

Le t-BHP n’affecte pas la contraction phasique induite par le KCl ou le BaCly, mais il
diminue la contraction tonique suggérant que le t-BHP n’a pas d’effet sur les canaux calciques de
type L. Cependant, il est rapporté que les canaux calciques voltage-dépendants sont inhibés par
les radicaux libres et les oxydants (hydroperoxyde de cuméne, H,O;) (Kourie, 1998).

Contrairement au t-BHP, les contractions phasiques et toniques induites par le KCl et le BaCl,
sont augmentées par le traitement des bandelettes longitudinales de 1’iléon avec le peroxyl

ABAP, suggérant que le tissu dispose du Ca®* nécessaire & la contraction du muscle lisse. C'est
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uniquement en présence d’une concentration élevée de peroxyl ABAP (196 uM) que le KCI ou
le BaCl, induisent une contraction phasique méme lorsque les canaux calciques son bloqués par
le vérapamil. Le calcium mobilisé dans cette contraction proviendrait alors des réserves
intracellulaires. En effet, il a ét¢ montré que les espéces réactives de 1’oxygene activent les
canaux-récepteurs de la ryanodine du réticulum sarcoplasmique, libérant ainsi les ions calcium
(Cao et al., 2005).
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Conclusions et perspectives

Les bandelettes longitudinales de [I'iléon de lapin générent une activité spontanée
reproductible sous forme de contractions phasiques.

Nos résultats montrent que les radicaux peroxyl issus de la décomposition thermique de
I’ABAP induisent une réponse biphasique: un silence suivi par une reprise des contractions
phasiques. Le silence observé est dii dans sa totalité a I’ABAP non décomposé; mais sa durée
peut étre prolongée par les radicaux peroxyls. L’atropine 1 uM et I’hexaméthonium 100 uM et la
lidocaine 100 uM diminuent la durée du silence, confirmant que la transmission cholinergique et
la propagation du potentiel d’action sont impliquées dans I’inhibition de la contraction spontanée
par ’ABAP en premier lieu, et peut étre par le peroxyl ABAP. Le peroxyl ABAP induit I’arrét
des contractions phasiques en interférant avec les canaux Kg. Les contractions phasiques qui
suivent la période de silence dépendent de I’entrée du calcium extracellulaire par les canaux
calcique de type L et de la libération du Ca* des réserves intracellulaires.

La quinacrine diminue la durée du silence induite par le peroxyl ABAP, suggérant que 1’arrét
des contractions pourrait résulter de 1’activation de la PLA, qui libére I’acide arachidonique, ce
dernier est transformé, au cours du temps, en leucotriénes qui peuvent expliquer la reprise des
contractions. La voie de la cyclooxygénase n’est probablement pas importante.

L’effet contractile du vanadate est contrarié par I’ABAP a cause de I’inhibition probable de la
phosphorylation des protéines kinase et/ou I’activation des protéines phosphatases.

L’addition cumulée de t-BHP induit une diminution du tonus de repos et de I’amplitude des
contractions spontanées de maniére dépendante de la concentration. Cet effet peut étre di a
I’activation des canaux potassiques.

Le peroxyl ABAP ne modifie pas les contractions phasiques induites par la stimulation
électrique, écartant ainsi une interférence possible avec la transmission nerveuse ou I’activation
des récepteurs muscariniques. L'absence d’effet du peroxyl ABAP et du t-BHP sur les récepteurs
muscariniques est vérifié par la réponse du muscle lisse au carbachol qui reste inchangée.

Le t-BHP n’affecte pas la contraction phasique induite par le KCl ou le BaCly; mais il
diminue la contraction tonique, indiquant que le t-BHP n’a pas d’effet sur les canaux calciques
de type L. Le KCI ou le BaCl;, induisent une contraction phasique méme lorsque les canaux
calciques son bloqués par le vérapamil et cela uniquement en présence du peroxyl ABAP (196
pMM), indiquant que le calcium utilisé dans cette contraction proviendrait des réserves
intracellulaires.

Les divers aspects abordés dans cette étude ouvrent de nouvelles perspectives d'étude des

effets du stress oxydatif sur la motilité intestinale. Il serait intéressant d'étudier I’interférence de
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peroxyl ABAP avec D’activité des kinases et des phosphatases en utilisant des inhibiteurs
spécifique de ces enzymes. La mobilisation du calcium intracellulaire est aussi une voie
d'investigation quant aux effets des radicaux libres sur la motilité spontanée du muscle lisse de
I'intestin. La libération possible de I'acide arachidonique par le stress oxydatif et de ses effets au
cours de temps méritent une attention particuliére a cause de son rapprochement des processus
inflammatoires.
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Résumé

Les différentes concentrations (0, 49 et 98 uM) de peroxyl ABAP (ABAPOOQY) issus de la
décomposition du 2,2 -Azobis (2-méthylpropionamidine) dihydrochlorure (ABAP) induisent un arrét des
contractions spontanées pendant 2 a 4 min. L’augmentation de la concentration de ’ABAPOO™a 196 uM
prolonge la durée du silence a 7 min. Le tonus et la fréquence sont légerement diminués alors que
I’amplitude a tendance a augmenter. Le tert-butyl hydroperoxyde (t-BHP) (0.03 - 1mM) diminue le tonus
basal et I’amplitude des contractions de mani¢re dépendante de la concentration mais la fréquence des
contractions reste inchangée. L’ABAPOO (0, 49 et 98uM) entraine une Iégére diminution comprise entre
17% et 39% de la contraction phasique induite par le carbachol 1 uM. Par contre, le BHP n’a pas d’effet.
L’addition de ’ABAPOO™ ne modifie pas les paramétres de la contraction sous EFS. Cependant, la durée
du silence est diminuée. L addition du KC1 80 mM ou le BaCl, 5 mM induit une contraction biphasique,
cette réponse n’est pas modifiée par I’addition de I’ABAPOO™ ou le BHP. Le BHP 1 mM n’a aucun effet
sur la contraction phasique induite par le KCI ou le BaCl,. Par contre, la contraction tonique diminue
respectivement de 44.1% et de 38.3% pour les tissus traités avec le KCI et le BaCl,. L’ABAPOO™ 98 et
196 uM augmente 1’amplitude de la contraction phasique et la tension de la contraction tonique induites
par le KCI ou le BaCl,. En présence du vérapamil 1 uM, seul ’ABAPOO™ 196 uM est capable d’induire
une reprise modérée des contractions spontanée et une réponse a 1’addition du KCI ou du BaCl,. Le
blocage des récepteurs muscariniques avec I’atropine 1 pM, les récepteurs nicotiniques ganglionnaires
avec ’hexaméthonium 100 uM et la transmission nerveuse par la lidocaine 100 uM diminue la durée du
silence induit par 1’addition de ’ABAP. Les bandelettes traitées avec l’isoprotérénol 100 uM ne
répondent pas au peroxyl ABAP et le tonus reste inchangé par rapport a celui noté en présence de
I’isoprotérénol seul. Le blocage non spécifiques des canaux potassiques et les canaux potassiques voltage-
dépendants par le tetraéthylammonium (TEA) 5 mM ou la 4-aminopyridine (4-AP) 4 diminue légérement
la relaxation induite par I’ABAP, alors que la durée du silence diminue par le prétraitement des
bandelettes avec la 4-AP ou le clotrimazole. La déplétion des réserves calciques intracellulaire inhibe les
contractions phasiques spontanées en présence ou en absence de ’ABAPOQ". En présence du NDGA 30
uM, P'amplitude et la fréquence des contractions en présence de I’ABAP sont diminuées, alors que la
quinacrine 10 uM diminue ’amplitude des contractions et inhibe la relaxation et le silence induits par
I’ABAP. Alors que I'indométhacine 10 uM a des effets faibles. L’addition de ’ABAPOO" abolit ’effet
induit par I’orthovanadate avec une augmentation de la durée du silence.

Mots clés: contraction, iléon de lapin, muscle longitudinale, stress oxydant, ABAP, BHP.
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