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AVANT-PROPOS

Créé en 2004, l'institut du thorax est une structure qui rassemble les soins,
I'enseignement et la recherche dans les disciplines cardiovasculaires, respiratoires et
métaboliques. Aujourd'hui, l'institut du thorax associe un pole médical fort au sein du CHU de
Nantes, une structure de recherche clinique (CIC 1413, module thorax) labellisée par I'lnserm
et la DGOS, et une Unité Mixte de Recherche (Inserm UMR 1087 / CNRS UMR 6291) labellisée

par I'Inserm, le CNRS et I'Université de Nantes.

Cette unité de recherche, précédemment sous la direction du Professeur Hervé Le
Marec, est dirigée par le Docteur Richard Redon depuis janvier 2017. Elle est aujourd’hui forte
de 165 membres dont 58 chercheurs. Pour favoriser la réalisation des projets translationnels,

I'unité est organisée en 6 équipes aux compétences complémentaires :

Equipe | : Génétique cardiovasculaire.

Equipe Il :
o lla: Arythmies Cardiaques - Canaux ioniques et arythmies cardiaques ;
o llb : Arythmies Cardiaques - Insuffisance cardiaque et approches
pharmacologiques.
- Equipe lll : Signalisation en physiopathologie vasculaire et pulmonaire.
- Equipe IV : Dyslipidémies et lipotoxicité.
- Equipe V : Rythmes mitochondriaux nycthéméraux et maladies métaboliques.

- Equipe VI : Génétique médicale.

J'ai été accueillie dés mes premiers stages de recherche, en Licence 3, par I'équipe
Ila, dirigée par le Docteur Flavien CHARPENTIER. Cette équipe est divisée en quatre thémes de

recherche :

-« Le canal Nay1.5 : structure, fonction et implication dans les arythmies et les
cardiomyopathies » ;

-  « De la biophysique des canaux ioniques au développement de nouvelles
approches thérapeutiques des arythmies » ;

-« Insuffisance cardiaque ».



-« Cardiomyocytes différenciés a partir de cellules souches pluripotentes induites

(IPs), de nouveaux modeles cellulaires des arythmies cardiaques héréditaires »

Avant mon arrivée dans le laboratoire, un projet de thése dans mon équipe de
recherche portait sur les implications du géne SCN5A et de ses variants dans les remodelages
ventriculaires. Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet, porté par Benoit Jagu,
suggéraient une implication du canal sodique Na,1.5 dans les remodelages pathologiques
dans un modeéle murin d’infarctus du myocarde au cours de la phase post-ischémique. Ces
résultats ont conduit I'équipe a s’intéresser aux implications du géne SCN5A dans la mise en
place de l'insuffisance cardiaque post-infarctus. Or, comme expliqué dans I'introduction, les
altérations circulatoires importantes observées dans le coeur gauche au cours de la phase dite
décompensée de I'insuffisance cardiaque conduisent a des altérations circulatoires également
dans les poumons qui sont anatomiquement en amont. Ces modifications de pression
provoquent divers remodelages pulmonaires adaptatifs, structuraux et inflammatoires,
essentiellement au niveau vasculaire (Chen et al., 2012). L’hypothése d’une implication du
canal sodigque Na,1.5 dans les processus de remodelages cardiaques pathologiques a permis
de s’interroger également sur le réle potentiel de ce canal dans les remodelages pulmonaires
dans ce méme contexte. Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire semblaient
confirmer cette hypotheése. En effet il a été montré une diminution de I'expression du géne
Scn5a chez des souris sauvages (WT) deés le stade dit compensé de l'insuffisance cardiaque
(Figure 1A). Une augmentation de cette expression a également été décrite chez des rats WT

dans un autre contexte pathologique grace a un modele d’hypertension artérielle pulmonaire

d’origine hypoxique (Figure 1B).

L’expression du gene SCN5A dans les poumons a été décrite auparavant dans quelques
rares études. Cette expression, fonctionnelle, a été documentée chez 'lhomme dans des
cellules musculaires lisses isolées de vaisseaux sanguins (Firth et al., 2011; Platoshyn, et al.,
2005) et chez le lapin dans des cellules musculaires lisses isolées de voies respiratoires
(Bradley et al., 2013). Cependant, ces études sont assez limitées dans leur méthodologie :
I’expression de ce canal a été étudiée uniquement par la détection de son ARNm et jamais par
son expression protéique. De plus, ces travaux sont des études électrophysiologiques, c’est
pourquoi seule l'utilisation de la cellule isolée, parfois mise en culture a été évaluée

jusqu’alors. Enfin, rien de tout cela n’avait encore jamais été décrit chez la souris, qui est



I'espece la plus largement étudiée dans les domaines de recherche cardiovasculaire et

pulmonaire.
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Figure 1. Expression de Scn5a et remodelages pulmonaires en conditions pathologiques.
Expression du géne Scn5a dans les poumons d’animaux sauvages versus pathologiques, (A) au
cours de l'insuffisance cardiague compensée a 6 semaines post-infarctus du myocarde chez la
souris (n=5/condition) et (B) au cours de I'hypertension artérielle pulmonaire d’origine
hypoxique chez le rat (n=5/condition). Les résultats sont représentés par la moyenne +SEM.
Issu de la these de Benoit Jagu, 2015. (cHF : compensated Heart Failure ; HPRT : contréle
ubiquitaire Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase ; PH : Pulmonary Hypertension
; Sham : controle de la procédure. *p<0,05 versus Sham).

Le but de mon travail de these a été de constituer une base solide de connaissances
sur I'expression de Nay1.5 dans les poumons chez la souris en condition physiologique, avant
de pouvoir s’intéresser plus tard a son rble dans les contextes pathologiques. Mes objectifs

ont donc été de :

- Faire une description exhaustive de |’expression du canal sodique Nay1.5 dans la
sphére respiratoire, en confirmant I'expression du gene Scn5a puis en étudiant I’expression et

la localisation précise de la protéine Nay1.5 dans cet organe.

- Etudier le role potentiel du canal sodique Nay1.5 dans la sphére respiratoire en
étudiant sa fonction ex vivo et in vivo, en émettant des hypothéses sur les mécanismes

potentiellement impliqués.

Afin de réaliser cette étude, nous avons eu accés a un modele murin initialement
utilisé au laboratoire dans les projets de recherche portant sur I’étude des troubles du rythme
cardiaque. Ce modele, développé sur fond génétique C57BL/6J, présente une invalidation

hétérozygote du géne Scn5a (Scn5a*”).
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INTRODUCTION

. Le canal sodique voltage dépendant Na,1.5:
physiologie et physiopathologie
A. Na,1.5 : structure et régulation

1. Le géne SCN5A

a. Structure du gene SCN5A

Le gene SCN5A, codant pour Na,1.5, appartient a une famille de dix geénes codant pour
les diverses sous-unités a des canaux sodiques voltage-dépendants. Il s’étend sur environ
80kb sur le chromosome humain 3p22 et comprend au moins 28 exons (van Stuijvenberg et
al., 2010). L'exon 1 et une partie de I'exon 2 forment la région non-codante 5’, aussi appelée
5’UTR (UnTranslated Region), la séquence codante du gene SCN5A s’étend de I'exon 2 a I’'exon
28, et la partie finale de I'exon 28 forme la région non-codante 3’ (3'UTR). Cette organisation
semble bien conservée parmi les différentes espéces. En effet les génes Scn5a de souris et rat

possedent la méme organisation que le gene humain.

b. Variants d’épissage

Plus de dix transcrits, issus de différents épissages, ont été détectés suggérant de
grandes diversités d’expressions et de régulations pour la protéine Nay1.5. Certains de ces
transcrits semblent étre générés par des mécanismes bien conservés dans I'évolution, tandis
gue d’autres semblent dépendant de I'espece (Rook et al., 2012; van Stuijvenberg et al., 2010)
(Figure 2). Ces différents variants décrits n’ont pas encore tous été étudiés en détail (Veerman,
Wilde, & Lodder, 2015). Dans les coeurs humain et murin, deux variants majoritaires sont
décrits au niveau de I'extrémité 3’UTR. IIs different au niveau de I'exon 28A codant pour des
gueues de poly-adénine courte ou longue (Rook et al., 2012). Dans cette méme région, trois
variants minoritaires ont également été identifiés chez 'Homme, correspondant a I'épissage
alternatif de I'exon 28A par les exons 28B, 28C et 28D a l'origine de formes tronquées et non
fonctionnelles pour Na,1.5 (Shang et al., 2007). A ce jour, seuls les mécanismes de ce site

d’épissage sont réellement décrits et impliquent des interactions avec les protéines RBM25 et

8



Introduction

LUC7F3 (Gao & Dudley, 2013). Du c6té de I'extrémité 5’UTR, quatre variants d’épissage chez
I'Homme et trois chez la souris ont été décrits. Ces derniers different de la séquence non
codante de I'extrémité 5’UTR par un épissage alternatif de I'exon 1 avec I'’exon 2, nommés de
1Aa 1D (Rooketal., 2012). Cependant, de nombreuses variations de I'organisation génomique
ont été observées dans cette région. L'existence de I'exon 1D semble étre spécifique de
I'Homme et abolir completement la traduction de Nay1.5. L’exon 1A lui, reste homologue
entre les especes. Les exons 1B et 1C en revanche vont présenter une séquence et une

localisation qui vont étre différentes entre 'THomme et d’autres mammiféres comme le rat, le
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Figure 2. Structure du géne SCN5A et ses différentes formes d'épissage.

(A) Schéma des genes SCN5A humain et (B) Scn5a de souris et rat. Les exons sont illustrés sous
forme de rectangles reliés par des lignes représentant les parties introniques. Les régions non-
codantes sont en blanc, tandis que les régions codantes sont en gris. Schéma de Rook et al.,
2012.
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chien ou la souris (van Stuijvenberg et al., 2010). Au niveau de la région codante, il a aussi été
rapporté I'existence d’'un ARN messager dit néonatal contenant un exon 6A présentant 31
nucléotides, soit 7 acides aminés de différence au niveau de la boucle S3-5S4 du domaine DI de
la protéine par rapport a I'exon 6 de la forme adulte (Rook et al., 2012). Ce variant fonctionnel
est notamment décrit dans les cellules cancéreuses du sein (Chioni et al., 2010; Yamaci et al.,
2017), du colon (Baptista-Hon et al., 2014; House et al., 2010), et dans I'astrocytome (Xing et
al., 2014), ou il est associé a une invasivité accrue et au développement de métastases (Besson
et al., 2015). Les autres variants d’épissage de SCN5A sont répertoriés avec leurs effets
potentiels sur Na,1.5 dans les revues généralistes de Rook et ses collaborateurs en 2011 ainsi

gue dans celle de Veerman et ses collaborateurs en 2015.

c. Régulations transcriptionnelles

L’expression du canal sodique Nay1.5 n’est pas ubiquitaire dans I'organisme, et
dépend donc d’une régulation transcriptionnelle de son géne SCN5A. Pour le géne humain,
des séquences associées avec I'exon 1A, 1B, 1C et 1D jouant un réle promoteur ont été
identifiées. Ces promoteurs alternatifs P1, P2 et P3 génerent des variants d'ARNm différents
par la nature de leurs région 5-UTR tout en codant pour la méme protéine Na,1.5 (van
Stuijvenberg et al., 2010; Veerman et al., 2015). Parallelement chez la souris, certains facteurs

de transcription ont été identifiés comme modulant I'expression du gene Scn5a.

Il a été décrit dans la littérature un effet inhibiteur de I'expression du gene SCN5A par
les ROS (Reactive Oxygen Species), passant par I'activation de deux facteurs de transcription :
Le facteur de transcription FOXO1 (Mao et al., 2012) dans un modéle de cardiomyocyte en
culture HL-1, et le facteur NFkB (Shang et al., 2008) dans des modeéles cellulaires de
cardiomyocytes de rats néonataux en culture H9c2, ou fraichement isolés. Il est expliqué
gu’une augmentation de production de ROS induit I'activation de ces deux facteurs via leur
translocation dans le noyau, conduisant ainsi a une répression de I'expression du géne SCN5A
par fixation sur la région promotrice. Inversement, une autre étude réalisée chez la souris
adulte montre que le facteur de transcription TBX5 stimule I'expression de SCN5A dans le
systéme de conduction ventriculaire par fixation sur une région amplificatrice « enhancer » en
amont du géne (Arnolds, Patel, & Moskowitz, 2012). L'étude suggére également qu'un
équilibre des activités des facteurs TBX5, TBX3 et NKX2-5 est essentiel pour cette régulation

régionale de Na,1.5 dans le systeme de conduction cardiaque.
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d. Régulations post-transcriptionnelles
Au niveau post-transcriptionnel, il existe tres peu d’études a ce jour concernant la
modulation de la traduction de I’ARNm SCN5A. Il a toutefois été montré une implication du
miR-192-5p dans la régulation négative de la stabilité de 'ARNm de SCN5A, de I'expression de
la protéine Na,1.5 et de la réduction de la densité du courant de sodium de pointe généré par
Nay1.5 dans des cellules en culture SW620 et HEK293 (Zhao et al., 2015). Il a également été
montré une régulation cette fois-ci positive de la stabilité de I'ARNm de SCN5A et de

I’expression de la protéine Nay1.5 par le miR-219 dans des cellules HL-1 (Daimi et al., 2015).

2. La protéine Na,1.5

a. Structure de la protéine
Les canaux sodiques voltage dépendants sont des protéines transmembranaires
localisées au niveau de la membrane plasmique des cellules excitables (Amin et al., 2010). Ces
canaux sont constitués d’une sous-unité o comprenant le pore et donnant son nom aux
différentes isoformes du canal, et de sous-unités dites accessoires B. Différentes isoformes de

ce canal existent, ayant chacune un site d’expression privilégié (Veerman et al., 2015) :

- Nayl.5 est la forme majoritairement exprimée dans le coeur ;

- Nayl.4 est la forme principalement retrouvée dans les muscles squelettiques ;

- Nayl1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.6 et Na,2.1 sont majoritairement exprimés dans le
systeme nerveux central ;

- Nay1.7, Na,1.8 et Na,1.9 sont les formes les plus souvent décrites dans le systeme

nerveux périphérique.

Il est possible de discriminer ces différentes isoformes par leurs activités électriques,
qui présentent des sensibilités différentes a I'inhibition par la tétrodotoxine (TTX). Six d’entre
elles sont hautement sensibles a la TTX avec des valeurs d’IC50 dans la gamme du
nanomolaire. Les trois autres, l'isoforme cardiaque Nay1.5 et les isoformes neuronales Na,1.8
et Na,1.9, sont relativement résistantes a la TTX (IC50 =2 1 uM) (Zimmer, Haufe, &
Blechschmidt, 2014). Toutefois, I'isoforme Na,1.5 est moins résistante que les isoformes
Na,1.8 et Nay1.9, le courant sodique Nay1.5 pouvant donc étre également inhibé par la TTX

mais a de tres fortes doses.
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La sous-unité a nommée Na,1.5, encodée par le gene SCN5A, est une protéine
transmembranaire glycosylée qui va compter entre 2015 et 2016 acides aminés en fonction
des différents variants d’épissage, avec un poids moléculaire apparent d’environ 220kDa
(Abriel, 2010). Elle va étre organisée en une extrémité N terminale cytoplasmique, quatre
domaines répétitifs transmembranaires homologues (DI a DIV) reliés entre eux par des
boucles cytoplasmiques, et une extrémité C terminale cytoplasmique. Chaque domaine
répétitif comprend six segments transmembranaires en hélice a (S1 a S6) connectés par une
alternance de boucles cytoplasmiques et extracellulaires (Figure 3A). Une fois insérés dans la
bicouche lipidique, la conformation prise par les quatre domaines permet |'association des
segments S5 et S6 de chaque domaine pour former le pore du canal (Figure 3B). De plus, les
boucles extracellulaires des segments S5 et S6 appelées boucles P, ou « P-loop », contiennent
une composition particuliere en acides aminés leur conférant la sélectivité du canal pour les
ions sodium (Amin et al., 2010; Catterall, 2000; Detta, Frisso, & Salvatore, 2015; Remme &
Bezzina, 2010). Le segment S4 de chaque domaine, comprenant une succession de motifs
comportant un résidu chargé positivement (Lysine ou Arginine) suivi de deux résidus
hydrophobes, présente un réle crucial dans I’activation du canal. En effet c’est lui qui assure
le réle de détecteur de dépolarisation membranaire, d’ou son nom de « voltage-sensor ».
Enfin, la particule d’inactivation localisée dans la boucle reliant DIl et DIV comprend le motif
« IFM » (pour Na,1.5, 1le1485-Phe1486-Met1487) qui intervient dans I'inactivation rapide des
canaux sodiques (Detta et al., 2015) (Figure 3A).

A B

a-subunit B-subunit

D1 D2 D3 D 4

NH,

Extracellular

Intracellular

COOH

Voltage sensor Voltage sensor

Voltage sensor K Voltage sensor

ID1-2 1D2-3 ID3-4 COOH
(phosphorylation region) (phosphorylation region) (fast inactivation gate)

Inactivation & interaction
region

Figure 3. Représentation schématique du canal sodique cardiaque Na,1.5.

(A) Représentation linéaire du canal sodique Nay1.5 a la membrane plasmique des
cardiomyocytes. (B) Représentation 3D de Nay1.5. D : Domain ; ID : Interdomain Linkers ; IFM :
Ile1485—-Phe1486-Met1487 domain ; S : Segment. Schéma modifié d’aprés Detta et al., 2015
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b. Protéines partenaires régulatrices

Le canal Na,1.5 est composé d’une sous-unité fonctionnelle a mais également d’une
sous-unité régulatrice accessoire B. Il existe cing sous-unités B retrouvées dans les cceurs de
mammiferes : 1, B1B, B2, B3 et B4. Ces sous-unités sont codées par quatre genes: SCN1B,
SCN2B, SCN3B et SCN4B, B1B étant un variant d'épissage de SCN1B (Brackenbury et al., 2011;
Maier et al., 2004). Les sous-unités 31, B2, B3 et B4 sont des protéines monomeériques de 30
a 40 kDa composées d'une extrémité N terminale extracellulaire, d’un segment
transmembranaire et d’'une extrémité C terminale cytoplasmique (Abriel, 2010; Amin et al.,

2010) (Figure 3A).

De plus, le canal Na,1.5 a la membrane plasmique des cardiomyocytes n’est pas
exprimé seul puisqu’il fait toujours partie d’un complexe dit macromoléculaire. Il est exprimé
avec de nombreuses protéines partenaires qui modulent la biologie et la fonction du canal.
Ces protéines interagissent avec Nay1.5 sur différentes régions de la protéine. On les retrouve
sur les boucles intra-domaines, et en grand nombre sur la partie C terminale de Nay1.5 (Detta

et al., 2015; Rook et al., 2012; Shy, Gillet, & Abriel, 2013) (Figure 4) :

- Boucle intra-domaines DI-Il : Les protéines 14-3- 3n et CaMKIIéc ;

- Boucle intra-domaines DII-lll : Les protéines MOG1 et ankyrine G ;

- Boucle intra-domaines DIII-IV : La protéine a-actinine-2 ;

- Partie C-terminale: FGF13; Calmoduline ; Nedd4-like ; PTP-H1 ; syntrophine et
SAP97.

Les protéines plakophiline-2, desmogléine 2, cavéoline-3, téléthonine, GPD1L et ZASP
interagissent également avec Nay1.5, mais leurs sites d’interaction sur le canal sont inconnus

a ce jour.
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Figure 4. Interactions de Na,1.5 avec diverses protéines partenaires régulatrices.

Les protéines partenaires non localisées sur Nay1.5 sont celles dont les sites d’interactions
avec le canal n’ont pas encore été démontrés. Schéma de Shy et al., 2013
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Cet important complexe macromoléculaire va toutefois étre différent selon la
localisation de Nay1.5 dans le cardiomyocyte. En effet, Nay1.5 contribuerait a au minimum
deux complexes multiprotéiques distincts dans les cardiomyocytes ventriculaires : I'un a la
membrane latérale, avec notamment la dystrophine et la syntrophine, et I'autre au niveau du
disque intercalaire, avec entre autres les protéines plakophiline-2 et SAP97 (Petitprez et al.,

2011; Shy et al., 2013) (Figure 5).

Lateral membranes Intercalated discs
Na,1.5
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Figure 5. Représentation des complexes macromoléculaires de Na,1.5 selon leurs
localisations.
Schéma de Petitprez et al., 2011.
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c. Régulations traductionnelles

Il est classiquement admis que les sous-unités B fonctionnent avec les sous-unités a
afin de promouvoir I'adressage de canaux vers la membrane plasmique et moduler leurs
propriétés biophysiques. En effet la co-expression des sous-unités B in vitro et in vivo conduit
a une augmentation de I'expression de la sous-unité a au niveau de la membrane plasmique
(O’malley & Isom, 2016; Rook et al., 2012). Cependant les données actuelles sont parfois
contradictoires et semblent dépendre principalement des systéemes d'expression/especes
utilisés selon les études (Shy et al., 2013). Néanmoins, plus de 20 mutations d'origine naturelle
ont été décrites dans les génes codant pour les sous-unités B. Parmi les pathologies associées
a ces mutations, on retrouve le syndrome de Brugada, le syndrome du QT long et la fibrillation
atriale. Les mécanismes moléculaires sous-jacents aux phénotypes observés sont divers, mais
la majorité de ces mutations des sous-unités B réduisent le courant sodique médié par Na,1.5

(Abriel, 2010; Abriel, Rougier, & Jalife, 2016).

Les protéines partenaires appartenant aux différents complexes macromoléculaires
de Na,1.5 ala membrane plasmique ont également des fonctions régulatrices importantes sur
le canal. Ces protéines peuvent étre classées en trois groupes en fonction de leurs actions

régulatrices sur Na,1.5 (Detta et al., 2015; Rook et al., 2012; Shy et al., 2013):

- Les protéines d’ancrage, qui vont intervenir dans |I'adressage et la stabilisation de
I’expression de Nay1.5 a la membrane plasmique : MOG1, ankyrine G, a-actinine-
2, calmoduline, syntrophine et SAP97.

- Les protéines modulant les propriétés biophysiques du canal : 14-3-3n, ZASP,
FGF13, GPD1L, plakophiline-2, desmogléine, cavéoline 3 et téléthonine.

- Les enzymes qui vont moduler I'expression ou les propriétés biophysiques de
Nay1.5 par des modifications post traductionnelles : CaMKIldc, Nedd4-like et PTP-
H1.

d. Régulations post-traductionnelles

Le canal sodique Nay1.5 subit en effet plusieurs modifications post-traductionnelles
au cours de son cycle de vie. Ces modifications peuvent moduler a la fois I'adressage de la

protéine vers la membrane cellulaire et la cinétique des canaux (Detta et al., 2015).
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La voie de régulation post-traductionnelle de Na,1.5 la mieux documentée a ce jour
est la phosphorylation, impliquant de nombreuses protéines kinases reconnues pour affecter
divers aspects de la fonction du canal (Marionneau & Abriel, 2015). L'un des principaux acteurs
de ces phosphorylations de Nay1.5 est la CaMKII, 'une des protéines partenaires exprimées a
la membrane plasmique. Son activité kinase sur Nay1.5 conduit a des modulations de la
cinétique du canal : il a notamment été décrit un effet réducteur de la disponibilité des canaux
et une augmentation de l'inactivation associée a un ralentissement du retour de I'état
d’inactivation. (Wagner et al., 2006). Plusieurs sites de phosphorylation induits par la CaMKII
ont été identifiés dans la boucle interdomaine DI-lIl de Nay1.5 et impliqués dans les
modifications sur le courant sodique (Ashpole et al., 2012), bien que la mécanistique propre
au fonctionnement de chacun de ces sites de phosphorylation ne soit toujours pas clairement
identifiée (DeMarco & Clancy, 2016; Marionneau & Abriel, 2015). Deux sites de
phosphorylation pour la PKA ont aussi été décrits dans la boucle DI-Il (Murphy et al. 1996),
proches de motifs potentiels de rétention dans le RE de type RXR. La phosphorylation directe
de Nay1.5 par la protéine kinase A (PKA) augmente la densité des canaux a la surface de la
cellule. Il est suggéré que cette action soit médiée par un probable masquage des signaux de
rétention du RE bien que la démonstration directe de cette hypothése soit manquante a ce
jour (Zhou et al., 2002). La protéine kinase C (PKC) serait plutot impliquée dans une réduction
de l'amplitude du courant Ins. Cet effet s’expliquerait par une internalisation et une
redistribution du canal loin de la membrane plasmique suite a I'activation de la PKC (Hallag et
al., 2011). Une production de ROS par les mitochondries a également été associée a
I’activation de la PKC, conduisant a une diminution de I’expression du canal Na,1.5 (M. Liu et
al., 2009). D’autres kinases moins documentées interviennent dans la régulation du canal
sodique Nay1.5. On peut notamment citer la PI3K, dont I'inhibition dans des coeurs de souris
diabétiques conduit a une augmentation du courant persistant sodique de Nay1.5 (Z. Lu et al.,
2013). La protéine PTPH1, partenaire de Na,1.5 a la membrane plasmique, aurait également
une action sur le courant sodique. En effet une étude suggére que la stabilité de I'état inactivé
de Nay1.5 serait régulée par son niveau en tyrosines phosphorylées, niveau sous controle
d’enzymes comme PTPH1 (Jespersen et al., 2006). Enfin, I'action de ’AMPK a été mise en
évidence dans des cardiomyocytes ventriculaires de rats, ou il est observé un ralentissement
de l'inactivation des canaux sodiques induit par I'AMPK, associé a un décalage du potentiel

d’activation de Nay1.5 vers des potentiels plus négatifs (Light, Wallace, & Dyck, 2003).
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La glycosylation est également une voie de régulation post-traductionnelle de Nay1.5
qui peut intervenir sur son activation comme sur son inactivation (Detta et al., 2015; Rook et
al., 2012). Plusieurs asparagines ont été identifiées dans la séquence peptidique de Na,1.5
comme étant de potentiels sites de N-glycosylation (Ahmad et al., 2007). Concernant leur role
régulateur, des études chez des souris ont démontré que I'absence de cette modification post-
traductionnelle déplacait significativement les potentiels d'activation et d’inactivation de
Nay1.5 vers des potentiels plus positifs et accélérait ainsi la cinétique d'inactivation rapide du
canal sans affecter son adressage a la membrane (Ednie et al., 2013). Un décalage dépolarisant
du potentiel d’activation du canal sodique a été également observé dans les myocytes
ventriculaires de rats adultes apres élimination des sites de N-glycosylation (Stocker &

Bennett, 2006).

Enfin, des études montrent une implication de la voie d’ubiquitinylation dans la
régulation de I'expression membranaire de Nay1.5 par une internalisation et/ou une
dégradation de la protéine. Il a été notamment montré que Nedd4-2, protéine partenaire de
Nay1.5 a la membrane plasmique, est a I’origine d’une diminution de la densité de courant par
ubiquitinylation du canal, sans affecter ses cinétiques d’activation et d‘inactivation (van

Bemmelen et al., 2004).

B. Na,1.5 et son activité cardiaque

1. Le cceur : anatomie et fonction

a. Structure et role du coeur

Le coeur est un organe musculaire creux assurant un réle de pompe, divisé en deux
parties indépendantes droite et gauche mais aux fonctionnements similaires. Chaque c6té du
coeur est constitué de deux cavités : une oreillette en partie haute et un ventricule en partie
basse, séparés par une valve permettant une circulation a sens unique du sang de I'oreillette
vers le ventricule (Figure 6A). Le cceur droit assure un apport sanguin désoxygéné dans la
circulation pulmonaire. La partie gauche quant a elle assure I'apport de sang nouvellement
oxygéné a I'ensemble de |'organisme par le biais de la circulation systémique (Figure 6A et
Figure 6B). Ainsi, le sang appauvri en oxygene en fin de circulation systémique est retourné au
coeur via les veines caves supérieures et inférieures. Il entre dans |'oreillette droite, qui se

remplit jusqu’a I'ouverture de la valve tricuspide pour passer dans le ventricule droit au cours
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d’une phase de relaxation cardiaque appelée diastole. Une fois le sang accumulé, une
contraction des ventricules a lieu au cours de la systole, provoquant une expulsion du sang qui
est alors envoyé dans l'artére pulmonaire. Aprés avoir traversé la zone d’échange de la
circulation pulmonaire, le sang néo-oxygéné est retourné au cceur via les veines pulmonaires.
Il entre cette fois-ci dans I'oreillette gauche, qui se remplit jusqu’a I'ouverture de la valve
mitrale au cours de la diastole pour passer dans le ventricule gauche. Enfin, au cours de la
systole, le ventricule gauche se contracte pour éjecter son contenu sanguin oxygéné dans
I'aorte afin d’irriguer I’ensemble de I'organisme via la circulation systémique (Figure 6A et
Figure 6B). Le coeur est par conséquent un organe essentiel au bon fonctionnement de
I’organisme entier. La synchronisation et la rythmicité des contractions cardiaques sont des
facteurs clés du fonctionnement normal du cceur, contrélées par la propagation d’un courant
électrique appelé potentiel d’action. De plus, le rapprochement anatomique du cceur et des
poumons, expliqué par I'activité méme de pompe circulatoire, impose une connexion trés

étroite entre les fonctions cardiaque et respiratoire qui sont interdépendantes.

The Lungs
—> <
Right Left
A Atrium Atrium
kight Left
Ventricle Ventricle

< ;

Figure 6. Anatomie du cosur et systémes circulatoires.

(A) Schéma illustrant I'anatomie du cceur, issu de www.texasheart.org. (B) Représentation
schématique des systémes circulatoires, issue de www.teachpe.com. La circulation du sang
désoxygéné est indiquée par les zones et fleches en bleu, tandis que la circulation du sang
oxygéné est en rouge.

Inferior
vena cava

b. Le couplage excitation contraction dans le cceur

Le couplage excitation-contraction est une notion regroupant lI'ensemble des
processus assurant la transformation d’un signal électrique (potentiel d’action) en un signal

intracellulaire qui aboutit a la contraction de la cellule musculaire. Cette contraction étant
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médiée par le calcium, le fonctionnement normal du cceur passe donc par une fine régulation
des niveaux de calcium intra-cellulaire (Neef & Maier, 2013). Pour cela, 'excitation électrique
du cardiomyocyte va déclencher une augmentation de la concentration de calcium
cytosolique, conduisant in fine a une interaction actine-myosine au niveau des sarcomeres

puis a une contraction de la cellule au cours de la systole.

Tout d’abord pour initier la contraction, lors d'un potentiel d'action la dépolarisation
de I'ensemble de la membrane plasmique du cardiomyocyte déclenche I'ouverture de canaux
calciques voltage-dépendants de type L Ca,1.2 (Landstrom, Dobrev, & Wehrens, 2017). Ces
canaux sont exprimés du coté latéral de la membrane plasmique des cardiomyocytes, dans
des invaginations appelées tubules transverses et formant un réseau hautement ramifié et
interconnecté a proximité des sarcomeres (Hong & Shaw, 2017) et du réticulum
sarcoplasmique (Figure 7). L'ouverture des Ca,1.2 permet le passage d’ions Ca%*, qui en
entrant dans la cellule vont déclencher I'ouverture des canaux RYR2 a proximité, situés a la
membrane du réticulum sarcoplasmique. Ces RYR2 une fois activés par le calcium vont
permettre la libération du stock d’ions Ca?* contenu dans le réticulum sarcoplasmique vers le
cytosol (Figure 7). Ces ions Ca?* libérés en grande quantité vont se fixer a la troponine C
appartenant au complexe troponine/tropomyosine, libérant le site d’interaction entre I’actine
et la myosine masqué par ce complexe au repos. Les myofilaments d’actine et de myosine des

sarcomeres ainsi activés vont déclencher la contraction (Bers, 2002; Neef & Maier, 2013).

Pour induire la relaxation de la cellule, il faut que le complexe
troponine/tropomyosine retourne a son état de repos en masquant le site d’interaction entre
I'actine et la myosine. Pour cela le calcium libre pouvant se fixer a la troponine C doit étre
éliminé du cytosol. Il existe au sein du cardiomyocyte trois maniéres d’extruder le calcium du
cytosol. Premierement, la grande majorité de I’élimination du calcium est assurée par une
réabsorption du Ca?* dans le réticulum sarcoplasmique, cette fois-ci via I’activation d’une
protéine SERCA2a. Ensuite, I'extrusion de Ca%* peut se faire par la membrane plasmique de la
cellule, notamment via des échangeurs NCX (pouvant éliminant un ion Ca?* du cytosol en
échange de I'entrée de trois ions Na*). Enfin, une part infime de I’élimination de Ca?* du cytosol
est assurée par les mitochondries grace a un canal Ca%* uniport (Bers, 2002; Neef & Maier,

2013). Ces différents processus intervenant dans le couplage excitation-contraction,
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essentiels au bon fonctionnement du cceur, reposent sur le contrdle précis de divers équilibres

ioniques au sein de la cellule sur toute la durée du cycle cardiaque (Figure 7).

Myofilaments

(Ca],

Figure 7. Le couplage excitation-contraction dans les cardiomyocytes.

Les déplacements des ions Ca?* entre le milieu extérieur, le sarcolemme, le réticulum
sarcoplasmique et la mitochondrie sont illustrés par des fleches. Au centre, graphique
illustrant la cinétique de déclenchement de la contraction de la cellule en fonction du
potentiel d’action (AP) et du pic de concentration calcique intracytosolique. Schéma de Bers
et al., 2002.

c. L'activité électrique du cceur

Le cceur est une pompe dont I'activité repose sur des cellules musculaires de type
strié appelées cardiomyocytes, et la commande de cette pompe cardiaque se fait par le biais
du couplage entre une activité électrique et une activité contractile comme expliqué
précédemment. Les cardiomyocytes vont se contracter et se relacher selon un rythme précis
quiva étre imposé par le potentiel d’action, initié au niveau du nceud sinusal et qui se propage
de cellule en cellule. Au repos, chaque cardiomyocyte a un potentiel transmembranaire stable
d’environ -80 mV (Michael et al., 2009). Ce potentiel transmembranaire, toujours négatif au
repos, est maintenu par une répartition dynamique et équilibrée des charges de part et
d’autre de la membrane plasmique du cardiomyocyte. Cette répartition dynamique est
essentiellement liée a la perméabilité des canaux potassiques Kir2.1, Kir 2.2 et Kir2.3 a I'origine

d’un courant sortant appelé IK;. Ce potentiel de repos reste stable tant que I'équilibre n’est
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pas perturbé par une stimulation électrique de la membrane. En effet, les autres canaux
ioniques voltage-dépendants présents a la membrane ne sont pas ouverts au repos et une
modification du potentiel transmembranaire est nécessaire pour provoquer leur perméabilité.
Au niveau de l'oreillette droite du coeur, des cellules particuliéres formant le nceud sinusal et
ayant un potentiel de repos instable vont subir de maniere spontanée et rythmique une
élévation brutale (dépolarisation) de leur potentiel de membrane a l'origine du potentiel
d’action (Bartos, Grandi, & Ripplinger, 2015). Cet influx électrique rythmé va se propager de
cardiomyocyte en cardiomyocyte, allant des oreillettes jusqu’aux ventricules via le réseau de
conduction du nceud atrio-ventriculaire et des fibres de His-Purkinje (Bartos et al., 2015;
Michael et al., 2009) (Figure 8A). Cet influx permet sur son passage |’activation des nombreux
canaux ioniques voltages dépendants, qui vont s’ouvrir pour laisser passer les ions de part et
d’autre de la membrane plasmique. Ces mouvements d’ions conduisent a la génération d’un
nouveau potentiel d’action qui va a son tour se propager. Les ions impliqués dans le potentiel
d’action cardiaque sont le calcium, le potassium et le sodium, d’ou I'importance cruciale des
canaux ioniques voltage-dépendants permettant leurs déplacements de part et d’autre de la
membrane. Les propriétés électriques dans un cceur sont toutefois assez hétérogenes, c’est
pourquoi différentes formes de potentiels d’actions sont identifiables selon les différentes
régions du coeur (Figure 8A). A I'image du potentiel d’action qui reflete I'activité électrique de
ses multiples canaux ioniques, I'enregistrement d’'un ECG de surface permet de refléter
I’addition des activités électriques des multiples potentiels d’action dans le cceur. Un potentiel
d’action se décompose en cing phases (Garcia-Elias & Benito, 2018; Huang, 2017; Nerbonne

& Kass, 2005):

- Phase 0 : Dépolarisation initiale du potentiel d’action dans les cardiomyocytes. Cette
phase est rapide, de grande amplitude, et liée a I'activation du canal sodique voltage
dépendant Nay1.5 a l'origine du courant entrant Ina. Au niveau des cellules du nceud sinusal
c’est un courant Ica qui participe a la dépolarisation initiale générant le potentiel d’action

(Bartos et al., 2015).

- Phase 1 : Repolarisation transitoire en lien avec I'inactivation des canaux sodiques
Nay1.5 et I'activation des canaux potassiques K4.2/K.4.3 assurant un courant sortant

transitoire lio 5, et des canaux Ky1.4 pour un courant sortant li s (canaux K,1.4).

21



Introduction

- Phase 2 : Le plateau, résultant de la compétition des courants potassiques sortants

lwo, lkr, Iks, €t des courants calciques entrants Ic,, liés a I’activation des canaux calciques Cay1.2.

- Phase 3 : Repolarisation de la membrane plasmique assurée par les courants
potassiques sortants Ik (canaux Ky11.1) et Iks (canaux K,7.1), les canaux calciques Cay1.2 étant

inactivés.

- Phase 4 : Retour au potentiel de repos. Ce potentiel est maintenu par les canaux
Kir2.1, Kir 2.2 et Kir2.3 a l'origine du courant sortant Ix; dans les cellules non automatiques. Il
faut noter que dans les cellules du nceud sinusal, du nceud auriculo-ventriculaire et du réseau
de conduction de His-Purkinje, il n’y a pas de potentiel de repos. Ces cellules sont plutot
caractérisées en fin de potentiel d’action par une pente de dépolarisation diastolique due a
I'activation du courant |f (porté par des ions Na*) et des courants calciques, dans un premier
temps de type T essentiellement portés par les canaux Cav3.1 et Cav3.3, puis de type L, portés

en particulier par les canaux Cavl.3 (Bartos et al., 2015) (Figure 8B).

B
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Figure 8. Le potentiel d'action cardiaque : hétérogénéité électrique du coeur et canaux ioniques
impliqués.

(A) Les différents potentiels d’actions associés aux différentes régions du coceur. Schéma de Bartos
et al., 2015. (B) Potentiel d’action ventriculaire et courants ioniques transmembranaires
impliqués dans chacune de ses phases. Schéma de Garcia-Elias et al., 2018. (AVN : atrioventricular
node ; SAN : sinoatrial node ; /W : inward current ; OW : outward current).
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2. Les expressions de Na,1.5 dans le cceur

a. Localisation dans le myocarde

Les canaux Nay1.5 ne sont pas distribués de maniére homogene dans le myocarde. lls
présentent des expressions différentielles dans le systéme de conduction et au travers de la
paroi du myocarde. La présence de Na,1.5 est faible ou absente dans les nceuds sino-atrial et
atrio-ventriculaire, mais abondante dans les faisceaux de His et les fibres de Purkinje. De plus,
un gradient transmural de Na,1.5 est observé dans la paroi des ventricules gauche et droit
avec une plus faible expression dans le myocarde sous épicardique en comparaison avec le
myocarde sous endocardique (Remme et al., 2009). Dans les cardiomyocytes, les canaux
Nay1.5 sont distribués a la membrane plasmique sur deux sites principaux : les disques
intercalaires et les membranes latérales, dans deux complexes macromoléculaires distincts
comme expliqué précédemment. Na,1.5 semble toutefois étre préférentiellement exprimé au
niveau des disques intercalaires des cardiomyocytes par rapport a la membrane latérale ou le
systéme des tubules T, car le disque intercalaire apparait comme étant le siége de la
conduction électrique du potentiel d’action de cellule en cellule (Maier et al., 2004; Rook et

al., 2012).

b. Réle majeur de Nay1.5 dans I'activité électrique cardiaque
Comme expliqué précédemment, le processus de couplage excitation-contraction a
I'origine de la contraction cardiaque est provoqué par la dépolarisation membranaire
engendrée par le potentiel d’action. La phase initiale du déclenchement de ce potentiel repose
sur un courant entrant Ina, causé par le passage d’ions Na* dans la cellule via les canaux
sodiques Nay1.5. Cette protéine a donc un role déterminant dans le bon fonctionnement de

I'activité électrique du cceur.

Nay1.5 est un canal sélectif sodique et voltage dépendant. Cela signifie qu’il ne peut
laisser passer par son pore que des ions Na*. Cependant ce canal n’est pas ouvert en
permanence et ses propriétés d’ouverture dépendent comme son nom l'indique du potentiel
de membrane, cette sensibilité au potentiel étant médiée par les segments
transmembranaires S4 de la protéine. Au repos, le canal est a I'état fermé, et ne s’ouvre qu’en
réponse a la dépolarisation locale de la membrane. Si localement un nombre suffisant de

canaux s'ouvrent simultanément, le courant sodique engendré va faire diminuer le gradient
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électrochimique de la cellule, dépolarisant le potentiel de membrane et initiant ainsi une
boucle de rétro-activation positive des canaux environnants, suite a laquelle de plus en plus
de canaux Nay1.5 vont s’ouvrir. Cette boucle favorise la dépolarisation globale de la
membrane plasmique et dirige la conduction du signal électrique au sein du tissu cardiaque

(DeMarco & Clancy, 2016).

Pour revenir plus précisément sur les propriétés d’ouverture de Na,l1l.5, la
dépolarisation de la cellule va induire un mouvement du segment S4 vers le coté
extracellulaire de la membrane plasmique. Ainsi, le canal s’active et le pore s’ouvre.
L’inactivation quant a elle, assimilable a la fermeture du pore, commence simultanément a
I’activation mais est plus lente. Les canaux Nay1.5 vont donc étre ouverts mais de maniere
transitoire et c’est pourquoi le courant Ina, responsable de la dépolarisation au cours de la
phase 0 du potentiel d’action des cardiomyocytes, est trés rapide. L'inactivation rapide des
canaux est tout d’abord initiée par le mouvement du segment S4 du domaine DIV. Des lors,
au niveau de la boucle interdomaines DIII-IV, les acides aminés du motif IFM (isoleucine,
phénylalanine, méthionine) et des résidus glycine et proline voisins a ce motif vont refermer
le pore par interactions avec de nombreux acides aminés présents dans les boucles
intracytoplasmiques S4-S5 des domaines Dlll et DIV. Enfin, une autre phase d’inactivation dite
lente existe mais les mécanismes moléculaires impliqués ne sont pas encore bien déterminés
(Amin et al., 2010). Au final plus de 99% des canaux Nay1.5 sont inactivés a la fin de la phase
1 du potentiel d’action, les 1% restants participant au maintien d’un courant InaL persistant
durant toute la durée du potentiel d’action (Figure 9A). L'incidence de ce courant InaL sur le
potentiel d’action est relativement faible dans les cceurs normaux, mais exerce des effets
fonctionnels significatifs sur la repolarisation des cardiomyocytes avec des effets
potentiellement pro-arythmiques dans les cceurs avec une réserve de repolarisation réduite,
comme c’est le cas dans certaines cardiomyopathies héréditaires associées a Nay1.5 comme
le syndrome du QT long, et dans certaines cardiomyopathies acquises comme l'insuffisance
cardiaque (Yu et al., 2018). Les canaux inactivés, eux, ne pourront étre réactivés qu’apres étre
sortis de leur état d’inactivation, au cours de la phase 4 du potentiel d’action. Il a cependant
été observé gu’une fraction de ces canaux Nayl1.5 pouvait étre réactivée dés la phase 3,

provoquant un courant sodique dépolarisant appelé courant de fenétre et dont I'intensité est
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inférieure a 1% de celui généré au cours de du pic de courant Ina généré lors de la phase 0

(Figure 9B) (Amin et al., 2010).
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Figure 9. Nay1.5 et activité électrique dans le coeur en condition normale.

(A) Potentiel d’action ventriculaire et courant Ina associé en fonction du temps. (B) lllustration
du pourcentage de canaux disponibles (bleu) et activés (rouge) en fonction du potentiel de
membrane. Le courant de fenétre InaL apparait en vert. Schéma de Veerman et al., 2015

3. Pathologies cardiaques associées et modeles d’études

a. Pathologies héréditaires

Depuis 1995, plusieurs centaines de mutations ponctuelles ont été répertoriées sur
le gene SCN5A ou sur les genes codant pour les protéines régulatrices de Nay1.5. Elles sont
associées a de nombreuses pathologies cardiaques qualifiées de cardiomyopathies
héréditaires (Tfelt-Hansen et al., 2010). Les mutations de SCN5A plus particulierement
conduisent au dysfonctionnement du canal sodique Nay1.5 notamment par perturbations de
I'adressage a la membrane, des mécanismes de régulations post-traductionnelles de la
protéine ou de la modulation des propriétés biophysiques du canal. Ces mutations provoquent
des altérations de linitiation ou de la conduction électrique du potentiel d’action,
principalement par modifications des amplitudes et durées des courants Inas et Inal, conduisant
a différents types d'arythmies létales (Han et al., 2018; Liu, Yang, & Dudley, 2016) (Figure 10).
Classiquement distinguées en mutations gain-de-fonction ou perte-de-fonction, leurs
caractérisations phénotypiques sont toutefois tres complexes. En effet il peut étre mis en
évidence des phénotypes asymptomatiques comme des cas de mort cardiaque subite chez

des individus porteurs des mémes mutations. De plus, certaines mutations spécifiques de
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SCN5A provoquent un phénotype individuel ou des phénotypes composés, suggérant une
pathogenese complexe associée a ces mutations (Han et al., 2018; Liu et al., 2016; Tfelt-
Hansen et al., 2010). Il est méme établi que la pénétrance et les phénotypes résultant des
mutations Nay1.5 varient avec I'age, le sexe, la température corporelle, le rythme circadien et

les régions du cceur (Liu et al., 2016).

Comme indiqué précédemment, les nombreuses mutations décrites sur SCN5A
permettent de classer les différentes cardiomyopathies héréditaires associées en deux
groupes : celles dues a un gain de fonction et celles dues a une perte de fonction de Na,1.5.
Les mutations gain-de-fonction de Nay1.5 vont conduire a des pathologies comme le
syndrome du QT long de type 3, la fibrillation atriale, la mort a la naissance et le syndrome de
mort subite du nourrisson. D’un autre c6té, les mutations conduisant a une perte de fonction
de Nay1.5 vont étre a l'origine de pathologies comme les troubles progressifs de la conduction
cardiaque aussi appelés maladie de Lenégre, le syndrome de Brugada, le syndrome du nceud
sinusal, la fibrillation atriale et les cardiomyopathies dilatées (Han et al., 2018; Liu et al., 2016;
Tfelt-Hansen et al., 2010). Toutefois, certaines mutations ont été décrites comme pouvant
entrainer a la fois un syndrome de Brugada, attribué a une perte de fonction, et un syndrome
du QT long de type 3, qui est provoqué par un gain de fonction du canal Na,1.5. On parle alors
de syndrome chevauchant (Tfelt-Hansen et al., 2010).

SCN5A Mutations
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Figure 10. Perturbations des courants Ina et Ina provoqués par les mutations du géne SCN5A,
et leurs répercussions sur le potentiel d'action.
Les mutations perte-de-fonction sont représentées a gauche en rouge, tandis que les
mutations gain-de-fonction sont représentées a droite en bleu. Schéma de Liu et al., 2016.
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b. Pathologies acquises
Depuis plus d’une quinzaine d’années, des études mettent en évidence des
dysfonctions de Nay1.5 associées a des pathologies acquises comme l'infarctus du myocarde

(IDM) ou l'insuffisance cardiaque (Remme & Bezzina, 2010).

L'infarctus du myocarde est une nécrose du muscle cardiaque d’origine ischémique.
Il résulte généralement de 'occlusion d’une artére coronaire suite a une rupture de plaque
d’athérome ou suite a un phénomeéne de thrombose (Santamore, 1991). L'ischémie génére
alors un stress oxydatif associé a une inflammation qui seront a 'origine des processus de
cicatrisation des zones lésées du myocarde par remodelage de la matrice extracellulaire
(Frantz, Bauersachs, & Ertl, 2009; Prabhu & Frangogiannis, 2016). Or les arythmies
ventriculaires représentent 2 a 20% des complications observées lors de la phase aigué de
I'infarctus du myocarde (Piccini, Berger, & Brown, 2008). Il est en effet décrit que ce stress
oxydatif et les changements métaboliques associés provoquent une inactivation du courant
sodique Ina se traduisant par une diminution de I'excitabilité cardiaque et un ralentissement
de la conduction (Remme & Bezzina, 2010). Ces deux processus vont avoir des effets opposés,
car la diminution de I'excitabilité du tissu infarcie peut protéger contre les arythmies
ventriculaires alors que le ralentissement de la conduction dans le coeur est considéré comme
pro-arythmique (Janse & Wit, 1989). Divers mécanismes sont envisageables pour expliquer
ces diminutions du courant Iy, associées aux arythmies observées chez les malades mais ils
sont néanmoins peu décrits. Il a toutefois été suggéré récemment les implications d’un variant
intronique de SCN5A dans la survenue des fibrillations ventriculaires post-infarctus (Jabbari et
al., 2017), et du facteur de transcription FoxO1 dans la diminution d’expression du canal
Nayv1.5 dans les cceurs infarciés (Cai et al.,, 2014). Ces observations concernant le courant
sodique Ina laissent présager que le canal Nay1.5 pourrait étre fortement impliqué dans les

complications arythmiques observées lors de la phase aigué d’un infarctus.

L'insuffisance cardiaque quant a elle est définie comme l'incapacité du cceur a assurer
un débit sanguin adéquat au fonctionnement de I'organisme, par la mise en place de différents
remodelages structuraux progressifs du ventricule gauche tels que I'hypertrophie myocytaire,
la fibrose interstitielle et |a dilatation cavitaire (Konstam et al., 2011; Prabhu & Frangogiannis,
2016). Parallelement a ces remodelages structuraux, des perturbations des courants ioniques

cardiaques ont été décrits. Plusieurs études suggerent notamment une réduction du courant
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Ina, dont plusieurs mécanismes moléculaires seraient responsables. Au niveau
transcriptionnel, une baisse de I'expression de I’ARN messager sauvage codant pour Na,1.5 a
été montrée, avec I'apparition de formes tronquées aux fonctions encore inconnues (Noyes
et al., 2017; Zhou et al., 2018). Au niveau protéique, des modifications post-traductionnelles
ont été associées a des perturbations de I'adressage et de I’activité de Na,1.5 a la membrane
plasmique des cardiomyocytes (Casini et al., 2009; Luo et al., 2017; Marionneau & Abriel,
2015). Electriquement, ces modifications d’expression et d’activité de Na,1.5 vont conduire
respectivement a des phénomenes de réentrées ainsi qu’a des post dépolarisations tardives
(Nattel et al., 2007). Mais il a également été décrit des niveaux élevés de calcium intracellulaire
dans les myocytes altérés, pouvant également réduire le courant de sodium par une
interaction directe des ions calcium avec le canal sodique (Casini et al., 2009). Na,1.5 est donc
impliqué dans I'arythmogeneése du coeur dans 'insuffisance cardiaque, mais les mécanismes

conduisant a sa dysfonction semblent multiples (Remme & Bezzina, 2010).

Les implications de Nay1.5 dans les troubles du rythme associés a l'infarctus du
myocarde et l'insuffisance cardiaque mettent en évidence un lien trés probable entre Na,1.5

et les processus de remodelages inflammatoires et structuraux.

c. Modeles d’études de Nay1.5 dans les pathologies cardiaques

Les descriptions des canaux ioniques voltage-dépendants ont majoritairement été
réalisées a partir de systemes d’expression hétérologue. Depuis le début des années 2000 des
modeéles de souris transgéniques pour le canal Na,1.5 ont été créés afin de permettre de
confirmer ou d’infirmer les observations des systéemes d’expression hétérologues. lls
constituent de bons outils pour mieux comprendre le fonctionnement du canal dans son
environnement bien que certaines différences électrophysiologiques existent entre I’'Homme
et la souris (Boukens et al., 2014). lls permettent notamment de créer facilement des modeéles
transgéniques d’invalidation ou de surexpression de protéines d’intérét, ou de reproduire des
mutations humaines. Ces différents modeles ont été résumés dans deux revues publiées par
I’équipe de recherche dans laquelle je travaille (Charpentier, Bourgé, & Mérot, 2008;

Derangeon et al., 2012).

Un modele murin de cardiomyopathie dilatée présentant une mutation D1275N a été

générée en 2011 (Watanabe et al., 2011). Deux modeles murins transgéniques du syndrome
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du QT long ont été créés et sont étudiés a I’heure actuelle : une souris hétérozygote pour la
délétion AKPQ 1505-1507 (Nuyens et al., 2001), et une autre exprimant le ggne SCN5A humain
avec la mutation N1325S a expression spécifique du cceur (Tian et al., 2004). Un autre modéle
de souris, hétérozygotes pour la mutation Scn5a?7%s/* présente un syndrome chevauchant
(Remme et al., 2006). En effet cette mutation correspond chez 'Homme a 'apparition d’un
syndrome du QT long et un syndrome de Brugada (Bezzina et al., 1999). Cette unique mutation
induit effectivement chez les souris les mémes perturbations que celles décrites chez

I'Homme (Remme et al., 2006).

Pour étudier le role de Nay1.5, le moins représentatif de la réalité clinique mais le plus
efficace reste I'utilisation d’'un modele d’invalidation ou de sur-expression du gene d’intérét.
Un modele de souris invalidée pour le géne Scn5a a donc été élaboré par Papadatos en 2002
(Papadatos et al., 2002). Les souris a invalidation homozygote du géne n’étant pas viables,
c’est la souris a invalidation hétérozygote Scn5a*- qui est actuellement étudiée (Papadatos et
al., 2002). Ces souris Scn5a*/ se sont avérées étre un trés bon modéle d’étude pour le
syndrome de Brugada, mais également pour la maladie de Lenégre. La maladie de Lenégre,
caractérisée par I'apparition chronique de blocs de conduction, induit un ralentissement de la
conduction cardiaque observée sur un ECG par I'allongement du complexe QRS (Lenegre,
1964). Il a été observé chez les patients malades une augmentation des processus de fibrose,
conduisant a une accumulation de collagéne dans le cceur (Bozkaya et al., 2008). Il semblerait
d’ailleurs que ce remodelage tissulaire soit en grande partie a I'origine de I'aggravation de la
pathologie (Kawaguchi et al., 2013). Ces processus ont également été montrés chez la souris
Scn5a*/-, chez qui on observe avec I’Age "apparition de troubles de la conduction associés au
développement d’une fibrose ventriculaire importante (Leoni et al., 2010; Royer et al., 2005).
La plus récente étude réalisée chez ces souris montre que ce remodelage tissulaire fibrotique
est médiée par la voie de signalisation du TGFB (Derangeon et al., 2017), renforcant ainsi
I’hypothese d’un lien potentiel entre le canal sodique Nay1.5 et les processus de remodelages

cardiaques.

La protéine Nay1.5 a donc trés majoritairement été décrite en tant que canal sodique,
voltage-dépendant, exprimée a la membrane plasmique des cellules musculaires cardiaques.
Mais ses implications potentielles dans les processus de remodelages structuraux et

inflammatoires rendent aujourd’hui pertinent de s’intéresser a ce canal dans d’autres
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situations. D’autres modes d’action peuvent effectivement étre envisagés, comme un réle
médiateur des voies de signalisation de la matrice extracellulaire par exemple, mais en tout

cas dans d’autres fonctions que celle d’assurer une activité électrique.
Il. Le canal sodique voltage dépendant Na,1.5: une
protéine a explorer dans beaucoup d’autres contextes

A. Na,1.5 dans les autres cellules excitables

1. Na,1.5 dans les neurones

a. Nay1.5 dans neurones centraux

Hartmann et son équipe font partie des premiers a avoir décrit I'expression du géne
SCN5A dans les cellules neuronales (Hartmann et al., 1999). Leurs résultats montrent par
hybridation in situ I'expression de SCN5A dans les voies synaptiques du systéme limbique.
Cette derniere a notamment été mise en évidence dans le cortex piriforme qui régule
I'excitabilité de I'amygdale, zone du cerveau impliquée dans des phénomenes importants
d’épilepsie (Hartmann et al., 1999). Des mutations du géne SCN5A ayant été montrées chez
des patients atteints d’épilepsie et du syndrome du QT long (Aurlien et al., 2009; Miyazaki et
al., 2016; Pacia et al., 1994) ou du syndrome de Brugada (Parisi et al., 2013), il est aujourd’hui
suggéré une implication de I'expression de Nayl.5 dans la rythmicité de I'excitabilité

neuronale.

Wang et ses collaborateurs ont étudié I'expression du gene Scn5a dans des cortex
frontaux de rats (Wang et al., 2009, 2017). lls y ont tout d’abord mis en évidence I'expression
des isoformes adultes et néonatales des ARNm Scn5a, avec un ratio d’expression évolutif avec
I’age en faveur de la forme adulte a I'instar du coeur. lls ont également décrit I'expression de
la protéine Nay1.5 dans les lobes frontaux de rats, exclusivement localisée dans la partie
corticale, plus précisément dans les somas, axones et dendrites des neurones. Enfin, par
patch-clamp sur coupes de tissus, ils ont pu observer que ces canaux Nay1l.5 étaient
électriquement fonctionnels au sein des neurones, mais sans toutefois préciser le role

physiologique de ces courants sodiques (Wang et al., 2017).
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b. Na,1.5 dans les neurones périphériques

Depuis une quinzaine d’années maintenant, la présence de Na,1.5 dans les neurones
périphériques a été suggérée puis démontrée. Dans les neurones des ganglions des racines
dorsales de rat et de souris en culture, une premiére étude en 2002 a montré par des analyses
transcriptomiques et électrophysiologiques qu’une partie des courants sodiques enregistrés
dans ces neurones était portée par le canal sodique Na,1.5. Toutefois cette expression ne
semblait étre effective qu’au stade embryonnaire, disparaissant trés rapidement au cours du
développement (Renganathan, Dib-Hajj, & Waxman, 2002). Une autre étude en 2007 a
montré que I’ARNm Scn5a est bel et bien exprimé au stade adulte chez le rat et la souris, mais
gu’il s’agit majoritairement de I'isoforme Nay1.5a avec épissage de I'exon 18, et non la forme
entiere adulte (Kerr et al., 2007). Bien que rien n’ait encore été démontré concernant son role
fonctionnel, il est suggéré une possible implication du courant sodique généré par Na,1.5 dans
le développement neuronal au niveau des ganglions des racines dorsales (Renganathan et al.,

2002).

Au niveau des neurones afférents dans le ganglion vestibulaire, une petite partie des
courants sodiques enregistrés seraient portés par le canal sodique Na,1.5 d’apres les travaux
de Liu et ses collaborateurs en 2016 (Liu et al., 2016). En effet dans cette étude menée sur la
souris, le rat et le chien, I'expression de Nay1.5 a été démontrée dans ces neurones par des
analyses transcriptomiques, immunohistochimiques, et par des enregistrements
électrophysiologiques. Cette expression serait toutefois limitée encore une fois au stade
néonatal et déclinerait tres rapidement avec le développement, bien gu’il soit observé une
discordance entre la baisse fonctionnelle et la baisse d’expression du canal. Son réle est
suggéré dans le développement neuronal également, sans exclure la possibilité d’une

implication de Na,1.5 autrement que par sa seule fonction électrique (Liu et al., 2016).

Les neurones olfactifs portent également un courant sodique. Frenz et ses
collaborateurs ont montré en 2014 chez la souris que ce courant était porté par le canal
sodique Nay1.5, exprimé dans les boutons dendritiques des nerfs, tres proches du lieu de
transduction du signal odorant (Frenz et al., 2014). La plupart des canaux Na,1.5 sont inactivés
dans les neurones olfactifs, ayant un potentiel de repos de -70mV. Ce potentiel de membrane
se situe dans la fenétre de potentiel ou un courant de fenétre, faible mais suffisant, peut

néanmoins permettre a ces canaux de s’activer et de déclencher une dépolarisation
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spontanée du neurone. Ces dépolarisations spontanées, attribuées a Na,1.5, auraient un réle
dans la transduction de faibles stimulations odorantes, hypothése appuyée également par des

travaux in silico menés par Dionne en 2014 (Dionne, 2016; Frenz et al., 2014).

Enfin, une expression fonctionnelle de Na,1.5 a été détectée au niveau du coeur dans
les neurones intracardiaques par Scornik et ses collaborateurs en 2006. En effet, certains
phénoménes arrythmiques observés dans le syndrome du QT long et le syndrome de Brugada
n‘ont pas pu étre entierement expliqués par les gains et pertes de fonctions de Nay1.5 au
niveau du myocarde. L’hypothese d’une implication du systeme nerveux autonome dans ces
troubles avait auparavant été envisagée, mais la démonstration directe que des altérations de
Na,1.5 pouvant affecter le systéme nerveux autonome n’avait jamais été faite. lls ont ainsi pu
démontrer, sur des neurones intracardiaques de chiens par analyses transcriptomiques,
immunohistologiques et électrophysiologiques, I'expression fonctionnelle de Nay1.5 sur ces
neurones a l'instar des cardiomyocytes (Scornik et al., 2006). Ces résultats ouvrent la porte a
plus d’études du systéme nerveux autonome dans le coeur, comme ayant une influence
modulatrice en conditions physiologiques certes, mais également en conditions pathologiques

avec un role direct dans plusieurs syndromes congénitaux.

2. Na,1.5 dans les muscles squelettiques

Bien que le Nay1.4 soit le canal sodique voltage-dépendant majoritairement exprimé
en conditions physiologiques dans les cellules musculaires striées squelettiques (Loussouarn
et al.,, 2016), il y a également été décrit I'expression du canal sodique Nayl1.5, et cette
expression aurait un impact non négligeable en conditions pathologiques. En 2004, une étude
menée sur des muscles squelettiques de rat dénervé a montré des expressions élevées des
canaux sodigue Nay1.4 comme Nay1.5. De plus, les fibres les plus séverement altérées
montrent des décalages hyperpolarisants des courbes d’inactivation pour les courants
sodiques associés (Filatov & Rich, 2004). Plus tard en 2010, une autre étude a été menée sur
ces fibres musculaires squelettiques de rats mises en culture pendant 7 jours. Ce travail a
permis de démontrer par analyses transcriptomiques, protéiques et élecrophysiologiques
I’expression fonctionnelle de Nay1.5 qui augmente avec le temps de mise en culture, et qui au
7™M jour montre des propriétés d’inactivation décalée similaires a celles retrouvées par
Filatov et ses collaborateurs (Filatov & Rich, 2004; Morel et al., 2010). En 2012, Sekiguchi et

ses collaborateurs ont travaillé également sur des fibres musculaires dénervées de rat, et ont
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montré une concordance entre 'augmentation de I'expression de Na,1.5 avec le temps de
dénervation et I'apparition de potentiels de fibrillation musculaire (Sekiguchi et al., 2012).
L'ensemble de ces travaux suggére un role du canal sodique Na,1.5 dans la perte d’excitabilité
de la fibre musculaire squelettique. Enfin, en 2011, le muscle squelettique de rat a été étudié,
non pas dans un contexte de dénervation, mais dans un contexte d’'immobilisation. Rannou et
ses collaborateurs ont décrit une baisse de I'expression de Nay1.5 corrélée avec le temps
d’'immobilisation du muscle, suggérant ainsi que la possibilité pour le muscle de se raccourcir
ou de s’allonger semblait nécessaire a la préservation des propriétés électrophysiologiques et

mécaniques du muscle (Rannou et al., 2011).

3. Na,1.5 dans les muscles lisses

Contrairement aux cellules musculaires striées cardiaques, squelettiques et aux
neurones, l'initiation électrique de la contraction des cellules musculaires lisses ne répond pas
aux mémes mécanismes électrophysiologiques. Les cellules musculaires lisses ont un potentiel
de repos membranaire instable, pouvant générer sans stimuli des dépolarisations spontanées
cycliques appelées ondes lentes, qui pourront ensuite atteindre le seuil de déclenchement
d’un potentiel d’action en cas de stimuli. De plus, I'initiation de ce potentiel d’action est
médiée par le calcium, et non par le sodium (Mchale et al., 2006). Toutefois, il est fait
aujourd’hui de nombreuses démonstrations de la présence fonctionnelle du canal sodique

Nay1.5 dans diverses cellules musculaires lisses de I'organisme.

Dans le tractus gastro-intestinal, il a été démontré pour la premiére fois en 2002 la
présence du canal sodique Nay1.5 par analyses transcriptomiques et électrophysiologiques sur
des cellules musculaires lisses humaines de jéjunum. Bien qu’il ait été supposé un role du
courant sodique associé a Nay1.5 dans la contraction des cellules musculaires lisses, et donc
dans la motilité intestinale, les fonctions physiologique ou pathologique de ce courant
n’avaient pas encore pu étre identifiées (Holm et al., 2002; Ou et al., 2002). Puis, en 2003,
Strege et ses collaborateurs émettent la méme hypothése en montrant cette fois-ci
I'expression de Na,1.5 dans des cellules interstitielles de Cajal fraichement isolées par les
mémes techniques d’analyses. Les cellules de Cajal sont des cellules «pacemaker»
responsables des ondes électriques lentes a 'origine de la contraction du muscle lisse de
I'intestin (Strege et al., 2003). Mais en 2006, Locke et ses collaborateurs établissent pour la

premiere fois un lien entre les canalopathies cardiaques sodiques et les pathologies gastro-
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intestinales. lls ont en effet proposé a des patients, atteints du syndrome du QT long et
porteurs d’'une mutation du géne SCN5A, un questionnaire concernant d’éventuels troubles
gastro-intestinaux. Or 65% de ces patients ont présentés divers symptomes gastro-
intestinaux, dont 50% ont au moins rapporté des douleurs abdominales, concluant ainsi que
le réle des canalopathies sodiques dans les pathologies digestives méritait d'étre plus
profondément étudié (Locke et al., 2006). En 2009, Saiko et ses collaborateurs seront les
premiers a identifier le géne SCN5A comme géne candidat dans la pathologie appelée
syndrome de l'intestin irritable, dont I'origine génétique avait auparavant été suggérée mais
jamais identifiée. En effet, ils ont décrit chez un patient atteint du syndrome de l'intestin
irritable une mutation faux-sens G298S du gene SCN5A, qui une fois exprimée dans des
cellules HEK montre une perte de densité de courant et une cinétique d'activation retardée
du canal, signifiant une perte de fonction de Na,1.5 (Saito et al., 2009). Une autre étude de
dépistage génétique plus large a été menée par la suite. Beyder et son équipe en 2014 ont
montré que sur 584 patients atteints du syndrome de l'intestin irritable, 13 d’entre eux
exprimaient des mutations du géne SCN5A, et présentaient pour symptomes principaux des
problémes de constipation. L'étude électrophysiologique de ces mutations dans des cellules
HEK a montré que 10 de ces mutations exprimaient des altérations fonctionnelles du canal
Nay1.5, majoritairement des pertes de fonction (Beyder et al., 2014). La corrélation faite entre
la présence de symptdémes de constipation et I'expression de pertes de fonction de Nay1.5
suggere 'implication de Na,1.5 dans la motilité intestinale. Il semblerait méme que ce role soit
plus précisément médié par le courant retardé Ina, courant également impliqué dans le
syndrome du QT long. Il a en effet été montré que I'utilisation de ranolazine chez des patients
atteints d’angine de poitrine stable, un inhibiteur spécifique des courants sodiques retardés

InaL, avait pour effet secondaire de provoquer des constipations (Nash & Nash, 2008).

Un autre organe creux tapissé de cellules musculaires lisses exprimerait Nay1.5. En
effet il a été montré I'expression du transcrit Scn5a dans la couche musculaire lisse
longitudinale d’utérus de rates non-gestantes. Cependant, les transcrits Scn2al, Scn3a et
Scn8a y sont également exprimés. Il semblerait néanmoins que les contractions rythmiques

utérines soient plutot activées par des canaux sensibles a la TTX (Seda et al., 2007).

De nombreuses études électrophysiologiques ont aussi démontré la présence de

courants sodiques voltage-dépendants dans le muscle lisse vasculaire, notamment au niveau
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de la veine porte (Mironneau et al., 1990) ou des arteres coronaire (Quignard et al., 1997) et
mésentérique (Berra-Romani, Blaustein, & Matteson, 2005). Cependant aujourd’hui peu
d’études ont décrit la présence effective du canal sodique Nay1.5 dans les cellules musculaires
lisses vasculaires. Dans l|'artere fémorale de rat, sa présence a été démontrée par
immunofluorescence dans le muscle lisse comme dans I'endothélium. Dans cette étude, les
auteurs ont étudié la contraction ex vivo d’arteres fémorales de rats pour observer les effets
potentiels d’activateurs ou d’inhibiteurs du courant Ina. cardiaque. lls ont ainsi pu montrer
dans un premier temps que la vératridine, activateur du courant Inai, induisait la contraction
des artéres fémorales. Cette contraction est inhibée en absence de sodium dans le milieu, en
présence d’inhibiteur de I'échangeur Na*/Ca?*, d’inhibiteur du courant InaL ou de TTX. De plus
il est montré que la contraction des arteres fémorales induite par la vératridine est similaire
en présence ou en absence de I'endothélium (Bocquet et al., 2010). Ces résultats suggerent
donc une implication du courant sodique Ina. porté par Nay1.5 dans la contraction des arteres
fémorales, médiée par la voie de signalisation calcique impliquant les échangeurs
membranaires Na*/Ca?*. L’absence de I'endothélium n’empéchant pas la contraction sous
vératridine, il semblerait que la fonction de Na,1.5 dans la contraction trouve son origine dans
son expression sur les cellules musculaires lisses, et non par celle détectée sur les cellules
endothéliales. Sans montrer une preuve directe de I'expression de Nayl1l.5, la méme
démonstration a été réalisée sur des aortes de rats avec ou sans endothélium. La contraction
par la vératridine des aortes est inhibée par la TTX mais également par la ranolazine, inhibiteur

sélectif du courant cardiaque persistant InaL (Virsolvy et al., 2015).

Enfin, il a également été montré I'implication de Nay1.5 dans I'activité électrique des
cellules musculaires lisses pulmonaires. Dans un premier temps au niveau vasculaire, il a été
décrit en 2005 puis en 2011 dans des cellules musculaires lisses d’artéres pulmonaires
humaines mises en culture une expression de 'ARNm SCN5A. Cette expression semble
néanmoins minime comparées aux autres isoformes de canaux sodiques retrouvées. De plus
les courants sodiques enregistrés dans ces cellules sont vraisemblablement portés par des
canaux sodiques sensibles a la TTX (Firth et al., 2011; Platoshyn et al., 2005). Jo et ses
collaborateurs ont montré I'expression de I’ARNm SCN5A dans des cellules musculaires lisses
isolées d’artere pulmonaire principale humaine, non mises en culture. Cependant le canal

Nay1.5 ne semble pas porter le courant sodique enregistré dans ces cellules car ce courant Ina
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est trop sensible a I'inhibition par la TTX (Jo et al., 2004). Mais un autre type de cellule
musculaire lisse doit étre pris en compte dans les poumons : les cellules musculaires lisses des
voies aériennes. En 2004 des travaux menés sur des cellules musculaires lisses des bronches
humaines en culture ont montré une expression faible de ’ARNm SCN5A par PCR, expression
qui ne semble d’ailleurs pas fonctionnelle d’apres les enregistrements électrophysiologiques
des courants sodiques effectués, qui sont sensibles a la TTX (Jo et al., 2004). Mais en 2001,
Bradley et son équipe ont étudié des cellules musculaires lisses de bronches de lapin, cette
fois-ci fralchement isolées et non mises en culture. lls ont clairement pu mettre en évidence
I’expression de I’ARNm Scn5a par PCR, tout en démontrant en paralléle un courant sodique
dans ces cellules ayant des propriétés électrophysiologiques similaires au courant porté par le
canal sodique humain Nay1.5 exprimé dans des cellules HEK293 (Bradley et al., 2013). Bien
gu’ils n’aient pas été en mesure de démontrer I'effet de ce courant sodique sur la contraction
myogénique des voies respiratoires, I'hypothése d’une implication de Na,1.5 dans le
remodelage pulmonaire ou dans les phénomeénes de bronchospasmes est a envisager (Bradley

et al.,, 2013).

B. Na,1.5 dans les cellules dites non-excitables

1. Na,1.5 dans les fibroblastes

Les fibroblastes cardiaques sont essentiellement connus pour leur réle central dans
le maintien de la matrice extracellulaire dans le coeur normal, tandis qu’en condition
pathologique ils agissent comme des médiateurs des remodelages inflammatoire et fibrotique
(Brown et al., 2005). En effet les fibroblastes en condition pathologique vont migrer et se
différencier en myofibroblastes, qui vont synthétiser des protéines de la matrice
extracellulaire de maniére excessive conduisant a une fibrose myocardique (Swynghedauw,
1999). Bien que ces fibroblastes soient qualifiés de cellules non-excitables, il est depuis
guelgues années démontré qu’ils contribuent pourtant a 'activité électrophysiologique des
cardiomyocytes en formant avec eux un important réseau de contact par couplage électrique
(Gaudesius et al., 2003; Kohl et al., 2005; Miragoli, Gaudesius, & Rohr, 2006). En voulant
étudier I'expression des divers canaux ioniques présents dans les fibroblastes cardiaques, Li
et ses collaborateurs en 2009 ont été les premiers a montrer la présence du canal sodique

Nay1.5 dans ces cellules. lIs ont en effet démontré la présence de I’ARNm SCN5A par PCR ainsi
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gu’un courant sodique ayant certaines propriétés similaires a celles observées dans les
cardiomyocytes, courant présent dans au moins 61% des fibroblastes ventriculaires humains
commerciaux en culture étudiés (Li et al., 2009). Suite a cela, une autre étude réalisée cette
fois-ci sur des fibroblastes atriaux humains fraichement mis en culture a montré également
une expression du messager codant pour Nay1.5. Par cette nouvelle étude il est surtout
démontré que I'expression de Nay1.5, finalement relativement faible dans les fibroblastes, est
associée a une absence de courants sodiques dans ces cellules. En revanche, au cours de leur
différenciation en myofibroblastes, I'expression de 'ARNm SCN5A ainsi que les courants
sodiques associés augmentent considérablement, suggérant ainsi que cette expression de
Na,1.5 dans les fibroblastes serait plutot liée a la différenciation en myofibroblaste (Chatelier
etal., 2012). Les observations de Li et ses collaborateurs, décrivant des courants sodiques dans
61% de leurs cellules commerciales, ayant notamment subi plusieurs passages, suggerent
finalement dans ces cellules la présence de nombreux myofibroblastes (Chatelier et al., 2012;
Li et al., 2009). Cette expression, modulée lors de la différenciation de ces cellules en
myofibroblastes, suggere que Nayl1l.5 serait directement associé a la transition vers un

phénotype fibrotique.

2. Na,1.5 dans les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales vasculaires forment une barriere de perméabilité entre le
sang et le muscle lisse de la paroi vasculaire. Elles contribuent également aux processus de
croissance et de réparation vasculaires et de controle du tonus par sécrétion de facteurs
relaxants et contractiles (Gosling et al., 1998). Les cellules endothéliales n'ont jamais été
décrites comme produisant des potentiels d'action et sont donc classées comme cellules non-
excitables. Mais des courants ioniques sont pourtant enregistrés dans ces cellules, et
notamment des courants sodiques voltage-dépendants. Dans des cellules endothéliales de
veine saphene humaine isolées puis mises en culture, I’ARNm SCN5A a été détecté par PCR et
associé a un courant sodique répondant aux mémes caractéristiques électrophysiologiques
gue celui détecté dans le coeur (Gosling et al., 1998). Dans ces cellules en culture, le potentiel
de repos avoisine les -30mV mais est plus proche de -70mV dans des cellules fraichement
isolées. Ces potentiels de membrane se situent a I'instar des neurones dans la fenétre de
potentiel ou un courant de fenétre peut provoquer I'activation de certains canaux Nay1.5

disponibles et ainsi déclencher une dépolarisation, possiblement impliquée dans la
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contraction de ces vaisseaux. Mais il a également été décrit I'expression de Na,1.5 dans
I’endothélium des artéres fémorales de rats. Comme expliqué précédemment il semblerait
qgue I'expression fonctionnelle de Nay1.5 dans ces artéres, induisant la contraction de ces
derniéres, soit plutét portée par les canaux présents dans les cellules musculaires lisses,
comme c’est également le cas dans les aortes de rats (Bocquet et al., 2010; Virsolvy et al.,
2015). D’autres travaux restent encore a étre menés pour comprendre le role éventuel de

Nay1.5 dans les cellules endothéliales.

3. Na,1.5 dans les cellules épithéliales

Dans les cellules épithéliales, trés peu de travaux ont été effectués concernant les
courants sodiques voltage-dépendants. Seule une étude montre I'expression de I’ARNm Scn5a
dans une lignée de cellules épithéliales gastriques de rat RGM-1 et la présence d’un courant
sodique résistant a la TTX, suggérant la présence fonctionnelle du canal sodique Nay1.5 dans
ces cellules. Linhibition du courant sodique ou la régulation a la baisse de I'expression
de Nay1.5 conduisent a la suppression de la prolifération de la lignée cellulaire RGM-1,
montrant I'implication de Nay1.5 dans la prolifération épithéliale. Son réle éventuel dans la

protection des muqueuses reste encore a étre étudié (Wu et al., 2006).

4. Na,1.5 dans les cellules gliales

Les cellules gliales sont localisées dans le systéme nerveux, entourant les neurones
et participant au controle des homéostasies chimique et électrique de leur environnement.
Parmi elles, les astrocytes sont des cellules étoilées qui assurent essentiellement des réles de
support et de protection, constituant ainsi une assise pour les neurones (Oberheim, Goldman,

& Nedergaard, 2012).

Bien que de nombreuses études suggéraient déja la présence de courants sodiques
résistants a la TTX dans les astrocytes, Black et ses collaborateurs en 1998 sont les premiers a
montrer I'expression de Nay1.5 dans des astrocytes de moélle épiniére de rats, au niveau du
transcrit et de la protéine in vitro mais également in situ (Black et al., 1998). Il a ensuite montré
en 2010 que cette expression de Nay1.5 dans les astrocytes chez 'Homme était dynamique :
presque nulle en condition physiologique, elle augmentait en condition pathologique dans des
contextes de sclérose en plaque, d’accident vasculaire cérébral ou de tumeur au cerveau. Leur

hypothése était que I'expression régulée de Nay1.5 dans les astrocytes était compensatoire

38



Introduction

dans le maintien de 'lhoméostasie ionique dans les zones lésées du systeme nerveux central
(Black, Newcombe, & Waxman, 2010). Mais en 2014, la méme équipe a montré dans un
modeéle in vitro d’astrocytes de rats que les mécanismes de prolifération et de migration de
ces cellules en cas de Iésion mécanique étaient atténués par une forte dose de TTX, par une
inhibition d’expression de Nay1.5 par un siRNA (Pappalardo et al., 2014), mais également par
un inhibiteur des échangeurs Na*/Ca?*. De plus I'inhibition d’expression de Na,1.5 (par le
siRNA) ou de fonction (par la TTX) dans les astrocytes conduirait a une diminution du pic de
calcium intracellulaire observé lors de leurs |ésions mécaniques (Pappalardo et al., 2014). Ainsi
le r6le de Nay1.5 dans les astrocytes serait plutot lié a la migration et la prolifération cellulaire,

faisant intervenir la signalisation calcique par I’échangeur Na*/Ca?*.

Parallelement les cellules de la microglie sont des cellules immunitaires résidentes du
systéme nerveux central qui assurent la surveillance du cerveau et de la moelle épiniére. Elles
sont activées par lésions tissulaires et ont diverses fonctions comme la prolifération, la
migration, la phagocytose et les sécrétions de cytokines et chimiokines (Black, Liu, & Waxman,
2009). Il a été montré une expression du canal sodique Nay1.5 dans des cellules microgliales
isolées de rats par immunofluorescence (Black et al., 2009). Cependant, il semble que dans ce
type cellulaire, I'activité sodique soit exclusivement portée par une autre isoforme de canal

sodique voltage-dépendant, Na,1.6 (Black et al., 2009; Craner et al., 2005).

5. Na,1.5 dans les cellules immunitaires

Les macrophages sont des cellules a activité de phagocytose qui sont en premiére
ligne de la défense de I'organisme contre les micro-organismes. Ces derniers agissent via des
mécanismes de signalisation trés rapides. C'est pourquoi il a été envisagé I'hypothese de
I'intervention d’une activité électrique dans ces cellules, médiée par un courant sodique
(Waxman Carrithers et al., 2007). Il a effectivement été décrit dans une étude une expression
de Nay1.5 dans des macrophages dérivés de monocytes humains primaires par
immunofluorescence, plus précisément au niveau des endosomes tardifs. De plus, il a été
montré que l'inhibition du canal sodique Nay1.5 par de fortes doses de TTX, ainsi que la
répression de son expression par invalidation, inhibaient les processus de phagocytose dans
ces macrophages activés par le LPS. Il a aussi été suggéré que Nay1.5 jouait un role essentiel
dans le processus d’acidification des endosomes (Waxman Carrithers et al., 2007). Cependant

une autre étude, sans montrer directement I’expression de Nay1.5 dans les macrophages, met
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en lumiére une fonction trés intéressante de ces cellules qui pourrait impliquer ce canal. En
effet, Hulsmans et ses collaborateurs en 2017 ont montré que les macrophages résidents du
cceur avaient un role électrique. D’aprés leurs travaux, ces macrophages faciliteraient la
conduction électrique a travers le nceud auriculo-ventriculaire, la ou les cellules
cardiomyocytaires conductrices du potentiel d’action s'entremélent de maniéere importante
avec des macrophages. De plus les macrophages expriment la connexine 43, la protéine
majeure du couplage électrique cardiaque formant les jonctions communicantes. Lorsqu’ils
sont couplés via des jonctions communicantes a des cardiomyocytes battant spontanément,
les macrophages cardiaques ont également un potentiel de membrane de repos négatif et se
dépolarisent en synchronie avec les cardiomyocytes (Hulsmans et al., 2017). L'expression de
Na,1.5 a la membrane plasmique de ces macrophages cardiaques résidents n’a pourtant pas

été étudiée a ce jour, mais mérite de nouvelles investigations.

Nay1.5 a été identifié dans un autre type cellulaire du systéme immunitaire. En effet,
Lo et ses collaborateurs en 2012 ont étudié la sélection positive des lymphocytes T CD4%,
nécessaire a génération de la réponse immunitaire adaptative. Pour une sélection positive des
lymphocytes dans le thymus, une entrée prolongée de calcium dans les thymocytes double
positifs CD4* CD8* est nécessaire. lls ont montré que ces thymocytes double positifs
présélectionnés par le thymus exprimaient fortement I’ARNm SCN5A. De plus, ils décrivent le
fait qu’une inhibition de Nay1.5 par la TTX ou une répression de son expression par un ARN
interférent conduit a une non sélection de thymocytes exprimant le CD4 (Lo, Donermeyer, &
Allen, 2012). Ces résultats suggerent un role important de Nay1.5 dans la sélection positive
des lymphocytes dans le thymus, qui serait médiée la voie de signalisation du calcium (Lo et

al., 2012; Malissen, 2012; Milam et al., 2018).

6. Na,1.5 dans les cellules tumorales

Les cancers, qui sont la plupart du temps des maladies génétiques sporadiques, sont
parmi les principales causes de déces dans le monde. Le terme « cancer » englobe un groupe
de maladies se caractérisant par la multiplication et la propagation anarchiques de cellules
anormales (Fondation contre le Cancer, 2016). Depuis une vingtaine d’année maintenant, de
nombreuses études se sont intéressées aux canaux ioniques voltage-dépendants dans ce
contexte. En effet les canaux ioniques, exprimés a la membrane plasmique, sont des protéines

clés de I'noméostasie ionique, du potentiel membranaire, du volume cellulaire et de la
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signalisation intracellulaire. De maniére intéressante, les surexpression ou sous-expression de
certains canaux ioniques dans les cellules cancéreuses ont été rapportées comparées aux
cellules non-cancéreuses correspondantes (Roger et al., 2015), la protéine Nay1.5 en faisant

partie.

Le cancer du sein est la principale cause de déces par cancer chez les femmes a
travers le monde. Les patients meurent principalement en raison de l'apparition et du
développement des métastases qui dépendent en partie de la capacité des cellules
cancéreuses a dégrader les matrices extracellulaires et a migrer (Driffort et al., 2014). Roger
et son équipe sont les premiers a avoir identifié un courant sodique entrant, rapide, et inhibé
par de fortes concentrations de TTX dans une lignée cellulaire humain de cancer du sein MDA
MB 231. Ceci suggére |'expression fonctionnelle de I'isoforme Nay1.5 du canal sodique voltage
dépendant. lls ont par ailleurs montré que I'inhibition du courant sodique par la TTX inhibait
d’environ 30% l'invasion par ces cellules cancéreuses (Roger, Besson, & Le Guennec, 2003).
Plus tard, en 2005, Fraser et ses collaborateurs ont finalement montré sur ces mémes cellules
mais également sur des biopsies humaines que ces courants sodiques étaient bel et bien
portés par le canal sodique Na,1.5, mais sous sa forme dite néonatale. lls ont également
montré que cette expression de Na,1.5, absente ou presque dans des cellules saines, était
augmentée avec l'acquisition d’'un phénotype métastatique, notamment en amplifiant les
pouvoirs de migration et d’endocytose de ces cellules cancéreuses. A I'issu de leurs travaux,
les auteurs ont formulé diverses hypotheses pour expliquer 'augmentation d’expression
de Nay1.5 dans les cellules métastatiques, et ont par exemple suggéré I'induction de cette
expression par des hormones stéroides comme les cestrogénes, ou par des facteurs de
croissance, tout en n’excluant pas I'influence activatrice potentielle des cellules environnantes
comme les fibroblastes (Fraser et al., 2005). Pour expliquer les mécanismes d’action du canal
sodique Nay1.5 sur la capacité d’invasion des cellules cancéreuses, Gillet et ses collaborateurs
en 2009 ont aussi utilisé la lignée cellulaire MDA MB 231. Leurs travaux ont permis de montrer
qgue l'action de Nay1.5 dans ces cellules passait par une acidification autour de la membrane
plasmique, conduisant a I'activation de cathepsines B et S qui sont des protéases responsables
de la dégradation de la matrice extracellulaire (Gillet et al., 2009). Une autre étude est venue
confirmer cette hypothése, en montrant la colocalisation de Nay1.5 a la membrane plasmique

des cellules cancéreuses avec la cavéoline 1 et I'échangeur Na*/H* appelé NHE1, qui aprés
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activation par Na,1.5 serait responsable de I'acidification précédemment observée (Brisson et
al.,, 2013). Nay1.5 devenant ainsi une cible thérapeutique intéressante pour empécher le
développement de métastases dans le cancer du sein, Driffort et ses collaborateurs ont
démontré, grace a leurs travaux menés sur des cellules MDA MB 231 injectées a des souris
immunodéprimées que la répression totale de Nay1.5 dans ces cellules par un ARNsh pouvait
empécher totalement la colonisation pulmonaire par ces cellules cancéreuses. De plus, ils ont
également injecté a ces souris de la ranolazine, un inhibiteur du courant persistant Ina. porté
par Nay1.5. L'inhibition de ce courant persistant conduit a une diminution significative de la
colonisation pulmonaire des cellules MDA MB 231 in vivo. Ces résultats montrent qu’il est
possible d’inhiber la capacité métastatique des cellules cancéreuses du sein in vivo,

notamment en inhibant I'activité électrique du canal sodique Nay1.5.

Le cancer des ovaires est I'un des cancers également tres fréquent chez les femmes.
Il est intéressant de remarquer que les observations faites sur I'expression de Na,1.5 dans des
lignées de cellules cancéreuses humaines d’ovaires sont exactement les mémes que celles
réalisées dans les lignées de cellules cancéreuses du sein. Le niveau de Nay1.5 dans les cellules
saines est presque indétectable, tandis qu’une expression nette est observée dans les cellules
cancéreuses. L'inhibition du courant sodique porté par Na,1.5 par de fortes concentrations de
TTX diminue de 50 a 60% le pouvoir de migration des cellules cancéreuses des ovaires. |l est
également observé dans des biopsies une expression plus élevée de Nay1.5 dans des cellules
cancéreuses bien établies comparées aux cellules de tumeur ovariennes bénignes (Gao et al.,
2010). Ces résultats confirment la corrélation entre le pouvoir métastatique des cellules

cancéreuses et le niveau d’expression fonctionnelle de Nay1.5.

Le cancer de la prostate est le type de cancer le plus répandu chez les hommes (Shan
et al., 2014). Des courants sodiques ont également été impliqués dans I’évolution agressive
de ce dernier. L'expression du transcrit SCN5A codant pour Na,1.5 a été observée dans
plusieurs lignées de cellules cancéreuses prostatiques (Suy et al., 2012). Cependant son
implication semble étre bien différente dans ces cellules, comparée a ce qui a été observé
dans les cancers du sein et des ovaires. En effet en 2014 Shan et son équipe ont montré que
le canal sodique Nay1.5 était exprimé dans les tissus de prostate normaux et dans les tumeurs
bénignes a un niveau significatif, et qu’en revanche ce niveau d’expression diminuait dans les

cellules cancéreuses bien établies (Shan et al., 2014), suggérant que le potentiel métastatique
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de ces cellules était plutot médié par I'expression de I'isoforme Nay1.6. Néanmoins, en 2009,
une étude trés intéressante a montré un risque plus important pour des patients atteints du
syndrome de Brugada de développer un cancer de la prostate. Le syndrome de Brugada,
souvent associée a une perte de fonction de Na,1.5, est en effet une pathologie touchant
majoritairement les hommes. Ces patients présentent des concentrations plasmatiques de
testostérone plus élevées que des hommes sains (Haruta et al., 2009). L’étude montre par
ailleurs que suite a une castration chimique dans le cadre du traitement du cancer de la
prostate, les tracés ECG caractéristique du syndrome de Brugada de deux patients sont

devenus normaux (Haruta et al., 2009).

L'hypothése formulée précédemment par Fraser en 2005, proposant que
I’augmentation de I'expression de Na,1.5 dans les cellules métastatiques des cancers féminins
était controlée par I'expression des cestrogéenes semble donc pertinente, bien qu’il soit
possible d’envisager une action directe de la testostérone sur I'expression des canaux
sodiques Nay1.5 également. De toute évidence, I'implication potentielle des hormones
sexuelles dans le contréle de I'expression de Nay1.5 mérite de plus amples travaux, a minima
dans le contexte tumoral. Cependant, I'expression de Na,1.5 a été associée a la migration des
cellules dans d’autres cancers non controlés par des facteurs hormonaux. Il a été observé
I'inhibition de courants sodiques, par des concentrations fortes de TTX et par I'utilisation de
siRNA dirigés contre SCN5A, dans différentes lignées de cellules humaines cancéreuses du
cOlon. Ces inhibitions des courants sodiques portés par Nay1.5 ont été associées a la baisse du
potentiel d’invasion de ces cellules cancéreuses. Il est de plus décrit une augmentation de
I’expression de Nay1.5 dans des biopsies humaines de patients atteints de cancer du colon,
tandis que le niveau d’expression de Nay1l.5 est presque indétectable dans les biopsies
contrbles (House et al., 2010). Les cellules Jurkat, une lignée immortalisée de lymphocytes T
CD4 humains et utilisées en recherche comme modele notamment dans les études portant
sur la leucémie, ont également été étudiées. Il a été décrit dans ces cellules la présence de
I’ARNm SCN5A et d’un courant sodique, dont I'inhibition par de fortes concentrations de TTX
est corrélée a une inhibition du pouvoir d’invasion des cellules Jurkat (Fraser et al., 2004).
Enfin, le cancer non a petites cellules est un cancer des cellules épithéliales, représentant 80
a 85% de I'ensemble des cancers des poumons (American Cancer Society, 2016). Il a

également été montré dans plusieurs lignées issues de cellules humaines de ce type de cancer
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I’expression de canaux sodiques voltage-dépendants, notamment I'expression de Nay1.5, qui
semblent impliquée dans le processus métastatique de ces cellules (Roger et al., 2007). Il a
cependant été montré plus tard que le courant sodique dans ce contexte était plutot porté
par le canal sodique Nay1.7, et son expression a d’ailleurs été clairement confirmée dans des
biopsies de cancers du poumons de patients humains (Campbell, Main, & Fitzgerald, 2013). Le
role de Nay1l.5 dans l'agressivité des cancers semble donc pertinent, bien qu’il serait
intéressant aujourd’hui de réaliser plus d’études in vivo tout en s’intéressant a I'importance

du sexe et de l'influence hormonale sur I’expression et I'activité de Nay1.5.

Le canal sodique Nay1.5, par son expression fonctionnelle dans de nombreux types
cellulaires excitables comme non-excitables, montre aujourd’hui de nouvelles fonctions tres
intéressantes, encore tres mal connues et qui sont vouées a étre rapidement explorées. Bien
gue son mode d’action soit toujours fortement lié a son activité électrique, il est mis en
évidence de nos jours un vrai réle de protéine médiatrice de voies de signalisation trés
diverses, notamment par interaction directe avec I’environnement et plus particulierement
avec la matrice extracellulaire. Les différentes fonctions démontrées ou potentielles a

explorer sont résumées Table 1.
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Nav1.5 dans les cellules excitables

Rythmicité électrique
Cardiomyocytes Conduction électrique

Contraction

Excitabilité neuronale

Neurones
Développement neuronal
Cellules musculaires squelettiques Contraction
Cellules musculaires lisses Contraction
Nav1l.5 dans les cellules non-excitables
Fibroblastes Différenciation en myofibroblastes
Cellules endothéliales Non défini

Cellules épithéliales Prolifération

Migration
Cellules gliales
Prolifération

Acidification des endosomes macrophagiques
Cellules immunitaires Conduction électrique

Sélection positivie des LT CD4*

Migration
Cellules tumorales

Invasion

Table 1. Na,1.5 et ses différentes fonctions a explorer dans les cellules excitables et non-
excitables.

Les poumons, riches de nombreux types cellulaires exprimant potentiellement Nay1.5,
sont les organes les plus proches du cceur et les plus connectés a sa fonction de pompe
circulatoire. Pourtant, I'expression de Nay1.5 dans les poumons et ses éventuelles implications

en physiologie et en pathologies pulmonaires n’ont encore jamais été réellement explorées.

lll. Le systeme respiratoire : physiologie et
physiopathologie
A. Anatomie et fonction

1. Le systeme respiratoire

Le systéme respiratoire est un ensemble de conduits permettant le passage de I'air,
qui le filtre et le transporte du milieu extérieur jusqu’a I'intérieur du poumon ou les échanges

gazeux vont s’opérer entre I'’environnement et le sang.

Le systeme respiratoire supérieur comprend de haut en bas : le nez et la bouche, le
pharynx et le larynx. Ce systeme supérieur remplit plusieurs fonctions : le nez par exemple a
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un réle olfactif, le pharynx est un carrefour aéro-digestif, et le larynx est le siege de la
phonation. Toutefois leur fonction principale reste la conduction de l'air en direction des
poumons. L'entrée de I'air dans ces structures est ajustée a la température interne de
I’'organisme a 37°C, et une muqueuse ciliée tapissant I’'ensemble des conduits aériens assure

une filtration en évacuant vers I'extérieur les micro-organismes, poussiéres et débris.

Le systéme respiratoire inférieur comprend : la trachée, les bronches primaires,
secondaires, tertiaires, les bronchioles et les sacs alvéolaires (Figure 11). Ce systeme inférieur,
lui, est exclusivement dédié a la fonction respiratoire. Il est également entierement tapissé
d’un épithélium muqueux filtrant I'air et encerclé de cellules musculaires lisses permettant le
contrble des calibres des conduits respiratoires, afin de réguler les débits d’air entrant et
sortant des poumons. Anatomiquement, le systéme respiratoire intérieur peut étre divisé en
deux ensembles : les conduits extra-pulmonaires (la trachée et les deux bronches primaires
qui entrent dans les poumons) et les conduits intra-pulmonaires (les deux bronches primaires,

les bronches secondaires, tertiaires, les bronchioles et les sacs alvéolaires).
Au niveau fonctionnel en revanche, on parle de :

- Lazone de conduction, qui comprend tous les conduits aériens allant de la trachée
jusqu’aux bronchioles ;

- Lazone d’échange, qui comprend tous les sacs alvéolaires des poumons.
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< :, . Secondary bronchus
Upper lobe N7 /
\ o % ___—Tertiary bronchus
A N

Middle lobe ——— A ’

' Foles *
— ./,/
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Right lung Left lung ,J) » ~",
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Figure 11. Schéma de I'anatomie générale du systéme respiratoire inférieur humain.
Le poumon droit contient 3 lobes tandis que le poumon gauche en contient seulement 2.
Schéma issu de la LUNGevity Foundation (https://lungevity.org).
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2. La zone de conduction

La zone de conduction est constituée des ramifications du conduit aérien principal qui
entrent dans les poumons. Les deux bronches primaires droite et gauche, issues de la trachée,
entrent chacune dans un poumon. Elles se divisent ensuite en bronches secondaires a
destination de chaque lobe pulmonaire. Puis ces derniéres se divisent en bronches tertiaires,
également appelée segmentaires, qui se répartissent dans toutes les régions pulmonaires
(Figure 11). Ces conduits continuent de se diviser dans les divers segments pulmonaires pour
aboutir chez 'Homme a des conduits de petits diamétres (<1mm) appelés bronchioles, qui
sont les plus petites structures de la zone de conduction (Marieb et al., 2015). Les
compositions des parois de ces différentes structures qui se divisent varient selon le diamétre,
mais on y retrouve de maniére générale les composantes suivantes, du centre vers la
périphérie de la lumiere bronchique : une couche de cellules épithéliales reposant sur une
membrane basale, une couche de cellules musculaires lisses, et une adventice comprenant
une matrice extracellulaire de collagéne et d’élastine, des vaisseaux sanguins et des cellules
immunitaires résidentes (Figure 12) (Rydell-Tormanen et al., 2013). Plus spécifiquement, des
anneaux cartilagineux retrouvés dans la trachée sont remplacés progressivement par des
plaques irrégulieres de cartilage autour des bronches, puis se raréfient jusqu’a disparaitre
(Marieb et al., 2015). Concernant la répartition des muscles lisses, alors qu’on n’en retrouve
gu’une fine paroi dans la paroi postérieure de la trachée, les bronches sont complétement
entourées de couches de cellules musculaires lisses en forme d’hélice. L'orientation en hélice
suggere une structure architecturale tres efficace, qui améliore la capacité du muscle a induire
la bronchoconstriction (Amrani & Panettieri, 2003). Ces modifications de structures
témoignent d’une différence d’implication dans les fonctions conductrices de I'air. Plus la
paroi est rigidifiée par le cartilage et moins elle participe a la régulation du flux d’air. En
revanche les structures plus musculaires sont soumises a plus de mécanismes de régulation
et sont trés fortement impliquées dans |'adaptation du calibre des voies respiratoires,
modulant ainsi leur résistance au passage de l'air. Cette modulation de la réactivité
bronchique en fonction des besoins est I'une des fonctions essentielles du systeme de

conduction respiratoire.
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Figure 12. Structure des voies respiratoires saines humaines.
Représentation générale d’une bronche de la zone de conduction dans les poumons humaisn
sains. Schéma adapté d’apres Rydell-Térmanen et al., 2013.

3. La circulation pulmonaire

Les conduits respiratoires sont entourés de la circulation pulmonaire. Les artéres
pulmonaires, transportant le sang pauvre en O; sortant du ventricule droit, cheminent le long
des bronches principales puis se ramifient parallélement aux bronches a I'intérieur du poumon
pour donner des artérioles proches des bronchioles juste avant la zone d’échange (Townsley,
2013). Les veines pulmonaires en sortie de la zone d’échange, transportant le sang néo-
oxygéné vers le coeur gauche, présentent des ramifications similaires allant des veinules de
petit diametre jusqu’aux deux veines pulmonaires gauches et deux veines pulmonaires droites
sortant des poumons le long des bronches principales. En revanche, a l'intérieur du poumon,
les veines cheminent indépendamment des bronches contrairement aux arteres: chez le
rongeur les veines sont systématiquement isolées des autres structures, tandis que chez
I'Homme les veines cheminent proches des artéres et des bronches au niveau distal tandis

gu’elles divergent complétement au niveau proximal (Townsley, 2013).

La structure des artéres de la circulation pulmonaire n’est pas tout a fait identique a
celle des artéeres de la circulation systémique. Dans les poumons ces artéres ont une paroi
vasculaire plus fine, avec moins de cellules musculaires lisses (Suresh & Shimoda, 2016).
Néanmoins |'organisation globale est ressemblante, avec la présence de trois tuniques :
I'intima (formée d’une monocouche de cellules endothéliales), la media (formée par les
cellules musculaires lisses) et I'adventice (riche en fibres d’élastine, de collagenes et de
fibroblastes). L’adventice est commune pour |'artére et la bronche associée. La media des

artéres de gros calibre contient plusieurs couches de cellules musculaires lisses, mais la

48



Introduction

guantité relative de ces cellules diminue au fur et a mesure des ramifications artérielles, pour
devenir quasiment nulle au niveau des artérioles (Townsley, 2013). Les veines sont également
organisées en trois tuniques, mais comparées aux artéres correspondantes elles présentent
une media musculaire beaucoup plus fine et visible uniquement sur les veines de gros
diametre. L'adventice quant a elle est plus épaisse dans les veines que dans les artéeres
pulmonaires (Townsley, 2013). Mais les veines pulmonaires présentent une spécificité
importante comparée aux artéres, et aussi comparée aux autres veines de I'organisme. Dans
les poumons, les veines pulmonaires sont tapissées d’'une couche de myocarde, issue d’un
« débordement » du développement du myocarde de I'oreillette gauche en aval. Ces cellules
ont une morphologie proche des cardiomyocytes retrouvés dans le cceur, et leur profil
d'expression semble similaire a celui du muscle cardiaque auriculaire puisque ces cellules
expriment des protéines de jonctions intercellulaires de type connexines et des canaux
ioniques a activité dépendante du potentiel (Townsley, 2013). Chez I'Homme ces cellules
cardiomyocytaires sont retrouvées dans les veines proximales de gros calibre tandis que chez
le rongeur on les retrouve dans la paroi de toutes les veines pulmonaires (Mueller-Hoecker et
al., 2008; Townsley, 2013). Ces cellules présentent une activité électrique dont le réle en
physiologie n’a pas été déterminé, mais qui en pathologie a été associé a des phénomenes de
fibrillation atriale (Chang et al., 2016; Takahara et al., 2014). La présence de ce myocarde
veineux pulmonaire témoigne d’une connexion vasculaire extrémement importante entre le

cceur et les poumons, proche de la zone de conduction respiratoire.

4. La zone d’échanges

Les ramifications terminales des bronchioles de la zone de conduction se terminent
dans la zone d’échange des poumons, proches des ramifications terminales des artérioles et
veinules au niveau du réseau capillaire. Des conduits alvéolaires de trés petit diametre,
constitués d’anneaux tres fins d’élastine, de collagene et de muscle lisse se terminent par des
grappes d’alvéoles pulmonaires, chacune de ces alvéoles étant le siege d’échanges gazeux
avec les capillaires sanguins a proximité (Schittny, 2017). Dans cette zone d’échanges, I'O»
passe des alvéoles au sang tandis que le CO; passe du sang aux alvéoles (Doyle, Nicholas, &
Bersten, 1999). Ces échanges gazeux se produisent par diffusion simple au travers d’'une
membrane alvéolo-capillaire, composée de cellules épithéliales particulieres appelées

pneumocytes de type | (Figure 13). Des macrophages provenant de la circulation sanguine
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peuvent également étre retrouvés dans ces zones d’échanges puisque les cellules de
I'immunité peuvent aussi traverser la membrane alvéolo-capillaire, ce qui a des conséquences

importantes sur la diffusion de I’air en pathologie.

typel
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alveolus
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endothelial cell

Figure 13. Image de microscopie électronique d’une barriére alvéolo-capillaire.
Image enregistrée a partir de poumons de cochons d’Inde. Image adaptée de Huang et al.,
2001.

5. La régulation de la réactivité bronchique par les cellules
musculaires lisses respiratoires

a. La contraction des cellules musculaires lisses

La réactivité bronchique traduit I'aptitude des voies aériennes de la zone de
conduction de sujets sains a diminuer leur diamétre en réponse a de fortes stimulations
physique, chimique ou pharmacologique. Le muscle lisse est I'un des principaux effecteurs de
cette réactivité bronchique (Molimard, Lara, & Marthan, 1998). Contrairement au
cardiomyocyte, dont la contraction dépend essentiellement de la genése d'un potentiel
d'action, la contraction du muscle lisse bronchique est controlée par des messagers
extracellulaires. La contraction des cellules musculaires lisses est principalement commandée
par l'innervation cholinergique (Roux et al., 1997; Roux et al., 1998). L’acétylcholine induit la
contraction par le biais de récepteurs muscariniques a I'acétylcholine de type M3 présents a
la membrane plasmique de ces cellules. On retrouve également sur cette derniere des
récepteurs adrénergiques de type B2, fixant I'adrénaline et provoquant la relaxation des

cellules musculaires lisses (Tan et al., 2014). Enfin, de nombreux médiateurs de I'inflammation
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peuvent également réguler la contraction de ces cellules (Berger, Marthan, & Tunon de Lara,

2002; Roux et al., 1998).

L'induction de la contraction des cellules musculaires lisses, tout comme dans les
cardiomyocytes, nécessite 'augmentation du niveau de calcium cytosolique bien que le
mécanisme contractile soit différent. En effet, la présence importante d’ions Ca?* libres dans
le cytosol conduit dans la cellule musculaire lisse respiratoire a la formation de complexes
avec la protéine calmoduline (CaM). Le complexe Ca?*/CaM ainsi formé vient activer la kinase
de la chaine légére de myosine de 20kDa (MLC20) appelée MLCK. Cette kinase, en
phosphorylant la MLC20 provoque son interaction avec l'actine, générant ainsi une
contraction de la cellule. La relaxation quant a elle nécessite soit le retour a un niveau faible
de Ca?* cytosolique en évacuant I'excédent de calcium par les divers canaux ioniques présents
a la membrane plasmique et a la membrane du réticulum sarcoplasmique, soit par une
inhibition directe de I'interaction actine-myosine. Pour cela, une phosphatase appelée MLCP
intervient afin de déphosphoryler la MLC20, provoquant ainsi la fin de I'interaction actine-

myosine et donc de la contraction (Figure 14) (Molimard et al., 1998; Somlyo & Somlyo, 1994).

Dans les cellules musculaires lisses, le couplage excitation-contraction mis en jeu est
a deux composantes. |l existe dans ces cellules un couplage dit électromécanique, non
majoritaire dans le phénoméne de contraction, et un couplage pharmacomécanique

prédominant.

Plasmamembrane

Airway smooth muscle cell cytosol

Relaxation

MCa*]eytos01 t

Contraction

Figure 14. Schéma illustrant le mécanisme de contraction de la cellule musculaire lisse
respiratoire par augmentation du niveau de calcium cytosolique.
Schéma adapté de Andréa-Grégoire et al., 2017.
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b. Le couplage électromécanique

Le couplage électromécanique repose sur les oscillations du potentiel de membrane

de la cellule musculaire lisse au repos, entre -40mV et -70mV. Lorsque le potentiel de

membrane augmente légerement (dépolarisation), des canaux calciques voltage-dépendants

s’activent et permettent le passage d’ions calcium a l'intérieur de la cellule provoquant une

hausse du niveau de calcium cytosolique, avec ou sans déclenchement d’un potentiel d’action.

Puis ces canaux calciques s’inactivent suite a I’hyperpolarisation de la membrane. Deux types

de canaux ioniques interviennent dans la modulation du potentiel de membrane : des canaux

chlore et potassiques, tous deux voltage-dépendants et également sensibles aux ions Ca?*.

L'ouverture des canaux chlore va conduire a une dépolarisation de la membrane et donc a

I'excitabilité de la cellule, tandis que celle des canaux potassiques provoquent une

hyperpolarisation aboutissant a une relaxation (Figure 15) (Somlyo & Somlyo, 1994).
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Figure 15. Schéma illustrant les mécanismes électromécaniques conduisant a la contraction
et a la relaxation de la cellule musculaire lisse respiratoire.

c. Le couplage pharmacomécanique

Le couplage pharmacomécanique quant a lui est médié par I'activation de récepteurs

membranaires couplés a des petites protéines G. Le processus de contraction ou de relaxation

induit par la fixation de divers agonistes sur ces récepteurs dépend du type de récepteur

activé. Il y en a principalement trois types a la membrane plasmique de la cellule musculaire

lisse respiratoire.

Le récepteur majoritairement impliqué dans la contraction est le récepteur

muscarinique M3, activé par I'acétylcholine et couplé a la protéine Gg/11. Une fois activé, la
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protéine Gg/11 recrute a son tour une phospholipase C B (PLCB) qui va transformer le
phosphatidylinositol 4,5 biphosphate membranaire (PIP2) en inositol 1, 4, 5 trisphosphate
(IP3) et diacylglycérol (DAG). Ce couple de second messager va agir de deux facons. D’une
part, I'IP3 généré va diffuser dans le cytosol jusqu’a venir se fixer sur le récepteur a I'lP3 (IP3R)
exprimé a la membrane plasmique du réticulum sarcoplasmique (Figure 16) (Roux et al.,
1998). Cette fixation conduit a la libération de Ca?* intra-réticulum dans le cytosol qui aura

pour réle de :

- Activer les récepteurs a la ryanodine RYR, présents a la membrane du réticulum
sarcoplasmique et participants aussi a la libération du Ca?* du réticulum ;

- Activer les canaux chlore a la membrane plasmique, permettant la dépolarisation
de cette membrane et |'activation des canaux calciques voltage-dépendants

participant a 'entrée d’ions Ca?* du milieu extérieur vers le cytosol.

D’autre part, le DAG formé active une protéine kinase C, qui en phosphorylant diverses

cibles va avoir pour réle de :

- Inactiver la MLCP, inhibitrice de la myosine, pour favoriser I'interaction actine-
myosine ;

- Inactiver les protéines calponine et caldesmone, inhibitrices de I’actine ;

- Activer aussi les canaux chlore a la membrane plasmique, favorisant ainsi

I’augmentation de Ca?* cytosolique disponible.

Enfin, le récepteur M3 couplé a la protéine Gq/11 n’agit pas exclusivement par
I'activation de la cascade PLCR. Il active aussi une protéine RhoA, qui va a son tour activer une
protéine Rho kinase (ROCK), qui aura elle aussi pour réle d’inactiver la MLCP en la
phosphorylant (Sakai et al., 2017). L’activation du récepteur muscarinique M3 a donc pour

conséquence une initiation et un maintien de la contraction de la cellule musculaire lisse.
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Figure 16. lllustration du mécanisme pharmacomécanique de contraction de la cellule
musculaire lisse respiratoire par I'activation du récepteur muscarinique Ms.
Schéma issu de Roux et al., 1998.

Deux autres récepteurs couplés aux protéines G sont exprimés a la membrane
plasmique de la cellule musculaire lisse. Ces deux récepteurs sont le récepteur muscarinique
M2, activé aussi par I'acétylcholine, et le récepteur adrénergique B2 activé par I'adrénaline.
Le récepteur M2 est couplé a une petite protéine Gi tandis que le récepteur B2 est couplé a
une protéine Gs. Le récepteur B2 une fois activés par son ligand induit I'activation de
I'adénylate cyclase (AC). L’AC activée va alors générer a partir de I’ATP intracytosolique un
second messager appelé AMP cyclique (AMPc) qui va activer les protéines kinase A (PKA) et C
(PKG). La PKG aura pour réle essentiel d’inhiber la PKC activée lors de la contraction. La PKA
quant a elle va préférentiellement agir en phosphorylant la MLCK pour induire son
inactivation. L’activation du récepteur B2 conduit donc a la relaxation de la cellule tandis qu’a
I'inverse I'activation du récepteur M2 conduit a l'inhibition de cette voie de I’AC, favorisant

ainsi la contraction. (Roux et al., 1998; Savineau & Marthan, 1997) (Figure 17).

Pour conclure, les mécanismes de contraction et de relaxation de la cellule musculaire
lisse sont aussi multiples que complexes, et a ce jour beaucoup restent encore a étre
complétement élucidés. De plus, il faut noter une connexion intéressante entre le couplage
pharmacomécanique et les canaux ioniques exprimés a la membrane plasmique, qui
participent activement a la réactivité bronchique tout en ayant des propriétés de voltage-

dépendance. Cette réactivité bronchique est essentielle a la physiologie respiratoire, et toute
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altération de ces diverses voies de signalisation conduit a des pathologies respiratoires trées

fréquentes.

B2 adrenoceptor muscarinic cholinoceptor
R, agonist ACh

RELAXATION

Figure 17. lllustration du mécanisme pharmacomécanique de relaxation de la cellule
musculaire lisse respiratoire par I'activation du récepteur muscarinique M2 et adrénergique

B2.

Schéma issu de Roux et al., 1998.

B. Les pathologies de la respiration

Les deux principales pathologies de la respiration sont I|'asthme et Ia
bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO). Ce sont des maladies tres répandues
dans le monde, qui sont en augmentation et ont un impact énorme sur la vie des patients
(Barnes, 2017). Les deux maladies sont caractérisées par une inflammation chronique dans les
poumons, mais la nature de l'inflammation differe entre les maladies, ce qui explique le

nombre élevé de phénotypes cliniques (Barnes, 2017).

1. L’asthme

L'asthme est devenu la maladie chronique la plus répandue dans les pays développés
et touche plus de 10% des adultes. De plus, bien qu'il existe maintenant des médicaments
efficaces contre I'asthme, il reste mal contrélé avec des symptémes qui se manifestent de
maniére fréquente et des exacerbations qui peuvent étre particulierement graves. La crise

d’asthme est caractérisée par des difficultés a inspirer et surtout a expirer I'air contenu dans
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les poumons. L'asthme est en fait d0 a une sensibilité exagérée des bronches a plusieurs
facteurs : exposition a un allergéne, a la pollution, a la prise de certains médicaments ou
aliments. (Asthme et Allergies association, 2017; Inserm, 2015a). Tous ces éléments
témoignent en fait d’un rétrécissement des bronches associé a une hyperréactivité de ces
dernieres. Le rétrécissement des bronches, et donc I'augmentation de leur résistance a
I’écoulement de I'air, est tout d’abord fonctionnel. En effet la composante principale de cette
pathologie est la contraction excessive du muscle lisse des voies respiratoires, c’est pourquoi
le traitement préférentiel pour lutter contre la crise d’asthme est I'inhalation d’agonistes-f32
adrénergiques. On note que la circulation sanguine est aussi impliquée puisqu’une congestion
vasculaire peut également participer aux symptémes (Barnes, 2017). Mais la diminution du
calibre des bronches est également morphologique, avec une muscularisation des bronches,
une augmentation de la fibrose péri-bronchique et un encombrement de la lumiere
bronchique par une production excessive de mucus (Barnes, 2017; Fehrenbach, Wagner, &

Wegmann, 2017; Rydell-Térméanen et al., 2013) (Figure 18).

2. La bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO)

La BPCO est devenue une épidémie mondiale, qui augmente a mesure que les
populations vieillissent et survivent aux causes de décés antérieures (Barnes, 2017). La BPCO
est une maladie chronique inflammatoire, le plus souvent associée a d’autres maladies. Dans
les pays développés, le principal facteur de risque de la BPCO est la consommation de tabac.
Cette maladie se caractérise par un rétrécissement progressif et une obstruction permanente
des voies aériennes et des poumons, entrainant une géne respiratoire. Contrairement a
I'asthme, l'inflammation pour la BPCO est principalement localisée dans les voies aériennes
périphériques et le parenchyme pulmonaire, mais elle est également associée a une
inflammation systémique. Contrairement a I'asthme, les principales causes d'obstruction des
voies respiratoires sont le rétrécissement de ces derniéres di a la muscularisation des voies
respiratoires et a la fibrose, puis a la déstructuration des voies respiratoires périphériques due
a la perte d'élasticité du parenchyme pulmonaire qui sont irréversibles (Figure 18).
L'hypersécrétion de mucus peut également contribuer a I'obstruction des voies respiratoires
car le mucus occupe la lumiére des voies aériennes et a tendance a étre retenu en raison d'un
dysfonctionnement ciliaire (Barnes, 2017; Inserm, 2015b). Mais il existe tout de méme une

forme d’hyperréactivité des petites voies respiratoires qui est réversible (Barnes, 2017).
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De nombreuses cellules et médiateurs inflammatoires ont été impliqués I'asthme et la
BPCO et plusieurs traitements actuels ciblent cette inflammation ou ses composants. Dans
I'asthme, l'inflammation répond généralement a de faibles doses de corticostéroides en
traitement de fond. Cependant, certains patients sont résistants ou relativement résistants
aux effets anti-inflammatoires des corticostéroides. La plupart des patients atteints de BPCO
sont en effet résistants aux corticostéroides. Des traitements alternatifs sont nécessaires pour
le contréle de I'asthme, et c’est pourquoi il est essentiel de comprendre I'ensemble des
mécanismes qui entrent en jeu dans la régulation réactivité bronchique pour identifier

éventuellement de nouvelles cibles pharmacologiques.
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Figure 18. Images d'histologie illustrant la comparaison entre les remodelages des voies
respiratoires observées dans I'asthme et dans la BPCO.

Schéma issu de Barnes et al., 2017. ASM : cellule musculaire lisse ; BM : membrane basale ;
COPD : bronchopneumopathie chronique obstructive ; MP : bouchons de mucus.

IV. Associations entre les pathologies respiratoires et

les pathologies des troubles du rythme cardiaque.

Des 1976, des observations cliniques ont conduit a suggérer un lien potentiel entre
les pathologies respiratoires comme I'asthme et le développement de troubles du rythme
cardiaque (Grossman, 1976). Par la suite des études ont démontré que l'utilisation de
bronchodilatateurs B-agonistes a trop forte dose dans le traitement de I'asthme pouvait
contribuer a la survenue d'événements potentiellement mortels tels que des arythmies
cardiaques et l'arrét cardiaque chez les patients souffrant parallelement de pathologies

cardiaques ou a risques cardiaques (Emerman, Crafford, & Vrobel, 1986; Suissa et al., 1996;
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Tandon, 1980). Il a par exemple été observé chez des patients traités au fenoterol, un
bronchodilatateur p2-mimétique, un élargissement de lintervalle QT sur leurs
enregistrements ECG (Newhouse et al., 1996). Puis de maniére intéressante, Rosero et ses
collaborateurs en 1999 ont mis en lien la pathologie de I'asthme, définie comme une
pathologie respiratoire impliquant une hyperréactivité des voies respiratoires a composante
génétique complexe, et le syndrome du QT long. lls ont ainsi pu montrer que l'incidence de
I'asthme chez les patients augmentait avec la durée de l'intervalle QT, confirmant que la
comorbidité de I'asthme chez les patients souffrant du syndrome du QT long était associée a
un risque accru d'événements cardiaques. lls ont cependant montré que I'utilisation de
traitements B-bloquants chez ces patients diminuait le risque de voir apparaitre ces
évenements cardiaques, suggérant ainsi un role possible de la modulation des récepteurs B
adrénergiques dans cette I'association asthme/syndrome du QT long (Rosero et al., 1999;
Thottathil et al., 2008). Il a tout de méme été montré que sans présenter de risques cardiaques
majeurs, les patients asthmatiques en général manifestaient plus d’événements arythmiques
tels que tachycardie et contractions ventriculaires prématurées que les patients non
asthmatiques, tout en confirmant que l'utilisation de traitements B-agonistes accentuait ce
risque (Warnier et al., 2012). Il a plus tard aussi été démontré que les patients souffrant de
bronchopneumopathie chronique obstructive, pathologie conduisant aussi a une réduction
des volumes respiratoires, avaient deux a trois fois plus de risque d’arythmies et de mort
subite cardiaque (Sievi et al., 2014; Terzano et al., 2014). Il a été proposé pour ces patients a
risque d’administrer les bronchodilatateurs B-agonistes avec précautions concernant les
doses et sous monitoring ECG. L'autre possibilité est d’utiliser un autre type de traitement
bronchodilatateur comme le bromure d'ipratropium, qui est un anticholinergique mais quin’a
pas la méme rapidité d’action en cas de crise d’asthme exacerbé (Collins et al., 2012).
Cependant il a aussi été montré dans une cohorte de patients asthmatiques que I'utilisation
de ce bronchodilatateur anticholinergique augmentait le risque d’arythmies (Adimadhyam et
al., 2014). De plus Sievi et son équipe ont étudié une population de patients souffrant de
bronchopneumopathie chronique obstructive, tous traités avec des anticholinergiques. lls ont
décrit qu’un tiers d’entre eux présentaient une repolarisation cardiaque altérée, les exposant

a un risque accru d’arythmies ventriculaires et de mort subite (Sievi et al., 2014).
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V. Objectifs du travail de these

L’ensemble de ces éléments de littérature démontre une réelle association entre les
pathologies respiratoires, provoquant une contraction inadaptée des voies respiratoires, et
les troubles arythmiques cardiaques. Mais a ce jour, cette connexion fonctionnelle reste
inexpliquée et tous les mécanismes sous-jacents restent a étre déterminés. Le coeur et les
poumons sont des organes particulierement connectés, physiquement comme
fonctionnellement. Mais les poumons sont des organes complexes de par leur réle d’interface
entre l'intérieur de I'organisme et le milieu extérieur, tout en faisant intervenir de nombreux
types cellulaires. L'implication indéniable de Na,1.5 dans les troubles du rythme cardiaque,
son expression dans de multiples types cellulaires et ses mécanismes fonctionnels associés
encore inconnus nous ont conduit a émettre I'hypothése de son implication dans cette
association inter-organes. C'est pourquoi I'objectif de ce travail de thése a été d’étudier
I’expression de Nay1.5 dans les poumons, puis d’étudier son éventuel réle dans la respiration
afin de comprendre son implication potentielle dans la connexion fonctionnelle entre les

poumons et le cceur.
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MATERIELS ET METHODES

|. Matériels biologiques

A. Souris

Les expérimentations animales décrites dans ce manuscrit ont été réalisées a I'Unité
Thérapeutique Expérimentale (UTE), structure agréée par le Ministére de |'Agriculture et de
I'Alimentation et située a I'Institut de Recherche en Santé de I'Université de Nantes (IRS-UN).
Toutes nos procédures expérimentales sur les animaux sont approuvées par des saisines
validées par le Ministére de I’Enseignement supérieur de la Recherche et de I’Innovation ainsi

gue par le Comité d’Ethique en Expérimentation Animale (CEEA) des Pays de la Loire.

L’élevage initial de souris transgéniques qui nous a été fourni, présentant une
invalidation hétérozygote du géne Scn5a (Scn5a*/), a été généré a I'Université de Cambridge
(England) sur le fond génétique 129/Sv. Les souris 129/Sv Scn5a*/~ ont ensuite été dérivées sur
le fond génétique C57BL/6J et élevées a 'UTE de I'IRS-UN. Un bout de queue a été prélevé a
I’age de trois semaines afin de réaliser les génotypages par Polymerase Chain Reaction (PCR)
selon le procotole précédemment décrit par Papadatos et ses collaboarteurs en 2002
(Papadatos et al., 2002). Tous les animaux ont été hébergés dans des salles a température
contrélée (22°C) avec des cycles jour/nuit de 12 heures, I'eau et I'alimentation étant fournies

ad libitum.

Une attention particuliére a été portée sur I'état des animaux utilisés au cours de ces
travaux. Chaque anomalie observée sur une souris a conduit a son exclusion de I'étude. Les
souris ayant fait 'objet de la premiere partie de mes résultats de these, notamment ceux
publiés dans I'article « New role of the “cardiac” sodium channel Nay1.5 in lungs: localization
and functional involvements in mouse » étaient exclusivement des souris femelles dgées de
14 a 16 semaines. Les résultats de I'étude comparative entre males et femelles ont été

obtenus avec des souris males du méme age.
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B. Modele d’asthme allergique par exposition aux acariens

Des souris femelles agées de 9 semaines ont été sensibilisées par exposition cutanée
auriculaire a quatre reprises séparées d’'une semaine d’intervalle, avec des extraits
allergéniques standardisés sous forme de poudre d'acariens domestiques (Code : 200 000 319
— Stallergenes ; solubilisés dans du DMSO 70%). Sept jours apres la derniére sensibilisation,
les souris ont été exposées aux poudres d’acariens en subissant une provocation nasale par
inhalation des poudres d’acariens diluées dans du PBS, a deux reprises séparées d’une
semaine d’intervalle. Les conditions contrdles ont été mise en place par la sensibilisation des
souris par le seul DMSO 70%, puis par la provocation nasale par I'inhalation du PBS seul. Les
souris, alors agées de 14 semaines, ont été analysées 24h apres la derniere provocation

nasale. Le protocole de mise en place de ce modéle d’asthme allergique est résumé dans la

Figure 19.
Skin sensitization (ear) Nasal challenge
DMSO + dust mite PBS or dust mite
S1 S2 S3 sS4 C1 c2
1 1 1 1 1 1 . Analyses t'|>me
| | | | | | L™
Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week5 Week 6

Figure 19. Chronologie du protocole de la mise en place du modele d’asthme allergique HDM chez les
souris.

Le protocole démarre a I'étape S1 sur des souris femelles agées de 9 semaines. L’analyse fonctionnelle
est réalisée le lendemain de la derniere provocation nasale C2 sur des souris femelles agées de 14
semaines. (C : challenge; HDM : Host Dust Mite; S : sensitization).

C. Prélevements pour préparations d’organes

Apres euthanasie par élongation cervicale, le thorax a été ouvert afin de prélever
rapidement le coeur et les poumons droit et gauche. Les prélevements de coeur ont été
disséqués pour séparer les oreillettes, le ventricule droit, et le ventricule gauche avec le
septum. Puis les échantillons de coeur et les poumons droits, destinés aux analyses par PCR et
Western Blot, ont été immédiatement congelés en azote liquide afin de préserver au mieux
les ARNm et les protéines. Les préléevements de poumons gauche, destinés aux colorations

histologiques et a I'immunohistochimie, ont quant a eux été immédiatement plongés dans

61



Matériels et méthodes

15mL d’une solution de formaline 10% (Sigma-Aldrich) puis laissés incubés pendant minimum

72h a 4°C afin de fixer les structures.

D. Préparations de cellules

Des prélevements de trachées et bronches principales droite et gauche ont été
réalisés pour isoler les cellules musculaires lisses de voies aériennes. Apres euthanasie par
élongation cervicale, le thorax a été ouvert afin de prélever rapidement le bloc
trachée/poumons. Les vaisseaux, I'innervation et le tissu conjonctif de ce bloc ont été enlevés
manuellement. Puis la trachée et les bronches principales droite et gauche ont été coupées
en anneaux fins puis digérés pendant 2h a 37°C sous agitation par 1mg/mL de collagénase de
type Il (Worthington Biochemical). Les cellules ainsi dissociées ont ensuite été mises a
proliférer dans un milieu DMEM (Gibco) contenant 10% de sérum de veau feetal, 100
unités/mL de pénicilline et 100mg/mL de streptomycine, le tout dans un incubateur a 37°C et
a 5% de CO,. Les cultures primaires PO ont fait I'objet d’un seul repiquage, et les cultures
secondaires P1 obtenues ont été utilisées pour des analyses de PCR, de Western Blot et

d’'immunocytochimie.

Des prélévements de rate ont été effectués pour réaliser les préparations de cellules
nécessaires a l'étude des lymphocytes T. Apres euthanasie par élongation cervicale,
I'abdomen a été ouvert afin de prélever rapidement la rate. Ces prélevements ont été plongés
dans un milieu RPMI (Gibco) puis broyés avec un Potter de Tenbroeck. Les cellules des
prélevements de rate ont ensuite été filtrées a I'aide d’un tamis cellulaire de 40um de
porosité, puis les globules rouges ont été éliminés par un tampon de lyse RBC au 1X
(eBioscience). Une fois cette lyse effectuée, les cellules ont été re-suspendues dans un tampon
PBS contenant 5% de SVF et 1% EDTA, en vue d’étre analysées par cytométrie de flux et

immunocytochimie.
ll. Techniques de biologie moléculaire et de biochimie

A. RT-PCR

Les ARN totaux des échantillons biologiques ont été extraits a froid selon la méthode
du Trizol (Invitrogen) (Chomczynski, 1987) associée a une lyse mécanique au polytron pour les

échantillons de tissus. La qualité et la quantité des ARNs totaux ont été évaluées
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respectivement par un dépdét sur gel d’agarose contenant du bromure d’Ethydium et par
mesure de spectrophotométrie au Nanodrop (ThermoScientific). Aprés un traitement a la
DNAse | (Roche) et une purification par précipitation alcoolique, 1ug des ARN totaux traités a
été reverse transcrit pour constituer des ADNs complémentaires (ADNc) pour chaque extrait
a I'aide d’un kit d’hexameéres nucléotidiques aléatoires (Random primers, Invitrogen) et d’'une
réverse transcriptase (MMLV, Invitrogen). Ces ADNc synthétisés ont servi de matrice aux
amplifications. Les PCR ont été réalisées avec une Taq DNA Polymerase (Invitrogen) dans un
thermocycleur PCR GeneAmp 9700 (Applied Biosystems). Les résultats obtenus par
électrophorese sur gel d’agarose contenant du bromure d’Ethydium ont été enregistrés avec
le ChemiDoc MP imager (BioRad) et analysés avec le logiciel Image Lab 5.2.1 (Biorad). Chaque
couple d’amorces utilisé a été préalablement vérifié in silico par PrimerBlast (NCBI), puis validé
in vitro par la réalisation d’'une rampe d’efficacité d’amplification a I'aide de dilutions en
cascade de banques d’ADNc exprimant les ARN messagers cibles. Les séquences d’amorces
utilisées sont les suivantes : Scn5a amorce sens: 5- GAAGAAGCTGGGCTCCAAGA-3’; Scnsa
amorce antisens: 5’- CATCGAAGGCCTGCTTGGTC-3’ (produit d’amplification Scn5a: 101pb) et
Gapdh amorce sens: 5'-ACTGGCGTCTTCACCACCATGGAGAAGGCT-3’; Gapdh amorce antisens:
5’-CTCCTTGGAGGCCATGTAGGCCATGAGGTC-3’ (produit d’amplification Gapdh: 711pb). Les
conditions de thermocycleur suivantes ont été utilisées : pour Scn5a 95°C-5 min, 40 cycles
(95°C-15 sec, 60°C-1 min), 4°C-conservation; pour Gapdh 96°C-3 min, 30 cycles (94°C-45 sec,
65°C-30 sec, 68°C-2 min), 68°C-2 min, 4°C-conservation.

Concernant la réalisation des qPCR avec la technologie RT? Profiler Array de Qiagen,
les préparations ont été effectuées différemment. Les ARN totaux des échantillons ont été
isolés avec le kit RNeasy Plus Universal Midi (Qiagen) et traités avec le gDNA Eliminator
(Qiagen). 400ng d’ARNs totaux traités ont été reverse transcrits avec le kit RT? First Strand
(Qiagen). La référence de plaque de gPCR utilisée a été la suivante : PAMM-121ZD-12- RT?
Profiler PCR Array Mouse Wound Healing (Qiagen). Les voies de signalisation et les génes
analysés sur cette plaque sont résumés dans la Table 2. A partir des ADNC synthétisés, le RT?
SYBR Green gPCR Mastermix (Qiagen) a été utilisé pour réaliser les qPCR dans un
thermocycleur ABI 7900 HT (Applied Biosystems). Les signaux fluorescents émis au cours des
amplifications des genes d’intérét ont été normalisés sur la moyenne des signaux émis par les

amplifications de cing genes de ménage a expression ubiquitaire appelés « housekeeping
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genes » (HKG) : B Actine (Actb); B2 Microglobuline (B2m); Glycéraldehyde 3-phosphate
déshydrogénase (Gapdh); B Glucuronidase (Gusb) et Heat Shock Protein 90a B1 (Hsp90ab1).
Pour la quantification relative des différents niveaux d’expression des ARNm chez les souris
WT et Scn5a*-, les cycles seuil (Ct) enregistrés ont été analysés par la méthode comparative

ACt (ACt = Ctgene — Cthkg) et le « fold change ».

Extracellular Matrix Extracellular Matrix Cell Adhesion Cytoskeleton Inflammatory Growth Signal
Structural Constituents Remodeling Enzymes  Molecules Regulators Cytokme.s & Factors Transduction
Chemokines

Coll4al Ctsg Cdh1l Acta2 Ccl12 Angptl Ctnnb1l
Collal Ctsk Itgal Actcl Ccl7 Csf2 Egfr
Colla2 Ctsl Itga2 Racl Cd40lg Csf3 116st
Col3al F13al Itga3 Rhoa Cxcll Ctgf Mapk1
Coldal F3 Itgad Tagln Cxcl11 Egf Mapk3
Col4a3 Fga Itgab Cxcl3 Fgfl10 Pten
Col5al Mmp1la Itgab Cxcl5 Fgf2 Ptgs2
Col5a2 Mmp2 Itgav Ifng Fgf7 Stat3
Col5a3 Mmp7 Itgbl 1110 Hbegf Tgfbl
Vitn Mmp9 Itgh3 I11b Hgf Tgfbr3

Plat Itgb5 112 1gfl Wispl

Plau Itgb6 114 Mif Wnt5a

Plaur 116 Pdgfa

Plg Tgfa

Serpinel Tnf

Timpl Vegfa

Table 2. Génes étudiés sur les plaques de gPCR Qiagen Mouse Woung Healing RT? Profiler
Array PAMM-1217.

B. Western Blot

Les protéines ont été extraites des échantillons biologiques a froid par une lyse
mécanique de I'échantillon dans le broyeur Tissuelyser Il (Quiagen) complétée par une lyse
chimique dans un tampon contenant : 100mM NaCl; 50mM Tris-HCl; 1mM EGTA; 1% Triton X-
100; 1mM Na3Vv04; 50mM NaF; 1mM fluorure de phénylméthylsulfonyle (Roche Applied
Science) et un mélange d’inhibiteurs de protéases (1:100; Sigma-Aldrich) (pH 7,4). Pour
déterminer la concentration des homogénats de protéines obtenus, une courbe d’étalonnage
a été réalisée sur la base de dilutions d'une protéine de référence, I'Albumine de Sérum Bovin
(BSA). Le kit BCA Protein Assay (Pierce) a permis de réaliser un dosage colorimétrique de cette
gamme. Dans ce kit la coloration est induite par I'acide bicinchoninique, un réactif colorigene

qui forme un précipité pourpre (mesurable par spectophotométrie) lorsqu’il fixe
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spécifiquement les ions cuivre Cu'* issus de la réduction du Cu?* par les protéines en milieu

alcalin. Les résultats du dosage ont été lus au spectrophotométre Victor™X3 (PerkinElmer).

Ensuite, 40ug des extractions protéiques ont été dilués dans 1uL de NuPAGE Sample
Reducing Agent 10X (Invitrogen), 2.5ul de NUPAGE LDS Sample Buffer 4X (Invitrogen) puis ont
subi une dénaturation thermique a 99°C pendant 5 min. Puis les extraits ont été chargés dans
un gel d'acrylamide dénaturant pré-coulé Mini-PROTEAN® TGX Stain-free (Biorad) contenant
du Sodium Docecyl Sulfate (SDS). Les migrations qui ont été effectuées dans un tampon de
migration TGS 1X (Tris — Glycine — SDS), sous un voltage de 80V. Une fois la migration terminée,
la qualité de la migration a été controlée grace a la technologie « Stain free » contenue dans
les gels pré-coulés. lls contiennent un composé tri-halogéné, qui une fois activé par une
exposition aux ultra-violets va se lier de facon covalente aux résidus tryptophanes des
protéines contenues dans le gel, induisant une émission de fluorescence proportionnelle a la
guantité de protéines. L'exposition aux UV et I'acquisition des images ont été réalisées avec le
ChemiDoc MP System (Biorad). Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane
de nitrocellulose par un « Trans-Blot Turbo System » (Biorad). La qualité du transfert est
contrélée encore une fois par la technologie « Stain-free ». Les membranes ont été bloquées
avec du lait a 5% puis incubées avec des anticorps primaires dirigés contre les protéines cibles.
Les anticorps primaires ont été les suivants : anticorps de lapin anti- Nay1.5 (14421 - Cell
Signaling Technology) ; anticorps de souris anti-Racl (610650 — BD Biosciences) ; anticorps de
souris anti-LOX (sc-373995 — Santa Cruz Biotechnology) ; anticorps de souris anti-B-actine
(A5316 — Sigma); anticorps de chévre anti-CTGF (sc-14393 - Santa Cruz Biotechnology) ;
anticorps de lapin anti-TGFB (3711 - Cell Signaling Technology) et anticorps de souris anti-
MMP2 (sc-13595 - Santa Cruz Biotechnology). Les membranes ont ensuite été incubées avec
les anticorps secondaires appropriés, tous couplés a une enzyme « Horseradish Peroxydase »
: anticorps de cheévre anti-IgG de lapin (sc-2054 — Santa Cruz Biotechnology) ; anticorps de
chevre anti-IgG de souris (sc-2055 - Santa Cruz Biotechnology) et anticorps de lapin anti-lgG
de chévre (sc-2922 - Santa Cruz Biotechnology). La détection des protéines marquées sur la
membrane a été effectuée par apport du substrat a la peroxydase avec le kit « Clarity Western
ECL Substrate » (Biorad). La révélation des protéines a été lue par le « ChemiDoc MP System »

(Biorad), et quantifiée avec le logiciel Image Lab Software (Biorad). La quantification relative
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des protéines cibles a été effectuée par normalisation avec le signal du « Stain free » a la

membrane, ou avec le signal émis pour la protéine ubiquitaire B-actine.

C. Colorations histologiques

Les échantillons fixés de poumons gauches de souris ont été déshydratés par des
solutions d’alcool a degrés croissants dans un automate d'inclusion STP120 (Microm
Microtech) puis enrobés en paraffine. Des coupes de poumons de 7um d’épaisseur ont été
collectées sur des lames a I'aide d’'un microtome Microm HM355S (ThermoScientific). Les
préparations sur lames ont ensuite été déparaffinées puis réhydratées en passant
respectivement dans du Tissu-Clear (Sakura Finetek), des bains d’éthanol a des degrés
décroissants (100°; 95°; 80°) et dans de I'eau milliQ. Les coupes réhydratées ont été colorées
soit avec de I’"hématoxyline pendant 20 sec puis avec de I'éosine pendant 10 sec, soit avec du
rouge Picrosirius pendant 1h. Toutes ces lames colorées ont ensuite été rincées dans de I'eau
milliQ, puis déshydratées dans des bains d’alcool a degrés croissants (80° ; 95° ; 100°) et dans
du Tissu-Clear. Enfin, le montage entre lame et lamelles des coupes de poumons a été effectué
avec une résine « DPX Mountant for Histology » (Sigma-Aldrich). Les images de ces coupes de
poumons colorées ont été obtenues avec un microscope optique classique Nikon Eclipse E-
600 couplé au logiciel NIS-Elements BR v4.10 (Nikon), et analysées avec le logiciel ImageJ (NIH
Software). Les analyses des colorations a I’'hématoxyline et éosine ont permis de mettre en
évidence la présence de cellules immunitaires dans le tissu pulmonaire, tandis que les
colorations au rouge Picrosirius ont montré les collagenes : toutes les isoformes en lumiere

blanche, et les isoformes de collagénes | et Il en lumiére polarisée.

D. Immunofluorescences

Les échantillons fixés de poumons gauches de souris ont été enrobés en OCT (Sakura
Finetek) puis rapidement congelés en azote liquide avant d’étre sectionnés en coupes de 5um
d’épaisseur avec un cryostat CM1950 (Leica) puis disposées sur lames. Les cultures P1 de
cellules musculaires lisses de voies aériennes ont proliféré sur des lamelles en verre placées
au fond des boites de culture. Selon les anticorps utilisés, les antigénes ont été démasqués sur
les échantillons. Pour les coupes de poumons, le démasquage a été réalisé par incubation dans
un tampon citrate contenant 10mM de citrate de sodium et 0,05% de Tween20 (pH 6) a 99°C

pendant 30min. Pour les cellules le démasquage a été obtenu par une incubation breve des
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cellules dans une solution contenant 1% de sodium dodecyl sulfate (SDS) (pH 7,4). Les
échantillons ont été perméabilisés avec du Triton X-100 puis bloqués avec de la BSA (Sigma-
Aldrich). Les anticorps primaires incubés ensuite ont été les suivants : anticorps de lapin anti-
Nay1.5 (14421 - Cell Signaling Technology), anticorps de lapin anti-SM22a (ab14106 — Abcam),
anticorps de lapin anti-MHC3 (sc20641 - Santa Cruz Biotechnology), anticorps de lapin anti-
Tnl (sc15368 - Santa Cruz Biotechnology) et anticorps de lapin anti-Cx43 (C 6219 - Sigma-
Aldrich). Puis les échantillons ont été incubés avec |’anticorps secondaire de chévre anti-IgG
de lapin Alexa Fluor 647 (A21245 — Invitrogen). Les noyaux ont été colorés avec du Hoechst
(Sigma-Aldrich). Enfin, toutes les préparations ont été montées entre lames et lamelles avec
du milieu de montage « ProLong Gold Antifade Mountant » (Life Technologies). Les images
ont été obtenues avec un microscope confocal Nikon Al RSi (Nikon) et analysées avec le

logiciel ImageJ (NIH Software).

Les marquages imunofluorescents obtenus sur les lymphocytes T issus de
préparations de rate de souris ont été réalisés au cours du protocole de cytométrie en flux (cf.
paragraphe suivant). Une partie des cellules issues de ce protocole a été re-suspendue dans
le milieu de montage « ProLong Gold Antifade Mountant » (Life Technologies), puis montées
entre lames et lamelles. Les images ont aussi été obtenues avec un microscope confocal Nikon

A1 RSi (Nikon) et analysées avec le logiciel Imagel (NIH Software).

E. Cytométrie en flux

Les cellules préparées a partir de prélevement de rate ont été incubées dans un
premier temps avec des anticorps primaires couplés a des fluorochromes dans le but
d’identifier les lymphocytes T CD3* et CD4*. Ces anticorps sont les suivants : anticorps de
hamster anti-CD3 couplés FITC (11-0031-85 - eBioscience) et anticorps de rat anti-CD4 couplés
BV421 (100 438 — BioLegend). Puis les cellules ont été traitées avec une solution de fixation et
de perméabilisation (00-5123-43 — eBioscience) avant d’étre incubées avec un anticorps
primaire de lapin anti-Nay1.5 (14421- Cell Signaling Technology). Elles ont ensuite été incubées
avec un anticorps secondaire de chévre anti-lgG de lapin Alexa Fluor 647 (A21245 -
Invitrogen). Une fois les marquages terminés, une partie des cellules a été analysée par

cytométrie en flux avec un Fortessa X20 (BD Biosciences) couplé a un logiciel d’analyse BD
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FACSDiva (Biosciences), tandis que I'autre partie des cellules a été observée au microscope

(cf. paragraphe précédent).
lll. Procédures d’investigations fonctionnelles ex vivo et
in vivo
A. Contractilité ex vivo de trachées isolées

Aprés euthanasie par élongation cervicale, le thorax a été ouvert afin de prélever
rapidement le bloc trachée/poumons. Les vaisseaux, I'innervation et le tissu conjonctif de ce
bloc ont été enlevés manuellement. Puis la trachée a été séparée des bronches et des
poumons pour étre montée entre deux broches métalliques en forme de L dont I'une était
reliée a un transducteur de déplacement et a un micrometre. La trachée ainsi fixée est
immergée dans une cuve a organe isolé contenant une solution de Krebs-Henseleit (118mM
NaCl; 4.7mM KCl; 1,2mM KH2PO4; 1,2mM MgS04; 11mM glucose; 25mM NaHCO3 and 2mM
CaCly) a 37°C (pH 7,4). L'entrée d’air est ajustée dans chaque cuve pour obtenir un flux léger
d’0,/CO; et le micromeétre est délicatement ajusté pour obtenir une tension passive de
300mg. Puis la trachée est laissée a s’équilibrer pendant minimum 30min avant les
stimulations expérimentales. Suite a cette équilibration, la trachée est provoquée a deux
reprises avec une solution a haute teneur en potassium concentrée a 90mM de KCl, servant
de stimulation controle. Les contractions trachéales provoquées par stimulation cholinergique
sont ensuite enregistrées en réponse a plusieurs ajouts de méthacholine (Sigma-Aldrich) de
maniére cumulative de 10 3 10*M de méthacholine, avant puis suite a des incubations de
15min d’ajmaline (0,2mM et 0,8mM) ou de kétamine (1mM and 2mM). Les valeurs de
contractions mesurées apres les différentes stimulations ont été enregistrées avec le logiciel
LabChart (AdInstruments) puis exprimées en pourcentage par rapport aux valeurs controles

enregistrées par stimulations au KCl 90mM.

B. Pléthysmographie corporelle totale barométrigue

La réactivité des voies respiratoires a été mesurée chez des souris vigiles et non
contraintes en utilisant une chambre de pléthysmographie corporelle totale barométrique
(EMKA) (Figure 20A). Apres 5min d'habituation dans les chambres, les courbes de pression
respiratoire des souris ont été enregistrées en réponse a des inhalations de 1 min de doses
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croissantes de méthacholine (Sigma-Aldrich) a des concentrations de 0, 5, 10, 20 puis 40
mg/ml diluées dans du NaCl 0,9%. Apres leur amplification, les signaux ont été enregistrés et
analysés a 'aide du logiciel lox 2.4 (Emka Technologies). Les variations des volumes expiratoire
et inspiratoire interprétées a partir des variations de pression dans la chambre ont permis de
calculer un index fonctionnel appelé la Penh, qui refléte la fonction respiratoire : Penh = (Te /
Tr - 1) x PEF / PIF (ou Te est le temps d'expiration, Tr est le temps de relaxation, PEF est le
débit expiratoire maximal et PIF est le débit inspiratoire maximal). Les moyennes des valeurs
de Penh mesurées aprés chaque stimulation a la méthacholine ont été calculées puis les
résultats ont été rapportés a la Penh de base de chaque animal: Penh/Penh(0) pour chaque

dose de méthacholine (Figure 20B).
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Figure 20. Pléthysmographie corporelle totale barométrique chez la souris in vivo.

Ce protocole est réalisé sur des souris agées de 14 semaines. (A) Schéma illustrant I'appareillage de
pléthysmographe barométrique utilisé pour mesurer la réactivité pulmonaire in vivo. Schéma modifié
d’aprés Milton et al., 2011 (B) Représentation schématique d’un cycle respiratoire observé par variations
de pression, et des différents paramétres mesurés sur un cycle pour obtenir la valeur de Penh. Schéma
de Hamelmann et al., 1997. (PEP : Peak Expiratory Pressure, pression positive maximale enregistrée dans
la chambre pendant une respiration ; PIP : Peak Inspiratory Pressure, pression négative maximale
enregistrée dans la chambre pendant une respiration; Te : expiratory Time; Ti : inspiratory Time; Tr :
relaxation Time, durée de la diminution de la pression jusqu’a 36% de la pression totale de la boite
pendant |'expiration).

C. Technigue des oscillations respiratoires forcées

La résistance dynamique des voies respiratoires a été mesurée en utilisant la
technique des oscillations respiratoires forcées. Les souris ont été anesthésiées (kétamine
80mg/kg + xylazine 16mg/kg, ip), paralysées (3mg/kg de bromure de rocuronium, ip),
trachéotomisées puis immédiatement reliées a un systéme de ventilation contrélé par

ordinateur Flexivent (SCIREQ), a une fréquence respiratoire imposée mécaniquement de 150
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respirations/min (Figure 21A). Toute la procédure est exécutée a température corporelle

controlée par une lampe chauffante. Des provocations par inhalation de doses croissantes de

méthacholine a des concentrations de 0, 10, 15, 20 et 40 mg/ml ont été réalisées via un

nébuliseur Aeroneb (Aerogen). Les controles des volumes et des flux inspiratoires, imposés

par la ventilation mécanique, associés a la fréquence respiratoire unique ont permis

d'enregistrer la valeur de résistance (Rrs) du systeme respiratoire a chaque dose de

méthacholine inhalée pour chaque souris. Apres chaque stimulation, les résultats ont été

exprimés par la valeur moyenne des Rrs calculée par dose de méthacholine (Figure 21B et

Figure 21C).
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Figure 21. Technique des oscillations forcées flexiVent a une fréquence respiratoire imposée chez la

souris in vivo.

O Controlled parameters

Measured parameters

Ce protocole est réalisé sur des souris anesthésiées agées de 14 semaines. (A) Schéma illustrant
I'appareillage de flexiVent utilisé pour mesurer la résistance des voies respiratoires in vivo. Schéma
modifié d’aprés Mori et al., 2017 (B) Représentation schématique d’un cycle de respiration artificielle
observé par variations de pression, Schéma de Tobins et al., 1994. (C) Parameétres considérés sur un cycle
respiratoire pour obtenir les valeurs de résistance et de compliance des voies aériennes, d’apres I’équation
du mouvements des gaz inspirés. (C : alveolar Compliance; F : inspiratory Flow; P : peak Pressure ; PEEP :
Positive End-Expiratory Pressure; Pelastic : alveolar compliance Pressure; Presistive : airway resistance

Presure; R : airway Resistance; V : Volume).

D. Electrocardiographie

Pour réaliser I'enregistrement de |’électrocardiographie (ECG), les souris ont été

anesthésiées par injection d’étomidate (25mg/kg, ip). La température corporelle a été

maintenue a 37°C a I'aide d’un tapis chauffant (Harvard Apparatus). L'ECG sur 6 dérivations a

été enregistré par des électrodes sous-cutanées 25G, sur un ordinateur associé a un
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convertisseur analogique-numérique 10X 1.585 (Emka Technologies) pour la surveillance au
cours de l'acquisition (Figure 22A). La mesure des intervalles a été réalisée ultérieurement
avec le logiciel ECG Auto v3.2.0.2 5emka Technologies). Seule la dérivation DI a été prise en

compte dans ces travaux (Figure 22B).
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Figure 22. Représentations des plans d’incidence mesurés par électrocardiographie.

(A) Schéma illustrant le placement des électrodes pour enregistrer 'ECG d’une souris dgée de
14 semaines sur 6 dérivations selon le triangle d’Einthoven. lllustrations de Boukens et al.,
2014. (B) Tracé ECG normal de souris en dérivation DI, les différents intervalles électriques
cardiaques étant annotés P, Q, R, S et T. (F : Foot electrode; L: Left electrode; R : Right
electrode).

E. Echocardiographie

Sous anesthésie gazeuse a l'isoflurane (4% pour I'induction ; 2,5% pour le maintien)
et a température corporelle contrélée a I'aide d’un tapis chauffant (Harvard Apparatus), une
échocardiographie en deux dimensions (2-D) est réalisée sur les animaux avec un échographe
Vivid 7 (GE Healthcare) associé a une sonde linéaire 7,5MHz (modéele M12L). Pour observer
les parametres structuraux tels que le diamétre du ventricule gauche et les épaisseurs de
parois libre du ventricule gauche, des mesures ont été réalisées en fin de diastole a partir
d’images a incidence parasternale en « grand axe » sur un mode d’enregistrement « temps-
mouvement » (Figure 23A). La fonction systolique a été évaluée par les mesures des fractions
d’éjection obtenues également a partir des acquisitions « temps-mouvement » réalisées en «
grand axe » (Figure 23A). Pour la fonction diastolique, la vitesse du sang passant la valve
mitrale est mesurée au cours du temps en Doppler pulsé avec des images a incidence apicale
des 4 cavités du myocarde. A partir des flux mitraux enregistrés, le temps de relaxation

isovolumétrique, le rapport des ondes E sur A et le temps de décélération de I'onde E ont été
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mesurés (Figure 23B). Au cours de chaque acquisition, un électrocardiogramme sommaire a
été enregistré par I’échographe permettant de mesurer la fréquence cardiaque au moment

des mesures et de s’affranchir de tout biais d’évaluation.

A Parasternal long-axis Time-Motion mode

Left wall Left diastolic
thickness diameter

Figure 23. Représentations des plans d’incidence observés par échocardiographie.

(A) Hlustration du plan d’incidence « grand axe » du coeur pour les enregistrements « temps-
mouvement ». (B) Illustration du plan d’incidence « 4 cavités» du coeur pour les
enregistrements du flux mitral en mode doppler. lllustrations de Patrick J. Lynch, et C. Carl
Jaffe, Creative Commons Attribution 2.5 License 2006. (LA: Left Atrium; LV: Left Ventricle; RA:
Right Atrium; RV: Right Ventricle).

IV. Tests de biostatistiques

Tous les résultats ont été exprimés en moyenne plus ou moins I'erreur standard a la
moyenne (SEM). Les tests statistiques ont été réalisés avec le logiciel GraphPad Prism6. Les
différences statistiques ont été déterminées par des tests non-paramétriques de Mann
Whitney ou des tests d’ANOVA deux voies avec post-test de Bonferroni selon les cas. Toutes

les valeurs de p inférieures a 0,05 ont été jugées significatives.
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ABSTRACT

The voltage-gated sodium channel Nay1.5 encoded by the SenSa gene is highly expressed
in cardiomyocytes and plays a key role in cardiac excitability. However recent studies also
demonstrate expression and electrophysiclogical activity of Nayl.5 in human and rabbit lungs,
more precisely isolated airways and vascular smooth muscle cells. These observations suggested
a functional role for this channel in this tissue. The aim of this study was to describe Na,1.5
expression in lungs and to evaluate its involvement in lung function using a heterozygous knock-
out Scnda*- mouse model. We observed that mouse isolated and cultured airway smooth muscle
cells only showed a slight expression of Nayl.3. In contrast, an immuno-histological approach
highlighted a major expression of Nayl.5 at the plasma membrane of large cells lining the
pulmonary vein walls, identified as having a cardiomyocyte-like striated muscle cell phenotype.
Interestingly, functional ex vive and in vive assessments demonstrated a new role for Nayl.5 in
the respiratory tract, with a 25%-decrease of the isolated trachea contraction and a 50%-
decrease of the respiratory system reactivity of Senda*” mice compared to WT mice when
exposed to increasing doses of methacholine. This loss of function was also observed after
ajmaline and ketamine expositions before methacholine induction, both described as Nayl.3
electrical activity blockers. This study conducted on transgenic mice out of pathological context
showed that this functional effect of Navl.5 in lungs does not seem to be related to structural or
inflammatory remodeling. These findings support a role of Nayl.5 in mice respiratory function,
which would be interesting to study in lung diseases, like in the case of asthma emergence,

which has been recently correlated with the appearance of heart diseases.

Key-words: Nay1.5 / Lungs / Trachea / Mice / Airways reactivity.

INTRODUCTION

The voltage-gated sodium channel Nayl.5 studies have mainly focused on its electrical
role in cardiac muscle cells. Nayl.5 plays a crucial role in the initiation and propagation of the
action potential such as neurons, skeletal muscle cells and cardiomyocytes [1]. In case of
mutations in the 5cnda gene, encoding the Nayl.5 protein, electrical conduction and resulting
cardiac contraction can be altered. These mutations are associated with hereditary pathoelogies
called cardiac sodium channelopathies [2]. In the past decade, multiple studies demonstrated
expression of this channel in other non-excitable cell types and organs. Na,1.3 expression has

been found in cardiac fibroblasts [3], vascular endothelial cells [4,5], smooth muscle cells [SMCs)
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of the intestine and vessels [6-10] and also cancer cells [11-13]. The possible contractile role of
Nayl.5 in these cell types is studied, as well as its potential involvement in the remodeling of the

extracellular matrix.

Na;l.5 hasz also been found to be weakly expressed in SMCs isolated from human
pulmonary arteries in culture [6,9] and in freshly isolated bronchial SMCs from rabbits [14] but
not in human cultured bronchial SMCs [15]. To date, no data are available regarding Nayl.5
expression and function in mouse lungs, although it is a widely used specie in studies on asthma
or pulmonary pathologies. To date, numerous ion channels and transporters have been
described in lungs, not only in SMCs from airways and blood vessels [16], but also in airway
epithelial cells [17]. Preservation of an appropriate level of hydration, pH, and viscosity for the
airway surface liquid requires the function of different types of ion channels and transporters.
Since their functional alterations often lead to lung pathologies, ion channels may represent

excellent therapeutic targets [17,18].

The lung is responsible for vital gas exchanges and transfers from the air to the
bloodstream to maintain the body function in physiclogical conditions. Many respiratory
diseases prevent this organ from working properly. Three main types of lung diseases exist. The
first type affects large and smaller airways causing their narrowing or their blockage. These
airway diseases include asthma, chronic obstructive pulmonary disease and brenchiectasis [19-
21]. The second type is the lung tissue disease that affects composition and thickness of lung
parenchyma surrounding airways, leading to restrictive syndrome such as pulmonary fibrosis
and sarcoidesis [22,23]. The third type is lung circulation disease, like pulmonary hypertension,
caused by clotting, scarring or inflammation of the blood vessels [24]. In fact, many lung diseases

combine phenotypic traits of these three types of diseases.

Therefore, the aim of our work is 1) to perform a complete description of Scnda gene and
Nayl.5 protein expression in mouse respiratory system under physiclogical conditions, and 2] to
evaluate the potential implications of Nayl.5 expression on the pulmonary function using a

transgenic mouse model with a heterozygous knock-out of the Senda gene.

MATERIALS AND METHODS

Mice.
All experimental procedures with animals were approved by the French Ministry of
Higher Education and Research and by the local ethics committee [Comité dEthigue en

Experimentation Animale des Pays de Loire). Initially provided SenSa+/- knock-out mice were
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generated at the University of Cambridge (Cambridge, England) on 129/5v genetic background.
129/5v Scn3a®” mice were then derivated onto C37El/6] genetic background and bred in the
animal facility of MNantes University Health Research Institute (Unité de Thérapeutique
Expérimentale) (Nantes, France). Mice were genotyped by Polymerase Chain Reaction (PCR) as
previcusly described [23]. All experiments were performed on 14-16 weeks old female C37B1/dG]
Wild-Type (WT) and Scn5a%" littermates. Homozygous knockout Sen5a+/- is lethal [25].

Lung Tissues.

After euthanasia by cervical dislocation, the mouse lungs were quickly removed. Right
lung was smap-frozen in liquid nitrogen for molecular experiments. For histological and
immunofluorescence analysis, left lung was rinsed in saline solution and fizxed by immersion in

10% Neutral Buffered Formalin (Sigma-Aldrich, 5t. Louis, United States).

Airway Smooth Muscle Cell Cultures.

Immediately after euthanasia, mouse primary airway smooth muscle cells were isolated
from the trachea and primary bronchi. Connective tissue, vasculature, and innervations were
manually removed and the muscular layer was further digested 2h with Img/mL collagenase II
(Worthington Biochemical, Lakewood, United States) at 37°C under agitation. Cells were grown
in DMEM (Gibco, Invitrogen ThermoFisher Scientific, Waltham, United States) containing 10%
fetal bovine serum, 100 units/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin at 37°C and in a
05%,/5% air/C0O; atmosphere. Medium was changed every 72 hours. All experiments on
cultured Airway Smooth Muscle Cells [cASMC) were performed after 1 passage.

RT-PCR

Total RNA were isolated from samples using TRIzeol reagent [Invitrogen, Carlsbad, United
States) and treated with DNA-free DNA Removal Kit (Invitrogen). First-strands cDNA were
synthesized from 1 ug of total RNA samples using M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen).
Non-quantitative PCR were performed with Tag DNA Polymerase, using the PCR GeneAmp 9700
Thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, United S5tates). Electrophoresis data were
collected with ChemiDoc MP imager (BioRad, Marnes la Coquette, France) and analyzed with

Image Lab 3.2.1 Software (Biorad). The specific primers used were as follows: Scn5a forward

primer: 5 GAAGAAGCTGGGCTCCAAGA-3, Scnda reverse primer; 3'-
CATCGAAGGCCTGCTTGGTC-3" [(Scn5a amplification product: 101ph) and Gapdh forward primer:
53 -ACTGGCGTCTTCACCACCATGGAGAAGGCT-3; Gapdh Teverse primer: -

CTCCTTGGAGGCCATGTAGGCCATGAGGTC-3" [Gapdh amplification product: 711bp). The

following thermal cycler conditions were used: for Scn5a 95°-5 min, 40 cycles (95°-15 sec, 60°-1
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min), 4°-hold; for Gapdh 96°-3 min, 30 cycles [94°-45 sec, 63°-30 sec, 68°-2 min), 68°-2 min, 4°-
hold.

QIAGEN Mouse Wound Healing RTZ2 Profiler Array

Total RNA were isolated from samples using RNeasy Plus Universal Midi kit (Qiagen,
Hilden, Germany) and treated with gDNA Eliminator ([Qiagen). First-strands cDNA were
synthesized from 400 ng of total RNA samples using RT* First Strand Kit (Qiagen). PAMM-
121ZD-12- RT? Profiler™ PCR Array Mouse Wound Healing was used and pathways and genes
analyzed are summarized in Table 1. Quantitative PCR (gPCR) were performed with RT? SYBR
Green qPCR Mastermix (Qiagen). using the ABI 7900 HT thermocycler (Applied Biosystems,
Foster City, United States). The fluorescence signals were normalized to average of five
ubiguitously expressed housekeeping gene (HKG): B Actin (Actb): B2 Microglobulin (B2m):
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Gapdh): B Glucurenidase (Gusb) and Heat Shock
Protein 90a Bl (Hsp90abl). The comparative threshold cycle [Ct) relative quantification ACt
method [ACt = Ctgene — Cterc) and fold change were used to compare the amounts of mENA in WT

and Scn5a*" mice.

T T e o e o 2
Components Enzymes Molecules » Regulators Chemokines Factors n
Coll4al Crsg Cdh1 ArtaZ CeliZ Angptl Ctmnbl
Collal Crsk Itgal Artel Cel7 Csf2 Ezfr
Colla? Cisl Itgal Racl Cd40lz Csf3 [l6st
Col3al Fi3al Itgad Rhoa Cxrll Cef Mapll
Coldal F3 Itga4 Tagln Cxrlll Egf Maplk3
Col4a3 Fga Itgas Cxrl3 Fefl0 Pten
Col5al Mmpla Itgat Cxrls Fgf2 PtgsZ
Col5a2 Mmp2 Itgav ling Fef7 Stat3
Col5a3 Mmp? Itgbl [0 Hbegf Teibl
Vin Mmp3 Itgb3 Il1b Hef Tefbr3

Plat Itgb5 [z Igfl Wispl

Plau Itgb& [14 Mif Wnt5a

Plaur &6 Pdgfa

Flz Tefa

Serpinel Tnf

Timpl Vegfa

Table 1. Qiagen Mouse Woung Healing RT* Profiler Array and genes PAMM-121Z.
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Western Blot

Total proteins were isolated from samples in ice-cold lysis buffer containing: 100 mM
NaCl; 50 mM Tris-HCl: 1 mM EGTA: 1% Triton X-100; 1mM NasVOg 50 mM NaF: 1 mM
phenylmethylsulfonyl flucride (Roche Applied Science, Meylan, France) and protease inhibitor
mixture (1:100; Sigma-Aldrich) (pH 7.4). Total homogenate protein concentrations were
determined using the BCA Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, United 5tates). Samples were
prepared with 40 pg of total protein, 1 pL of NuPAGE Sample Reducing Agent 10X (Invitrogen),
2.5 pl of NuPAGE LDS Sample Buffer 4X (Invitrogen) and heated at 99°C during 5 min. Samples
were subjected to electrophoresis on 4-15% Mini-PROTEAN® TGX Stain-FreeTM Precast Gels
(Biorad) and transferred on Trans-Blot Turbe Nitrocellulose Transfer Packs (Biorad).
Membranes were blocked (using 3% non-fat milk) and incubated with primary antibodies
targeting Na,1.3 [14421) from Cell Signaling Technology (Leiden, The Netherlands). Next,
membranes were incubated with the appropriate secondary horseradish peroxidase antibody
(5c-2054) from Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Germany). Incubations were followed by
chemiluminescent detection using Clarity Western ECL Substrate (Biorad) and ChemiDoc MP
System (Biorad). Quantifications were performed with Image Lab Software (Biorad) and
normalized to 45 kDa Stain free blot signal.

Histology

For tissue staining, fized samples were embedded in paraffin and transverse sectioned at
7-pym intervals. Slices were deparaffinised and hydrated in Tissue-Clear (Sakura Finetek,
Villeneuve-d'Ascq, France), solvents with decreasing alcoholic concentrations and finally
deionized water. Hematoxylin staining was performed during 20 sec and eosin staining was
performed during 10 sec. Next the tissue sections were rinsed in deionized water and
dehydrated in increasing alcoholic solutions and Tissue-Clear. Sections were mounted in DPX
Mountant for Histology [Sigma-Aldrich]) and images were obtained with a classic light
microscope Nikon Eclipse E-600 with NIS-Elements BR v4.10 Software (Nikon, Tokyo, Japan)
and examined with Image | Software (NIH software, Bethesda, United S5tates). For
immunofluorescence, fixed samples were embedded in OCT compound (Sakura Finetek), snap-
frozen in liquid nitrogen and sectioned at 3-pm intervals with cryostat LEICA CM1950 (Leica,

Wetzlar, Germany).

Immunofluerescence
Depending on the primary antibodies used, antigens were retrieved on lung slices when

it was necessary by beiling for 30 min in citrate buffer containing 10 mM sodium citrate and

0.05% Tween20 (pH 6). For cASMC, antigen retrievals were realized by a brief 5-min

B
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165  pretreatment with 1% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (pH 7.4). Lung slices and cASMC were
166  permeabilized with Triton X-100 and blocked with Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma-
167  Aldrich). Primary antibodies used were the rabbit anti-Nay1.53 (14421) from Cell Signaling
168  Technology., rabbit anti-SM22a (abl4106) from Abcam (Paris, France), rabbit anti-MHC3
169  (sc20641) from Santa Cruz Biotechnology and rabbit anti-Cx43 (C 6219) from Sigma-Aldrich.
170  Then samples were incubated with the Alexa Fluor 647 conjugated goat anti-rabbit [gG,
171  [A21245) from Invitrogen as secondary antibody. Nuclei were stained with Hoechst solution
172  (Sigma-Aldrich). All samples were mounted in Prolong Gold Antifade Mountant (Life
173  Technologies, Carlsbad, United States). Images were obtained with a confocal microscope Nikon
174 Al RSi (Nikon) and examined with Image | Software.

175 Isolated-trachea Contractility

176 The mouse trachea was dissected immediately after euthanasia by cervical dislocation.
177  Connective tissue, vasculature, and innervations were removed. The trachea was then threaded
178 onto two L-shaped metal prongs connected to a force-displacement transducer and a
179  micrometer. Threaded trachea was immersed in an isolated organ bath containing HKrebs-
180  Henseleit Buffer (118 mM NaCl; 4.7 mM KCl;: 1.2 mM KH:POg 1.2 mM MgS04 11 mM glucose;
181 25 mM NaHCOz and 2 mM CaClz) at 37°C (pH 7.4). The air inlet was adjusted in each bath to
182  obtain a light stream of 02/C0z and the micrometer was slowly adjusted to obtain a passive
183 tension of 300 mg. The trachea was allowed to equilibrate for at least 30 min before
184  experimental challenges. Following equilibration, the trachea was challenged twice with a high
185 potassium solution of 90 mM KCl as control. Tracheal contraction evoked by cholinergic
186  stimulation was recorded in response to multiple additions of methacholine in a cumulative
187  dose fashion from 10 to 10#*M methacholine, before and following 15 min pre-incubation with
188  ajmaline (0.2 mM and 0.8 mM) or ketamine (1 mM and 2 mM). The contraction values measured
189  after stimulation were recorded with LabChart Software [AdInstruments, Sydney, Australia) and

190  then expressed as percentage of the control values.

191 Whole-body Plethysmography

192 Airway responsiveness was measured in conscious and unrestrained mice using
193  barometric whole-body plethysmography chamber (EMKA Technologies, Paris, France). After 5
194  min habituation in chambers, mice respiratory pressure curves were recorded in response to
195  inhaled methacholine [Sigma-Aldrich) at concentrations of 0, 5, 10, 20 and 40 mg/mL for 1 min.
196  Airway responsiveness was expressed in enhanced pause [Penh) units, a calculated value which
197  reflects the respiratory function: Penh = (Te/Tr - 1) x PEF/PIF [where Te is the expiration time,
198  Tris the relaxation time, PEF iz the peak expiratory flow and PIF is the peak inspiratory flow).
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199  The Penh values, measured after each methacholine stimulation, were averaged and expressed

200  asthe fold-increase relative to the baseline values.
201 Forced Oscillation Technique.

202 Dynamic airway resistance was measured using the Forced Oscillation Technique (FOT).
203  Mice were anesthetized (ketamine 80 mg/kg + xylazine 16 mg/kg: i.p). paralyzed (3 mg/kg
204  rocuronium bromide; ip), tracheotomized and attached to a computer-controlled piston
205  ventilator FlexiVent system (SCIREQ, Montreal, Canada) in order to be immediately
206  mechanically ventilated (150 breaths/min). Methacholine challenges at concentrations of 0, 10,
207 15, 20 and 40 mg/mL were delivered by channeling inspiratory flow from the ventilator via a
208  nebulizer aerosol system Aeroneb ([Aerogen, Galway, Ireland]. Single frequency forced
209  oscillation perturbation allowed to obtain Resistance [Rrz) of the respiratory system. After each

210  methacholine stimulation, mean of the recorded values was calculated.

211 Statistics

212 Data were expressed as mean * Standard Error of the Mean (SEM). All statistical analyses
213  were made with Prism & [GraphPad Software, La Jolla, United States). Statistically significant
214  differences were determined with either Mann-Whitney rank sum test or between mean values
215  using two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test when appropriate. A value of P <0.05 was
216  considered significant.

217 RESULTS

218 C57Bl6 Sen5at/- mice only showed a Cardiac conduction slowing.

219 Because we used Scndat/- mice to explore the effects of a decrease of Nayl.3 expression
220  on respiratory function, we first had to exclude cardiac contractile dysfunction as the cause of
221  putative changes in pulmonary function or structure induced by Nayl.3 knockdown. Scn3a+-
222  mice exhibited a major decrease of cardiac Nayl.53 expression (WT=2.07+0.26 and Scn3a+-
223 =0.57+0.05 relative to Stain free ratio] (Fig 51A). ECG recording highlighted a decreased velocity
224  ofcardiac conduction in Sen5a*/- mice compared to WT mice, with significant increases of the PR
225  interval (WT=40.8+£0.4 ms and Scn3a*-=46.1+0.7 ms) and the QRS interval (WT=11.1+0.3 ms
226  and Sen5a*=12.8+0.2 ms) (Fig S1B). Heart/body weight ratio (WT=5.21+0.12 and Scn35a+"
227  =5.08#0.07) and lungs/heart weight ratio (WT=1.42+0.04 and Scn3a+-=1.45+0.03) were not
228  altered in Scn5a*- mice (Fig 51C). Heart structural and functional evaluations by

229  echocardiography showed no left ventricular remodeling and no systolic or diastolic dysfunction
230  (FigS1D).
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231 Nay1.5 is mostly expressed at the plasma membrane of the vein wall
232 striated muscle cells in mouse lungs.
233 Based on previous studies demonstrating that Nay1.3 is expressed in human and rabbit

234  lung isolated or cultured cells using RT-PCR and patch-clamp sodium current recordings
235 [6.9,14], it was necessary before further analysis to confirm that the SenSa gene was also
236  expressed in mouse lung with a total organ approach. RT-PCR electrophoresis realized on total
237  organ RNA preparations showed amplifications of the Scn3a gene in lungs and in the hearts (Fig
238  1A). Based on these results, Nayl.5 protein expression was also confirmed for the first time by
239  western blot analysis on mouse lung lysates as compared to heart lysates (Fig 1B). This protein
240  detection allowed us to perform the same immuno-detection on lung frozen sections in order to
241  locate this Nayl.5 expression fully detected on total lysates. Immuno-histological analysis
242 revealed a surprising location for Nayl.3: the major expression of Nayl.5 was not detected on
243  airway smooth muscle cell layers as expected, but rather on large cells lining the pulmonary vein
244  walls. In a relevant way the Nayl.5 labelling was located at the plasma membrane of these
245  venous cells (Fig 1C). To identify these large cells, we realized other immuno-fluorescence
246  staining studies and showed that cells expressing Nay1.5 (Fig 1D) also expressed type 3 Myosin
247  Heavy Chain (MHC 3], the motor protein of muscle thick filaments (Fig 1E) and connexin 43
248  [Cx43), the most common gap junction protein in cardiac ventricles (Fig 1F). Zoom images show
249  that Cx43 labelling on pulmonary vein striated muscle cells is clustered on the two sides of the

250  plasma membrane which are junctional with neighboring cells.

251  Fig 1. Nay1.5 expression in mouse lungs. (A) RT-PCR electrophoresis showing ScnSa mRNA
252  expression (n=3/condition). (B) Western blot results for Nay1.5 protein expression in total heart
253  and lung lysates (n=3/condition). (C) Immunofluorescent staining of lung frozen sections
254  labelled for Nayl5 on airways and pulmonary weins (n=3/condition). Focus on
255  immunoflucrescence detection for (D) Nayl.5. (E) MHC3 and (F) Cx43 proteins in pulmonary
256  vein wall on serial sections. Optical zooms are shown on the right images for each targeted
257  protein (n=3/condition). Cx43: Connexin 43; kDa: kiloDalton: MHC3: type 3 myosin heavy chain;
258  bp: base pair.

259 Na.1.5 is slightly expressed in mouse cASMC, but not at the plasma
260 membrane.
261 Because we could not highlicht Nayl.5 expression in lung airways on lung

262  immunochistological analysis, we used an isolated and cultured cell approach to confirm the
263  potential Scn3a gene expression in mouse respiratory tract muscular cells. RT-PCR

264  electrophoresis realized on mouse cASMC indicated an amplification of the Sen3a gene, which
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265  was also observed in lung RNA preparations (Fig 2A). Then Nayl.5 protein expression was also
266  detected by western blot analysis on cASMC lysates and compared to lung preparations (Fig 2B).
267  An immuno-detection was also realized on fixed cASMC to locate the Nayl.D expression on the
268  cellular structure. Immunofluorescence analysis confirmed Nayl.5 expression for all Smooth
269  Muscle Protein 22-Alpha (SM22) labeled cells, but rather diffused in the cytoplasm and not
270  concentrated at the plasma membrane in contrast to the Na,1.5 expression observed in the

271  pulmonary vein striated muscle cells (Fig 2C).

272 Fig 2 : Nayl.5 expression in cultured Airway Smooth Muscle Cells [cASMC] isolated from
273  WT mice trachea and primary bronchi. [A) RT-PCR electrophoresis showing control Gapdh
274  and Secn5a mRNA ewxpression encoding for Nayl.3 from lung and cASMC preparations
275  [n=5/condition). (B) Western blot detection for Na,l.5 protein expression in total lung and
276 cASMC lysates relative to Stain free protein control (n=2/condition). [C) Immunofluorescence
277  staining on cASMC for Nayl.3 and control SM22 ([n=3/condition). cASMC: cultured Airway
278  Smooth Muscle Cells; kDa: kiloDalton; L: Ladder;: NRT: No Reverse Transcription; bp: base pair;
279  RT:Reverse Transcription; SM22: Smooth Muscle-specific protein 22.

280 Na.1.5 in lungs is needed for methacholine-induced airway constriction.
281 To highlight the potential role of Na;1.5 in the respiratory system, we used a SenSa#/-
282  mouse model to see the functional impact of a significant decrease of Nay1.5 expression in lungs.
283  Western blot analysis showed that Nayl.5 expression was divided by half in ScnSa*- mouse
284  lungs (1.05£0.20 relative to Stain free ratio) compared to WT mouse lungs (2.16+0.27]) (Fig 34).
285  This 50% decrease of protein expression was also locally confirmed at the plasma membrane of
286  the pulmonary veins striated muscle cells by immunofluorescence labelling (Fig 3B). Because we
287  could not manually isolate the secondary bronchi from the mice, ex vivo assessments of airways
288  reactivity were made on isolated tracheas incubated with increasing doses of methacholine.
289  Results showed a significant decrease of the trachea contraction in SenSa* mice compared to
290 WT mice when exposed to increasing doses of methacholine (for 10-#M methacholine:
291  WT=306.9+37.7 and Scn5a*-=222.6+13.6% of KCl control contraction) [Fig 3C). We also
292  observed a larger decrease of this methacholine-induced contraction when tracheas were pre-
293  incubated with increasing doses of Ajmaline, described as a high affinity Nayl.3 channel
294  inhibitor (for 10+#M methacholine: WT + ajmaline 0.2 mM=166.1+13.9 and WT + ajmaline
295 0.8 mM=16+9.9% of KCl control contraction) (Fig 3C). When inhibited with Ajmaline, trachea
296  contractions were similar for WT compared to ScnSa*- condition (for 10#M methacholine:
297  Sen3a* + Ajmaline 0.2 mM= 130+19.7 and Scn3a+/- + Ajmaline 0.8 mM=19.+2.4% of KCl control
298  contraction) (Fig 3C). After ex vivo contraction assessments, in vivo respiratory tests were

299  realized by whole-body plethysmography under increasing doses of methacholine. Results also

10
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300  described a significant decrease of airway reactivity after methacholine inhalation for Scn3a+/-
301 mice compared to WT (for 40 mg/mL methacholine: WT= 5.91+0.82 and Sen3a*+-=3.13+0.58
302  Penh/Penh base) (Fig 3D). Before in vivo assessments of respiratory function with forced
303  oscillation technique [FlexiVent) under fixed anesthesia, ex vivo tests of airway reactivity were
304 made on mice isolated tracheas incubated with increasing doses of methacholine to assess the
305  potential inhibitory effect of ketamine, described as an inhibitor of Nay1.5 sodium current and
306  used in the anesthesia mix for FlexiVent. Results showed a significant decrease of the trachea
307  contraction in WT mice under methacholine when pre-incubated with increasing doses of
308 Ketamine (for 10-*M methacholine: WT=272.07+47.14; WT + Ketamine 1 mM=121.73+26.32
309  and WT + Ketamine 2mM=17.27+16.33% of KCl control contraction) (Fig 3E). Trachea
310  contractions were significantly similar for WT compared to Scn5a*- conditions only when
311  inhibited by Ketamine [for 10#M methacholine: Scn5a+= 195.49+16.44; Scnda* + Ketamine
312 1 mM=88.76+9.24 and Scn3a* + Ketamine 2 mM=7.81+6.20% of KCl control contraction) (Fig
313  3E). After ex vivo contraction assessments, in vive respiratory tests were realized under
314  increasing doses of inhaled methacholine but under Ketamine/zylazine anesthesia with
315  Flexivent system. As expected results showed very low contraction of the airways after
316  methacholine inhalation for WT mice. The results were the same for Scn5a*/- conditions with no
317  difference of contraction force compared to WT (for 40 mg/mL methacholine: WT= 1.46:0.24
318 and Scn5a*=1.3520.12 cmH20.5/mL) (Fig 3F).

319 Fig 3. Nayl.5 is involved in respiratory function. [A]) Western blot detection and
320 quantification of the Nayl.5 protein in total WT and Sen3at- mice lung lysates relative to Stain
321  free protein controls (n=53/condition). (B} Focus on the pulmonary wvein wall Na,l.5
322  immunofluorescence staining in WT and Sen3a*- mice lung frozen sections (n=3/condition). (C)
323  Ex vivo contraction of WT and Scn5a*- mice isolated tracheas exposed to increasing doses of
324  methacholine bronchoconstrictor, before and after Ajmaline antiarrhythmic pre-incubation. (D)
325  Whole-body plethysmography assessment testing respiratory system reactivity exposed to
326  increasing doses of inhaled methacholine bronchoconstrictor on WT and Sen5a*/ mice. (E) Ex
327  vivo confractions of WT and Scnda*~ mice isolated tracheas exposed to increasing doses of
328  methacholine bronchoconstrictor, before and after Ketamine pre-incubation. (F) Airway
329  resistance measurements on tracheotomized female WT and ScnS5a*/- mice exposed to increasing
330 doses of inhaled methacholine bronchoconstrictor with forced oscillation under
331  ketamine/xylazine anesthesia. Data are presented as mean +SEM.*p=0,03; **p=0,01;

332  #*p<0,0001 versus WT.
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333 The functional effect of Nay1.5 knockdown or inhibition in lungs is not
334 associated to lung fibresis or inflammation.
335 Modifications of airway reactivity are often associated to adaptive lung structural and

336  inflammatory remodeling. First, transcriptomic analyses on mice lung RNA preparations were
337 performed in order to identify potential remodeling markers in Scn5a**~ mice. Analyses were
338 made on 84 “wound healing” genes identified in various signaling pathways involved in adaptive
339  tissue remodeling process [Table 1). Results for relative quantification ACt method showed
340  significant increaszes of RhoA (WT=0.7920.05 and Sen3a*-=1.08+0.09), lI11b (WT=5.38+0.18 and
341  Scn3a®/=6.5£0.35), Col3a3 (WT=9.07+0.06 and Scn3a+-=9.48+0.15), Ptsg2 (WT=5.2920.13 and
342  Scnda®/=5.94%0.14), Tgfbr3 (WT=5.1920.08 and Scn3a*=5.97x0.18) (Fig 4A), Plaur
343  (WT=4.02£0.08 and Scn5a*/=4.58+0.08) and Itga2 (WT=5.0420.06 and Scn3a*-=3.3x0.06) (Fig
344  52) gene expressions all associated with low ACt fold changes (less than 1.5). These remodeling
345  gene expression modulations remain modest, and therefore do not explain the significant
346  functional effect observed on Sen5a*- mice airways. This was confirmed by histological analysis,
347  which showed no difference in lung structure or inflammatory cell recruitment between WT and
348  ScnSa*- mice, around airways and also pulmonary veins where Nayl.53 channels are mostly

349  expresszed.

350 Fig 4. Nay1.5 voltage-gated sodium channel absence of effect on lung structural and
351 inflammatory remodelings. (A) Real-time RT-PCR relative quantifications of total WT and
352  ScnSa®- mice lung preparations, realized with Qiagen™ Mouse Wound Healing RT2 Profiler™
353  Array (n=5/conditions). (B) Hematoxylin and eosin staining for inflammation detection around
354  airways and pulmonary veins on WT and ScnSa*- mice lung paraffin sections (n=5/condition).
355  Data are presented as mean *SEM. aw: airway; ECM: Extacellular matrix; FC: Fold change: v
356  vein. *p=0.05 versus WT.

357 DISCUSSION

358 In this study, we fully characterized for the first time the Nayl.5 sodium channel in
359  mouse lungs. We described the expression, the localization and the functional implications of

360  this channel, usually associated with cardiac muscle.

361 In RT-PCR experiments, Senda mRNA encoding for Nayl.3 was readily found in all
362  samples of mouse lungs tested. Furthermore this expression, which has been confirmed at the
363  protein level, is not negligible when compared to the heart (Fig 1A & 1B). However, other
364  authors already investigated functional voltage-gated Nal¥) channels in cultured human
365  pulmonary artery smooth muscle cells [6,9] or in rabbit bronchial smooth muscle cells [14].
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Thus, their contributions to the regulation of pulmonary functions and their potential roles in

the pathogenesis of pulmonary diseases were discussed.

Once this pulmonary expression was highlighted, we had to identify the potential
expression site(s) for this channel. Previous studies reported at least a smooth muscle

expression based on freshly vascular and airways dissociated cells [9].

In thizs study, Nayl.3 expression in adult mouse lung was investigated by
immunochistochemistry. Surprisingly, endothelial and smooth muscle cells do not appear to be
the major expression sites, although a weak signal slightly higher than background noise was
observable in these two sites. In contrast, another unexpected structure clearly emerged as the
major expression site in mouse lungs. Indeed, large cells lining the pulmonary veins were clearly
observed as positive for Nayl.5 immunofluorescence signal. In order to validate these
observations, histological studies were performed on sections from Scnba*’- mice model to
confirm a significant decrease of Nay1.3 labelling. Thiz depletion model, previously validated by
western blot analysis, showed an important decline for Navl.5 signal previously mentioned.

These results provide more relevance to our previous observations (Fig 3A & 3B).

Then, we tried to define the nature of these Nayl.3-positive cells lining the pulmonary
veins. Zoom observations for Na,l.5 labellings showed its clear localization to the plasma
membrane, which corresponds to its ion channel function (Fig 2D). Secondly in our study, all
Nayl.3-positive cells in pulmonary vein walls also showed immunofluorescent signal for type 3
MHC labelling. Myosin is a major contractile protein, which converts chemical energy into
mechanical energy through the hydrolysis of ATP. Myosin heavy chains (MHC) are encoded by
the MYH gene family, and different isoforms have been described from striated, smooth, and
non-muscle cells. Most of MHC isoforms are detected in skeletal and cardiac muscle [26]
including MHC3. Only Nayl.5-positive cells lining pulmonary veins were labelled. These results
suggest that these cells are striated muscle type and not smooth muscle type. Thirdly, results
showed that Nay1.3 expression in mouse lungs was associated with the expression of Cx43
protein, also usually described as implicated in cardiac electrical conduction. Three main
connexins are expressed in cardiomyocytes: Cx43, Cxd0, and Cx43 [27)]. Gap junctions are
clustered channels consisting of two hemi-channels, each formed by 6 connexin proteins, which
electrically connect the cytoplasm of adjacent Cardiomyocytes [28]. In heart Cx43 is mainly
expressed in atrial and ventricular cardiomyocytes [29]. Moreover, cardiomyocytes have been
described in pulmonary veins in rodents and humans [30]. In humans they were related to atrial
arrhythmias, including atrial fibrillation [31]. To investigate histological similarities and

differences in pulmonary vein cardiomyocyte localization and distribution, Mueller-Hoecker and
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400  collaborators [30] performed comparative studies on humans, rats and mice. Results on mice
401  and rats revealed that cardiomyocytes regularly extend from the hilus along venous vessels into
402  the lung tissue surrounding individual intrapulmonary veins of varying diameters (70-250 pm).
403 These pulmonary vein cardiomyocytes showed the ultrastructure of a normal working
404  myocardium with intact intercalated discs and tightly packed contractile filaments. In humans,
405  extrapericardiac cardiomyocytes were only found in one third of the veins and showed an
406  incomplete sleeve at the lung hilus. Folmsbee and collaborators suggested in several studies that
407  these cells could contribute to asthma by regulating pulmonary vein inflammation [32,33]. More
408  recently the same authors have described that targeting the function of cardiac cells in the
409  pulmonary veins and/or heart may allow for novel and potentially efficacious therapies for
410  asthma, particularly in challenging cases of steroid-resistant asthma [34]. Taken together, the
411  abundant expression of Nayl.5, MHC3 and Cx43 in pulmonary veins found in our study strongly
412  suggests that these cells are electrically well coupled and present a cardiomyocyte phenotype.

413 Another obvious gquestion is how Na* currents influence the contractile behavior of
414  airway smooth muscle or any other nearly smooth muscles. Based on the weak Nayl.5
415  fluorescent signal observed by immunohistochemistry on pulmonary smooth muscle cells and
416  the previously cited works [6,9,14], we wanted to perform a characterization on freshly
417  dissociated airway smooth muscle cells (bronchi and trachea). The low number of cells obtained
418 from a mouse strained us to put them in culture and to characterize them quickly after their first
419  passage to prevent any modification potentially induced by the culture process. In RT-PCR and
420  western blotting experiments, mRNA and the encoding Nayl.5 protein were found in cASMC,
421  which have been controlled as also positive for the smooth muscle marker SM22 (Fig 2). These
422  observations were in perfect agreement with the studies previously cited. However, the careful
423  observations of images obtained by immunocytochemistry showed that the Nayl.3 was
424  predominant in the cytoplasm and not limited at the plasma membrane. The culture process
425  may be the cause of this situation. In fact several studies have described a tendency for isolated
426  cells to express Na* currents more prominently in cultured cells than in freshly dispersed cells,

427  suggesting their participations in cell proliferation or migration [9,35].

428 To the best of our knowledge, our study is the first to use functional appreaches based on
429  whole tissue or whole animal to highlisht Nayl.3 role in the lung physiology. Based on
430 immunochistochemical and molecular results obtained from cASMC, we began the functional
431  characterization by ex vivo assessment of the airway reactivity performed on mouse isolated
432  airways. Tracheas have been tested to reflect pulmonary airway activity because we could not
433  isolate easily and manually the secondary bronchi from the mice. To highlight the potential role

434  of Na,l.5 in respiratory system, we used a Sen3a*/~ mice model to see the functional effect of a
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435  significant decrease of the Nayl.5 expression. Results showed a significant decrease of the
436  trachea contraction in transgenic mice compared to WT when exposed to increasing dozes of
437  methacholine (Fig 3C). The specificity of this functional alteration was confirmed when tracheas
438  were pre-incubated with increasing doses of class [ anti-arrhythmic Ajmaline treatment,
439  described as a high affinity Nay1.5 channel inhibitor. Ajmaline is clinically used to unmask latent
440  type I ECG in Brugada syndrome (BrS) patients by changing the shape and threshold of cardiac
441  action potentials [36,37]. This functional loss, recorded on Scn5a*’- mice tracheas by ex vivo
447  contraction assessments, was also observed for the first time in vive by whole-body
443  plethysmography on unanesthetized and unrestrained mice (Fig 3D). To confirm these first two
444  results, another in vive functional test could be performed with forced oscillation technique
445 (FlexiVent) on anesthetized mice. Before the implementation of this protoceol, new ex vivo tests
446  of airway reactivity were realized on mice izolated tracheas to assess the potential inhibitory
447  effect of Ketamine, describing as Nayl.5 sodium current inhibitor and used in the anesthesia mix
448  for FlexiVent [38-40]. After pre-incubation with Ketamine, results showed a very low trachea
449  contraction after methacholine exposition for WT condition. An overall literature review
450  showed that all other anesthetic cocktails used for animal experimentation also have effects on
451  voltage-gated sodium currents (Isoflurane - [41]; Buprenorphine - [42]; Etomidate - [43]:
452 Lidocaine - [44]; Profofol - [453]]). These observations demonstrated that it is impossible to use
453  this type of protocol under deep anesthesia and analgesia in Nayl.5 functional investigation on
454  mice lungs.

455 Finally in order to explain pulmonary function mechanisms linked to Nayl.3, a global
456  transcriptomic approach was conducted as an initial step. The study of numerous transcripts
457  encoding for cell signaling transducers, cytoskeletal, inflammation or extracellular matriz
458 regulators showed no modification or only extremely modest variations in their expression
459  profile for Scn5a*- mouse lungs. No molecular regulatory pathway seems to stand out. In the
460  same way, the hypothesis of a structural remodeling is not retained based on the results
461  obtained by histological hematoxylin and eosin staining. No evidence of fibrosis, inflammatory
462 cell recruitment or major structural reorganization was detected. These hypotheses of
463  investigation were nevertheless relevant in view of the bibliographic elements described for
464  NayL.5 at the remodeling level [46], such as the inflammatory status in view of the pulmonary
465  vein cardiomyocyte expression of this channel [32-34].

466 The present study had a number of limitations. First, data were derived from adult
467  mouse without any pulmonary disease, which does not reflect the clinical reality. Electrical
468 remodelings in the myocardium lining the pulmonary veins under pathological conditions may

469  allow for novel and potentially efficient therapies for asthma, particularly in challenging cases of
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470  steroid-resistant asthma [34]. Secondly, further investigations are needed to elucidate the
471  molecular mechanisms contributing to the functionality response demonstrated in this study.
472  Nevertheless, this integrated work remains the first fully characterizing the Nayl.5 sodium

473  channel in mouse lungs to study pulmonary pathologies and their associated alterations.
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618 Supplementary Informations

619 MATERIALS AND METHODS

620 Electrocardiography

621 Mice were anesthetized for electrocardiography [ECG) recording with etomidate
622  [25mg/kg ip.). Body temperature was maintained at 37°C with a heating pad (Harvard
623  Apparatus, Holliston, United States). Six-lead ECG were recorded with 23-gauge subcutaneous
624  electrodes on a computer through an analog-digital converter 10X 1.585 (EMHKA Technologies)
625  for monitoring and later analyzed with ECG Auto v3.2.0.2 (EMKA Technologies). Only leads I
626  ECGs were analyzed.

627 Cardiac function by echocardiography

628 Two-dimensional (2-D) echocardiography was performed on mice using a Vivid 7
629  Dimension ultrasonography [GE Healthcare, Chicago, United States) with a 14-MHz transducer.
630  Body temperature was maintained at 37°C with a heating pad (Harvard Apparatus) and ECG was
631 monitored during acquisitions. Anesthetic induction was achieved at 4% isoflurane [Abbott
632  Laboratories, Chicaco, USA) and anesthesia was maintained at 2.53% for recording. In order to
633 observe a possible structural remodeling, left ventricular diameter and free wall thickness were
634  measured from long-axis images obtained by M-mode echocardiography. Systolic function was
635  further assessed by calculation of the ejection fractions. Transmitral flow measurements of
636  ventricular filling velocity were obtained using pulsed Doppler, with an apical four-chamber
637  orientation. Doppler—-derived mitral deceleration time, isovolumic relazation time, the early
638  diastolic (E), the late diastolic [A) and the EfA ratio were obtained to assess diastolic
639  dysfunction. To aveid bias in the analysis, experiments were performed and analyzed by

640  investigators blinded to the genotype.
641 RESULTS

642 51 Fig. Nay1.5 voltage-gated sodium channel effects on heart function. (A) Western blot
643  detection and quantification for Nayl.5 protein in total WT and Sen3a+* mice heart left ventricle
644  lysates relative to Stain free protein controls (n=3/condition). (B) Effects of Nayl.5 expression
645  on RR interval and QRS complex duration of WT and Scn5a*- mice submitted to ECG lead I
646  recordings (n=10/condition). [C) Heart and lung weights relative to body weight ratio of WT and
647  Senda*’- mice (n=20-22/condition). (D) Representative M-mode echocardiographic images of

648  WT and Scn3at/- mice left ventricles for structural (LV diastolic diameter and LV wall thickness),
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systolic function (Ejection fraction) and diastelic function (E/A ratio, deceleration time and
[sovolumic relaxation time) parameters (n=6-8/condition). Data are presented as mean *5EM.
EfA: transmitral E [early) to A (late] propagation welocity: LV: Left Ventricle., **p<0,001 ;
#¥¥p<=0,0001 versus WT.

52 Fig. Nayl.5 voltage-gated sodium channel absence of effect on lung structural
remodelings. Real-time RT-PCR relative quantifications of total WT and Sen5a*” mice lung
preparations, realized with Qiagen™ Mouse Wound Healing RT2 Profiler™ Array
(n=3/conditions). Data are presented as mean * 5EM. FC: Fold change. ***p<0.001 ;
#¥¥p<=0.0001 versus WT.
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Fig 1. Navl.5 voltage-gated sodium channel expression in mice lungs.
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Fig 2 : Nav1l.5 voltage-gated sodium channel expression in mice
cultured Airway Smooth Muscle Cells (cASMC) isolated from WT mice
trachea and primary bronchi.

96



A

Na,1.5
= IE0RDw

Stain free
=4%mOn

C

Contraction (% contral)

E

Contraction (% contral)

WT lung

SenSat’ lung

Résultats

B WT pulmonary wein Scn5a pulmonary vein

Ha 1.8 lusg

sxprassban

‘u‘l‘.

[ e W P e e 0 e

Ex Vivo trachea contractions

+ Ajmaline

4009

3004
amy

2004

1004

snww

Base -8
Log [Methacholing] (M)

Ex Vivo trachea contractions
+ Ketamine

4004
300+
aww

200+

100+

Base
Log [Methacholins] [M]

-8 -7

bttt o

ettt

Ralative Staln fras protin
L]

WY Seadn”

Whole-Body
Plethysmography

o

B
- - WT, ss20
i E
e 3 o] T mensainazz
eni o
Sensa*, net H
-~
WT & Ajmaiine (0.2aM], n=E a &
=
SenfSa™ @ Ajmaline (0 ImM], mel E
&
WT s Ajmaline (D.BnM], neE i 2
+ L
ScnSa™ & Ajnalize (02 M), oe? [
o T T T T T T
Bacs O & 10 20 a0
Methaohollme (mg/mL})
F Forced Oscillation technigue
{+ Ketamine/Xylazine anesthesia)
B
B WT, n=7
W, s E - T zensa™ maio
SznSa* nat -
=]
-
WT & Kalum e (1m M), med x L
. E
Scn3a “ Estamine (TmM), ne7 _\!3_
wT [: ImM r 21 _i
“« Kalam ine (3m M), o=
’ * .—-—l-“‘"“‘i"—:!=‘
EznSa + Kelamina (2mM), n=T
o T T T T T T
Bacs O 10 18 20 a0

Methaohollme (mg/mL})

Fig 3. Navl.5 voltage-gated sodium channel is involved in respiratory function.

97



Résultats

159 15+
= s
104 104
- - B
O %) M
K «
5 54
. WT,5=5 .
3 SonSa”™ neb .D .“ m ln
0= 0- L L
N v © s ¢ W R e Bt % e ® e a4 8w =
- o o © - b= F3 p.od 3 ! - = - -
i 3 ¢ & 2 2. ¢ 3 2 F Bg 2R 0
- 0 't
pvalue 094 | 030 | 080 | 0.03 | 0.41 pvalue 0.94 | 015 041  0.22  0.67 031 | 0.67 | 0.41  0.06  0.02 | 0.22 | 015 | 0.15
FC_ | 0.95 | 110 0948 | 136 111 FC 104 (091 0596 053 055 093 127 102 089 L21 098|105 L4
Cytoskeleton regulator genes Inflammatory cytokine & chemokine genes
15+ 151
s
104 Z1
-
o
-
s-
0
- - ~ - - Ll - ~ Ll I3 -
1 & o = ~ " - " - -
F 2 z 2 =T 3 @& v a > 2 = 2 B & 5 g § & §F 8 3
= ° ° ° ° c 3 ° e c w = - - S - b = ® — 3
° o © o © © © o o - = s a - - = 3
o (4]
pvalue 022 | 006 053 | 041 080 010 006 015 002 080  pvalue 015 053 010 0.0 045 006 002 015 031 001 | 041 019
FC_ 105 | 111 092|020 097 112 104 102 104 101 FC_ 124 102 1131 113 118 116 112 [ 108 104 115|104 106
ECM structural constituent genes Signal transduction genes

Hiyet?

WS TR

Lo ~
LW

Scn5a*/- lung

Fig 4. Nav1.5 voltage-gated sodium channel absence of effect on lung structural and inflammatory
remodelings.

98



WT left ventricle

scnSa*t left ventricle

Na 15 .
& ZBDKD

stain fre= [ W |

B WT
Heartibady
weight ratie .
o
L ] ‘E‘ i3
" a E
» E oan
T oo i
'\-E\'I o a4
-
2
Lungsiheart
weight ratie
20
. & 14
» a
S <™
o B EY
- 12
wr Eenfa 0

sin Iras pretsin

Ma 1.8 left wantricia

axpraaaion

Résultats

FR interval QRS interval
EL "
a0 a i a
z = I | = o
i-—u q:ﬂg e 3 L] ooo
o = o 5 EmmEE
| e 0w
L
EH v T B v T
wT Henba™ wT Henba™

LV diastolic diameter

L¥ wall thickness

Ejection fraction

14 180
o - n g
E
o £ 12 - P . % =" n
- - - o Z a
o5 2
— E | By |
— o = |
" R a0 5
] £ a8
oo = H
I:Iu L
r o v r o T T
WT Senla wr Sonfa wT Sonfa™
EiA ratio Decelaration time Isovolumic relaxation time
bT m
o b7 . o "
= . o —
"2" H - 3 1 oo
_'_" o E o - o E. - o
- [¥] —_—
- o B m — £ oy mm oo
. o (1] ooo -
4 1] o
- r 3 . . 1 T
wT Senfa wr Sanba™ wr Eenfa

Fig 51. Navl.5 voltage-gated sodium channel effects on heart function.

99



Résultats

151
=
1 1
104
-
2
- ™
5 - 1
R L =
x - - P - - e - m - = = -
. - B - w =] - [ a - = H 2 E o B
& o @ 2 w = E E E & g 2 £ E
i E 5 =3 = « a v
3 =
o
@

pwilue 0.67 | 0.15 006 041 | 0.15

0.15 | 006 041 041 022 | 010 011
FC 099 | 103 | 112 | 1.03 | 1.00

104 | 105 106 102 | 106

0.01 054 | 010 | 0.15

106 105 | 114 097 | 107 0.96
ECM remodeling enzyme genes

151
L
109
-
L
-‘
54
o LA
T 2 2 % &% 2 ¥ & % ® £ E=E £ 2 T©T =
= - - brd w < = = - z @ = =@ @ = =@
] 5] 2] o = w " & = = - ®
13 e =z -9 =
o
pwilue 011 | 094 0084 041 067 022 022 006 032 000 080 [ 041 022 | 031 084 000
Fo 100 | 099 099 id6 202 | 104 | 103 [106 | 106 106 100 098 | 104 103 | 104 304
Growth factor genes
157
104 - T f1
o 3 sonfa™, n=h
[d] #
-
5+
04
- - [ L] -t - -« Ed - " L w
£ = = L " " = = & & & A&
s 2 2 2 2 2 2 2 B B B B
pvelue 025 | 031 | 0.03 | 0.22  0.94

031 0LE) 000 015 006 031 0.06
L0Z2 | L0l 105 71 L03 | 105 112
Cell adhesion molecule genes

FC |12l 10 L05 106 101

Fig 52. Navl.5 voltage-gated sodium channel absence of effect on lung
structural remodelings.

100



Résultats

Il. Résultats complémentaires sur les remodelages
pulmonaires.

A. Expression pulmonaire de Na,1.5 in situ

Pour compléter I'analyse histologique effectuée dans la Figure Al de I'article,
d’autres prises d’images ont été réalisées. On observe sur la Figure 24 I'expression importante
de Nay1.5 sur une vue d’ensemble du poumon, a faible grossissement. On remarque que deux
types de structures expriment la protéine d’intérét Na,1.5: les bronches et les veines
pulmonaires (Figure 24A). On observe cependant que I'expression majoritaire est portée par
les cellules musculaires présentes dans la paroi des veines pulmonaires, qui expriment
également la Tnl et la MHC3 (Figure 24B). A plus fort grossissement sur ces cellules
musculaires veineuses, on observe une morphologie large pour les cellules exprimant Nay1.5

(Figure 24C). On remarque également une expression organisée de la MHC3 au sein de ces

Figure 24. Marquages immunofluorescents de coupes congelées de poumons de souris.

(A) Vue d’ensemble d’une coupe de poumon de souris. (B) Zoom sur des bronches et des
veines pulmonaires pour les marquages Nay1.5, Tnl et MHC3. (C) Zoom sur les cellules
musculaires péri-veineuses pour les marquages Nay1.5, MHC3 et Cx43. aw : airways ; v : vein.
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cellules, avec I'apparition de stries par fluorescence (Figure 24C). Enfin, on voit une expression
de la Cx43 au niveau de jonctions entre ces cellules mais de maniéere bien localisée. En effet la
Cx43 n’apparait pas exprimées sur I'ensemble des membranes plasmiques au contact des

cellules avoisinantes (Figure 24C).

B. Na,1.5 et remodelages pulmonaires

Les travaux présentés dans la Figure A4 puis en Figure AS2 de I'article, portant sur
I'implication potentielle du canal sodique Na,1.5 dans les remodelages de la sphére
respiratoire, ont été complétés par d’autres analyses biochimiques. En complément des
résultats transcriptomiques, les résultats obtenus par Western Blot sur des préparations
issues d’échantillons de poumon entier montrent une diminution significative de I'expression
de la protéine Racl dans les poumons de souris Scn5a*- versus WT (Figure 25A)
(WT=0,88+0,05 et Scn5a*"=0,66+0,04 ; n=5 ; **p<0,01 versus WT). Une tendance a la baisse
semble également étre observée pour I'expression de la forme mature de la protéine LOX
(WT=0,27+0,07 et Scn5a*/"=0,15+0,02 ; n=5 ; p=0,09 versus WT) chez les souris Scn5a*/~ (Figure
25A). Aucune modification significative des profils d’expressions des protéines CTGF
(WT=0,95+0,07 et Scn5a*/"=0,89+0,11 ; n=5), de la forme précurseur du TGFB (WT=0,17+0,12
et Scn5a%°=0,15+0,03 ; n=5) et de la forme active de la MMP2 (WT=0,47+0,09 et Scn5a*/

=0,3610,04 ; n=5) n’ont été observées chez nos souris (Figure 25A).

Des colorations au rouge Picrosirius, sur des préparations histologiques de poumons
de souris, ont été réalisées pour approfondir les précédentes études portant sur I'expression
des différents marqueurs de remodelages structuraux et fibrotiques. La présence importante
de collagéne dans les poumons permet d’utiliser la coloration au rouge PicroSirius comme un
colorant de structure, afin de compléter I'analyse morphologique des poumons tout en
évaluant le taux de fibrose. Les résultats montrent en lumiere blanche une absence de
remodelage pathologique chez les souris Scn5a*~ au niveau de la zone péri-bronchiolaire. Les
cellules épithéliales sont sans lésion ni hyperplasie, les couches de cellules musculaires lisses
sont tres fines et les zones adventitielles sont d’épaisseur physiologique que ce soit pour les
souris WT comme pour les souris Scn5a”". En lumiére polarisée, les images obtenues
permettant de discriminer les analyses des formes | et Ill du collagéne ont permis leurs

guantifications exclusives dans la zone péri-bronchiolaire. Les résultats comparant les souris
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WT versus Scn5a*~ montrent une absence de modification du niveau d’expression de
collagéne | (WT=2,61+0,5 pour n=16 et Scn5a*'=3,73+1,86 pour n=6) et de collagéne llI

(WT=2,21%0,36 pour n=16 et Scn5a*-=2,92+1,38 pour n=6) autour des bronchioles. (Figure
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Figure 25. Absence d’effet de I'expression de Na,1.5 sur les remodelages pulmonaires en
conditions physiologiques chez les souris femelles.

(A) Détections et quantifications relatives de I'expression de protéines impliquées dans la
fibrose et l'inflammation dans des préparations de poumon entier de souris WT versus
Scn5a*/- (n=5/condition). (B) Détections et quantifications des collagénes | et Ill sur des coupes
de poumons colorées au rouge Picro Sirius (n=6-16/condition). Les résultats sont représentés
par la moyenne +SEM. **p<0,01 versus WT.
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C. Le modéle murin C57BL/6J Scn5a*" : mise en évidence
d’une difféerence d’expression de I'invalidation génique en

fonction du sexe.

Dans le modéle murin Scn5a*- male, on observe par Western Blot des signaux positifs
pour Nay1.5 dans les cceurs mais avec une hétérogénéité importante des intensités détectées,
que ce soit pour les préparations de ventricule gauche de souris WT comme Scn5a*/~ (Figure
26A), contrairement au modele femelle présenté dans la Figure AS1 de I'article présenté en
amont (Fonteneau et al., en révision). Les résultats de quantifications de ces signaux,
conformément aux observations formulées précédemment, ne permettent pas de mettre en
évidence une différence de niveau d’expression du canal sodique Nay1.5 entre le groupe WT

et Scn5a*~ (WT=1,3+0,19 et Scn5a*/=1,2+0,2 ; n=5) (Figure 26A)

Cette différence d’expression de Nay1.5 au niveau protéique est confirmée au niveau
fonctionnel. Les évaluations par ECG des souris males montrent effectivement qu’il n’y a
aucun ralentissement de la conduction cardiaque dans le groupe Scn5a*- comparé au groupe
WT : les intervalles moyens PR (WT=40,90+0,57 and Scn5a*/=40,30+1,83ms) et QRS
(WT=1140,30 and Scn5a*-=11,10+0,23ms) sont similaires entre les deux conditions (Figure
268B).

Comme chez les femelles, aucun remodelage majeur n’est détecté par les calculs des
ratios poids du coeur/poids du corps (WT=5,0+0,1 pour n=21 et Scn5a*=5,1+0,1 pour n=20)
(Figure 26C) et poids des poumons/poids du coeur (WT=1,2+0,03 pour n=20 et Scn5a*/
=1,1+0,02 pour n=20) (Figure 26C). Les évaluations structurales et fonctionnelles par
échocardiographie ne montrent pas non plus de remodelage ventriculaire gauche (diamétre
télédiastolique du ventricule gauche : WT=2,9+0,2mm pour n=9 et Scn5a*/"=2,9+0,1mm pour
n=11; épaisseur de paroi libre du ventricule gauche : WT=1,0£0,05mm pour n=9 et Scn5a*"
=1,2+0,05mm pour n=11), ni de dysfonction systolique (fraction d’éjection : WT=82,8+2,0%
pour n=9 et Scn5a*/=85,6+1,6% pour n=11) ou diastolique (E/A : WT=1,5+0,06 pour n=9 et
Scn5a*°=1,5+0,05 pour n=11 ; temps de décélération : WT=25,7+1,2ms pour n=9 et Scn5a*"
=26,5+1,4ms pour n=11 ; temps de relaxation isovolumétrique : WT=16,4+0,4ms pour n=9 et

Scn5a*/-=16,0+0,3ms pour n=11) (Figure 26D).
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Figure 26. Absence de modulation de la fonction cardiaque chez les souris males du modeéle C57BL/6)J
Scn5a*”.

(A) Détections et quantifications relatives de I'expression de la protéine Na,1.5 dans des préparations de
ventricule gauche de souris males WT versus Scn5a*/~ (n=5/condition). (B) Effets de I'expression de Nay1.5
sur les durées de I'intervalle RR et du complexe QRS chez des souris males WT versus Scn5a*~ enregistrées
par ECG en dérivation DI (n=10/condition). (C) Poids des coeurs et poumons rapportés au poids des souris
males WT versus Scn5a*”- (n=20-21/condition). (D) Images représentatives des enregistrements
échocardiographiques en mode TM des ventricules gauches de souris males WT versus Scn5a*. Les
mesures des parametres structuraux (diamétre télédiastolique et épaisseur de paroi du LV), de fonction
systolique (fraction d’éjection) et de fonction diastolique (ratio E/A, temps de décélération et temps de
relaxation isovolumique) sont présentées a droite (n=9-11/condition). Les résultats sont représentés par la
moyenne *SEM. (E/A: vitesse de propagation du flux transmitral E (passif) sur A (actif); LV: ventricule
gauche).
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Au niveau pulmonaire, les Western Blot réalisés sur des préparations de poumons
totaux de souris males montrent une expression de Na,1.5 dans cet organe comme chez les
femelles. En revanche, chez les souris Scn5a*- males, 'expression de Nay1.5 est hétérogéne
et le niveau d’expression moyen apparait similaire au groupe WT. Les résultats de
quantification de ces signaux le confirment (WT=0,38+0,06 et Scn5a*"=0,26+0,06 ; n=>5;
p=0,31 versus WT) (Figure 27A). Pour vérifier que ces observations au niveau fonctionnel, nous
avons également réalisé des expériences de contractilité ex vivo de trachées de souris dans
des cuves a organe isolé. Les résultats obtenus ne montrent pas de différence de contractilité
des trachées isolées, ni par exposition a des doses croissantes de méthacholine (WT=225+25%
pour n=5 et Scn5a*"=223+23% pour n=8), ni aprés inhibition de cette contraction par des pré-
incubations avec des doses croissantes d’ajmaline qui est un anti-arythmique de classe |,

inhibiteur des canaux sodiques voltage-dépendants (dose 0,2mM d’ajmaline : WT=143+26%
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igure 27. Absence de modulation de la fonction respiratoire chez les souris males du modéle C57BL/6)J

Scn5at’.

(A) Détections et quantifications relatives de I'expression de la protéine Nay1.5 dans des préparations de
poumon de souris males WT versus Scn5a* (n=5/condition). (B) Contractions Ex vivo de trachées isolées
de souris males WT et Scn5a*- exposées a des doses croissantes de méthacholine, avant et aprés
incubation avec I'ajmaline. (C) Pléthysmographie corporelle totale, mesurant la réactivité du systéme
respiratoire exposé a des doses croissantes de méthacholine, de souris males WT et Scn5a*. Les

résultats sont représentés par la moyenne +SEM. **p<0,01 ; ****p<0,0001.
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et Scn5a*"=142+12% ; dose 0,8mM d’ajmaline : WT=27+3% pour n=5 et Scn5a*/"=14+4% pour
n=8) (Figure 27B). Apreés les tests fonctionnels ex vivo, des expériences fonctionnelles in vivo
par pléthysmographie corporelle totale ont également été réalisées chez les souris males.
Encore une fois, les résultats obtenus montrent une absence de différence fonctionnelle au
niveau de la réactivité du systéme respiratoire entre les souris WT et Scn5a*/ exposées a des
doses croissantes de méthacholine (dose 40mg/mL de méthacholine : WT=5,0+0,9 pour n=21

et Scn5a*=6,5+0,9 pour n=21) (Figure 27C).

D. Na,1.5 et réaction immunitaire pulmonaire

Les analyses transcriptomiques présentés dans la Figure A4 puis en Figure AS2 de
I'article précédent (Fonteneau et al., en révision) étudient également I'expression de
marqueurs de l'inflammation. Ces résultats, obtenus chez les souris femelles, ont été
complétés par une approche biochimique. Les lymphocytes T étant une population cellulaire
clé de la réaction immunitaire pathologique dans les poumons, ces cellules ont été analysées
par cytométrie en flux. Une sélection des cellules est dans un premier temps effectuée au
niveau morphologique, les lymphocytes T étant une population cellulaire de taille moyenne
et de granulosité moyenne (Figure 28A). Aprés avoir exclu les doublons de comptage par la
linéarité en deux dimensions des tailles de cellules, les résultats préliminaires obtenus pour
les lymphocytes T CD3* CD4* montrent que la majorité d’entre eux retrouvés chez la souris
expriment le canal sodique Nay1.5 (Figure 28A). D’aprés les résultats de quantification des
signaux de fluorescence émis par ces cellules par cytométrie en flux, les lymphocytes T de
souris WT et Scn5a*- expriment un taux de Na,1.5 statistiquement similaire (WT=1189+277,0
et Scn5a”'=760+116,5 ; n=2 ; p=0,33 versus WT) (Figure 28B). La quantification montre
également que le taux de lymphocytes exprimant Nay1.5 chez ces souris est similaire
(WT=81,9+1,6% et Scn5a*/=67,4+4,1% ; n=2 ; p=0,33 versus WT) (Figure 28B). L’observation
au microscope de ces signaux fluorescents confirme I'expression du canal sodique Nay1.5 par
les lymphocytes T de souris. Ce signal positif pour Nay1.5 est localisé de maniere dispersée et
sous forme de multiples amas a la membrane plasmique des cellules (Figure 28C). Cependant,
les acquisitions au microscope ne permettent pas non plus de mettre en évidence de
différence de profil d’expression du canal sodique Nay1.5 a la membrane des lymphocytes T
(Figure 28C). Enfin, I’étude préliminaire de I'implication de Nay1.5 dans l'inflammation dans

un contexte pathologique a été évaluée par la mise en place chez les souris transgéniques d’un
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modele d’asthme allergiqgue HDM. Les résultats préliminaires obtenus par flexiVent ne
montrent pas de modification de la résistance des voies respiratoires chez les souris Scn5a*

versus WT ni dans la condition contréle DP (dose 40mg/mL de méthacholine:
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Figure 28. Expression de Nay1.5 dans I'inflammation chez les souris femelles.

(A) Identification par cytométrie en flux des cellules Na,1.5" parmis les cellules CD3* et CD4* issues de
préparations de rate de souris. (B) Quantification par cytométrie de la fluorescence moyenne émise et du
pourcentage de lymphocytes CD4* Na,1.5* (n=2/condition). (C) Détection par immunofluorescence de Nay1.5
et CD4 sur des lymphocytes T de rate de souris WT et Scn5a*- (n=2/condition). (D) Mesure de la capacité
inspiratoire et de la résistance des voies aériennes exposées a des doses croissantes de méthacholine dans
un modeéle d’asthme-HDM développé sur des souris WT et Scn5a*- (n=2-7/conditions). Les résultats sont
représentés par la moyenne +SEM. (DP : condition contréle DMSO/PBS; FSC : Forward Scatter, paramétre de
taille; HH: condition asthmatique HDM; ns : non significatif; SSC: Side Scatter, parameétre de granulosité).
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WT=2,39+0,17cmH20.s/mL pour n=2 et Scn5a*-=3,26+0,69cmH20.s/mL pour n=6), ni en
condition pathologique HH (dose 40mg/mL de méthacholine : WT=5,03+0,85cmH20.s/mL

pour n=4 et Scn5a*/=5,63+0,79cmH20.s/mL pour n=7) (Figure 28D).
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DISCUSSION GENERALE

l. Nayl1.5 est exprimé dans les cellules musculaires

lisses des voies aériennes.

Dans les expériences de RT-PCR, I’ARNm codant pour Na,1.5 a été détecté dans tous
les échantillons de poumons testés (Figure A1A). ARNm codant pour Na,1.5 avait auparavant
été décrit dans la littérature comme étant exprimé dans des cellules musculaires lisses
vasculaires humaines en culture (Firth et al., 2011; Platoshyn et al., 2005) ainsi que dans les
cellules musculaires lisses isolées de bronches de lapin (Bradley et al., 2013). Par nos résultats,
cette expression est ici pour la premiere fois confirmée a I'échelle de I'organe entier chez un
mammifére. Dans la littérature, a I’échelle moléculaire seule cette démonstration de
I’expression de I’ARNm prouve indirectement la présence de Nayl1l.5 dans les poumons
(Bradley et al., 2013; Firth et al., 2011; Platoshyn et al., 2005). Pour compléter ce premier
résultat, nous avons ensuite confirmé de maniére directe I'expression de Nay1.5 au niveau
protéique par Western Blot (Figure A1B). La protéine y est détectée de la méme facon dans le

ceceur, validant ainsi I'efficacité de notre anticorps.

Une fois cette expression pulmonaire de Nay1.5 mise en évidence, il nous restait a
identifier les différents sites d’expression potentiels. Dans cette optique, le choix d’une
détection de ce canal sur coupes de tissus par immunofluorescence nous a semblé étre la
meilleure stratégie. Notre volonté était de pouvoir explorer pour la premiére fois toutes les
structures et tous les types cellulaires potentiellement concernés par cette expression de
Nay1.5 dans les poumons chez la souris. D’apres les précédentes études de nos confreres sur
des modeéles cellulaires, nous avons voulu vérifier que ces expressions étaient retrouvées chez

la souris in situ, dans les cellules musculaires lisses des voies aériennes et des vaisseaux.

Premiérement, bien que la couche de cellules musculaires lisses autour des bronches
soit suffisamment épaisse sur des coupes de poumons de souris pour étre exploitée, il ne nous
a pas été possible de mettre en évidence de maniére incontestable une expression de Nay1.5
dans ces cellules in situ. Dans une étude réalisée chez le lapin (Bradley et al., 2013), il a été
démontré une expression de I’ARNm codant pour ce canal dans ces cellules musculaires lisses
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isolées autour de bronches secondaires de tous calibres. De plus des investigations
électrophysiologiques ont permis de mettre en évidence la présence d’un courant sodique
voltage dépendant rapide, de sensibilité intermédiaire a I'inhibition par la TTX, et ayant des
propriétés électriques similaires a celles des lignées cellulaires humaines HEK 293 exprimant
le canal sodique Nay1.5. Nos analyses histologiques sur ces cellules, in situ chez la souris,
montrent une intensité de signal enregistrée pour Na,1.5 trés faible puisqu’elle est a peine
plus élevée que le signal de bruit de fond enregistré pour le controle négatif. Ce signal est
particulierement diffus dans les cellules musculaires lisses de bronches et il est également
observé sur la couche de cellules épithéliales, ce qui interroge sur la spécificité de ce signal
diffus (Figure A1C). Pourtant en étudiant les cellules musculaires lisses de voies aériennes
apres isolement et mise en culture, nous avons pu mettre en évidence les expressions de
'ARNm du géne Scnb5a et de la protéine Nay1.5. Cette expression au niveau protéique est
confirmée par immunocytochimie. Toutefois I'expression de Nay1.5 dans ces cellules est
localisée au niveau cytoplasmique et non a la membrane plasmique, ce qui peut paraitre
surprenant du fait de I'activité électrique de ce canal attendue et démontrée par Bradley et
ses collaborateurs chez le lapin (Bradley et al., 2013). Plusieurs hypothéses sont a envisager
pour expliquer ces résultats différentiels entre le lapin et la souris. Premierement, il est fort
possible que la technique d’immunofluorescence sur tissus soit moins sensible que
'immunofluorescence sur cellules. La difficulté étant plus grande sur tissus a disposer
d’épitopes de reconnaissance libérés de toutes contraintes physico-chimiques dues a un
environnement biologique plus dense. Cette hypothése pourrait expliquer une absence de
signal net pour Nay1.5 sur tissu contrairement a une expression évidente sur cellules. Un autre
aspect technique peut étre remis en question. Dans I'étude réalisée chez le lapin, I'expression
de Nay1.5 est montrée indirectement, par biologie moléculaire puis par électrophysiologie. Or
dans notre étude réalisée chez la souris, la démonstration de I'expression de la protéine se
fait de maniere plus directe par immunodétection, ce qui rend l'interprétation de la
comparaison plus délicate. Enfin, il faut prendre en compte les biais de comparaison entre
modeéles : il s’agit de comparer deux espéces différentes, mais également des cellules
différentes. En effet les cellules musculaires lisses de voies respiratoires étudiées que nous
sommes en train de comparer proviennent de lapin, isolées a partir de bronches secondaires
dans les travaux de Bradley et son équipe, et de souris 1) in situ puis 2) isolées et mises en

culture a partir de trachée et de bronches principales dans nos travaux. L'ensemble de ces
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éléments discutables pourraient expliquer la concordance imparfaite entre les résultats
obtenus chez le lapin et les n6tres obtenus chez la souris. Néanmoins, notre travail n’exclut
absolument pas la possibilité d’une expression de Nay1.5 dans la couche musculaire lisse des
voies respiratoires de souris, et donc d’une potentielle implication fonctionnelle a étudier.
L’expression cytoplasmique et non membranaire de Nay1.5, observée chez la souris dans les
cellules musculaires lisses de voies respiratoires, pourrait par ailleurs s’expliquer par la mise
en culture des cellules isolées. En effet, en 2004 des travaux menés sur des cellules
musculaires lisses des bronches humaines mises en culture montrent une expression faible de
'ARNm Scn5a, expression qui ne semble d’ailleurs pas fonctionnelle d’apres les
enregistrements électrophysiologiques des courants sodiques effectués, qui sont sensibles a
laTTX (Jo et al., 2004). La piste d’'une modification du profil d’expression protéique provoquée

par la mise en culture cellulaire, méme aprés un seul repiquage, ne peut donc étre exclue.
l. Na,1.5 est majoritairement exprimé a la membrane
plasmique des « cardiomyocytes » veineux dans les

poumons.

La Figure Al de notre article nous montre un autre résultat étonnant (Fonteneau et al.,
en révision). Au niveau vasculaire, un signal évident est démontré, positif pour Na,1.5. Un
marquage intense et net est observé, bien défini, localisé a la membrane plasmique d’épaisses
cellules bordant la paroi des veines pulmonaires. On remarque cependant que le marquage
positif pour Nay1.5 est observé sur des cellules morphologiquement surprenantes dans un
tissu comme le poumon. Ces cellules sont particulierement larges et forment des couches
cellulaires a priori trop épaisses pour correspondre a des cellules musculaires lisses de
vaisseaux. Les réalisations de différents immunomarquages nous ont permis d’identifier ces
structures et ces cellules. Le profil d’expression de la SM22, protéine exprimée uniquement
dans les cellules musculaires lisses, nous a permis de discriminer les artéres et les veines. Les
résultats obtenus nous montrent que parmi tous les vaisseaux identifiés seules les artéres
présentent une couche relativement épaisse de cellules musculaires lisses, positives pour le
signal SM22. Les autres vaisseaux sont ceux exprimant Nay1.5, c’est-a-dire les veines (Figure

24). Dans ces structures veineuses les cellules exprimant Nay1.5 a leur membrane plasmique
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sont, comme expliqué précédemment, des cellules larges et organisées en couches cellulaires
épaisses. L’hypothese formulée alors fut donc d’étre plutét en présence de cellules
musculaires de type striées, de phénotype cardiomyocytaire. En effet, d’autres études ont
auparavant démontré la présence d’un myocarde pulmonaire chez différentes especes de
mammiféres : chez 'homme (Haissaguerre et al., 1998; Namekata, Tsuneoka, & Tanaka,
2013), le chien (Ehrlich et al., 2003; Melnyk et al., 2005), le lapin (Lu et al., 2013), le rat
(Michelakis et al., 2001; Xiao et al., 2016) et la souris (Tsuneoka et al., 2012). La répartition de
ce « myocarde » le long du systeme veineux pulmonaire différe selon les especes. Il est
retrouvé uniqguement le long des veines de gros diamétre proches du cceur chez I'Homme,
tandis que chez le rongeur il est décrit plus profondément dans le poumon, autour de veines
indépendamment du calibre (Mueller-Hoecker et al., 2008). De plus, dans toutes ces espéces,
il a été décrit dans le myocarde des veines pulmonaires une activité électrique autonome,
associée aux expressions de différentes protéines cardiaques. Xiao et ses collaborateurs en
2016 dans une étude réalisée chez le rat, montrent par immunohistochimie que les
cardiomyocytes de veines pulmonaires expriment les jonctions communicantes Cx43 ainsi que
les canaux sodique Nay1.5 et potassique Kir2.1, tous deux impliqués respectivement dans les
potentiels d’action et de repos dans le coeur (Xiao et al., 2016). Les protéines Serca2a, et RYR2,
spécifiques des cellules musculaires striés et cardiaques y sont également exprimés, suggérant
le recrutement des voies de signalisation calcique dans ces cellules similaire a celui retrouvé
dans le cceur. Enfin, il est également démontré dans cette étude |'expression de la Cav3 par
ces cardiomyocytes de veines pulmonaires de rat, isoforme d’une protéine d’arrimage et
d’organisation a la membrane plasmique essentielle dans le cceur. Cette derniere est
partenaire de nombreuses protéines impliquées dans I'activité contractile cardiaque dont la
Cx43 citée précédemment (Xiao et al., 2016). Enfin, chez la souris, Folmsbee et ses
collaborateurs en 2016 ont montré que ces cardiomyocytes veineux expriment également la
desmine, protéine des filaments intermédiaires et I'a-T-caténine, protéine de jonction inter-
cellulaire abondamment exprimée dans le coeur au niveau des disques intercalaires (Folmsbee
et al., 2015; Goossens et al., 2007). Dans nos travaux, nous avons montré que les cellules
pulmonaires péri-veineuses chez la souris exprimant Na,1.5 (Figure A1D) a leur membrane

plasmique exprimaient également la MHC3 (Figure A1E et Figure 24B), isoforme de la chaine

lourde de myosine exprimée dans les muscles striés squelettique et cardiaque (Rutland et al.,

2011; Schiaffino et al., 2015). De plus ces cellules expriment également la Tnl, sous-unité
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inhibitrice de I'interaction actine/myosine du complexe troponine lié aux filaments d’actine
dans les muscles striés (Figure 24B). Sur des zooms optiques réalisés pour les marquages de
la MHC3, des bandes nettes a l'intérieur des cellules correspondant a la présence de
sarcomeres striés sont clairement observées (Figure 24C). De la méme fagon que chez le rat
(Xiao et al., 2016), la Cx43 est retrouvée dans les poumons chez la souris sur ces cellules
exprimant Nay1.5 (Figure 24C). Cette derniére n’est pas exprimée sur les membranes latérales
mais plutot du coté des jonctions inter-cellulaires, formant des zones de contact similaires aux
disques intercalaires retrouvés dans le coeur (Manring et al., 2018). Pour I'expression de
Nay1.5, on observe une expression de la protéine tout le long de la membrane plasmique des
cardiomyocytes veineux pulmonaires, avec une concentration plus forte au niveau de ces

structures ressemblant a des disques intercalaires (Figure Al et Figure 24C).

L’'ensemble de ces éléments nous permet de déduire que I'expression majoritaire de
Na,1.5 dans les poumons chez la souris est portée, d’aprées nos analyses
immunohistochimiques, par des cellules musculaires striées de type cardiomyocytaire
présentes en périphérie de lI'ensemble du systéme veineux. L'expression de protéines
contractiles majoritairement cardiaques dans ces cellules, associée a la colocalisation a la
membrane de Nay1.5 et de la Cx43 au niveau de disques intercalaires, suggére la présence
d’une conduction électrique dans ces cellules. Toutefois, ces cardiomyocytes pulmonaires
sont totalement absents au niveau des veinules et des capillaires, suggérant que Na,1.5

n’intervient pas dans les échanges respiratoires.
. L'activité électrique de Na,1.5 dans les poumons est
nécessaire a la bronchoconstriction induite par la

méthacholine.

Suite au travail de caractérisation d’expression du canal sodique Nay1.5 dans les
poumons chez la souris, nous avons ensuite voulu étudier son réle dans la physiologie
pulmonaire. Les résultats obtenus a I’échelle moléculaire ont mis en évidence deux sites
d’expression pour Nay1.5 dans les poumons de souris : la cellule musculaire lisse de voies
aériennes et le cardiomyocyte veineux, ce dernier ayant été identifié comme étant le siege

d’expression majoritaire intrapulmonaire. Etant dans I'impossibilité d’étudier les deux types
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cellulaires exprimant Na,1.5 séparément a I'état de cellules fraichement isolées, nous avons
choisi une approche intégrée pour prendre en compte I'ensemble des expressions de Na,1.5
et toutes leurs implications dans la physiologie et la physiopathologie pulmonaires. Le muscle
lisse des voies aériennes est I'un des principaux effecteurs de la réactivité de I'arbre
respiratoire et c’est pourquoi il est essentiellement étudié dans les problemes d’hyper-
réactivité bronchique, comme c’est le cas dans la pathologie de I'asthme. Cependant d’apres
la littérature, les études portant sur le myocarde péri-veineux pulmonaire se sont seulement
portées sur les pathologies cardiaques qui lui sont liées, notamment la fibrillation atriale
(Chang et al.,, 2016; Namekata et al., 2013; Tsuneoka et al., 2012) qui par ailleurs a est
fortement associée a diverses mutations du gene SCN5A comme expliqué précédemment
dans lintroduction. On sait ainsi que chez 'Homme, les fibres musculaires cardiaques
présentes dans les veines pulmonaires constituent un siége majeur de fibrillation, et que la
solution thérapeutique privilégiée chez les patients concernés est une ablation de ces fibres
par radiofréquence (Chard & Tabrizchi, 2009). Un lien entre les remodelages pulmonaires de
I’hypertension et la fibrillation atriale par le biais de ces cardiomyocytes veineux a été mis en
lumiére récemment (Xia et al., 2018), mais personne d’autre ne s’était intéressé au role
potentiel de ces cardiomyocytes veineux dans les pathologies pulmonaires et notamment
respiratoires, excepté le groupe de Cara Gottardi et Stephen Sai Folmsbee. IlIs ont en effet
réussi a mettre en lien la pathologie de I'asthme et I'expression de la a-T-caténine, protéine
de jonction inter-cellulaire majoritairement exprimée dans les cardiomyocytes au niveau des
disques intercalaires (Folmsbee et al., 2014, 2015). Leurs travaux sont basés sur l'utilisation
d’un modeéle murin présentant une invalidation homozygote de I’a-T-caténine, chez quiils ont
montré que la perte d’expression de |I'a-T-caténine au niveau des cardiomyocytes veineux
pulmonaires était associée a une absence de réponse inflammatoire dans les poumons suite
a un protocole d’induction d’asthme allergique HDM (Folmsbee et al., 2015). Leurs résultats
montrent chez des souris WT-HDM un important recrutement de cellules immunitaires autour
des veines pulmonaires. Parallelement I'inflammation des voies respiratoires observée chez
ces souris est directement corrélée a leur proximité avec les veines pulmonaires. Ce
phénoméne, non observé chez les souris KO-HDM, a mis en évidence le rble essentiel d’une
protéine « cardiaque », I'a-T-caténine, dans le recrutement inflammatoire observé au niveau
des veines pulmonaires, démontrant par la méme occasion le réle indirect mais essentiel des

cardiomyocytes des veines pulmonaires dans l'inflammation des voies respiratoires
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adjacentes (Folmsbee et al., 2015; Folmsbee & Gottardi, 2017). Le lien établit par ces auteurs
entre la pathologie de I'asthme et I'expression de protéines cardiomyocytaires dans les
poumons est trés intéressant, car des études démontrent des corrélations entre certaines
pathologies cardiaques et le développement de I'asthme comme expliqué dans I'introduction.
Parmi ces pathologies cardiaques linsuffisance cardiaque et la fibrillation atriale sont
retrouvées, deux troubles déja associés dans la littérature a des modifications d’expression du
géne SCN5A (cf. introduction). Ce lien pertinent entre les pathologies cardiaques et I’asthme
par le biais éventuel de ces cardiomyocytes veineux pulmonaires nous a conduit a nous
intéresser aux voies aériennes et a leur fonction potentielle chez nos souris transgéniques

Sen5at.

Pour étudier le role fonctionnel de Nay1.5 dans la fonction respiratoire, nous avons
utilisé un modeéle murin transgénique présentant une invalidation hétérozygote du gene
Scn5a, Iinvalidation homozygote étant |étale. Ce modéle transgénique Scn5a*- est depuis
longtemps utilisé dans les études des troubles du rythme cardiaque, sur fond génétique 129Sv.
Or dans ce travail nous travaillons sur fond génétique C57BL/6J, qui semble étre plus équilibré
en terme de réaction inflammatoire pathologique, comme par exemple dans le modéle
d’infarctus du myocarde par ligature coronaire (Gao et al., 2010). C’'est également un fond
génétique beaucoup plus couramment utilisé que le 129Sv dans le domaine des pathologies
respiratoires. Il nous a donc d’abord fallu retrouver au niveau cardiaque la pertinence de ce
modeéle nouvellement dérivé sur fond C57BL/6J, tout en s’assurant que les souris Scn5a*~ ne
présentent pas de trouble de la fonction cardiague majeur pouvant impacter la fonction
respiratoire adjacente. Au niveau du coeur, nos investigations par Western Blot et par ECG
confirment la pertinence du modéle murin Scn5a*- avec une diminution nettement
significative de I'expression de la protéine dans |'organe entier (Figure AS1A), associée a un
ralentissement de la conduction auriculo-ventriculaire comme précédemment décrit pour le
méme modele murin sur fond génétique 129Sv (Royer et al., 2005) (Figure AS1B). Les
observations des masses et les évaluations échocardiographiques ne mettent en évidence ni
remodelage structural majeur, ni altération fonctionnelle contractile pouvant perturber

significativement les débits sanguins (Figure AS1C et Figure AS1D). Nous avons donc pu utiliser

ce modele murin dans le contexte pulmonaire sans craindre d’observer les répercussions
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d’une éventuelle pathologie cardiaque sous-jacente, excepté une perturbation de I'activité

électrique des cellules contractiles.

Dans les poumons, la souris Scn5a*~ montre comme attendu une nette diminution
de I'expression de Na,1.5 dans les poumons entiers (Figure A3A). Cette baisse du niveau
d’expression de la protéine se retrouve in situ au niveau du sarcolemme des cardiomyocytes
veineux, prouvant l'importance de ce site d’expression pour nos interprétations futures
(Figure A3B). La premiere exploration de I'activité des voies respiratoires a été réalisée par
une approche ex vivo. Ne pouvant pas isoler manuellement les bronches secondaires, I’étude
de la contractilité de trachées isolées nous a permis néanmoins d’approcher au mieux la
physiologie du muscle lisse des voies aériennes secondaires. Les résultats ont montré une
diminution significative de la contraction des trachées de souris transgéniques comparées aux
trachées WT exposées a des doses croissantes de méthacholine, un bronchoconstricteur
analogue de I'acétylcholine (Figure A3C). La spécificité de cette altération fonctionnelle a été
confirmée par la suite par inhibitions partielle ou totale de la contraction en pré-incubant les
trachées avec différentes doses d’ajmaline, un traitement anti-arythmique de classe | décrit
comme un inhibiteur de Nay1.5 de haute affinité (Figure A3C). L'ajmaline est notamment
utilisée en clinique pour démasquer un ECG suspect chez les patients potentiellement atteints
du syndrome de Brugada, arythmie cardiaque héréditaire a pénétrance partielle pour laquelle
les mutations dans le gene SCN5A sont mises en cause dans environ 22% des cas (Priori et al.,
2002). Cette perte fonctionnelle que nous avons observée sur les trachées de souris Scn5a*
ex vivo a de plus été confirmée par une approche in vivo, sur souris vigile et non contrainte
par pléthysmographie corporelle totale barométrique (Figure A3D). Ces résultats mettent en
évidence pour la premiere fois Iimportance de la protéine Na,1.5 dans les voies de

signalisation de la réactivité cholinergique des voies aériennes.

Pour renforcer ces résultats et pour en apprendre un peu plus a propos de cette
réactivité respiratoire observée, nous avons voulu réaliser un autre test fonctionnel
couramment utilisé dans les études des pathologies respiratoires chez le rongeur, appelée la
technique des oscillations forcées avec le systeme flexiVent. Cette technique sert également
a évaluer la réactivité du systeme respiratoire sous l'induction de méthacholine, mais est
réalisée sur souris anesthésiée. Elle a pour avantage d’étre plus reproductible et donc plus

robuste que le test de pléthysmographie. La mesure des paramétres respiratoires étant
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réalisée directement via une trachéotomie, cette méthode s’affranchi des biais potentiels sur
les mesures de pression par pléthysmographie corporelle totale, potentiellement perturbées
par la température corporelle de I'animal ou I'"humidité de I'air environnant. De plus, le
controle des rythmes et des flux inspiratoires par la ventilation mécanique permet des
mesures plus précises que par pléthysmographie bien que réalisées dans des conditions moins
physiologiques. Toutefois, dans le cadre de notre étude, la réalisation de ce test nous
confronte a un éventuel obstacle méthodologique. En effet, cette procédure de flexiVent de
par la trachéotomie et la ventilation forcée imposées a I'animal nécessite une anesthésie fixe
et une analgésie profonde. Or, de nombreux travaux ont décrit des effets inhibiteurs sur les
courants sodiques voltage-dépendants par la majorité des agents anesthésiants utilisés en
expérimentation animale (Leffler et al., 2012; Ouyang et al., 2007; Stoetzer et al., 2016; Wang
et al., 2015; Zhang et al., 2014), incluant la kétamine dont I'utilisation est préconisée dans la
procédure de flexiVent (Hara et al., 1998; Luo et al., 2015; Wagner et al., 2001). Afin de vérifier
si cet effet inhibiteur s’applique a la réaction de bronchoréactivité que nous souhaitons
observer in vivo, nous avons tout d’abord réalisé de nouvelles investigations ex vivo sur
trachées isolées afin d’observer |'effet éventuel de la kétamine sur leurs contractions induites
par la méthacholine. Sous I'induction de doses croissantes de méthacholine, une inhibition
partielle ou totale de la contraction des trachées isolées a été observée avec les doses de
kétamines dans lesquelles elles ont été pré-incubées pour les souris WT comme pour les souris
Scn5a*/. Cet effet inhibiteur au niveau des trachées est retrouvé dans les voies respiratoires
plus profondes lors de la réalisation du flexiVent, ou aucune différence entre les résistances
des systémes respiratoires n’est observée chez les souris WT versus Scn5a*-. Ces résultats
signifient que l'utilisation du flexiVent n’est malheureusement pas appropriée lorsqu’il s’agit

d’étudier I'implication directe d’un courant sodique sur la contractilité des voies respiratoires.

Les investigations fonctionnelles réalisées chez la souris transgénique Scn5a* ont
permis de mettre en évidence l'influence majeure de Nay1.5 dans la résistance des voies
respiratoires via son réle dans la contraction du muscle lisse régulant leur calibre. L'inhibition
de cette contraction des voies aériennes par I'ajmaline et la kétamine, des inhibiteurs des
courants sodiques voltage-dépendants, suggerent que ce role contractile de Nay1.5 est assuré

majoritairement par son activité électrique.
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Ill. La diminution d’expression de Na,1.5 n’est pas

associée a des remodelages pulmonaires.

D’autres parameétres majeurs de la contractilité des voies respiratoires n’ont pas été
directement explorés dans les investigations fonctionnelles tels que les remodelages
structuraux et inflammatoires. Un lien a été suggéré dans les troubles de conduction
cardiaque entre Na,1.5 et les remodelages (cf. introduction), et les travaux de Folmsbee et ses
collaborateurs cités précédemment montrent une connexion inflammatoire entre les veines
pulmonaires exprimant des protéines cardiaques et les voies aériennes avoisinantes dans le
tissu pulmonaire. Il nous est donc apparu important de s’intéresser a ces parametres de

remodelages pulmonaires en lien avec I'expression de Na,1.5 dans les poumons chez la souris.

Dans des contextes pathologiques comme I'asthme, I’'hyper-réactivité du muscle lisse
respiratoire est accompagnée de différents remodelages bronchiques. Ainsi il est décrit au
niveau structural une dispersion plus importante dans I’épithélium de I'arbre respiratoire de
cellules caliciformes productrices de mucus, une fibrose sub-épithéliale, une hypertrophie et
une hyperplasie des cellules musculaires lisses, ainsi qu’une perturbation de la matrice
extracellulaire notamment due a des dépots désorganisés de collagene. Ces remodelages
structuraux sont toujours accompagnés du recrutement de nombreuses cellules de
I'immunité comme les polynucléaires neutrophiles, les éosinophiles, les macrophages et les
lymphocytes T (Benayoun & Pretolani, 2003). La cellule musculaire lisse, dans cet
environnement structural altéré, devient la cible de la réaction inflammatoire induite par les
déséquilibres des cycles de synthese et de dégradation de tous les types cellulaires
environnants. Ces perturbations directes de I'activité de la cellule musculaire lisse bronchique
sont notamment médiées par de nombreuses cytokines pro-inflammatoires synthétisées dans

son environnement (Berger et al., 2002).

Les résultats fonctionnels obtenus précédemment dans notre modeéle de souris
montrent une diminution de la contractilité des muscles lisses des voies respiratoires en cas
de diminution du niveau d’expression de Nay1.5, et par conséquent du courant sodique
voltage-dépendant associé (Figure A3). Néanmoins, ces résultats ne nous permettent pas de
comprendre comment cette activité électrique intervient dans la contraction des cellules

musculaires lisses. |l était donc intéressant de savoir si I'invalidation hétérozygote du gene
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Scn5a dans ce modéle murin transgénique n’apportait pas également une protection vis-a-vis
des différents remodelages structuraux et inflammatoires, qui pourraient influer sur la
contractilité du muscle lisse. En effet, dans la littérature des corrélations commencent a étre
effectuées entre le canal sodique Na,1.5 et les remodelages structuraux (Derangeon et al.,
2017). De plus, I'expression de Na,1.5 ayant également été démontrée dans des cellules
comme les macrophages et les lymphocytes T (Black & Waxman, 2013), nous pouvions
envisager que le canal sodique interviendrait également via la réaction immunitaire. D’apres
nos investigations fonctionnelles, la résistance pulmonaire diminue avec le niveau
d’expression de Nay1.5. Nous avons bien observé chez les souris Scn5a*- une « hypo-
réactivité » des voies respiratoires qui est la réaction inverse de celle observée dans la
pathologie de I'asthme. C'est pourquoi il était intéressant de se demander si chez ces souris
transgéniques, les poumons présentaient d’éventuels remodelages bronchiques structuraux
et inflammatoires « inversés » et donc diminués comparés aux souris WT, potentiellement
associés a des expressions éventuelles de cytokines anti-inflammatoires. Enfin, il était
également pertinent de s’interroger sur un éventuel caractére « protecteur » de la baisse du
niveau d’expression de Nay1l.5 chez les souris transgéniques sur la fonction respiratoire

d’animaux rendues asthmatiques.

Afin d’appréhender les éventuels mécanismes de remodelages pulmonaires liés a
I’expression de Nayl1.5, une approche transcriptomique globale a été menée en premiere
intention. Les études des profils d’expression de nombreux transcrits codant pour des
protéines clés de nombreuses voies de signalisation des remodelages ont été étudiés : des
facteurs de croissance, des protéines de la transduction de signal, de la mise en place du
cytosquelette, de I'inflammation, de I'adhésion cellulaire, et de la constitution et la régulation
de la matrice extracellulaire (Table 2). Malheureusement, aucune voie de signalisation ne
semble étre modulée lorsque I'on compare les profils d’expression des transcrits issus de

préparations de poumons de souris WT versus Scn5a*/~ (Figure A4A et Figure AS2). Les

quelques transcrits qui semblent statistiquement surexprimés chez les souris Scn5a* le sont
de maniere trées modérée et totalement isolée des autres acteurs des voies de signalisations
concernées (Table 2), ce qui rend ces diverses surexpressions difficilement interprétables. On
observe des augmentations légeres des transcrits pour Rhoa; Il1B ; Col5a3 ; Ptgs2 ; TgfBfr3

(Figure A4A) ; Plaur et Itga2 (Figure AS2). Ces investigations ont été complétées par une étude
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des profils d’expressions protéiques de différents marqueurs de remodelages par Western
blot, combinée a des études morphologiques par colorations histologiques de coupes de
poumons pour visualiser les éventuels remodelages structuraux et inflammatoires (Figure 25A
et Figure 25B). Aucun marqueur de fibrose ou d’inflammation ne semble étre exprimé de
maniére différentielle entre les poumons des animaux WT versus Scn5a*- au niveau
protéique. De plus, les analyses histologiques ne mettent en évidence au niveau des bronches
ni déstructuration de la paroi, ni répartition inadaptée des collagenes, ni recrutement anormal
des cellules immunitaires dans leur environnement (Figure A4B). Ces résultats montrent que
le mécanisme d’action de la protéine Na,1.5 dans la bronchoconstriction passe par son activité
électrique de canal sodique, en dehors de tout contexte fibrotique ou inflammatoire majoré

ou minoré, en conditions non pathologiques.

Cependant, les travaux de Folmsbee et ses collaborateurs portant sur I'expression de
I’a-T-caténine dans les cardiomyocytes des veines pulmonaires suggérent leur implication
dans une forme de communication inflammatoire entre les veines et les voies respiratoires
(Folmsbee et al., 2014, 2015). Ces cardiomyocytes ont donc été suggérés comme des
médiateurs de la réponse inflammatoire dans le tissu pulmonaire dans I'asthme allergique
(Folmsbee & Gottardi, 2017). Ayant démontré I'expression également importante de Nay1.5
dans les cardiomyocytes pulmonaires, nous avons voulu, a I'image de leurs travaux, vérifier
I'implication potentielle de Na,1.5 dans la pathologie de I'asthme allergique par la mise en
place chez nos souris Scn5a*~ d’'un modéle d’asthme par exposition aux acariens HDM. Nos
travaux ont permis de démontrer dans un premier temps que les médiateurs principaux de la
réponse immunitaire allergique, les lymphocytes T, exprimaient effectivement Nay1.5 dans
notre modeéle murin ce qui est en accord avec la littérature actuelle (Cf. introduction) (Figure
28A). Cependant il ne nous a pas été possible de montrer une différence d’expression sur cette
population cellulaire isolée de lymphocytes T de souris WT versus Scn5a*/~ ni par cytométrie
en flux, ni par microscopie confocale. Cependant cette démonstration est tout a fait

préliminaire du fait des tres faibles effectifs étudiés (Figure 28B et Figure 28C). En revanche,

une autre partie de ce travail en condition pathologique a consisté a réaliser de nouveaux tests
fonctionnels in vivo par flexiVent sur des souris WT et Scn5a*~ contrdles et asthmatiques.
Comme expliqué précédemment, I'utilisation d’une anesthésie fixe a la kétamine dans cette

procédure inhibe la réponse électrique du canal sodique Nay1.5 dans les poumons des souris,
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ce test a donc pour but uniquement de montrer la différence de résistance respiratoire
induites par d’éventuelles différences de remodelages structuraux résultant de la réaction
immunitaire consécutive au développement de I'asthme. On observe effectivement une
augmentation de la résistance des voies respiratoires entre les groupes controles DP et les
groupes de souris asthmatiques HH, mais aucune différence fonctionnelle entre les groupes
WT et Scn5a*- méme en condition asthmatique HH (Figure 28D). Ces résultats montrent que
la protéine Na,1.5, en conditions pathologiques d’asthme allergique, ne participe pas a la mise
en place de la réponse immunitaire initiatrice des nombreux remodelages pulmonaires
observés dans cette pathologie. Cela n’exclut pas une implication potentielle de Na,1.5 dans
cette pathologie. Toutefois ces résultats confirment la pertinence de s’intéresser
préférentiellement a I'activité électrique de Nay1.5 dans la fonction respiratoire et les
pathologies associées, et non a son implication dans les remodelages par interaction

éventuelle avec la matrice extracellulaire.
IV. L'expression et la fonction de la protéine Na,1.5

semblent différentes selon le sexe.

Ce travail portant sur I'implication potentielle de Nay1.5 dans la respiration a permis
de mettre en évidence le role de Nay1.5 dans la réactivité contractile des voies respiratoires
chez la souris femelle, grace a I'utilisation d’un modéle murin Scn5a*-. Cependant, nous
n’avons pas pu réaliser cette méme démonstration chez les souris males, car notre modele
murin transgénique male s’est révélé non pertinent. Nous avons dans un premier temps voulu
valider que l'invalidation du géne Scn5a était retrouvée au niveau protéique par Western Blot
chez ces males. Mais nos résultats ont montré une absence de baisse significative du niveau
d’expression de Nay1.5 dans des préparations de ventricule gauche de souris Scn5a*- males
contrairement a ce qui avait été observé chez les femelles (Figure 26A). En effet le niveau
d’expression protéique est similaire entre les groupes de souris males WT et Scn5a*-. Ce
résultat est confirmé au niveau fonctionnel puisque l'on observe une absence de
ralentissement de la conduction atrio-ventriculaire chez les souris males Scn5a*- (Figure 26B)
comparé aux souris femelles (Figure AS1B). De maniere attendue, la suite de la caractérisation
cardiaque de ces souris a montré une absence de modifications structurales et fonctionnelles

par échocardiographie, comme chez les femelles (Figure 26C et Figure 26D). Mais cette non-
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pertinence du modele d’invalidation du gene Scn5a chez les souris males au niveau du cceur
est confirmée également au niveau des poumons, ou I'on observe dans des préparations
d’organe entier une absence de différence d’expression de Nay1.5 par Western Blot (Figure
27A). De la méme fagon que dans le coeur, cette observation biochimique est confirmée au
niveau fonctionnel dans les poumons avec une absence de différence de réactivité
cholinergique des voies respiratoires ex vivo (Figure 27B) comme in vivo (Figure 27C)

comparée aux souris femelles (Figures A3C et Figure A3D). Ces résultats montrent deux choses

importantes. Premierement, I’étude de ce groupe male transgénique confirme I'importance
d’'une baisse du niveau d’expression de Na,1.5 dans les poumons pour observer les
répercussions fonctionnelles d’hypo-réactivité respiratoire chez les souris, confirmant ainsi le
role essentiel de Nay1.5 dans cette fonction respiratoire. Ce groupe de souris males sert ainsi
de groupe contrble supplémentaire. Enfin, ces résultats suggerent une autre information
intéressante pour la compréhension des mécanismes régulateurs de Na,1.5. La régulation de
I’expression de ce canal semble étre modulée par les hormones sexuelles. Cette hypothése a
été auparavant avancée par Fraser et ses collaborateurs dans le cadre de leurs travaux sur
I’expression de Nay1.5 dans les cellules cancéreuses du sein (Fraser et al., 2005). Il a également
été montré que 'activation de la protéine G monomérique RhoA dans la réponse contractile
a l'acétylcholine était plus importante dans les cellules musculaires lisses gastriques de rats
gue dans les cellules gastriques de rates (Al-Shboul, 2016), protéine RhoA qui est par ailleurs
régulatrice de I'expression de Nay1.5 dans les cellules cancéreuses du sein (Dulong et al.,
2014). De nombreuses études montent également une différence dans les diverses
expressions du syndrome du célon irritable selon les sexes (Mulak, Taché, & Larauche, 2014),
pathologie associée a I'expression de Na,1.5 (Cf. introduction). D’autres pathologies corrélées
a I'expression de Nay1.5 montrent des différences d’expressions de la maladie selon le sexe,
notamment les canalopathies cardiaques sodiques. Le syndrome de Brugada semble en effet
prédominant chez les hommes (Milman et al., 2018), tandis qu’étre une femme est présenté
comme un facteur de risque pour le développement du syndrome du QT long (Lowe et al.,
2012; Vink et al., 2017). Mais les mécanismes sous-jacents a ces différences entre les sexes ne
sont pas élucidés. L'ensemble de ces éléments suggere une implication potentielle de
I'expression de Nayl.5 dans ces différents troubles fonctionnels respiratoires, gastro-
intestinaux et cardiaques qu’il serait intéressant d’étudier de maniere plus approfondie, ainsi

gue dans le contexte du développement des métastases dans le cancer.
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V. Limitations majeures de cette étude

Bien que ce travail de these présente pour la premiére fois une description complete
de I'expression du canal sodique Nay1.5 dans les poumons de souris, certaines limitations sont

a prendre en compte dans la discussion de ces résultats.

Tout d’abord, la premiére étape d’identification des sites d’expression de Nay1.5 dans
les poumons par histologie nous a permis d’identifier plusieurs sites d’expressions : la cellule
musculaire lisse des bronches et le cardiomyocyte veineux. Au niveau fonctionnel la réponse
contractile des cellules musculaires lisses des voies respiratoires a été reliée au niveau
d’expression de Na,1.5. Les deux sites d’expression pouvant étre reliés a la fonction contractile
d’apres les nombreux éléments bibliographiques précédemment cités, il aurait été intéressant
d’étudier séparément ces deux types cellulaires afin d’élucider leurs voies de signalisations
impliguant Nay1.5 qui sont probablement différentes. Toutefois, comme expliqué
précédemment il nous a été difficile d’exploiter de maniére plus approfondie les modeéles
cellulaires isolés. Concernant les cellules musculaires lisses de voies aériennes, il est possible
de les étudier au niveau des bronches et a I’état de cellules fraichement isolées chez I’humain
ou encore chez des animaux de grande taille. Chez la souris, il est beaucoup plus difficile de
les exploiter ainsi a cause de la petite taille des organes respiratoires pour deux raisons. La
premiere est qu’il est manuellement impossible d’avec accés aux bronches secondaires, nous
obligeant a travailler uniquement sur les cellules isolées de trachée et de bronches principales,
ce qui nous éloigne de la physiologie intra-pulmonaire. La seconde est la trop faible quantité
de cellules isolées obtenues lors de la digestion des trachées/bronches, quantité de cellules
qui est donc trop difficilement exploitables pour des tests fonctionnels nécessaires a I'étude
de la mécanique intracellulaire. La mise en culture de ces cellules isolées semblait étre une
bonne alternative pour les amplifier. Mais dans ces travaux de these, la pertinence méme de
Iutilisation de cellules mises en culture dans I'étude de I'expression de Nay1.5 est remise en
guestion. Une autre solution serait de faire le choix de regrouper plusieurs individus dans une
méme préparation cellulaire. Ce choix, bien que colteux en terme de gestion d’élevage murin
semble cependant nécessaire a de plus amples investigations sur les cellules musculaires lisses
des voies respiratoires. Concernant I’étude isolée des cardiomyocytes de veines pulmonaires
de souris, aucun protocole ne permet a ce jour de les isoler de manieére mécanique ou

enzymatique. Pourtant, leur exploitation en électrophysiologie semble particulierement

124



Discussion générale

intéressante du fait de I'expression de Na,1.5 et des nombreux partenaires protéiques du
couplage excitation/contraction et de la conduction exprimés sur ces cellules. Mais chez la
souris, la seule solution semble étre d’utiliser des protocoles de tranches in vivo pour mesurer
I'activité électrique de ces cellules, mais également pour observer leur éventuelle contraction,
nécessitant donc des équipements bien spécifiques. Pour conclure, il manque aujourd’hui des
investigations fonctionnelles au niveau cellulaire, qui ne nous sont pas accessibles a ce jour
mais qui permettraient pourtant d’obtenir de précieuses informations sur I'activité électrique
et la signalisation calcique de ces cellules exprimant Na,1.5 afin de mieux comprendre ses

implications dans la physiologie pulmonaire.

Au niveau de la fonction respiratoire, il existe également quelques limitations a
considérer. La premiére approche fonctionnelle, ex vivo, a permis de mettre en évidence le
role essentiel de Nay1.5 dans la contraction des voies respiratoires chez la souris. Encore une
fois cette démonstration n’a pu étre réalisée qu’au niveau de la trachée, les voies respiratoires
intra-pulmonaires nous étant inaccessibles manuellement. /n vivo ensuite, la difficulté est
majeure pour les investigations fonctionnelles respiratoires. En effet en clinique humaine,
deux parametres sont importants dans la réalisation des tests fonctionnels : ils sont réalisés
1) chez des individus vigiles, et 2) font appel a la motricité volontaire, notamment concernant
les parametres d’expiration forcée qui sont nécessaires a la mise en évidence de la résistance
des voies aériennes et donc de la contraction des cellules musculaires lisses. Or chez la souris,
il est impossible de reproduire ces tests, et les techniques utilisées pour étudier la fonction
respiratoire sont basées sur des modeles mathématiques complexes qui cherchent a
détourner ces problemes cités. La pléthysmographie corporelle totale, réalisée sur animaux
vigiles, mesure des variations de pression dans une chambre hermétique ou la souris est
enfermée. Mais elle ne prend pas en compte les biais potentiels engendrés par les niveaux
d’humidité et par la température corporelle de I'animal qui influent sur la température de I'air
dans cette chambre. Or, humidité et température sont deux parameétres qui peuvent
significativement perturber des mesures de pression. De plus, la formule mathématique
utilisée permettant d’extrapoler une valeur de Penh représentative de la réactivité des voies
respiratoires est régulierement contestée (Adler, Cieslewicz, & Irvin, 2004; Lomask, 2006;
Lundblad et al., 2007). Le flexiVent lui, mesure directement les pressions et volumes

respiratoires a la sortie des poumons via une trachéotomie. En revanche cette technique
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nécessite de faire appel a une ventilation forcée car I’'animal doit absolument étre anesthésié.
Or, comme expliqué dans nos résultats, la majorité des agents anesthésiques et analgésiques
sont incompatibles avec I'étude de la fonction électrique du canal sodique Nay1.5. Il est donc
nécessaire d’utiliser toutes ces techniques, et non pas d’en exploiter une de fagon isolée, afin
d’interpréter le plus pertinemment possible la contraction des voies respiratoires chez le

rongeur en lien avec I'expression de Na,1.5.
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CONCLUSION

Ce travail de thése présente pour la premiére fois une description intégrée du canal
sodique Nay1.5 dans les poumons chez la souris. Nous avons pu démontrer son expression, sa

localisation et son role dans la fonction respiratoire.

L’expression de Nay1.5 démontrée au niveau transcriptionnelle et protéique dans les
cellules musculaires lisses de voies aériennes de souris en culture confirme les premiers
résultats obtenus précédemment dans la littérature (Bradley et al., 2013). Cette expression de
Na,1.5 dans ces cellules est essentielle a la contraction cholinergique des voies respiratoires,
et est médiée par son activité électrique. Si 'activité électrique de Na,1.5 a été précédemment
confirmée a I'échelle cellulaire chez le lapin, nos travaux l'ont aujourd’hui confirmé de
maniére plus intégrée chez la souris. Ces résultats suggerent ainsi un role important du
courant sodique voltage-dépendant Na,1.5 dans les mécanismes de couplage excitation-
contraction de la cellule musculaire lisse respiratoire, dont l'initiation était jusqu’alors
attribuée a I'activation de canaux calciques exclusivement (Roux et al., 1997). Le potentiel de
membrane des cellules musculaires lisses de bronches peut varier physiologiquement entre -
30mV et -70mV (Hirota, Helli, & Janssen, 2007), ce qui correspond a des potentiels de
membrane pouvant activer quelques canaux Nay1.5 et par conséquent permettre I'apparition
d’un courant Inal. Ce courant sodique, médié par I'activation de Nay1.5, pourrait constituer le
point initial du déclenchement d’un potentiel d’action bronchique. Des études
électrophysiologiques par patch-clamp ainsi que I'étude des flux calciques dans ces cellules
pourraient permettre de mieux comprendre les mécanismes d’action de Nay1l.5 dans la

contraction de ces cellules, essentiels a la modulation de la résistance des voies respiratoires.

L’expression de Nay1.5, également retrouvée au niveau vasculaire, est localisée dans
la paroi des veines pulmonaires a la membrane plasmique de cellules musculaires ayant un
phénotype cardiomyocytaire. La présence de ces cellules dans les poumons et leur fonction
est actuellement étudiée dans le domaine des pathologies cardiaques, puisque ces cellules en
conditions pathologiques peuvent étre douée d’une activité électrique autonome et conduire
a des problemes de fibrillation atriale. L’expression de Nay1.5, protéine cardiaque essentielle

a l'initiation et a la propagation du potentiel d’action cardiaque parait prendre tout son sens
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dans ce contexte. Mais ces cardiomyocytes pulmonaires font désormais I'objet d’études dans
I'asthme, suggérant dans cette pathologie un role de ces cellules dans la modulation du
recrutement des cellules immunitaires et par conséquent de la mise en place des nombreux
remodelages conduisant aux symptémes du sujet asthmatique (Folmsbee & Gottardi, 2017).
Nos travaux n’ont cependant pas permis de mettre en évidence un role de la protéine Na,1.5
dans les mécanismes de remodelages pulmonaires inflammatoires faisant communiquer les
veines et les bronches, et ce ni en conditions physiologiques, ni dans un modéle d’asthme
allergique aigu. Néanmoins, d’autres modeles pathologiques restent a étre explorés pour
conclure définitivement sur l'implication potentielle de Nay1.5 dans les remodelages

pulmonaires pathologiques.

Enfin, I'utilisation du modéle murin transgéniques Scn5a*- nous a permis d’étudier la
différence d’expression du canal sodique Na,1.5 uniquement chez les souris femelles,
I'invalidation chez les souris males ne s’exprimant pas au niveau protéique. Cette anomalie
d’expression chez les males met en évidence de possibles mécanismes régulateurs de
I’expression du gene Scnb5a, différents entre les males et les femelles, qu’il serait pertinent
d’étudier de maniére plus approfondie. En effet de nombreux troubles fonctionnels dans des
pathologies associées a Nay1.5 s’expriment différemment selon le sexe, et la régulation
différente de I'expression de Nay1.5 pourrait en étre la cause directe ou indirecte. |l apparait
essentiel d’étre vigilant sur 'utilisation de modéles animaux transgéniques pour I'étude du
gene Scnba, qu’il s’agisse d’invalidation ou de mutations, car ne pas prendre en compte la
différence de sexe pourrait conduire a l'interprétation de résultats faussés par cet éventuel

mécanisme de régulation qui n’est pas élucidé a ce jour.

Pour conclure, ces travaux ont permis de mettre en évidence I'expression et la fonction
de Nay1.5 dans un nouvel organe. Les sites d’expression multiples pour cette protéine ne sont
pas surprenants a la vue de la diversité d’organes et de types cellulaires exprimant Nay1.5.
Mais a ces multiples sites d’expression s’ajoutent de multiples nouveaux roles fonctionnels
pour ce canal. Or, en dehors de la fonction électrique de Nay1.5 dans le potentiel d’action
cardiaque, trés peu de données sont actuellement disponibles sur ses autres mécanismes
d’actions. Néanmoins, la proximité physique des poumons et du cceur, leur connexion
fonctionnelle dans la circulation sanguine et leur communication électrique par la présence

de cardiomyocytes qui « débordent » dans les veines pulmonaires rendent particulierement
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intéressante |'expression fonctionnelle de Nay1.5 dans les poumons. De nombreuses études
génétiques ont montré I'expression de mutations du geéne Na,1.5 dans certaines pathologies
cardiaques arythmiques comme le syndrome de Brugada, le syndrome du QT long et la
maladie de Lenégre. Les pathologies respiratoires quant a elles ont été associées a la
manifestation de ces arythmies, notamment I'asthme qui est aujourd’hui qualifiée de
désordre génétique complexe. Nos travaux ont permis de confirmer I'expression fonctionnelle
de Na,1.5 dans la fonction respiratoire chez la souris. Il est possible d’envisager que le canal
sodique Nayl.5 constitue le lien manquant a notre compréhension des nombreuses
corrélations entre les fonctions de ces deux organes. Il serait pertinent de s’intéresser a
I’avenir a I'expression du géne SCN5A et de ses éventuelles mutations dans les populations de
patients asthmatiques pour confirmer I'intérét de Na,1.5 dans I'association révélée entre les

troubles du rythme cardiaque et les troubles de la fonction respiratoire.
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Le canal sodique voltage-dépendant Na,1.5 : expressions pulmonaires et rbéles potentiels dans la fonction
respiratoire chez la souris.

Mots clés : Nay1.5, poumons, cellule musculaire lisse, cardiomyocyte.

Résumé : Le canal sodique Na,1.5, codé par le géne Scnba, est nécessaire au potentiel d’action des
cardiomyocytes. Mais son expression a aussi été décrite dans divers contextes et a été associée a de nouvelles
fonctions. Une expression a été montrée dans le muscle lisse des voies respiratoires, suggérant une implication
de Na,1.5 dans la fonction respiratoire. Ce travail a consisté a décrire les expressions et a montrer les roles
potentiels de Nay1.5 dans la respiration chez la souris. Des analyses histologiques ont confirmé I'expression
de Na,1.5 dans le muscle lisse des voies respiratoires in situ, mais un site d’expression majeur a également
été montré a la membrane plasmique de « cardiomyocytes » présents dans les veines pulmonaires. Des tests
de contractilité des voies respiratoires ont été réalisés sur des souris knock-out Scn5a*". lls ont montré ex vivo
par des tests de contractilité de trachées isolées une baisse de la contraction pour les souris femelles Scn5a*"
, et WT pré-incubées a I'ajmaline ou a la kétamine, des inhibiteurs sodiques. Cet effet a été confirmé in vivo
par pléthysmographie corporelle totale montrant une hyporéactivité respiratoire chez les souris Scn5a*
femelles. Aucun remodelage structural ou inflammatoire n’'y étant associé, cela suggére un réle électrique de
Na,1.5 dans la respiration. Les souris Scn5a*- males n’ont pas montré de diminution d’expression et de fonction
pour Nay1.5, suggérant une possible influence hormonale dans sa régulation. Pour conclure, Nay1.5 contribue
a la contractilité des voies respiratoires chez la souris. |l reste a déterminer ses mécanismes d’action et ses
éventuelles implications en pathologie, notamment dans I'asthme.

The voltage-gated sodium channel Na,1.5: pulmonary expressions and potential roles in respiratory function
in mice.

Keywords : Nayl.5, lungs, smooth muscle cell, cardiomyocyte.

Abstract : Na,1.5 sodium channel, encoded by the Scn5a gene, is necessary for action potential in
cardiomyocytes. However, its expression has been described in various contexts and has been associated with
new functions. An expression has been recorded in airway smooth muscle, suggesting an involvement of
Nay1.5 in respiratory function. The aim of the work has been to describe the expressions and to highlight the
potential roles of Nay1.5 in mice breathing. Histological assay has confirmed Na,1.5 expression in airway
smooth muscle in situ, but a major expression site has been showed at the plasma membrane of
“cardiomyocytes” located in pulmonary veins. Airway contractility assessments were made on knock-out
Scn5a*" mice. Ex vivo isolated trachea contractility test showed a decrease of contraction for Scn5a*" mice and
for WT mice pre-incubated with sodium blockers ajmaline or ketamine.This effect was confirmed by in vivo
whole body plethysmography, showing respiratory hyporesponsiveness on female Scn5a*- mice. No structural
of inflammatory remodelings were associated, suggesting an electrical role for Na,1.5 in respiration. Male
Scn5a* mice do not showed a significant decrease of Na,1.5 expression, suggesting a possible hormonal
influence in its regulation. To conclude, Na,1.5 contribute to mice airway contractility. It remains to determine
its mechanism of action and its potential involvement in pathological context such as asthma.



