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introduction

La ontraction du muscle lisse vasculaire et contrblé par de nombreux messagers
extracellulaires grace aune interadion spécifique avec des récepteurs présents sur la
membrane plasmique de la cllule musculaire lisse. La transduction du message
extracellulaire responsable de la cntraction aboutit a une augmentation de la cncentration
cytosolique en calcium, elle-méme responsable de I’ adivation de |’ appareil contractile € par
conséquent de la contradion du muscle lisse. L’ensemble de ces phénoménes constitue le
couplage excitation-contracion.

Les muscles lisses comme celui présent dans I’ aorte présentent globalement 2 types de
couplage excitation-contradion :
un couplage éledromécaanique et un couplage pharmacomeéanique.

Le couplage électromécanique

[l fait intervenir une dépolarisation membranaire responsable de la @ntraction. En effet, cette
dépolarisation, liée al’ouverture de canaux ioniques, adive les canaux calciques dépendants
du potentiel (VOC voltage-operated channels) présents aur le sarcolemme. L’ ouverture de ces
canaux induit diredement une augmentation de la ncentration cytosolique en calcium
([C&"]). Cette augmentation de [C&']; peut ére amplifiée par I'ouverture de canaux
calciques du réticulum sarcoplasmique sensibles au calcium, les récepteurs-canaux a la
ryanodine (RyR) (phénoméne de libération autocatalytique de Ca?* ou Ca®-induced Ca*
release).

Expérimentalement, le wuplage éledroméanique peut étre mis en évidence e
dépolarisant la membrane plasmique avec une solution extracellulaire hyperpatassique.

Le couplage pharmacomécanique

Le ouplage pharmammeécanique — messager-récepteur

appelé aussi couplage  chimio-

mécanique — ne fait pas néces __Couplage o couplage
%“"ement |nterven|r de dépolarlﬂlon electromecamque pharmacomecanique
préalable. En effet, la liaison d' un ¢ . ¢
agoniste avec son récepteur ment- canar pniaues e
branaire peut entrainer une série de dépolarisation production d'IP;
réadions enzymatiques aboutissant a *d v .

: 2+ ouverture des VOC ouverture des RIP,
une a'lgmentatlon [Ca ]i sans sensibilité de I'appareil :
dépolarisation. Ce type de muplage ¢ contractile au Ca?* ¢
passe principajement par |I’adivation influx de Ca* extracellulaire libération de Caz+
d’une PLC et la production d’inositol ¢ G2 nduced Ca* release) intracellulaire
1,45 triphosphate (IPs). I'IP3; en \_>augmemaﬁon de [ca®'] 4_/
agissant sur les récepteurs-canaux a '

I’1P;, entraine la libération de alcium u
duRS e I’augmentation de la[Ca?*];. contraction

Par exemple, la vasoconstriction ~ figure 1 : mécanismes d’augmentation de la [Ca”]

induite par I'angiotensine 2 ou impliqués dans les couplages _
I'endothéline  fait intervenir la électromécanique et pharmacomécanique

production d’ | Ps.
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L’action vasoconstrictrice direde de I'acéylcholine (ACh) sur la cllule musculaire
lisse fait également intervenir le muplage pharmacomécanique.

En fait, dans la plupart des cas, les 2 types de muplage sont asociés a une stimulation.
Un des moyens expérimentaux permettant de voir si, en plusd un couplage éledroméaanique,
un couplage pharmacoméanique existe, consiste abloquer les canaux calciques dépendants
du potentiel. Dans ces conditions, toute contradion induite par une stimulation n’est due qu' a
un couplage pharmacoméanique.

De plus, un agoniste ntradant peut également induire une augmentation de la
sensibilité de I’ appareil contradile au Ca?*. Pour une valeur de [Ca®*]; donnée I'intensité de
la mntradion sera aigmentée
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d’une cellule musculaire
lisse vasculaire et des
structures potentiellement
impliquées dans la réponse
a la stimulation

SERCA adrénergique

Ca?* Ca?+ Ca?*

i

'f | appareil contractile |

\ CPA /
v

contraction

principe et déroulement du TP

principe

Le but de ceTP est de déerminer le(s) type(s) de muplage impliqué(s) dans la réponse de
I’ aorte ala noradrénaline. Pour cda, on va mesurer la contradion isométrique de 2 anneaux
isolés d’aorte de rat montés dans des cuves a organes isolés. Un série d’ expériences sera
réalisée sur I'anneau 1, et une autre sur I'anneau 2

déroulement

calibrage @ réglage del’ appaeil

Le cateur de tension génere une variation de potentiel proportionnelle alatension a laquelle
il est soumis. La premiéere opération a effeduer est de cdibrer le cateur de tension afin
d exprimer la mntradion en grammes. Pour faire cei, vous devez prendre des masses et les
acaocher au cgpteur. Faites ceci avec 2 masses différentes (2 et 4 g). Notez la valeur de
potentiel correspondant aux poids, et déterminez la relation poids-voltage (de I' ordre de 400
mV par gramme).
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montage des anneaux

Apres anesthésie de I’animal, I’ aorte sera prélevée par un enseignant. Les anneaux préparés
seront montés par les étudiants dans les cuves a organes isolés.

Les cuves devront étre préalablement remplies (10 mL) de solution physiologique
(Krebs Hepes-Bicarbonate).

Attention : les capteurs de force sont trés fragiles — et tres onéreux. Il est impératif
d’ effecduer le montage des anneaux avec la plus grande précaution, et d’éviter toute
surcharge aux capteursdeforce

Pour obtenir une @ntradion suffisamment importante (cf. courbe tension-longueur), il est
tout d' abord nécessaire de prédharger la préparation par un éirement raisonnable (sous
contréle d' un enseignant). Cette précharge (3 g environ) va entrainer dans un premier temps
une forte augmentation de la force développée (étirement instantané des éléments élastiques)
suivie d' un allongement, beaucoup dus lent, des fibres musculaires lisses de la paroi
(relaxation de ontrainte). Il et donc nécessaire d' attendre environ 1 heure avant de
commencer les expériences proprement dites.

Calcul et préparation des lutions

Vous aurez a utiliser les produits suivants aux concentrations slivantes (concentration finale
dans cuve) en injedant a chaque fois 100 UL de solution-mere.

produits concentration finale (volumefinal : 10mL)
noradrénaline 10°M
D-600 10°M

Pendant la stabilisation, déterminez les concentrations des lutions-meéres a utiliser au cours
duTP, et préparezles.

D’autre part, la premiére expérience onsistera adépolariser le tissu avec une solution
extracellulaire hyperpotassique de 80 mM de potassium. Sadchant que la @ncentration
intracellulaire de potassium est d’environ 130 mM, calculez la valeur approximative de la
dépolarisation provoquéepar la solution hyperpotassique.

expériences sur 'anneau 1
stimulation par une solution de KCI 80 mM

Remplissezla aive avec une solution contenant 80 mM de KCI. Qu’ observezvous ?

Effet du D-600sur la contraction induite par le KCl 80 mM

Lorsque I’ éat gable est atteint, appliquez 1 ml d’ une solution-mere de D-600 de fagon a avoir
une mncentration finale dans la ave de 10°M. (Le D-600 est un bloqueur des canaux
calciques adivés par le voltage). Qu’ observezvous ?

Lavez ¢ rincezl fois. Attendez¥% heure avant d’ entamer |’ expérience suivante.
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Effet del’acide cydopiazonique (CPA) et del’ absenceda Ca2+ extracdlulaire sur la
contraction a la NA

Remplissez les cuves avec une solution sans C&’
d' EGTA (I'EGTA est un chélateur du C&*).

Injeder 10° M (concentration finale dans la aive) de CPA (le CPA est un inhibiteur des
SERCA. Son application entraine une vidange progressive des réservoirs calciques
intracellulaires). Attendez 4 d’ heure.

+

extracellulaire @ contenant 0,5 mM

Appliquez10®M (concentration finale dans la auve) de noradrénaline. Qu’ observezvous ?

expériences sur 'anneau 2
stimulation par la noradrénaline

Appliquez10®M (concentration finale dans la auve) de noradrénaline. Qu’ observezvous ?

Lavez ¢ rincezl fois. Attendez¥% heure avant d’ entamer |’ expérience suivante.

Effet du D-600 sur la contraction isométrique a la noradrénaline

Injedez 10°> M (concentration finale dans la aive) de D-600. Attendez 5 minutes puis
appliquez10°®M (concentration finale dans la aive) de NA. Qu’ observezvous ?

Démontage des anneaux et rincage des install ations

A lafin des expériences, vous devez démonter déicatement les anneaux en faisant attention a
ne pas abimer les capteursdeforce et vousdevezrince lescuvesal eau hi-ditill ée.

compte-rendu

A partir de toutes ces expériences, rédigez un compte-rendu contenant les paragraphes
suivants :

8§ Introduction
vous déaivez succinctement et clairement le probleme posé.

§ Matériels et méthodes
(préparation, étirement, etc.)

§ résultats et conclusion
A I'aide de schémas, présentez ¢ vos résultats, et conclusions que vous en tirez et expliquez
par quel(s) méaanisme(s) laNA et KCl ont induit la contradion.




