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1. Circulation pulmonaire 

1.1. Description 

La circulation pulmonaire, également appelée la petite circulation, permet de transporter le sang 

entre le cœur et les poumons. Les veines pulmonaires acheminent le sang riche en dioxygène 

(O2) et pauvre en dioxyde de carbone (CO2) provenant des poumons vers le cœur gauche où il 

est ensuite envoyé vers les différents organes via la circulation systémique à plus forte pression. 

Le sang va permettre de distribuer l’O2 aux organes qui vont se décharger en CO2 avant de 

revenir vers le cœur et à la circulation pulmonaire. Les artères pulmonaires amènent ce sang 

pauvre en O2 et enrichi en CO2 du cœur droit vers les poumons où le sang va se réoxygéner et 

se débarrasser du CO2 au niveau des alvéoles pulmonaires [Figure 1]. La circulation pulmonaire 

est un système à basse pression dont la pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) est 

d’environ 15 mmHg au repos chez les patients sains. 

Le tronc pulmonaire se divise en artères extrapulmonaires droite et gauche à la sortie du cœur 

puis celles-ci deviennent intrapulmonaires à l’entrée dans les poumons droit et gauche. Les 

poumons de l’Homme se divisent en 3 lobes pulmonaires droits et 2 lobes pulmonaires gauches. 

Les artères intrapulmonaires se ramifient en 17 embranchements chez l’Homme où les artères 

deviennent de plus en plus petites avec l’ordre et de moins en moins muscularisées. Les plus 

fines artérioles au niveau des alvéoles sont des capillaires permettant des échanges d’O2 et de 

CO2 dans le sang à la barrière alvéolo-capillaire. 

 

 

Figure 1 : Schéma de la circulation pulmonaire. 
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1.2. Composition des artères 

Les artères sont composées de 3 tuniques séparées par des limitantes élastiques constituées de 

collagène et d’élastine. La première, au contact du sang, est l’intima composée d’une 

monocouche de cellules endothéliales (CE). Vient ensuite la media, composée de cellules 

musculaires lisses (CML) contractiles et enfin l’adventice composée majoritairement de 

fibroblastes [Figure 2]. 

 

 

Les CE sont les cellules les plus internes à la lumière des vaisseaux et subissant les forces de 

cisaillement dues à l’écoulement du sang auxquelles elles sont sensibles.  

Les CML, quant à elles, permettent la contraction des vaisseaux et participent au maintien du 

tonus vasculaire. Ces cellules sont sensibles aux tensions pariétales au sein de la media, et à la 

pression sanguine exerçant des contraintes mécaniques perpendiculaires aux CML. 

L’adventice est la couche la plus externe aux vaisseaux assurant un rôle d’ancrage et de 

protection. Elle est composée de tissu conjonctif, notamment de fibres de collagène et de fibres 

élastiques, et contient également des fibroblastes, ainsi que des cellules du système immunitaire 

comme des mastocytes et des cellules dendritiques. L’adventice peut être irriguée en fonction 

du diamètre du vaisseau par de petits vaisseaux sanguins appelés vasa vasorum permettant 

l’apport en nutriments, et innervée par des fibres nerveuses des systèmes nerveux sympathique 

(majoritairement) et parasympathique participant au tonus vasculaire.  

Figure 2 : Schéma de la composition d'une artère. 
  

L'intima contient les cellules endothéliales au plus proche de la lumière du vaisseau. Elle est séparée 

de la media, contenant les cellules musculaires lisses, par la limitante élastique interne. Puis, après la 

limitante élastique externe, se trouvent des fibroblastes composant l’adventice. 
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2. Hypertension pulmonaire 

L’hypertension pulmonaire (HTP) est une pathologie de la circulation pulmonaire caractérisée 

par une augmentation des résistances vasculaires pulmonaires et une pression artérielle 

pulmonaire moyenne (PAPm) accrue. Pendant de nombreuses années, l’HTP était définie par 

une PAPm supérieure à 25 mmHg au repos [1–3] mais une nouvelle définition a récemment été 

proposée. Une revue de la littérature de Kovacs et al. sur des études mesurant la PAPm par 

cathétérisation droite a été réalisée en 2009. Les données de 47 études différentes comprenant 

1187 sujets sains donnent une PAPm au repos de 14.0 ± 3.3 mmHg avec une limite supérieure 

normale limite de 20.6 mmHg [4]. Les PAPm entre 20 et 25 mmHg pourraient alors s’appliquer 

à des cas d’HTP remettant en question la définition arbitraire de l’HTP par une PAPm 

supérieure à 25 mmHg. Ainsi, selon les nouvelles recommandations, l’HTP est désormais 

définie par une PAPm supérieure à 20 mmHg [5]. En plus de cette valeur de PAPm, 

différents paramètres doivent également être pris en compte comme le débit cardiaque, la 

pression artérielle pulmonaire d'occlusion (PAPO) et la présence d’une pathologie vasculaire 

pulmonaire associée à des changements structuraux des petites artères pulmonaires [Tableau 1] 

afin de distinguer une HTP pré-capillaire d’une HTP post-capillaire. Pour identifier l’HTP pré-

capillaire, la résistance vasculaire pulmonaire (RVP) (RVP = (PAPm - PAPO) / débit 

cardiaque) doit être inclue dans la définition afin de distinguer une élévation de la PAP due à 

une pathologie vasculaire pulmonaire de celle due à une élévation de la pression artérielle 

pulmonaire d’occlusion ou due à un débit cardiaque élevé [5, 6]. 

 

Définition Paramètres hémodynamiques 

HTP PAPm > 20 mmHg 

HTP pré-capillaire 

PAPm > 20 mmHg 

PAPO ≤ 15 mmHg 

RVP > 2 unités Wood 

HTP post-capillaire isolée 

PAPm > 20 mmHg 

PAPO > 15 mmHg 

RVP ≤ 2 unités Wood 

HTP pré- et post-capillaires combinées 

PAPm > 20 mmHg 

PAPO > 15 mmHg 

RVP > 2 unités Wood 

HTP d’exercice 
Pente PAPm/débit cardiaque entre repos et 

exercice > 3 mmHg/L/min 

Tableau 1 : Caractéristiques hémodynamiques de l'hypertension pulmonaire. 
  

HTP = Hypertension Pulmonaire, PAPm = Pression Artérielle Pulmonaire moyenne, PAPO = Pression 

Artérielle Pulmonaire d’Occlusion, RVP = Résistance Vasculaire Pulmonaire. 
  

Tableau adapté de Humbert et al. 2022 [5]. 
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2.1. Vasoconstriction hypoxique 

La vasoconstriction hypoxique pulmonaire est la réponse physiologique de la circulation 

pulmonaire à une baisse de la pression partielle en O2. Cette réponse est spécifique de la 

circulation pulmonaire. En effet, lors d’une hypoxie alvéolaire localisée, les vaisseaux se 

contractent pour rediriger le flux sanguin vers les alvéoles ayant une pression partielle en O2 

plus élevée. Ce mécanisme de régulation permet ainsi une meilleure réoxygénation du sang. 

En revanche, lors d’une hypoxie généralisée (altitude, pathologies respiratoires), la 

vasoconstriction hypoxique est elle aussi généralisée, entraînant une hausse de la PAPm. Un 

maintien de cette vasoconstriction hypoxique dans le temps va induire une augmentation des 

résistances vasculaires et de la pression sanguine intraluminale, puis mener à un remodelage 

des artères pulmonaires. Les vaisseaux vont se musculariser avec une prolifération et migration 

des CML et le diamètre de la lumière va diminuer. Cela va entraîner une augmentation du travail 

cardiaque droit qui conduira à une insuffisance cardiaque droite et au décès des patients. 

2.2. Classification 

L’HTP a été classée en 5 groupes [Tableau 2]. 

Le premier groupe est appelé hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) et regroupe les formes 

idiopathiques, héréditaires, induites par des drogues et toxines, associées à une pathologie des 

tissus conjonctifs, une infection au virus de l’immunodéficience humaine (VIH), une 

hypertension portale, une pathologie cardiaque congénitale ou à une schistosomiase, les formes 

avec implication des veines et capillaires et enfin le syndrome d’hypertension pulmonaire 

persistante du nouveau-né. 

Le deuxième groupe concerne les hypertensions pulmonaires associées à une pathologie 

cardiaque gauche. Elle comprend l’hypertension pulmonaire due à une insuffisance cardiaque 

avec une fraction d’éjection ventriculaire gauche préservée ou réduite, associée avec une 

maladie valvulaire cardiaque ou à des conditions cardiovasculaires congénitales ou acquises 

menant à une hypertension post-capillaire. 

L’hypertension pulmonaire de groupe 3 est associée à une pathologie pulmonaire et/ou 

l’hypoxie. Elle peut être associée aux pathologies pulmonaires obstructives ou emphysèmes, 

aux pathologies pulmonaires restrictives ou d’autres pathologies combinant les deux, à des 

syndromes d’hypoventilation, ainsi qu’à l’hypoxie sans pathologie pulmonaire ou à des 

désordres pulmonaires développementaux. 

L’hypertension pulmonaire de groupe 4 est due à des obstructions pulmonaires. Elle regroupe 

les hypertensions pulmonaires thromboemboliques chroniques et les autres types d’obstruction 

des artères pulmonaires. 

Enfin, le cinquième groupe comprend toutes les hypertensions pulmonaires avec des 

mécanismes peu connus ou multifactoriels. Cela peut concerner les désordres hématologiques, 

systémiques et métaboliques, les insuffisances rénales chroniques, les microangiopathies 

thrombotiques tumorales pulmonaires ou encore les médiastinites fibrosantes.  
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Groupe 1 Hypertension Artérielle Pulmonaire (HTAP) 

HTAP idiopathique, héréditaire, induites par des drogues et toxines, associées à 

une pathologie des tissus conjonctifs, une infection au virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH), une hypertension portale, une pathologie 

cardiaque congénitale ou à une schistosomiase, les formes avec implication des 

veines et capillaires et syndrome d’hypertension pulmonaire persistante du 

nouveau-né 

Groupe 2 Hypertension Pulmonaire associée à une cardiopathie gauche 

HTP due à une insuffisance cardiaque avec une fraction d’éjection ventriculaire 

gauche préservée ou réduite, associée avec une maladie valvulaire cardiaque ou 

à des conditions cardiovasculaires congénitales ou acquises menant à une 

hypertension post-capillaire 

Groupe 3 Hypertension Pulmonaire associée à une pathologie pulmonaire et/ou à 

l’hypoxie 

HTP associée aux pathologies pulmonaires obstructives ou emphysèmes, aux 

pathologies pulmonaires restrictives ou d’autres pathologies combinant les deux, 

à des syndromes d’hypoventilation, ainsi qu’à l’hypoxie sans pathologie 

pulmonaire ou à des désordres pulmonaires développementaux 

Groupe 4 Hypertension Pulmonaire liée des obstructions des artères pulmonaires 

HTP thromboemboliques chroniques et autres types d’obstruction des artères 

pulmonaires 

Groupe 5 Hypertension Pulmonaire associée à des mécanismes non définis et/ou 

multifactoriels 

Désordres hématologiques, systémiques et métaboliques, insuffisances rénales 

chroniques, microangiopathies thrombotiques tumorales pulmonaires, 

médiastinites fibrosantes. 

Tableau 2 : Classification des groupes d'hypertension pulmonaire (HTP). 
  

Classification mise à jour après le 6ème symposium sur l’HTP, tableau adapté de Humbert et al. 2022 

[5]. 
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2.3. Physiopathologie 

 Vasoconstriction 

L’une des caractéristiques principales de l’HTP est une vasoconstriction exacerbée maintenue 

des artères intrapulmonaires. Cette augmentation de la contraction des CMLAP due à une 

augmentation des signaux calciques dans ces cellules peut être amplifiée par différents 

phénomènes. Parmi ceux-ci, le tonus myogénique qui est la réponse adaptative des artères pré-

capillaires (de petit diamètre) qui se contractent en réponse à une augmentation de la pression 

intraluminale. Cette vasoconstriction entraîne une hausse des résistances vasculaires 

pulmonaires limitant ainsi l’augmentation de la pression sanguine locale en aval. De plus, la 

balance entre les facteurs vasoconstricteurs (sérotonine (5-HT), endothéline-1 (ET-1), 

phényléphrine, etc.) et vasodilatateurs (oxyde nitrique (NO), prostacycline, etc.) est altérée au 

cours de la pathologie agissant en faveur de la contraction des CMLAP. 

Les artères de sujets souffrant d’une HTP présentent également une hyperréactivité aux 

agonistes vasoconstricteurs dont la 5-HT qui favorise l’entrée de calcium dans les CMLAP [7]. 

 

 Remodelage 

Le maintien de cette vasoconstriction va entraîner, à terme, un remodelage des artères 

pulmonaires [Figure 3] qui concerne les trois tuniques présentées précédemment [Figure 2], et 

ce, d’autant plus que les artères sont de petit diamètre. 

Au niveau de l’intima, les cellules endothéliales ont une production altérée de facteurs 

vasodilatateurs et vasoconstricteurs. On parle alors de dysfonction endothéliale. La production 

de facteurs vasoconstricteurs est favorisée par rapport à celle de vasodilatateurs agissant donc 

sur la contraction des CMLAP. Il y a également une formation de néo-intima qui est une couche 

de myofibroblastes et de matrice extracellulaire, ainsi qu’une prolifération accrue de CE 

induisant une diminution du diamètre de la lumière artérielle et participant à l’augmentation des 

résistances à l’écoulement. Ces phénomènes peuvent aboutir à l’apparition de lésions 

plexiformes. Ce sont des lésions complexes et désorganisées associées à une prolifération de 

cellules endothéliales, de myofibroblastes et de cellules musculaires lisses ainsi qu’à une 

accumulation de protéines de la matrice extracellulaire. Ces lésions sont présentes lors de l’HTP 

humaine mais pas dans tous les modèles animaux. Seuls les modèles d’hypoxie sévère 

(combinaison d’hypoxie chronique avec injection de monocrotaline [8]) et de rat SUGEN 

(inhibition du récepteur 2 du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) avec le SU 

5416) [9] permettent de les observer chez l’animal. 

Dans la media, les CML prolifèrent et migrent entraînant une augmentation de l’épaisseur de la 

media et une muscularisation des artères non muscularisées (artérioles). Cette prolifération 

accrue est concentrique, participant à l’augmentation de l’épaisseur de la media et donc à la 

diminution du diamètre de la lumière. Les CMLAP subissent 2 phénomènes qui sont 

l’hyperplasie (prolifération cellulaire) et l’hypertrophie (volume cellulaire). La prolifération 

peut être induite par différents mécanismes et facteurs dont les facteurs de croissance circulants 

(PDGF (facteur de croissance dérivé des plaquettes, Platelet Derived Growth Factor), EGF 

(facteur de croissance de l’endothélium, Endothelium Growth Factor)) qui sont plus présents 

chez les patients souffrant d’HTP, ou bien encore l’augmentation du taux de 5-HT libre 

circulant. 

En ce qui concerne l’adventice, elle est également remodelée et subit un épaississement. Cette 

tunique étant très hétérogène et constituée de nombreux types cellulaires, son remodelage est 

d’autant plus complexe. Les fibroblastes, qui la composent majoritairement, prolifèrent et se 
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différencient en myofibroblastes. Ils sont capables de migrer vers les autres tuniques favorisant 

le remodelage de celles-ci. Leur production de protéines de la matrice extracellulaire est 

excessive et la synthèse de chimiokines et cytokines inflammatoires, ainsi que de facteurs de 

croissance est également augmentée. 

 

 

Figure 3 : Coupe d'artères intrapulmonaires de souris contrôles (à gauche) et hypoxiques chroniques 

(à droite). 
  

Coloration Elastica van Gieson, barre d’échelle = 50 µm. Figure issue de Cussac et al. 2019 [10]. 
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2.4. Voies de traitement 

Il n’y a pas de traitement curatif pour cette pathologie mais des traitements visant à améliorer 

l’espérance de vie et la qualité de vie des patients existent. Ceux-ci exploitent 3 voies 

vasodilatatrices importantes [11]. 

 

 La voie du NO 

Le NO libéré par les cellules endothéliales active les guanylates cyclases solubles (GCs) des 

CML favorisant la production de guanosine monophosphate cyclique (GMPc). L’activité de la 

protéine kinase G (PKG) est ainsi stimulée permettant l’ouverture de canaux potassiques BKCa  

[12, 13] qui, par la sortie de K+ de la cellule, induit une hyperpolarisation. La PKG induit 

également la phosphorylation de RhoA inhibant l’activation de ROCK et la contraction associée 

[14]. La libération de Ca2+ du réticulum sarcoplasmique (RS) est également limitée via les 

régulateurs de la signalisation des protéines G (RGS, regulator of G-protein signaling) et le 

substrat de la kinase GMPc associée au récepteur à l’inositol triphosphate (IP3) (IRAG, IP3R-

associated cGMP kinase substrate) qui inhibent les voies de l’IP3. Enfin, la PKG active la sous-

unité cible 1 de la myosine phosphatase (MYPT1, myosin phosphatase target subunit 1) qui 

réduit les interactions entre les filaments d’actine et de myosine. Tous ces mécanismes 

aboutissent à la relaxation des CML et donc favorisent la vasodilatation [Figure 4]. 

Les traitements contre l’HTP ciblant cette voie visent alors à la favoriser. L’une des solutions 

étant de limiter la dégradation de GMPc en GMP induite par la phosphodiestérase-5 (PDE-5). 

Pour cela des inhibiteurs de PDE-5 sont utilisés permettant la relaxation des CML via l’activité 

des GMPc, parmi eux le sildénafil, le tadalafil et le vardénafil sont utilisés. Le riociguat qui est 

un stimulateur de GCs est également utilisé [15]. 

 

Figure 4 : Schéma de la voie du NO. 
  

Abréviations : GCs (Guanylate Cyclase soluble), GMPc (Guanosine Mono Phosphate cyclique), GTP 

(Guanosine TriPhosphate), IRAG (IP3R-associated cGMP kinase substrate), MYPT1 (Myosin 

Phosphatase Target subunit 1), NO (Oxyde Nitrique), P (Phosphorylation), PDE-5 

(PhosphoDiEstérase-5), PKG (Protéine Kinase G), RGS (Regulator of G-protein Signaling), Rho-K 

(Rho-Kinase), RIP3 (Récepteur Inositol TriPhosphate). 
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 La voie endothéline 

L’ET-1 sous sa forme mature est produite à partir du clivage de la Big-ET-1 par l’enzyme de 

conversion de l’endothéline (ECE). Elle peut ensuite se lier à deux types de récepteurs, le 

récepteur ETA et le récepteur ETB. Les CML expriment ces deux types de récepteur qui, une 

fois activés, déclenchent les voies de signalisation des protéines kinases activées par des agents 

mitogènes (MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase) menant à la prolifération des cellules 

ainsi que celle de la phospholipase C (PLC) favorisant la contraction des vaisseaux. 

L’endothéline induit donc une augmentation des résistances vasculaires. En outre, des 

récepteurs ETB sont exprimés par les CE. Leur activation conduit à la production de NO et de 

prostaglandine I2 (PGI2) dont les voies de signalisation favorisent une vasodilatation. Le NO 

joue aussi un rôle sur la production d’ET-1 en inhibant l’ECE qui permet sa maturation. Enfin, 

les récepteurs ETB sont également impliqués dans un phénomène de clairance où le complexe 

ET-1 / ETB est internalisé et dégradé [Figure 5]. 

Les traitements existants visent donc à inhiber cette voie de l’ET-1 menant à la vasoconstriction 

et à la prolifération des CML. Des inhibiteurs des récepteurs à l’endothéline sont utilisés dont 

le bosentan (Tracleer) et le macitentan (Opsumit) qui sont des antagonistes des récepteurs ETA 

et ETB, ainsi que l’ambrisentan (Letairis) qui est sélectif des récepteurs ETA [16]. 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Schéma de la voie de l'endothéline. 
  

Abréviations : DAG (DiAcylGlycérol), ECE (Enzyme de Conversion de l’Endothéline), ET-1 (Endothéline-

1), ETA et ETB (Récepteurs à l’endothéline de type A et B), IP3 (Inositol TriPhosphate), MAPK (Mitogen-

Activated Protein Kinase), NO (Oxyde Nitrique), PGI2 (Prostaglandine I2), PIP2 (Phosphatidyl Inositol 

BiPhosphate), PKC (Protéine Kinase C), PLC (Phospholipase C), PTK (Protéine Tyrosine Kinase). 
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 La voie prostacycline 

La prostacycline produite par les CE est reconnue par le récepteur de la prostacycline (IP) 

exprimé à la membrane des CML. La liaison de la PGI2 à son récepteur active l’adénylate 

cyclase (AC) qui convertit l’adénosine triphosphate (ATP) en adénosine monophosphate 

cyclique (AMPc) dans les CML. L’activité de la protéine kinase A (PKA) est alors favorisée 

menant à l’ouverture de canaux potassiques. La sortie de K+ entraîne une hyperpolarisation qui 

empêche l’ouverture de canaux dépendants du potentiel dont des canaux calciques. L’entrée de 

Ca2+ extracellulaire est ainsi inhibée. La libération de Ca2+ par le RS est aussi inhibée par la 

PKA. Enfin la PKA agit sur la phosphatase des chaînes légères de myosine (MLCP) qu’elle 

active et sur la kinase des chaînes légères de myosine (MLCK) dont la phosphorylation diminue 

son affinité avec la calmoduline (CaM). L’inhibition de l’activité de la MLCK couplée à une 

augmentation de l’activité de la MLCP entraîne une diminution de l’interaction entre les 

filaments d’actine et de myosine nécessaire à la contraction. La PGI2 induit donc une relaxation 

des CML [Figure 6]. 

Pour le traitement de l’HTP, des analogues de la PGI2 sont alors utilisés. L’époprosténol (Flolan 

et Veletri) est un analogue synthétique de courte demi-vie (d’où son utilisation par voie 

intraveineuse). D’autres analogues plus stables existent dont le beraprost, l’iloprost (utilisé par 

inhalation), et le treprostinil (utilisé sous différentes formes par voie sous-cutanée, par 

inhalation ou par voie orale). Cependant, certains analogues (beraprost, iloprost) se lient 

également au récepteur EP3 qui peut empêcher la vasodilation induite par la voie du récepteur 

IP. Enfin, des traitements utilisent des agonistes sélectifs du récepteur IP comme par exemple 

le selexipag qui est chimiquement différent de la PGI2 et des prostanoïdes synthétiques et dont 

l’affinité est bien sélective du récepteur IP [17]. 

 

 

Figure 6 : Schéma de la voie des prostacyclines. 
  

Abréviations : AA (Acide Arachidonique), AC (Adénylate Cyclase), AMPc (Adénosine Mono Phosphate 

cyclique), ATP (Adénosine TriPhosphate), COX (CycloOxygénase), IP (Récepteur de la prostacycline), 

MLCK (Myosin Light Chain Kinase), MLCP (Myosin Light Chain Phosphatase), PGH2 (Prostaglandine 

H2), PGIS (Prostaglandine I2 Synthase), PGI2 (Prostaglandine I2 ou Prostacycline), PKA (Protéine 

Kinase A), RS (Réticulum Sarcoplasmique). 
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 Autres 

D’autres traitements existent comme les inhibiteurs de canaux calciques de type L qui 

permettent de limiter la vasoconstriction mais qui n’ont pas d’effet sur le remodelage vasculaire. 

Parmi eux le diltiazem, la nifédipine et l’amlodipine sont utilisés. 

Dans le cas où les traitements sont inefficaces, la seule solution reste la chirurgie avec une 

transplantation bipulmonaire ou du bloc cœur – poumons. 

 

2.5. Modèles d’étude 

Différents modèles permettent l’étude de l’HTP. Les aspects importants impliqués dans l’HTP 

hypoxique de groupe 3 sont l’hypoxie et l’étirement, dont les techniques d’étude seront 

décrites plus en détail dans les parties «  Hypoxie » et « Étude des effets de stress mécaniques », 

respectivement. 

Au niveau cellulaire, il est possible de cultiver des cellules en conditions d’hypoxie grâce à un 

incubateur tri-gaz. Classiquement, on parle d’hypoxie chronique pour 48 h d’incubation à 1 % 

d’O2 [18]. Les cellules peuvent également être soumises à l’étirement grâce à un appareil 

STREX, à 10 % d’étirement correspondant à un étirement physiologique, et à 20 % d’étirement 

correspondant à un étirement pathologique [19]. 

Les effets de l’hypoxie et de l’étirement peuvent être étudiés séparément afin de voir l’effet de 

chaque facteur sur l’expression et l’activité de canaux mécanosensibles mais également en 

association pour voir les effets combinés sur les cellules et s’approcher au mieux des conditions 

pathologiques. 

Il existe également des modèles animaux. En effet, des rats et souris placés dans un caisson 

hypobare pendant 3 semaines en hypoxie chronique (mimant un effet d’altitude) vont 

développer l’HTP de groupe 3 [20]. Les animaux présentent un rapport de Fulton (traduisant 

d’une hypertrophie cardiaque droite) et une PAPm plus élevés ainsi qu’un remodelage des 

artères intrapulmonaires, principalement les artères de plus petit ordre. Des modèles plus 

sévères existent, avec l’injection de monocrotaline combinée ou non à l’hypoxie chronique [8], 

ou encore des rats SUGEN [9]. 
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3. Homéostasie calcique 

 

Le maintien de l’homéostasie calcique est essentiel dans les cellules. En effet, le calcium est un 

messager intracellulaire qui joue un rôle important dans de nombreuses voies de signalisation 

[Figure 7]. Il est notamment impliqué dans les phénomènes de contraction, prolifération et 

migration cellulaires. 

La concentration calcique intracellulaire [Ca2+]i est donc très régulée. Elle est d’environ 100 

à 200 nM au repos dans le cytoplasme qui est une concentration très faible en comparaison avec 

la concentration calcique extracellulaire de l’ordre de 1 à 2 mM. Lors de la réponse à un 

stimulus, la [Ca2+]i augmente de façon transitoire afin de déclencher les réponses 

physiologiques adaptées. Cette élévation de la [Ca2+]i peut atteindre l’ordre du µM et peut 

provenir des stocks intracellulaires ou bien de l’extérieur de la cellule via l’activation de canaux 

perméables au Ca2+ [21]. 

 

Figure 7 : Schéma des stocks et voies Ca2+ dans une cellule. 
  

Abréviations : AC = adénylate cyclase, AMPc = adénosine monophosphate cyclique, ATP = adénosine 

triphosphate, CaM = calmoduline, CCVD = canaux calciques voltage dépendants, CML = cellules 

musculaires lisses, CREB = cAMP Response Element-binding protein, DAG = Diacylglycérol , IP3 = 

Inositol triphosphate, Kv = canaux potassiques voltage dépendants, MCU = Mitochondrial Calcium 

Uniport, NCX = échangeur sodium-calcium , PIP2 = Phosphatidyl Inositol BiPhosphate, PKA = 

protéine kinase A , PKC = protéine kinase C, PLC = Phospholipase C, PMCA = plasma membrane 

Ca2+-ATPase, RCPG = récepteurs couplés aux protéines G, RIP3 = récepteur Inositol triphosphate, 

ROC = receptor-operated channels, RyR = récepteur à la ryanodine, SAC = stretch-activated channels, 

SOC = store-operated channels, SERCA = sarco-endoplasmic reticulum calcium ATPase, TPC1/2 = 

Two Pore Channel, VDAC = Voltage-Dependant Anion Channel, VOC = voltage-operated channels. 
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3.1. Sources calciques intracellulaires 

Les principales sources de Ca2+ à l’intérieur de la cellule sont le réticulum endoplasmique (RE), 

appelé réticulum sarcoplasmique (RS) dans les cellules musculaires lisses, les mitochondries et 

les lysosomes. Les libération et recapture de Ca2+ par ces organites sont assurées par des 

récepteurs canaux et pompes exprimés à leur surface. Le RS des CMLAP possède notamment 

des récepteurs à la ryanodine (RyR 1 à 3), ainsi que des récepteurs à l’IP3 (RIP3 1 à 3) permettant 

la libération du calcium réticulaire. Enfin, ce calcium est recapté par le réticulum grâce aux 

pompes SERCA (sarco-endoplasmic reticulum calcium ATPase 1 à 3). Les mitochondries 

régulent les entrées et sorties de Ca2+ via le VDAC (Voltage-Dependant Anion Channel) et le 

MCU (Mitochondrial Calcium Uniport). Enfin, les lysosomes peuvent libérer du Ca2+ grâce à 

leurs canaux Two Pore Channel (TPC 1 et 2) activés par le NAADP (Nicotinic acid adenine 

dinucleotide phosphate). 

 

3.2. Sources calciques extracellulaires 

Le calcium peut également provenir de l’extérieur de la cellule via l’activation de canaux 

ioniques ou transporteurs laissant transiter les ions Ca2+. La membrane plasmique exprime une 

pompe calcium - ATPase (PMCA) qui permet la sortie de Ca2+ du cytoplasme vers le milieu 

extracellulaire contre son gradient électrochimique en utilisant une molécule d’ATP. Le Ca2+ 

peut également être échangé contre du sodium (Na+) via l’échangeur sodium/calcium à raison 

d’un ion Ca2+ pour trois ions Na+ selon le gradient électrochimique du Na+. Enfin, la membrane 

plasmique exprime de nombreux canaux calciques. 

 Les canaux dépendants du voltage (VOC) 

Ces canaux sont sensibles aux variations de potentiel membranaire et sont activés par une 

dépolarisation ou hyperpolarisation membranaires. Les canaux dépendants du voltage sélectifs 

du Ca2+ sont appelés Canaux Calciques Voltage-Dépendants (CCVD) et permettent l’entrée des 

ions Ca2+ dans le cytosol à partir du milieu extracellulaire. Les CCVD sont classés en 5 sous-

familles dont les canaux Ca2+ de type L et de type T exprimés au niveau cardiovasculaire. Les 

canaux de types L (Cav1.1 à Cav1.4) sont activés par une forte dépolarisation avec une cinétique 

d’activation lente. Les canaux de type T (Cav3.1 à Cav3.3) sont activés par une dépolarisation 

plus faible et une cinétique d’activation plus rapide, transitoire. 

 Les canaux ROC (Receptor-Operated Channels) 

Ces canaux sont activés par une interaction agoniste – récepteur, indépendamment d’une 

variation de potentiel membranaire, et induisent généralement une voie de signalisation 

protéique. Les CML peuvent être activées par différents agonistes tels que l’ACh 

(acétylcholine), l’AngII (angiotensine II), l’ET-1, la 5-HT, la norépinéphrine ou la 

vasopressine. Des courants ROC peuvent également être activés par différentes voies de 

signalisation comme le Ca2+/CaM, la voie tyrosine kinase ou encore la voie PLC ou PKC [22]. 

 Les canaux SOC (Store-Operated Channels) 

Les canaux SOC sont activés par la vidange des stocks intracellulaires de Ca2+ (notamment du 

RS). L’entrée du calcium par ces canaux est appelée « entrée capacitive de calcium » (CCE ou 

store-operated calcium entry (SOCE)). Ces courants peuvent être observés via l’utilisation 

d’inhibiteurs des pompes calcium – ATPase du RS (SERCA) (thapsigargine ou acide 

cyclopiazonique) ou bien en vidant les stocks intracellulaires (caféine). STIM1 (Stromal 
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Interaction Molecule 1) est le senseur calcique du RS qui interagit avec Orai1 exprimé à la 

membrane plasmique et permettant l’entrée capacitive de Ca2+. 

 Les canaux SAC (Stretch-Activated Channels) 

Certains canaux sont, quant à eux, activés par des contraintes ou stress mécaniques, ce sont les 

canaux mécanosensibles. Ces canaux sont généralement perméables au Ca2+ et peuvent laisser 

transiter d’autres ions. L’activation des SAC dans les CML permet notamment d’induire une 

dépolarisation de la membrane (via l’entrée de Na+) qui va à son tour activer les VOC pour 

déclencher une réponse calcique. Mais ils peuvent aussi induire une augmentation locale de la 

[Ca2+]i directement due à un influx d’ions Ca2+ à travers ces canaux. Cette augmentation conduit 

à l’ouverture de canaux membranaires dépendants du Ca2+ (SKCa, IKCa et BKCa) ou à la 

libération de Ca2+ des stocks intracellulaires. En effet, les RIP3 et RyR sont sensibles au Ca2+ 

et permettent la sortie du Ca2+ du réticulum induisant une augmentation rapide de la [Ca2+]i. Ce 

mécanisme est connu sous le nom de CICR (pour Calcium-Induced Calcium Release) et permet 

la contraction des CML. L’organisation subcellulaire de ces récepteurs pour le couplage avec 

les SAC joue d’ailleurs un rôle important dans la signalisation calcique pouvant mener à des 

réponses cellulaires physiopathologiques [23]. 
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4. Canaux mécanosensibles (SAC) 

En conditions physiologiques, les CMLAP sont soumises à des contraintes mécaniques qui sont 

accrues lors de l’HTP via l’augmentation de la pression sanguine, des forces de cisaillement et 

des tensions pariétales [Figure 8]. Ces contraintes mécaniques peuvent activer de nombreux 

canaux dits mécanosensibles impliqués dans des voies de signalisation intracellulaire comme 

la contraction, la prolifération ou la migration. 

 

Les canaux mécanosensibles ou stretch-activated channels (SAC) sont des canaux ioniques 

qui sont capables de convertir un stimulus mécanique en signal biologique. Les SAC et leur 

importance dans la circulation pulmonaire ont fait l’objet d’une revue dont je suis 1er auteur 

intitulée « Mechanosensitivity in Pulmonary Circulation: Pathophysiological Relevance of 

Stretch-Activated Channels in Pulmonary Hypertension » parue dans Biomolecules en 2021 et 

d’une mini-revue de vulgarisation « Implication des canaux mécanosensibles Piezo1 et TRPV4 

dans l’hypertension pulmonaire » publiée dans la Revue des Maladies Respiratoires en 2022, 

dont je suis également 1er auteur. Différents critères permettent de définir un SAC. Tout 

d’abord, le canal doit être exprimé dans des cellules mécanosensibles. Ensuite, la perte de 

l’expression du canal doit induire une perte de la mécanosensibilité. Enfin, l’expression 

hétérologue du canal dans un autre système (cellule naïve) doit conduire à l’acquisition d’une 

réponse aux stimuli mécaniques. De plus, les propriétés pharmacologiques et biophysiques du 

canal doivent correspondre au courant endogène étudié et des modulateurs de la 

mécanosensibilité doivent induire une modification de l’activité du canal. 

Figure 8 : Contraintes mécaniques au niveau des artères. 
  

Schéma adapté de Barbeau et al. 2021 [25]. 
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Différents modèles ont été proposés pour expliquer les mécanismes d’activation des SAC 

[Figure 9]. Le premier, appelé le modèle « bicouche » ou « bilayer model », suggère une 

activation directe des canaux par les tensions dans la membrane plasmique. En effet, les SAC 

exprimés dans des liposomes reconstitués sont capables d’être activés par des stimuli 

mécaniques. Un autre modèle le « tether model » suggère l’implication des protéines du 

cytosquelette et/ou de la matrice extracellulaire dans l’activation des SAC. En effet, une 

déstabilisation de la structure du cytosquelette entraîne une modification de l’activité des SAC, 

cet effet pouvant être direct ou indirect. Enfin, les SAC peuvent être activés indirectement via 

d’autres protéines sensibles à une modification physique de la membrane et la production de 

seconds messagers, c’est le « secondary signal model » [24, 25]. 

 

Les SAC permettent la détection de modifications physiques au niveau de la membrane 

plasmique et ont donc un rôle primordial dans de nombreux systèmes. Ils sont impliqués dans 

les mécanismes de toucher, de sensation ou de douleur et certains participent même au 

fonctionnement de l’ouïe / oreille interne, de la vision et du goût [26]. Les SAC sont très 

importants dans les phénomènes de migration, et prolifération des cellules, ainsi que dans la 

détection des forces d’étirement et de compression pouvant jouer un rôle au niveau 

physiologique, mais aussi lors de cancers. Certains SAC sont sensibles à l’osmolarité via les 

modifications de la tension membranaire dues à un gonflement ou une plasmolyse des cellules, 

et jouent un rôle important dans le maintien de cette osmolarité, notamment au niveau du 

système rénal. Les forces de cisaillement, l’étirement, et les tensions pariétales sont des 

contraintes mécaniques pouvant activer les SAC notamment au niveau de la circulation 

sanguine et des vaisseaux participant au tonus vasculaire aux niveaux physiologique et 

pathologique [27]. 

 

Figure 9 : Schémas des différents 

modèles d'activation des SAC. 
  

« Bilayer model » : l’activation des 

SAC se fait directement par une 

différence de tension au sein de la 

membrane. 
  

« Tether model » : les forces 

mécaniques passent par des 

protéines de la matrice 

extracellulaire et/ou du 

cytosquelette. 
  

« Secondary signal model » : 

l’activation des SAC se fait 

indirectement via l’activation de 

protéines mécanosensibles générant 

des messagers secondaires. 
  

Schéma adapté de Barbeau et al. 

2021 [25]. 
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Il existe différentes familles de SAC dont les canaux cationiques non sélectifs qui comprennent 

la large superfamille des TRP (Transient Receptor Potential) et les canaux Piezo (Piezo1 et 

Piezo2). Mais de nombreux autres canaux sont également mécanosensibles dont ceux de la 

superfamille des canaux sodiques épithéliaux / dégénérine (ENaC/DEG) sensibles à l’acidité 

(acid-sensing ion channels (ASICs)) qui sont perméables au Na+ mais peuvent aussi laisser 

passer du Ca2+ [28]. Des canaux sélectifs pour le K+ peuvent aussi être modulés par un étirement 

comme les BKCa qui sont également des canaux voltage dépendants de large-conductance 

activés par le Ca2+ [29], les K2P (two-pore domain K+ channels) dont TREK-1, TREK-2 et 

TRAAK et les K-ATP (canaux K+ sensibles à l’ATP) [25]. Enfin, des canaux sélectifs pour le 

Cl- sont également mécanosensibles dont la famille des TMEM16/ANO (transmembrane 

protein 16 / anoctamin) où TMEM16A/ANO1 a notamment été décrit comme un canal Cl- 

activé par le Ca2+ et jouant un rôle important dans le tonus vasculaire [30, 31]. 

 

Au niveau de la circulation pulmonaire, les artères pulmonaires sont soumises en permanence 

aux contraintes mécaniques dues au flux sanguin. Les cellules des différentes tuniques de ces 

vaisseaux expriment des SAC permettant la régulation du tonus myogénique. En effet, les 

forces de cisaillement activent les SAC exprimés au niveau des CE induisant une vasodilatation, 

tandis que la pression sanguine intraluminale active les SAC des CML conduisant à une 

vasoconstriction. Les SAC sont donc nécessaires au maintien de la balance entre vasodilation 

et vasoconstriction dans les artères pulmonaires. Une modification de la signalisation calcique 

entraîne une dérégulation des réponses cellulaires pouvant mener à l’HTP. 

 

4.1. Revue « Mechanosensitivity in Pulmonary Circulation: 

Pathophysiological Relevance of Stretch-Activated Channels in Pulmonary 

Hypertension » 

La revue présentée ci-dessous et publiée dans Biomolecules en 2021, décrit l’importance des 

contraintes mécaniques dans la circulation pulmonaire, ainsi que les méthodes pour les étudier. 

Les SAC y sont également décrits avec leurs principales fonctions et dérégulations dans ces 

vaisseaux menant à l’HTP.  
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4.2. Les canaux TRP 

De nombreux canaux appartenant à différentes sous-familles de TRP sont exprimés au niveau 

vasculaire pulmonaire, et parmi ceux-ci, certains font partie des SAC pouvant ainsi jouer un 

rôle important dans le maintien du tonus myogénique, voire dans le développement de l’HTP. 

 

 Description 

Les canaux TRP pour Transient Receptor Potential sont une super famille contenant des canaux 

mécanosensibles et comprenant 7 sous-familles [Figure 10] qui sont les TRPA (ankyrine), 

TRPC (canonique), TRPM (mélastatine), TRPML (mucolipine), TRPN (ou NOMPC pour No 

Mecanoreceptor Potential C), TRPP (polycystine) et TRPV (vanilloïde) [32].  

 

 

Le premier canal TRP a été identifié chez Drosophila melanogaster où un mutant présentait  

une réponse transitoire lors d’électrorétinogrammes après une stimulation lumineuse prolongée 

[33, 34] suggérant son implication dans la phototransduction. 

  

Figure 10 : Différentes sous-familles de TRP. 
  

Les canaux décrits comme mécanosensibles dans la littérature sont indiqués en rouge sur cette figure. 
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Les canaux TRP sont exprimés de façon ubiquitaire dans l’organisme (excepté les TRPN qui 

ne sont pas exprimés chez les mammifères). Ils jouent un rôle essentiel dans la transduction de 

stimuli physiques et chimiques en signaux biologiques. Ce sont des canaux polymodaux et ils 

sont notamment sensibles à des facteurs comme la température, la pression membranaire, 

l’osmolarité et le pH, et sont donc impliqués dans de nombreux mécanismes physiologiques 

[Figure 11]. Ils peuvent être activés par des RCPG et récepteurs tyrosine kinase qui activent les 

PLC pouvant ainsi moduler l’activité des canaux TRP via l’hydrolyse du PIP2, la production de 

DAG, ou la production d’IP3 associée à la libération de Ca2+ des stocks réticulaires. Les TRP 

peuvent également être activés par des ligands ou par activation directe via une modification de 

la température, des stimuli mécaniques ou une phosphorylation du canal. La chaleur et le 

gonflement des cellules peuvent indirectement activer les TRP via des seconds messagers ou 

via d’autres mécanismes [35]. 

 

 

 

 

Ce sont des canaux qui s’assemblent en tétramères [Figure 12]. Chaque monomère possède 6 

domaines transmembranaires (ou segments numérotés de S1 à S6) et dont les extrémités N- et 

C-terminales sont cytosoliques. Le pore du canal est formé par une boucle hydrophobe entre 

les segments transmembranaires S5 et S6 permettant le passage non sélectif de cations dont le 

Ca2+. Les TRP possèdent des domaines de répétitions de type ankyrine en N-ter (ANK ou ARD 

pour Ankyrin Repeat Domain), mais aussi en C-ter un domaine TRP contenant des motifs 

consensus appelés TRP box et qui sont plus ou moins conservés selon les sous-familles. Ces 

extrémités N- et C-terminales cytoplasmiques contiennent de nombreux autres sites de 

régulation et d’interaction avec les protéines. De nombreux sites de phosphorylation des 

protéines kinases A et C ont été identifiés ainsi que des domaines reconnaissant la 

phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et SH2 (Src-homology-2) [36]. 

 

Figure 11 : Différents modes d’activation des TRP. 
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La plupart des TRP sont perméables au Ca2+ et sont donc impliqués dans divers processus 

physiologiques [32, 35, 37]. Certains TRP jouent un rôle de mécanotransduction et 

thermotransduction chez des Invertébrés. En effet, Caenorhabditis elegans exprime des TRPN, 

TRPV et TRPA, et les drosophiles expriment des TRPV, TRPN (NOMPC), TRPA et TRPP 

[38]. Au niveau de la vision, TRP chez la drosophile a été identifié comme un canal sensible à 

la lumière et perméable au Ca2+ [39]. 

Chez les mammifères, les TRP, en plus d’être mécanosensibles et thermosensibles, peuvent être 

osmosensibles (comme les TRPV) [40]. 

Les TRP peuvent être impliqués dans les systèmes sensoriels, et certains sont exprimés dans le 

système gustatif comme TRPM5, TRPM4 et TRPV1 qui sont exprimés dans les cellules du 

goût et TRPP dans les cellules de la transduction du goût de type III. TRPV1, TRPM8 et TRPA1 

sont, eux, exprimés dans les nerfs sensoriels généraux au niveau des papilles gustatives [41]. 

Au niveau de la peau, TRPV4, activé dans les kératinocytes de souris par la chaleur ou par des 

agonistes, accélère la régénération de la peau. Ce canal permet également la sensibilité à la 

température, à la douleur et participe au phénomène de démangeaison. D’ailleurs plusieurs TRP 

sont impliqués dans les mécanismes de douleur que ce soit la sensibilité au froid (TRPA1, 

TRPM8), la douleur nociceptive (TRPA1, TRPV3, TRPV4), la douleur inflammatoire (TRPA1, 

TRPM2, TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4), la douleur neuropathique (TRPM3, TRPM8, 

TRPV1, TRPV4), la douleur viscérale (TRPV1, TRPV4) ou encore la migraine (TRPV4) [42]. 

Au niveau rénal, ce sont principalement les TRPC et TRPM (TRPM6 et 7) qui sont exprimés 

et qui jouent un rôle important dans la fonction rénale. On retrouve par exemple TRPC1 dans 

les cellules mésangiales glomérulaires, alors que TRPC3 est impliqué dans la fibrose rénale, 

TRPC5 est associé à la défaillance rénale. TRPC6, quant à lui, a un rôle rénal physiologique et 

sa fonction est altérée par des mutations héréditaires [43]. TRPV4 est impliqué dans la 

mécanosensibilité permettant la régulation de la sécrétion de rénine au niveau de l’appareil 

Figure 12 : Structure des TRP et assemblage en tétramère. 
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juxtaglomérulaire et le contrôle de la réabsorption d’albumine au niveau du tubule proximal 

[44, 45]. 

Les cellules β-pancréatiques, elles aussi, expriment des TRP pouvant jouer un rôle dans le 

diabète. TRPA1, TRPC1/4/6, TRPM1/2/3/4/5/8, TRPP3 et TRPV1/2/4/5/6 y ont notamment 

été décrits [46]. 

Au niveau du cerveau, on retrouve des TRPC, TRPM et TRPV avec en particulier TRPC3, 

TRPC6, TRPC7, TRPM2 et TRPV1 dans les neurones et la glie. Ils sont associés à des maladies 

neurodégénératives, maladies mentales ou à l’épilepsie. Les TRP sont impliqués dans la 

direction du cône de croissance neuronal, le guidage des cellules et la chimiotaxie. TRPV4 a 

un rôle dans l’excitabilité neuronale, et le complexe Aquaporine-4 - TRPV4 est essentiel pour 

le contrôle du volume cellulaire dans les astrocytes [47]. 

Au niveau du cœur, de nombreux TRP sont exprimés, notamment dans les cardiomyocytes avec 

des TRPC, TRPM, TRPV, TRPP et TRPA et dans les fibroblastes cardiaques avec TRPC, 

TRPM, TRPV, TRPA1 où ils permettent la régulation de la contractilité et du remodelage 

cardiaques. Les TRP dans le cœur contribuent aussi à la régulation de la conduction cardiaque 

et sont impliqués dans les arythmies [48]. 

Les canaux TRP peuvent être impliqués dans la pathogenèse des voies aériennes, parmi eux, 

TRPA1 (système de défense des poumons, toux, bronchoconstriction), TRPV1 (neurones 

sensoriels primaires, fibres C et Aδ), TRPV4 (interaction TRPV4-ATP-P2X3 dans 

l’osmosensibilité impliquée dans les réflexes sensoriels nerveux des voies aériennes, défense 

des voies aériennes, contraction CML bronchiques) et TRPM8 (rôle mineur et études 

contradictoires, constriction en réponse à une baisse de température, effet inhibiteur du menthol 

sur la toux, inhibition prolifération et migration des cellules épithéliales des voies aériennes 

dans le modèle de l’asthme et rôle dans la production de mucus et de médiateurs 

inflammatoires). Les TRP jouent un rôle dans la protection des voies aériennes contre des 

particules étrangères et participent à la réponse aux médiateurs inflammatoires pouvant mener 

à l’inflammation neurogène, l’hyperréactivité des voies aériennes ou une toux anormale 

associées à l’asthme, la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et la toux 

chronique [49]. 

 

 TRP au niveau vasculaire et dans l’hypertension pulmonaire 

Les canaux TRP sont aussi exprimés dans le système vasculaire et notamment dans les artères 

pulmonaires où ils jouent un rôle dans le maintien et les dérégulations des fonctions vasculaires. 

Les TRP sont notamment impliqués dans la vasculogenèse, l’angiogenèse et l’artériogenèse où 

les canaux TRPV1 à 4 jouent un rôle important dans ces fonctions vasculaires. TRPV1 et 4 

peuvent contrôler le remodelage vasculaire en favorisant la prolifération et la migration des 

CML vasculaires grâce à l’entrée de Ca2+ extracellulaire en conditions pathologiques comme 

dans l’HTP [50]. Leur expression au niveau endothélial permet de favoriser la vasodilatation 

des artères pulmonaires, un mécanisme pouvant contrebalancer les effets vasoconstricteurs lors 

de l’HTP [50]. TRPC1, 3 et 6 jouent également un rôle dans la prolifération et la migration 

cellulaires au niveau vasculaire pulmonaire via la SOCE et la ROCE [25]. 

L’expression de TRPM2, 3, 4, 7 et 8 et TRPV1, 2, 3 et 4 a été mise en évidence dans les artères 

pulmonaires et aortes de rat avec une expression plus importante de TRPM8 et TRPV4 pour 

chaque sous-famille. L’expression fonctionnelle des TRPM8 et TRPV4 dans les CMLAP et 

CML aortiques a également été évaluée grâce à des courants Ca2+ activés par leurs agonistes 

(menthol et 4α-PDD respectivement) [51]. TRPM7 est un canal mécanosensible perméable aux 

cations divalents, avec une perméabilité au Mg2+ supérieure à celle du Ca2+, et contribue à de 
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nombreux processus associés à l’HTP dont l’inflammation, la fibrose, la migration et la 

prolifération cellulaires [25]. 

L’implication des TRP, et plus globalement des SAC, a été mise en évidence lors de l’hypoxie 

chronique menant à l’HTP. En effet, l’hypoxie chronique augmente l’expression de TRPV1 et 

4 dans les CMLAP, augmentant ainsi la réponse à une stimulation mécanique, ainsi qu’une 

augmentation du Ca2+ au repos induisant un tonus myogénique plus élevé [50]. L’activité des 

canaux SAC mesurée en patch-clamp en réponse à un étirement et la réponse calcique induite 

par choc hypotonique sont plus importantes dans les CMLAP de rats hypoxiques chroniques 

avec une réponse calcique augmentée de 95 % [27]. 
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4.3. TRPV4 

 Description 

TRPV4 est un canal de la famille des TRP dont l’expression est très importante chez l’Homme. 

C’est un canal cationique à rectification sortante sensible aux forces mécaniques [36]. 

Différentes conductances ont été obtenues pour TRPV4 dans différentes publications dans des 

HEK293, entre environ 30 à 60 pS de conductance unitaire pour des potentiels négatifs 

(-60 mV) et jusqu’à 90 à 100 pS à des potentiels positifs (+60 mV) [52, 53]. Il est 

principalement exprimé dans les cellules épithéliales, musculaires lisses et endothéliales d’une 

grande variété de tissus. Il a notamment été identifié dans le rein, le cœur ou les poumons et 

vaisseaux dont les vaisseaux pulmonaires. Ce canal a été décrit pour la première fois en 2000 

[52, 54, 55] sous les noms de VR-OAC, OTRPC4, TRP-12 ou encore VRL-2 avant la mise en 

place de la nomenclature actuelle (TRPV4). 

C’est une protéine de 98 kDa (871 acides aminés) qui possède, comme tous les TRP, 6 domaines 

transmembranaires et des extrémités N- et C-terminales cytosoliques. Le pore du canal est 

formé par les acides aminés de la boucle située entre les segments transmembranaires S5 et S6 

(aa 663-686) [Figure 13]. Bien qu’il présente de nombreuses similarités de séquences avec 

d’autres membres de la famille TRPV, TRPV4 formerait préférentiellement des 

homotétramères [56]. Mais TRPV4 pourrait tout de même former des canaux hétéromériques 

avec d’autres TRPV plus particulièrement TRPV1 à 3 [57] ou encore TRPC1 [58] et TRPC6 

[59]. 

Son activation peut être déclenchée par un stress mécanique, un gonflement des cellules 

(osmosensibilité), mais aussi par la chaleur (entre 25 et 33°C dans des HEK293 [56]). Il peut 

être activé par les forces de cisaillement dues au flux sanguin [60, 61]. TRPV4 peut également 

être activé par des agonistes sélectifs dont le 4α-PDD et le GSK1016790A ou bien par les 

produits du métabolisme de l’acide arachidonique comme les EET (acides 

époxyeicosatrienoïques). C’est un canal perméable aux cations dont le Ca2+ qui joue donc un 

rôle dans l’homéostasie calcique. Le Ca2+ a un rôle à la fois de potentialisateur et dans 

l’inactivation du canal (cf. Modulation par le Ca2+ et interaction avec la calmoduline). La 

perméabilité de TRPV4 au Ca2+ par rapport au Na+ est de 6.9 (il présente également une 

perméabilité Mg2+/Na+ = 2.5). Cette sélectivité est déterminée principalement par les acides 

aminés Asp682 (en C-ter du pore), Met680 (au niveau du centre du filtre de sélectivité) et 

Asp672 (régulant la perméabilité) [Figure 13] [62]. 

Le domaine N-terminal (aa 1-465) contient 3 domaines ankyrine (ANK ou ARD) importants 

dans l’oligomérisation du canal et dans l’activation du canal via 4α-PDD et la chaleur. Ces 

domaines permettent l’interaction avec de nombreuses protéines et participent à la formation 

des structures tétramériques des canaux en interagissant avec les domaines C-ter des autres 

sous-unités. Un site de liaison aux phosphoinositides (PIBS, aa 121-125) est également présent 

dans cette queue N-ter permettant l’activation du canal via des stimuli physiologiques, ainsi 

qu’un domaine riche en prolines (PRD, aa 132-144) impliqué dans la liaison et régulation de la 

kinase C et de la PACSIN3 (Protein kinase C and casein kinase substrate in neurons protein), 

et un site de reconnaissance arachidonate-like (ARS-L, aa 402-408). Le domaine C-terminal 

contient des domaines de liaison à la calmoduline (CaM-BD, aa 812-831), ainsi qu’un motif de 

liaison PDZ et un domaine d’oligomérisation. Une mutation de l’acide aminé E797 du C-ter 

entraîne un défaut dans l’inactivation du canal due au Ca2+ [36, 62]. 

Des caractérisations électrophysiologiques de courants TRPV4 ont été réalisées notamment 

dans des HEK en réponse au GSK1016790A [63] ou dans des fibroblastes pulmonaires humains 

[64] où les densités de courant mesurées en configuration cellule entière sont respectivement 

de 710 ± 144 pA/pF à +60 mV avec 10 nM de GSK1016790A dans les HEK transfectées avec 
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TRPV4 et -5.1 ± 2.1 pA/pF à -80 mV et 16.0 ± 4.5 pA/pF à +80 mV avec 300 nM de 

GSK1016790A dans les fibroblastes où le potentiel d’inversion est de -5.5 ± 7.3 mV. 

TRPV4 a été identifié comme un canal activé par l’osmolarité, notamment par les stimuli 

hypotoniques. Le gonflement cellulaire induit par la réponse osmotique active la phospholipase 

A2 qui produit l’acide arachidonique. Celui-ci est métabolisé en EET, qui active directement le 

canal, via le cytochrome P450. 

TRPV4 est également sensible à la température. Il est activé par des stimuli de chaleur modérée 

avec un seuil d’activation entre 25 et 34°C selon les types cellulaires. Cette activation 

dépendante de la température implique des voies de signalisation endogènes [65]. 

 

Figure 13 : Schéma de la structure de TRPV4. 
  

PIBS = site de liaison aux phosphoinositides, PRD = domaine riche en proline, ANK = domaines 

ankyrine, ARS-L = site de reconnaissance arachidonate-like, S = segment transmembranaire, CaM-BD 

= domaines de liaison à la calmoduline. 

 

Parmi les TRP, TRPV4 est particulièrement impliqué dans l’HTP. En effet, de nombreuses 

études montrent son expression dans le système vasculaire et notamment les artères 

pulmonaires où son fonctionnement a été très étudié. 

 

 TRPV4 au niveau vasculaire 

Les canaux TRPV4 sont exprimés dans de nombreux tissus dont les vaisseaux sanguins. De 

nombreuses études ont donc été menées afin de mettre en évidence le rôle de TRPV4 dans ces 

vaisseaux. Il est exprimé à la fois dans les CE, où il joue un rôle dans la vasodilatation [66], 

dans les CML, participant aux phénomènes de contraction, migration et prolifération [7, 67–

70], ainsi que dans les fibroblastes adventitiels pulmonaires, où il est impliqué dans les 

processus de remodelage [10]. 

Dans les CE, TRPV4 interagit avec la NO synthase endothéliale (eNOS) favorisant la 

production de NO, conduisant à la vasorelaxation [66]. Son activation permettrait de stimuler 

des voies dépendantes du NO et des canaux BKCa dans le système vasculaire rétinal chez les 

rats favorisant la vasodilatation de ces vaisseaux [71]. TRPV4 est aussi exprimé dans les CE 

des artérioles cremaster de rat où il favorise la vasodilatation des artérioles dépendant de 

l’endothélium via les canaux KCa. Cette dilatation en réponse au GSK est augmentée pour des 
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artérioles conditionnées aux forces de cisaillement sans modification de l’expression de 

TRPV4. Une voie de signalisation impliquant les récepteurs muscariniques M3 à l’ACh a été 

identifiée comme interagissant avec le canal TRPV4 et menant à son ouverture [61]. En réponse 

à des forces mécaniques, TRPV4 permet également le contrôle de la localisation et l’activation 

de VEGFR2 dans les CE en induisant la translocation du facteur de transcription YAP dans le 

noyau via la voie des Rho-Kinases, jouant ainsi un rôle dans la régulation de l’angiogenèse 

[72]. 

Au niveau des CML, l’expression de TRPV4 participe au maintien de l’homéostasie calcique 

et du tonus myogénique [73]. Son activation va favoriser la contraction des CML, mais aussi 

leur migration et prolifération  [7, 69, 70, 74]. 

 

 TRPV4 dans l’HTP 

TRPV4 a été particulièrement étudié au niveau des artères pulmonaires à la fois dans les CE, 

les CML et les fibroblastes afin de comprendre les effets de l’hypoxie et de l’étirement pouvant 

mener à l’HTP. 

Lors de l’HTP, une dysfonction endothéliale va entraîner la diminution de la production de NO, 

essentielle à la régulation du tonus myogénique physiologique. Une étude suggère l’implication 

de TRPV4 dans la dysfonction endothéliale induite par l’AngII dans des artères mésentériques 

de souris [65]. Ainsi, la voie de relaxation impliquant l’entrée de calcium via TRPV4 dans les 

CE est dérégulée en condition pathologique. En effet, dans un modèle de rats SUGEN soumis 

à l’hypoxie, l’augmentation de la production des espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

mitochondriales entraîne une augmentation de l’influx calcique via TRPV4 dans les CE 

d’artères pulmonaires favorisant les réponses migratoires et prolifératives conduisant à la 

formation de lésions plexiformes [75].  

L’expression de protéines TRPV4 a été montrée dans des artères intrapulmonaires (AIP) de rat 

dé-endothélialisées ainsi que leur activité fonctionnelle en réponse au 4α-PDD. Ainsi, les 

CMLAP expriment des canaux TRPV4 fonctionnels, et ceci quel que soit le phénotype des 

cellules (contractiles ou prolifératives). Dans ces cellules, les canaux TRPV4 sont impliqués 

dans leur migration et dans la réorganisation du cytosquelette d’actine et de tubuline [74]. La 

5-HT exerce des effets vasoconstricteurs et mitogènes dans les artères pulmonaires dépendant 

de la concentration en calcium intracellulaire. Elle induit une hyperréactivité et une 

prolifération des CML jouant un rôle majeur dans le remodelage vasculaire et l’augmentation 

des résistances vasculaires qui caractérisent l’HTP. La 5-HT active un influx calcique via un 

métabolite de l’acide arachidonique (5’,6’-EET). Cette réponse calcique à la sérotonine est 

biphasique et présente une phase transitoire et une phase maintenue. La 5-HT agit sur la voie 

du cytochrome P450 époxygénase dans les CMLAP. L’expression du cytochrome P450 et la 

production d’EET sont toutes les deux augmentées après une exposition à l’hypoxie chronique. 

Il a été montré que l’influx calcique maintenu pouvait être médié par TRPV4 et une implication 

de courants TRPV4-like a été mise en évidence dans la potentialisation de la prolifération des 

CMLAP induite par la 5-HT [7]. Dans une étude de l’hypoxie in vitro, une augmentation des 

réponses calciques TRPV4 en réponse à 4 α-PDD a été montrée dans des CMLAP cultivées en 

hypoxie bien qu’aucune différence n’ait été observée au niveau de l’expression des ARNm et 

protéines TRPV4 par rapport aux cellules cultivées en normoxie [18]. D’autres études montrent 

que l’hypoxie chronique induit une plus forte expression de TRPV4 dans des cultures primaires 

de CMLAP issues de rats hypoxiques chroniques, en plus de l’augmentation des réponses 

calciques associées [68, 73]. Le tonus myogénique dans les micro-vaisseaux pulmonaires est 

également augmenté en réponse à l’hypoxie, et la délétion du gène TRPV4 réduit l’HTP induite 

par l’hypoxie chronique [73]. 
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En corrélation avec ces résultats, le remodelage adventitiel associé à l’HTP est diminué chez 

les souris trpv4-/- hypoxiques chroniques et monocrotaline. En effet, TRPV4 est aussi exprimé 

dans les fibroblastes artériels adventitiels pulmonaires (PAF). Son activation stimule la 

prolifération des fibroblastes ainsi que leur migration. De plus, TRPV4 potentialise le dépôt de 

matrice extracellulaire par les fibroblastes pouvant ainsi moduler la rigidité de la matrice et 

contribuer au remodelage adventitiel ayant lieu dans l’HTP [10]. 

 

 Interaction avec le cytosquelette 

TRPV4 est capable d’interagir avec le cytosquelette pouvant modifier son activité et agir sur 

les adhésions cellulaires. Il a notamment été identifié comme un régulateur des microtubules et 

de l’actine pouvant former un complexe supramoléculaire. Celui-ci contient des protéines du 

cytosquelette et des kinases régulatrices et permet d’intégrer les signaux de différents messagers 

intracellulaires et cascades de signalisation en interagissant avec l’actine et la tubuline via son 

domaine Cter. Par exemple, MAP7 (microtubule-associated protein 7) qui interagit aussi avec 

les microfilaments d’actine favorise la présence de TRPV4 à la membrane plasmique et 

augmente ainsi son activité. De plus, l’interaction entre TRPV4 et la F-actine est essentielle 

pour l’activation du canal en réponse à un gonflement cellulaire et la tubuline est en compétition 

avec l’actine pour lier la queue C-ter de TRPV4 [62]. Une stabilisation des microtubules 

réduisant les influx calciques médié par TRPV4 indique que la dynamique du cytosquelette est 

un régulateur important de l’activité du canal [76]. Une autre étude a montré que l’influx 

calcique des canaux TRPV4 régule l’interaction entre la protéine de liaison à l’actine Flightless-

1 (Fli1) et la Myosine non musculaire IIA (NMMIIA) dans les fibroblastes de souris permettant 

la formation d’extensions cellulaires et le remodelage du collagène. Ces flux localisés de Ca2+ 

sont concentrés au niveau des extensions des cellules en croissance qui sont enrichies en canaux 

TRPV4 [77]. De plus, un stress mécanique local appliqué aux intégrines β1 peut induire une 

réponse calcique quasiment instantanée médiée par TRPV4 au niveau des adhésions focales à 

la surface membranaire [78] suggérant un rôle important de TRPV4 dans l’intégration des 

signaux mécaniques au niveau de la matrice vers le cytosquelette, permettant de réguler 

l’adhésion et la migration des cellules. 

 Mécanismes d’adressage à la membrane 

TRPV4, pour être exprimé et fonctionnel à la membrane plasmique, doit y être adressé. La 

régulation du nombre de canaux présents à la membrane implique différents acteurs et 

mécanismes qui favorisent l’expression membranaire de TRPV4 ou, au contraire, sa rétention 

dans le RE ou son endocytose. 

OS-9 est une protéine associée au réticulum endoplasmique qui se lie à TRPV4 et interagit avec 

d’autres TRP. L’interaction d’OS-9 avec TRPV4 se fait au niveau du RE et la déplétion d’OS-9 

facilite le relargage de TRPV4 du RE. OS-9 s’associe majoritairement avec la forme 

monomérique de TRPV4 et prévient sa polyubiquitination au niveau du RE diminuant 

l’abondance de TRPV4 à la membrane plasmique [79]. 

Les PACSIN sont une famille de protéines qui consiste en 3 membres impliqués dans le trafic 

vésiculaire synaptique des membranes et la régulation des processus d’endocytose médiés par 

la dynamine. Les 3 PACSIN se lient à TRPV4 mais seule la PACIN 3 inhibe l’endocytose de 

TRPV4 [80]. 

Les forces de cisaillement sensibilisent l’activation de TRPV4 par son agoniste GSK1016790A 

en augmentant la densité de canaux exprimés à la surface membranaire. L’importance de la 

Tyrosine 110 a été mise en évidence dans cette activation de TRPV4 aux forces de cisaillement 

ainsi qu’à son trafic et adressage. Les forces de cisaillement stimulent alors l’exocytose de 
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TRPV4 via un mécanisme dépendant de la voie de la clathrine en activant la eNOS via les voies 

PKA et Akt. Ainsi, le NO joue un rôle de régulation dans l’exocytose en nitrosylant la dynamine 

pour augmenter son assemblage et donc l’exocytose et l’endocytose dépendantes de la 

dynamine [60]. 

La réponse TRPV4 au GSK1016790A induit une réduction de la densité de ces canaux à la 

membrane plasmique. Il existe deux modes de trafic membranaire pour les canaux TRPV4 qui 

sont la fusion partielle et la fusion complète. Celles-ci augmente et diminue respectivement en 

réponse au pic de Ca2+ intracellulaire induit par l’activation des canaux par le GSK à la 

membrane. D’autre part, une endocytose des canaux TRPV4 a lieu suite à une stimulation au 

GSK. Ce processus est contrôlé par les voies PKC/PI3K et RhoA qui induisent l’internalisation 

des TRPV4 [81]. La β-arrestine recrutée par l’activation des récepteurs à l’AngII est aussi 

capable de diminuer l’expression des canaux TRPV4 à la surface de la cellule et la réponse 

calcique médiée par TRPV4 en favorisant l’internalisation du canal comme il a été montré dans 

les cellules musculaires lisses vasculaires et dans les systèmes de surexpression cellulaires [82]. 

 

 Modulation par le Ca2+ et interaction avec la calmoduline 

La calmoduline (CaM) est une protéine capable de se lier au Ca2+ et convertir un signal calcique 

en modifications biochimiques et cellulaires. La CaM possède un motif structurel connu sous 

le nom de « E-F hand » composé d’une hélice en Nter (l’hélice E) et en Cter (l’hélice F) et 

d’une boucle centrale permettant la liaison au Ca2+. La CaM est composée de 4 domaines 

« E-F hand » [83]. C’est donc un senseur calcique dont la conformation va être modifiée lors 

de sa liaison au Ca2+ [Figure 14][84]. La CaM est très conservée et est exprimée dans toutes les 

cellules eucaryotes participant aux voies de signalisation régulant de nombreux processus 

physiologiques comme la croissance, la prolifération et la régulation de nombreuses protéines 

dont les canaux ioniques [83, 85]. 

Figure 14 : Structure de la calmoduline (CaM). 
  

Représentation schématique de la calmoduline (a) libre et (b) liée au Ca2+. Les structures sont 

présentées en modèles « cartoon » et « space-filling ». En rouge : domaine Nter, en vert : domaine 

Cter, en jaune : linker central, en violet : ions Ca2+. D’après Yang et al. 2004 [84]. 
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En effet, des domaines de liaison à la CaM sont présents sur les TRP notamment des TRPC, 

mais aussi des TRPV et TRPM. Le complexe Ca2+/CaM est d’ailleurs impliqué dans la 

désensibilisation de TRPV1 et dans la régulation de l’activation de TRPV4 [85]. Au niveau 

vasculaire, il a été montré que la production de NO en réponse aux forces de cisaillement est 

dépendante du Ca2+/CaM dans les CE [86]. 

L’interaction entre TRPV4 et la CaM liée au Ca2+ induit une sensibilisation du canal via le 

récepteur à l’IP3 qui sensibilise TRPV4 aux stimuli mécaniques et osmotiques mais aussi aux 

EET [87, 88]. En effet, la délétion du site de fixation à la CaM de TRPV4 en Cter empêche 

cette sensibilisation [89]. 

La CaM peut aussi se fixer au niveau du domaine ankyrine où elle entre en compétition avec 

l’ATP modulant ainsi l’activité de TRPV4 selon la [Ca2+]i [90]. 

Mais il existe également un mécanisme de régulation avec un effet inhibiteur du Ca2+ sur 

TRPV4. En revanche ce mécanisme semble indépendant de la CaM [89]. En effet, 

l’augmentation de la [Ca2+]i inhibe l’activation de TRPV4 en réponse au 4α-PDD avec un IC50 

de 406 nM [91]. 

Ainsi le Ca2+ peut moduler l’activité du canal TRPV4 selon sa concentration. Il peut, d’une 

part, le sensibiliser aux stimuli mécaniques et agonistes, notamment via sa liaison à la CaM qui 

interagit avec des domaines intracellulaires de TRPV4. D’autre part, à forte concentration, le 

Ca2+ peut inhiber l’activation du canal, un mécanisme permettant de réguler l’entrée de Ca2+ 

dans les cellules. 

4.4. Piezo1 

 Description 

Il existe deux types de canaux Piezo codés par les gènes Piezo1 et Piezo2 (ou précédemment 

connus sous les noms Fam38A et Fam38B respectivement). Décrit pour la première fois dans 

des neurones par Coste et al. [92], Piezo1 est un canal mécanosensible qui s’organise en un 

complexe homotrimérique [Figure 15] dont les monomères de 286 kDa composés de 38 

domaines transmembranaires forment une hélice à 3 pales entourant le pore du canal [93, 94]. 

Piezo1 est perméable aux cations (avec une perméabilité au Ca2+ supérieure à celle du sodium 

ou du césium) et possède une conductance unitaire d’environ 20 à 30 pS [92, 95]. 

Figure 15 : Structure de Piezo1. 
  

Vues extracellulaire et latérale de la reconstruction de Piezo1 par cryo-électromicroscopie à une 

résolution de 3.97 Å d’après Zhao et al. 2018 [93]. Les couleurs représentent les différentes sous-unités. 
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Piezo1 peut être activé par différents stimuli comme les forces de cisaillement, la tension 

membranaire, l’osmolarité ou encore les ultrasons [25] mais aussi par des agonistes sélectifs 

comme Yoda1 et Jedi1/2. 

 

 Piezo1 au niveau vasculaire pulmonaire 

Piezo1 est exprimé au niveau vasculaire et joue un rôle majeur dans le développement 

vasculaire in utero. En effet, sa délétion n’est pas viable et induit une mort embryonnaire chez 

les souris dont le remodelage vasculaire en réponse au flux sanguin a été perturbé [96]. 

Au niveau vasculaire pulmonaire, Piezo1 est exprimé à la fois dans les CE et dans les CML. 

Dans les CE, Piezo1 contribue à la relaxation des artères intrapulmonaires de souris [95] grâce 

à la production de NO par la eNOS [97]. Dans les CML, il participe à la contraction et la 

prolifération des cellules via l’activation d’un influx calcique (provenant du milieu 

extracellulaire et des stocks intracellulaires) [98]. Son expression est d’ailleurs augmentée dans 

les CML de patients souffrant d’HTP idiopathique, induisant une augmentation de la 

prolifération cellulaire [98]. 

 

 

 

4.5. Revue « Implication des canaux mécanosensibles Piezo1 et TRPV4 

dans l’hypertension pulmonaire » 

La mini-revue présentée ci-dessous et publiée dans la Revue des Maladies Respiratoires en 

2022, est une revue de vulgarisation décrivant l’intérêt de l’étude des canaux mécanosensibles 

Piezo1 et TRPV4 dans l’hypertension pulmonaire et leur implication au niveau des CE, CML 

et fibroblastes des artères pulmonaires.  
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5. Contraintes environnementales 

Différents facteurs sont impliqués dans le développement de l’HTP. D’une part, l’hypoxie, qui 

lorsqu’elle est chronique, peut mener à la pathologie, et qui sert donc de modèle à l’étude de 

l’HTP in vivo et in vitro. Et d’autre part, les contraintes mécaniques associées à 

l’augmentation des pressions subies par les cellules au sein des vaisseaux pulmonaires jouant 

un rôle important dans la dérégulation de la signalisation calcique. 

TRPV4 est un canal polymodal pouvant être sensible à différents facteurs physiques. De 

précédentes études ont permis de montrer son implication dans l’HTP, sa modulation par 

l’hypoxie, ainsi que sa mécanosensibilité. Ainsi, il semblerait que la variation de la 

concentration en O2 et les stress mécaniques soient des paramètres environnementaux 

importants dans l’activation et la régulation de SAC comme TRPV4. 

5.1. Hypoxie 

 Modèle d’hypoxie 

L’hypoxie se définit par une diminution du niveau de dioxygène (O2) par rapport à un niveau 

dit « normoxique ». La diffusion d’oxygène aux cellules est nécessaire à leur survie et 

croissance, et sa distribution (via diffusion passive ou système circulatoire) est un élément 

crucial au sein de la vie sur Terre. 

Au niveau atmosphérique, l’air sec contient 78.09 % de diazote (N2), 20.95 % de dioxygène et 

0.039 % de dioxyde de carbone (CO2) en plus d’autres gaz (< 1 %). On parle alors généralement 

de normoxie pour une concentration en O2 de 21 %. Le terme « normoxie » se réfère alors aux 

conditions atmosphériques de pressions partielles en O2 (PPO2) utilisées pour la culture 

cellulaire standard, et non aux réelles PPO2 dans le microenvironnement physiologique des 

cellules au sein d’un tissu, où l’on parle de « physioxie ». La physioxie est propre à chaque tissu 

et les PPO2 sont souvent bien plus faibles que les 0.21 atm utilisées en culture. Par la suite, les 

termes de « normoxie » et d’ « hypoxie » seront donc utilisés pour différencier les conditions 

de culture à 21 % d’O2 et 1 % ou 10 % d’O2, respectivement, dans les incubateurs. Les cellules 

peuvent ainsi être cultivées en hypoxie chronique à différents niveaux (1 % et 10 % O2 ici) 

pendant 48 h, un temps qui a été défini pour induire un niveau de calcium basal plus élevé et 

des réponses calciques plus importantes à l’hypoosmolarité dans des CMLAP en culture [18]. 

Dans ce cas, certains types d’incubateurs permettent l’injection de N2, et ainsi le contrôle du 

niveau d’O2 en dessous du niveau atmosphérique. À noter que dans un incubateur de culture 

cellulaire classique, le niveau de CO2 est maintenu à 5 %, et le pourcentage réel en O2 est alors 

inférieur à 21 % (autour de 18.6 %) [99]. Malgré tout, les cellules cultivées dans ces incubateurs 

seront dites normoxiques (21 % O2) correspondant à la concentration atmosphérique en O2. 

L’hypoxie est donc exprimée en concentration en O2 dans l’atmosphère mais la diffusion d’O2 

aux cellules passe par des échanges avec le milieu de culture. En effet, l’oxygène doit diffuser 

à travers le milieu sur une distance bien supérieure à la distance de diffusion dans des tissus de 

mammifères ( < 200 µm) [99]. Ainsi, bien que la concentration en O2 s’équilibre rapidement 

dans l’incubateur au niveau gazeux, la faible solubilité de l’O2 en milieu aqueux retarde 

l’équilibre en O2 dans le milieu de culture qui peut nécessiter plus de 3 h pour atteindre la PPO2 

voulue [100]. 

Pour l’étude de l’hypoxie chronique sur des durées longues, ce délai est acceptable. En 

revanche, cela pose problème pour l’étude de l’hypoxie aiguë sur des temps courts ne 

permettant pas aux cellules d’être soumises à une PPO2 faible instantanément. Ce problème 

peut être réglé en conditionnant des milieux en hypoxie pour que le milieu soit déjà à une 
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concentration en O2 désirée ou en bullant une solution avec du N2, ce qui accélère la diffusion 

et l’équilibration du milieu. 

Il existe des modèles animaux qui consistent à placer des animaux dans un caisson hypobare 

(0.5 atm où la PPO2 est diminuée de moitié par rapport au milieu atmosphérique soit 0.1 atm 

équivalent à 10 % O2). Ces modèles sont très utilisés pour le rat et la souris. Ils développent 

une HTP s’approchant de l’hypertension de groupe 3 après un séjour de 3 semaines en hypoxie. 

On parle alors d’animaux hypoxiques chroniques. Malgré l’augmentation de la pression 

pulmonaire, de la réactivité vasculaire et du remodelage vasculaire observés dans ce modèle, il 

ne permet pas la formation de lésions plexiformes chez ces animaux. Ces lésions peuvent se 

développer dans certains modèles animaux d’HTP sévères combinant l’hypoxie chronique à 

une injection de monocrotaline, ou l’hypoxie chronique couplée à une injection d’un bloqueur 

du récepteur du VEGF (modèle de rat Sugen [SU5416] + hypoxie). 

 

 Espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

Les ROS (Reactive Oxygen Species) sont des espèces réactives de l’oxygène, dont des radicaux 

libres comme l’anion superoxide (O2
.-), le radical hydroxyl (.OH), et des oxydants non radicaux 

comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et l’oxygène singulet (1O2) [101, 102]. 

En conditions physiologiques, la production de ROS est très régulée, participant à la 

signalisation cellulaire (en tant que messagers secondaires) et dont l’excès peut provoquer un 

stress oxydatif. Les sources de ROS peuvent être endogènes (chaîne de transport des électrons 

mitochondriale [Figure 16], NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) oxydases 

(NOX)) ou exogènes (provenant de radiations, polluants, xénobiotiques subissant des cycles 

d’oxydoréduction) [101]. Pour protéger des dommages causés par un stress oxydatif, des 

antioxydants (endogènes comme par exemple la superoxide dismutase, ou exogènes comme la 

vitamine C) peuvent prévenir, réduire ou réparer ces dommages induits par les ROS [101]. 

Ceux-ci peuvent soit directement détoxifier les ROS déjà formés ; on parle alors de « ROS 

scavanger » ; soit inhiber leur formation ou encore réparer les dommages causés. Un stress 

oxydatif va donc être provoqué par un déséquilibre de la balance ROS / antioxydants en faveur 

d’une production de ROS ou par une diminution de l’activité des antioxydants. Le stress 

oxydatif peut mener à une dysfonction cellulaire voire la mort cellulaire [101]. 

En réponse à l’hypoxie, les cellules voient leur métabolisme modifié, en association avec des 

variations des niveaux de transcription et d’expression protéique. Parmi ces modifications, 

l’hypoxie induit notamment la stabilisation de facteurs de transcription HIF (Hypoxia Inducible 

Factors) favorisant la transcription de nombreux gènes impliqués dans diverses fonctions 

cellulaires. L’expression de protéines impliquées dans la glycolyse va être augmentée alors que 

les voies dépendantes de l’oxygène vont être réduites via une altération de la structure et donc 

de l’activité des complexes de la chaîne d’électrons [103]. 

Les mitochondries sont particulièrement affectées par un manque en dioxygène et la production 

de ROS via la chaîne respiratoire augmente lors d’une importante diminution de la PPO2 [102] ; 

mais cette augmentation doit être régulée afin d’éviter une surproduction conduisant à la mort 

cellulaire [103]. L’hypoxie altère également la fusion et fission mitochondriales ainsi que la 

mitophagie et la phosphorylation oxydative via un remodelage de la chaîne de transport des 

électrons et de l’activité du cycle de Krebs [103]. À noter qu’en condition physiologique, les 

mitochondries produisent davantage de ROS lorsque la chaîne respiratoire fonctionne à faible 

régime, que le potentiel de membrane mitochondrial est élevé ou que les flux d’électrons sont 

altérés au niveau des complexes respiratoires, majoritairement par les complexes I et III [104]. 
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En plus des mitochondries, la production de ROS en réponse à l’hypoxie est également 

favorisée au niveau des NOX à la membrane plasmique [102]. 

 

 Effet de l’hypoxie sur les TRP 

Les effets de l’hypoxie aiguë ont été étudiés sur l’activation de TRPV1 en perfusant de l’azote 

en direct dans le milieu de cellules HEK293T pour atteindre une PPO2 de 3 % [105]. L’hypoxie 

semble, d’une part, induire l’activation de TRPV1 mais d’autre part, diminuer la réponse 

TRPV1 à la capsaïcine. L’implication des ROS intra- et extracellulaires a été mise en évidence 

pour expliquer ces effets opposés. En effet, sous hypoxie, une diminution des ROS 

extracellulaires ou une augmentation des ROS intracellulaires favorisent l’activation de TRPV1 

alors qu’une augmentation des ROS extracellulaires ou une diminution des ROS intracellulaires 

entraînent une inhibition de TRPV1 [105]. Il a également été décrit que l’application de tert-

butyl hydroperoxide (t-BOOH) (un donneur de ROS qui induit la production de ROS 

intracellulaires) favorise la transmission synaptique excitatrice dans les neurones de la corne 

dorsale de la colonne vertébrale de rat via l’activation des canaux TRPV1 et TRPA1 [106]. Au 

niveau d’artères pulmonaires, une signalisation dépendant de l’H2O2 est impliquée dans la 

vasoconstriction [107]. Dans des CMLAP, l’ajout d’H2O2 dans une pipette de patch-clamp en 

configuration cellule attachée augmente la probabilité d’ouverture des SAC pouvant jouer un 

rôle dans la contractilité des artères. En parallèle, l’H2O2 favorise la phosphorylation de eNOS 

musculaire et donc son activation dépendante du Ca2+ permettant de contrebalancer ces effets 

contractiles [107]. 

D’autres études ont été effectuées en condition d’hypoxie chronique, où des cellules, voire des 

rats, sont exposés à des temps longs d’hypoxie. Des neurones du ganglion spinal soumis à 

18-20 h d’hypoxie à 4 % d’O2 présentent des courants entrants plus importants en réponse à la 

capsaïcine. L’hypoxie active HIF-1α dans les neurones du ganglion spinal et induit la 

translocation de PKCε qui va sensibiliser TRPV1 à son activation par la capsaïcine [108]. Chez 

Figure 16 : Production de ROS mitochondriales. 
  

En vert, complexes I à V de la chaîne respiratoire. En rouge, production de ROS (anion superoxide 

(O2
.-) et peroxyde d’hydrogène (H2O2)). Abréviations : CoQ = Coenzyme Q, CytC = cytochrome C, 

FAD = flavine adénine dinucléotide, NADH = nicotinamide adénine dinucléotide, SOD = superoxyde 

dismutase. 
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un modèle d’hypertension artérielle pulmonaire de rat (SU5416/hypoxie), une augmentation de 

la production de ROS mitochondriales déclenche un influx de Ca2+ via TRPV4 jouant ensuite 

un rôle dans la dérégulation du signal calcique dans les CE d’artères pulmonaires menant à des 

réponses prolifératives et migratoires exacerbées [75]. Des CMLAP de rats normoxiques, 

cultivées en condition d’hypoxie chronique (48 h à 1 % O2), présentent une amplitude des 

réponses calciques via TRPV4 et des réponses migratoires associées plus élevées suggérant une 

modification de l’activité des canaux par l’hypoxie chronique [18]. En revanche, les CMLAP 

ne présentent pas de modification d’expression de TRPV1 et TRPV4, mais TRPV1 est 

transloqué à la membrane [18]. Ces travaux mettent en évidence l’importance d’étudier 

l’expression membranaire des canaux ioniques dont l’adressage peut être perturbé, ou qui 

peuvent être relocalisés en réponse à différents stress comme une stimulation mécanique ou à 

l’hypoxie. 

5.2. Hyperoxie 

 Hyperoxie et stress oxydatif 

L’hyperoxie se définit par un niveau en O2 supérieur à la normoxie. Elle est utilisée en clinique 

pour la prise en charge de patients souffrant notamment de sévères difficultés cardio-

respiratoires jusqu’à 100 % d’O2 même si les concentrations couramment utilisées varient entre 

50 et 60 % d’O2 [109]. De la même manière que décrit précédemment pour la normoxie et 

l’hypoxie, le terme « hyperoxie » se réfère aux conditions atmosphériques et non aux PPO2 au 

niveau tissulaire. En effet, les cellules cultivées en « normoxie » subissent déjà une hyperoxie 

par rapport à la « physioxie ». Le terme « hyperoxie » sera donc utilisé pour définir des 

conditions de culture supérieure à 21 % d’O2 dans les incubateurs (ici 60 % O2). Tout comme 

pour l’hypoxie, en culture cellulaire, l’équilibration du niveau d’O2 en milieu aqueux est un 

processus lent qui peut nécessiter plus de 3 h pour atteindre la PPO2 voulue [100]. 

En condition d’hyperoxie, la production de ROS par la chaîne de transport des électrons des 

mitochondries et par les NOX est augmentée, notamment O2.- qui peut ensuite être converti en 

d’autres ROS (H2O2, 
.OH) [Figure 17] [109, 110]. O2.- peut également réagir avec le NO pour 

former des péroxynitrites (ONOO-) qui sont des espèces réactives de l’azote (RNS, Reactive 

Nitrogen Species). Cette réaction, limitant la disponibilité du NO impliqué dans la 

vasodilatation au niveau vasculaire, va favoriser une vasoconstriction dite hyperoxique 

notamment au niveau du cœur, des muscles squelettiques et du cerveau [111, 112]. En revanche, 

aux niveaux pulmonaire et rénal, il n’y a pas de vasoconstriction en réponse à l’hyperoxie. 

Celle-ci semble peu affecter voire diminuer la pression artérielle pulmonaire mais les 

mécanismes sous-jacents ne sont pas encore complètement décrits [112]. Les ROS jouent aussi 

un rôle dans la péroxydation des lipides constituant les membranes affectant ainsi leur stabilité 

et leur fonction pouvant initier des voies inflammatoires ou apoptotiques [111]. En effet, la 

surproduction de ROS en hyperoxie peut activer les voies de transduction des MAPK, dont les 

voies ERK 1/2, JNK, p38 et ERK 5 [113]. La voie ERK 1/2 est impliquée dans le contrôle de 

la prolifération cellulaire, et sa phosphorylation en hyperoxie semble avoir un rôle à la fois de 

promoteur et d’inhibiteur de l’apoptose. L’activation de JNK en hyperoxie par les ROS et 

NOX1 déclenche des voies de stress et réponses immunitaires en plus de voies pro-

apoptotiques. L’effet de l’activation de cette voie va dépendre du stimulus hyperoxique pouvant 

induire soit un effet apoptotique, soit protecteur en augmentant la survie cellulaire [113]. La 

durée et l’intensité de l’hyperoxie subie par les cellules va donc déterminer différentes réponses 

physiologiques pouvant aller de la survie à l’apoptose, et de la contraction de certains vaisseaux 

à la dilatation d’autres vaisseaux, via de nombreuses voies de signalisation activées par les 

ROS. 
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Afin d’étudier la dysplasie broncho-pulmonaire, une complication pouvant se développer suite 

à l’assistance respiratoire chez les enfants prématurés, un modèle animal de ratons soumis à 

l’hyperoxie a été développé. Les ratons sont placés dans une chambre hyperoxique dans les 

24 h après leur naissance et sont exposés à 90 % O2 pendant 14 jours. Ces ratons présentent les 

caractéristiques de la dysplasie broncho-pulmonaire associée à une hypertension pulmonaire 

avec une augmentation de la pression systolique ventriculaire droite, une hypertrophie du 

ventricule droit, un remodelage vasculaire pulmonaire et une plus faible densité vasculaire 

pulmonaire [114]. 

 

 Effet de l’hyperoxie sur les TRP 

Les canaux TRP sont sensibles aux espèces réactives redox et notamment aux ROS. Parmi eux, 

TRPM2 a été identifié pour être activé par l’H2O2, TRPM7 par l’anoxie via les RNS, ou encore 

TRPV1, TRPC5 ou TRPA1 via des résidus Cystéines (Cys) [115]. En effet, les résidus Cys 

peuvent détecter des modifications redox dans l’environnement grâce à leur groupement 

sulfhydryle sensible aux modifications oxydatives. Concernant TRPV1 et TRPC5, ils sont 

activés via la modification des résidus Cys impliqués dans l’activation des canaux par le NO et 

H2O2 [115]. TRPA1, quant à lui, est également sensible au niveau d’O2 via des modifications 

oxydatives de ses résidus Cys, mais il est aussi affecté par l’hypoxie via l’hydroxylation de 

résidus Proline. TRPA1 (chez les mammifères) est directement sensible à l’hyperoxie qui induit 

une augmentation des courants et réponses calciques TRPA1 lors d’une perfusion d’une 

solution bullée avec de l’O2 [115]. 

  

Figure 17 : Production de ROS. 
  

D’après Rajput et al. 2021. 
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5.3. Stress mécaniques 

Au niveau cellulaire, il existe de nombreux stress mécaniques pouvant être perçus par les 

cellules. La déformation de la membrane plasmique est celle étudiée le plus couramment et peut 

être exercée par un étirement de la membrane directement via une pipette de patch-clamp, un 

« poke », un choc osmotique, des forces de cisaillement ou encore via des substrats flexibles. 

Mais les cellules sont également sensibles à la rigidité de la matrice extracellulaire ou de leur 

support de culture. De la même façon, les cellules peuvent être impactées par leur confluence, 

que ce soit au niveau des contraintes mécaniques subies (éventuellement forces de 

compression) ou bien de l’interaction entre les cellules. Au niveau physiologique, les cellules 

vasculaires sont notamment soumises à un étirement cyclique suivant le cycle cardiaque. Lors 

de nos travaux, nous nous sommes donc intéressés à deux types de stress mécaniques pouvant 

activer des SAC : la confluence et l’étirement cellulaires. 

 

 La confluence cellulaire 

La confluence cellulaire est un paramètre important dans l’étude de modèles cellulaires. En 

effet, une variation de la confluence peut modifier les contraintes mécaniques perçues par les 

cellules et les interactions entre les cellules dont la formation de jonctions. 

Une étude des propriétés mécaniques d’ostéoblastes et de fibroblastes en microscopie à force 

atomique a montré que l’augmentation de la confluence induisait une rigidité cellulaire plus 

importante [116]. En plus de cet effet mécanique, la densité cellulaire peut réguler différentes 

voies de signalisation. Elle augmente notamment l’expression la claudine-2 composant les 

jonctions serrées, ainsi que celle des protéines zonula occludens (ZO-1 et -2) qui sont 

impliquées dans la régulation de ces jonctions dans des cellules de lignée épithéliale [117]. Les 

contacts entre cellules permettent également de contrôler leur croissance et prolifération [118]. 

La modification de la confluence cellulaire peut aussi impacter les réponses calciques dans 

certains types cellulaires. En effet, une étude précédente a montré un effet de la confluence sur 

des cellules ostéoblastiques (MC3T3-E1) [119]. Celles-ci présentaient une concentration en 

calcium intracellulaire basal plus importante dans des cultures à forte densité cellulaire par 

rapport à des cellules cultivées à faible densité et les réponses calciques à différents agonistes 

étaient moins importantes à forte densité. L’étude suggère une implication de la densité 

cellulaire et de la formation des jonctions cellulaires dans la diminution de l’expression de 

récepteurs à l’IP3 et du réticulum endoplasmique lisse menant à des réponses calciques 

atténuées dans les cellules MC3T3-E1 [119]. Mais les contacts entre cellules peuvent aussi 

jouer sur la sélectivité fonctionnelle de ligands, comme il a été montré dans une étude sur des 

cellules HEK-293 où certains ligands du récepteur β2-adrénergique induisaient une 

augmentation de l’AMPc intracellulaire sans activer ERK, seulement en condition de culture à 

forte densité cellulaire [120]. La confluence cellulaire semble d’ailleurs être un paramètre 

important dans l’étude de la voie de signalisation de l’AMPc. En effet, Belacel-Ouari et al. ont 

également mis en évidence l’influence de la densité cellulaire sur les réponses des récepteurs 

β1- et β2-adrénergiques dans des CML vasculaires de rats. À forte confluence, les réponses à 

l’isoprénaline impliquaient les récepteurs β1- et β2-adrénergiques, alors qu’à faible confluence, 

seulement les récepteurs β2-adrénergiques étaient impliqués, et l’augmentation de la 

concentration en AMPc était moins importante par rapport aux cellules cultivées à forte densité 

[121]. La modification de cette voie de signalisation par la confluence cellulaire peut jouer un 

rôle important dans différents processus physiologiques comme la contraction, la prolifération 

ou la migration. 
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 Composition membranaire en cholestérol 

La composition lipidique des membranes cellulaires varie selon l’environnement cellulaire, 

pouvant modifier leur rigidité. La confluence cellulaire induit des changements dans les 

proportions en acide phosphatidique, diacylglycérol et cholestérol membranaires [122]. Le 

cholestérol est notamment impliqué dans le remodelage de la membrane plasmique dépendant 

de la confluence dans des cellules endothéliales, induisant la redistribution de cavéoline et la 

régulation de la formation de jonctions adhérentes [123]. Ainsi, une modification de la quantité 

de cholestérol membranaire induit une modification de la rigidité pouvant impacter l’activation 

de canaux mécanosensibles tels que TRPV4. En effet, il a été montré que l’étirement cyclique 

pouvait également induire une diminution du ratio cholestérol/phosphatidylcholine au niveau 

membranaire et que le cholestérol régule l’activation de TRPV4 en réponse au GSK, son 

agoniste, ou à l’étirement [124]. 

L’hypoxie chronique peut également influencer la composition lipidique membranaire. Une 

étude a montré que des rats-taupes nus exposés à une hypoxie chronique présentaient un plus 

faible taux métabolique associé à une altération de l’abondance en cholestérol membranaire 

(diminution dans le cerveau et le foie et augmentation au niveau du cœur, des muscles et des 

reins) [125]. De plus, l’hypoxie chronique induit l’oxydation du cholestérol, pouvant altérer la 

dynamique des rafts lipidiques, comme démontré dans des neurones de l’hippocampe où la 

translocation du récepteur de la tyrosine kinase β était réduite [126]. 

Ainsi, la composition lipidique membranaire peut varier selon la confluence cellulaire ou en 

condition d’hypoxie. La modification de la proportion en cholestérol peut alors jouer un rôle 

important dans la rigidité membranaire et dans l’organisation des rafts lipidiques. De telles 

variations peuvent donc impacter différentes voies de signalisation via la modulation de 

l’activité de protéines mécanosensibles ou en dérégulant l’adressage de protéines notamment 

via l’altération des rafts lipidiques. 

 

 Effet de l’étirement 

Au niveau vasculaire, les CMLAP sont également soumises à des contraintes mécaniques dues 

à la pression sanguine et aux tensions pariétales, et subissent donc un étirement. De précédentes 

expériences réalisées dans le laboratoire (résultats non publiés, cf. Thèse de Thibaud Parpaite 

[127]) ont montré que l’étirement cyclique dit « pathologique » de CMLAP de souris in vitro 

induisait une augmentation des réponses calciques à un agoniste de TRPV4, une relocalisation 

du canal à la membrane dans des zones à plus faible confluence, une prolifération des CMLAP 

ainsi qu’une réorganisation des cellules qui s’alignaient perpendiculairement à l’axe 

d’étirement. Cet alignement n’avait pas lieu pour des CMLAP issues de souris TRPV4-KO. 

L’étirement physiologique des CML ne dépasse normalement pas 10 à 12 % d’étirement par 

rapport à leur longueur au repos [128]. Les niveaux physiologiques de tonus myogénique et 

pression luminale dans les artères pulmonaires sont très faibles et induisent une inhibition de la 

prolifération, une régulation du tonus et permettent un maintien du phénotype contractile 

normal des CML vasculaires. Lors d’une vasoconstriction maintenue, par exemple due à une 

hypoxie alvéolaire, l’étirement des CML augmente en raison d’une constriction des vaisseaux. 

On parle d’un étirement supraphysiologique lorsqu’il atteint 20 %. Des CMLAP soumises à un 

étirement cyclique supraphysiologique prolifèrent en réponse à l’ONOO- dérivé de NOS-1 

[128]. 

La culture de cellules endothéliales d’artères pulmonaires humaines sous étirement cyclique 

uniaxial à 20 % d’étirement à une fréquence de 1 Hz induit des changements morphologiques 

après 15 min d’étirement. Les cellules commencent à s’orienter perpendiculairement à l’axe 
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d’étirement au bout de 30 min et le pourcentage de cellules orientées augmente avec le temps 

atteignant plus de 90 % des cellules perpendiculaires à l’axe d’étirement après 2 h [19]. Cet 

alignement s’accompagne d’une réorientation des fibres de stress. En revanche, il n’y a pas 

d’alignement si l’étirement a lieu en absence de Ca2+ extracellulaire ou en présence de Gd3+ 

suggérant une implication des SAC et de l’augmentation de la concentration calcique 

intracellulaire induite dans l’alignement en réponse à l’étirement [127]. 
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TRPV4 est un canal cationique polymodal qui participe à de nombreux processus 

physiopathologiques notamment au niveau de la circulation pulmonaire où il est impliqué dans 

l’hypertension pulmonaire. De précédents résultats montrent que les CMLAP de rats présentent 

une homéostasie calcique dérégulée lors de l’hypertension pulmonaire et tout particulièrement 

en condition d’hypoxie chronique, menant à leur prolifération et à leur migration [68, 74]. Ces 

réponses sont dues en partie à une modification de l’activité de TRPV4. En effet, de précédentes 

études ont montré une surexpression de TRPV4 dans des artères intrapulmonaires de rats 

hypoxiques chroniques associée à une augmentation de l’amplitude des courants enregistrés en 

réponse à un agoniste de TRPV4 dans des CMLAP de rats hypoxiques [68]. De plus, un 

conditionnement de CMLAP en hypoxie à 1 % d’O2 pendant 48 h entraîne une augmentation 

des réponses calciques en réponse à une stimulation avec une solution hypotonique ou à un 

agoniste de TRPV4, et une augmentation de la probabilité d’ouverture de canaux en réponse à 

un étirement de la membrane [18]. 

 

Ainsi, l’hypoxie semble capable de moduler les réponses médiées par TRPV4. Cependant, les 

types de modifications qui s’appliquent en réponse à l’hypoxie restent encore méconnus 

(expression et/ou activité), à savoir s’il y a notamment des modifications de conformation du 

canal, de conductance, d'interaction avec des protéines partenaires ou bien une relocalisation 

de celui-ci. Grâce à l'utilisation de sondes adaptées, la technique de BRET permet d’étudier ces 

différents paramètres. Dans le cadre d’un projet en collaboration avec l’équipe du Dr Yann 

Percherancier du laboratoire de l’Intégration du Matériau au Système (Université de Bordeaux), 

différentes sondes BRET ont été produites pour répondre à ces questions (les sondes BRET 

seront détaillées dans la partie « Constructions BRET »). Parmi celles-ci, des sondes 

intermoléculaires pour évaluer des interactions protéiques, des sondes de première génération 

intramoléculaires associées à TRPV4 permettant d’étudier les changements conformationnels 

et enfin des sondes de seconde génération pour évaluer le passage d’espèces ioniques 

directement dans le nanoenvironnement du canal TRPV4 ont été utilisées. Un des objectifs de 

ce projet était d’utiliser la technique de BRET afin d’étudier l’effet de différents facteurs 

physiques comme la température, les radiofréquences, l’étirement et l’hypoxie sur différents 

canaux ioniques. Lors de ma thèse, je me suis donc intéressée aux effets de l’hypoxie sur 

TRPV4. Or, TRPV4 étant un canal mécanosensible, celui-ci peut également être affecté par 

d’autres paramètres physiques comme la densité cellulaire pouvant modifier la rigidité 

membranaire [116] et ainsi moduler l’activité du canal. Dans ce contexte, l’impact de la 

confluence cellulaire sur les réponses TRPV4 en hypoxie a été évalué [Figure 18]. 

 

Le premier objectif de ma thèse était donc de vérifier la fonctionnalité des sondes BRET et de 

caractériser l’activité du canal TRPV4 en présence de ces sondes par rapport au canal contrôle. 

Pour cela, la caractérisation fonctionnelle de TRPV4 exprimé dans des HEK293T a été 

effectuée pour les différentes constructions grâce à la technique de patch-clamp en 

configuration « cellule attachée » où différents paramètres (amplitude de courant unitaire, 

conductance unitaire, probabilité d’ouverture, occurrence des courants) ont été analysés. Ces 

résultats ne sont pas présentés dans une unique partie mais sont inclus aux autres résultats de 

ma thèse (figures supplémentaires des articles notamment). 

 

Le deuxième objectif de ma thèse était d’étudier les effets de l’hypoxie sur TRPV4 selon la 

confluence cellulaire. Pour répondre à ces questions, les courants et les réponses calciques 

médiés par TRPV4 ont été mesurés dans des cellules cultivées en conditions de normoxie ou 

d’hypoxie chronique (1 % O2 pendant 48 h) ensemencées soit à faible densité (non confluentes, 
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1x104 cellules/cm²), soit à forte densité (confluentes, 3x105 cellules/cm²). Pour compléter ces 

premiers résultats, le but était d’élucider la manière dont TRPV4 est affecté par la confluence 

et l’hypoxie. Afin d’évaluer le passage des ions Ca2+ au niveau du canal, l’interaction avec 

différents partenaires, et une éventuelle relocalisation, des sondes BRET intramoléculaires et 

intermoléculaires (décrites dans la partie « Constructions BRET ») ont été utilisées. La 

technique de BRET a également été complétée par d’autres approches afin de mettre en 

évidence la relocalisation du canal en condition d’hypoxie en imagerie confocale et par 

biotinylation de protéines de surface. Différents niveaux d’hypoxie chronique ont été étudiés 

grâce aux sondes BRET intramoléculaires et intermoléculaires, notamment à 1 % O2 et à 10 % 

O2 pendant 48 h correspondant à une hypoxie chronique intermédiaire. 

 

Le troisième objectif de ma thèse était d’étudier l’activation de TRPV4 en réponse à l’hypoxie 

aiguë. La technique de BRET permettant des mesures directes en temps réel, l’effet de l’hypoxie 

aiguë sur TRPV4 a été évalué en utilisant ces mêmes sondes BRET. En effet, bien que les effets 

de l’hypoxie chronique sur TRPV4 aient été très étudiés, ceux de l’hypoxie aiguë sur ce canal 

sont très peu décrits dans la littérature. Or, bien que l’hypoxie chronique, étant notamment 

impliquée dans l’HTP, joue un rôle dans la modulation de TRPV4, l’hypoxie aiguë, qui peut 

avoir lieu ponctuellement au niveau des vaisseaux lors d’une hypoxie alvéolaire localisée, 

pourrait également moduler l’activité de TRPV4. Son activation pourrait ainsi participer au 

mécanisme de vasoconstriction hypoxique. Les expériences ont donc été réalisées avec un 

spectrophotomètre qui permet la mesure du BRET directement dans les incubateurs en 

normoxie et en hypoxie, où le niveau d’O2 peut être ajusté au cours du temps. 

 

Enfin, afin de mettre en évidence la modulation de TRPV4 par la concentration en O2, le 

quatrième objectif de ma thèse était d’étudier l’activation du canal en réponse à l’hyperoxie. 

Différentes sondes BRET ont été utilisées, et les cellules ont été cultivées en hyperoxie 

chronique (60 % O2).  

Figure 18 : Schéma récapitulatif des objectifs de la thèse. 
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1. Cellules utilisées 

1.1. HEK293T 

Des cellules de lignées HEK293T (ATCC #CRL 11554) ont été utilisées. Ce sont des cellules 

épithéliales embryonnaires issues de rein fœtal humain. L’ensemencement pour les expériences 

a été réalisé soit à 1x104 cellules / cm² correspondant à une « faible » densité, soit à 3x105 

cellules / cm² correspondant à une « forte » densité cellulaire. 

1.2. Cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires humaines 

Les cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires humaines (hCMLAP) ont été obtenues 

par explants sur des artères issues de lobectomies (CMLAP intrapulmonaires) ou de greffons 

pulmonaires de patients (CMLAP extrapulmonaires) grâce à une collaboration avec le CHU de 

Bordeaux. Ces cellules ont été utilisées jusqu’au 6e passage. 

1.3. Culture des cellules 

Les cellules en culture ont été cultivées dans un incubateur humide à 37°C, 21 % O2, 74 % N2 

et 5 % CO2 (condition de normoxie) dans un milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium) (Sigma-Aldrich® D0822) supplémenté en acides aminés non essentiels (1 %) (Sigma 

M7145), antibiotiques (1 %) (Sigma-Aldrich® A5955) et Sérum de Veau Foetal (10 %) 

(Eurobio 5256 puis Eurobio S73136). 

Les passages ont été réalisés lorsque les cellules ont atteint la confluence. Après rinçage au 

PBS, les cellules ont été laissées 3 min à 37°C en présence de Trypsine-EDTA (T3924 Sigma). 

Du milieu avec sérum a été ajouté pour inhiber l’action de l’enzyme, puis les cellules ont été 

centrifugées 5 min à 250 g avant d’être reprises dans du milieu et comptées à l’aide d’un 

compteur de cellules (LUNA Automated Cell Counter Logos Biosystems) avant 

ensemencement. 

Afin d’étudier l’effet de la concentration de dioxygène, des cellules ont été cultivées soit dans 

des conditions d’hypoxie 1 % O2 (94 % N2 et 5 % CO2) ou 10 % O2 (85 % N2 et 5 % CO2), soit 

dans des conditions d’hyperoxie 60 % O2 (35 % N2 et 5 % CO2) pendant 48 h (chronique) dans 

un incubateur tri-gaz (Heracell 150i, ThermoScientific). De précédentes études au laboratoire 

[18] ont permis de déterminer ces valeurs pour l’étude de l’hypoxie chronique in vitro sur des 

CMLAP. En effet, après 48 h de culture en hypoxie (1 ou 10 % O2), les CMLAP présentaient 

une [Ca2+]i plus élevée, et un pourcentage de cellules répondantes ainsi qu’une amplitude de 

réponse calcique augmentés par rapport aux cellules cultivées en normoxie. En revanche, après 

24 h de culture en hypoxie, que ce soit à 1 ou 10 % O2, ni le pourcentage de cellules répondantes, 

ni l’amplitude de réponse calcique induite par l’hypotonicité n’étaient modifiés.  
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2. Vecteurs / sondes 

Toutes les séquences des vecteurs utilisés sont disponibles dans la section Supplementary 

Material au lien suivant : https://www.mdpi.com/2218-273X/12/7/954. 

2.1. Séquences 

pcDNA3.1 - Lac Z (vecteur vide) 

GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG

CCGCATAGTTAAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGC

GAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGC

TTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATT

GATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATAT

GGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCC

CCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCA

TTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTA

TCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTA

TGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATC

GCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGAC

TCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAA

AATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGT

AGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACT

GCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGT

TTAAACTTAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCGACCAGGTTGAGACGATTTACACTTTAT

GCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG

CTATGACCATGATTACGCCAAGCTCGGAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGTTTGC

ATGCCTGCAGGTCGACTCTTGAGGACCCCCGGGTACCGAGCTCGAACTCGCCCTATAGTG

AGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCG

TTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCCTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAG

AGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGTAGCCTGAATGGCGAATGGCGCGACG

CGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTA

CACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTC

GCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTT

TACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGTCGTCTCAGGAAGAATTCTGCAGATATC

CAGCACAGTGGCGGCCGCTCGAGTCTAGAGGGCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGA

CTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTG

GAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTG

AGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTG

GGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAA

GAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCG

GCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCT

CCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAA

TCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTT

GATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGA

CGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCC

TATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAA

AATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAG

GGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATT

AGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGC

ATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAA

CTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGA

GGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGG

CCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAAGA

GACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGC

https://www.mdpi.com/2218-273X/12/7/954
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CGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGA

TGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCT

GTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGA

CGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGC

TATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAG

TATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATT

CGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTG

TCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCC

AGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGC

TTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTG

GGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTT

GGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAG

CGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGAAAT

GACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTA

TGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGG

GGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTAC

AAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTT

GTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTA

GAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATT

CCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAG

CTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGC

CAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCT

TCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAG

CTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAAC

ATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTT

TTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTG

GCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCG

CTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGC

GTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCA

AGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACT

ATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTA

ACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCT

AACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACC

TTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTTTT

TTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATC

TTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATG

AGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCA

ATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCA

CCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGA

TAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACC

CACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGC

AGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTA

GAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCG

TGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCG

AGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTT

GTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCT

CTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCAT

TCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATA

CCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAA

AACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCA

ACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGC

AAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTC

CTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTG

AATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC

CTGACGTC 
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mNeonGreen (accepteur d’énergie) 

CGTCTCGAGGTCAAGCTTGGATCCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACAT

GGCCTCTCTCCCAGCGACACATGAGTTACACATCTTTGGCTCCATCAACGGTGTGGACTTT

GACATGGTGGGTCAGGGCACCGGCAATCCAAATGATGGTTATGAGGAGTTAAACCTGAA

GTCCACCAAGGGTGACCTCCAGTTCTCCCCCTGGATTCTGGTCCCTCATATCGGGTATGGC

TTCCATCAGTACCTGCCCTACCCTGACGGGATGTCGCCTTTCCAGGCCGCCATGGTAGATG

GCTCCGGATACCAAGTCCATCGCACAATGCAGTTTGAAGATGGTGCCTCCCTTACTGTTA

ACTACCGCTACACCTACGAGGGAAGCCACATCAAAGGAGAGGCCCAGGTGAAGGGGACT

GGTTTCCCTGCTGACGGTCCTGTGATGACCAACTCGCTGACCGCTGCGGACTGGTGCAGG

TCGAAGAAGACTTACCCCAACGACAAAACCATCATCAGTACCTTTAAGTGGAGTTACACC

ACTGGAAATGGCAAGCGCTACCGGAGCACTGCGCGGACCACCTACACCTTTGCCAAGCC

AATGGCGGCTAACTATCTGAAGAACCAGCCGATGTACGTGTTCCGTAAGACGGAGCTCAA

GCACTCCAAGACCGAGCTCAACTTCAAGGAGTGGCAAAAGGCCTTTACCGATGTGATGG

GCATGGACGAGCTGTACAAGCGCATGCAAGATGCCTGAGACG 

Calflux (senseur calcique) 

CGTCTCGTGCCAGCGAAGAAGAGCTATCAGAGTGCTTTCGCATTTTTGACAAGGATGGAA

ATGGTTTCATCGACAGGGAGGAATTTGGAGACATCATCCGCCTTACTGGAGAACAGCTCA

CAGATGAGGATCCCGATGAGATATTTGGAGATTCAGACACAGACAAAAATGGAAGGATT

GACTTTGATGAGTTCCTGAAGATGGTGGAGAATGTCCAGCCTCTGGCCGAGCTCTGAGAC

G 

nanoLuciférase (donneur d’énergie exprimé en Nter de TRPV4) 

CGTCTCGGCTCATGGTCTTCACACTCGAAGATTTCGTTGGGGACTGGCGACAGACAGCCG

GCTACAACCTGGACCAAGTCCTTGAACAGGGAGGTGTGTCCAGTTTGTTTCAGAATCTCG

GGGTGTCCGTAACTCCGATCCAAAGGATTGTCCTGAGCGGTGAAAATGGGCTGAAGATCG

ACATCCATGTCATCATCCCGTATGAAGGTCTGAGCGGCGACCAAATGGGCCAGATCGAAA

AAATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGATCATCACTTTAAGGTGATCCTGCACTATGG

CACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACATGATCGACTATTTCGGACGGCCGTATGA

AGGCATCGCCGTGTTCGACGGCAAAAAGATCACTGTAACAGGGACCCTGTGGAACGGCA

ACAAAATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGCTCCCTGCTGTTCCGAGTAACCA

TCAACGGAGTGACCGGCTGGCGGCTGTGCGAACGCATTCTGGCGGTACCGGTGAATTCTT

GAGACG 

CAAX tag (avec STOP) (peptide d’ancrage membranaire exprimé en Cter de TRPV4) 

CGTCTCATTCTGGTGGAGGCGGATCTGGATCCGCCGGTACCATGGCCAGCAACAACACCG

CCAGCGGTGGGAAAAAGAAGAAAAAGAAGTCAAAGACAAAGTGTGTAATTATGTGACCG

CTCGAGTCTAGAGGAATGAGACG 

TRPV4 N-term (TRPV4 partie Nter) 

CGTCTCATTCTGGTGGAGGCGGATCTATGGCGGATTCCAGCGAAGGCCCCCGCGCGGGGC

CCGGGGAGGTGGCTGAGCTCCCCGGGGATGAGAGTGGCACCCCAGGTGGGGAGGCTTTT

CCTCTCTCCTCCCTGGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGATGGCTCCCTTTCGCCCTCACCGG

CTGATGCCAGTCGCCCTGCTGGCCCAGGCGATGGGCGACCAAATCTGCGCATGAAGTTCC

AGGGCGCCTTCCGCAAGGGGGTGCCCAACCCCATCGATCTGCTGGAGTCCACCCTATATG

AGTCCTCGGTGGTGCCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATGGACTCACTGTTTGACTACGGCA

CCTATCGTCACCACTCCAGTGACAACAAGAGGTGGAGGAAGAAGATCATAGAGAAGCAG

CCGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGCCCCTCAGCCGCCCCCCATCCTCAAAGTCTTCAACCGG

CCTATCCTCTTTGACATCGTGTCCCGGGGCTCCACTGCTGACCTGGACGGGCTGCTCCCAT

TCTTGCTGACCCACAAGAAACGCCTAACTGATGAGGAGTTTCGAGAGCCATCTACGGGGA

AGACCTGCCTGCCCAAGGCCTTGCTGAACCTGAGCAATGGCCGCAACGACACCATCCCTG

TGCTGCTGGACATCGCGGAGCGCACCGGCAACATGAGGGAGTTCATTAACTCGCCCTTCC

GTGACATCTACTATCGAGGTCAGACAGCCCTGCACATCGCCATTGAGCGTCGCTGCAAAC

ACTACGTGGAACTTCTCGTGGCCCAGGGAGCTGATGTCCACGCCCAGGCCCGTGGGCGCT

TCTTCCAGCCCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCTACTTTGGGGAGCTGCCCCTGTCGCTGG

CTGCCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCTGACGGAGAACCCCCACAAGAAGG
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CGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGCAACACAGTGCTGCATGCGCTGGTGGCCATT

GCTGACAACACCCGTGAGAACACCAAGTTTGTTACCAAGATGTACGACCTGCTGCTGCTC

AAGTGTGCCCGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGGCCGTGCTCAACAACGACGGCCTC

TCGCCCCTCATGATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATTGGGATCTTTCAGCACATCATCCGG

CGGGAGGTGACGGATGAGGACACACGGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTA

TGGGCCAGTGTATTCCTCGCTTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGC

CTCCGTGCTGGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCGCCACGAGATGCTGGC

TGTGGAGCCCATCAATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGCGCAAGTTCGGGGCCTTCTCCTT

CTACATCAACGTGGTCTCCTACCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACTCTCACCGCCTACTAC

CAGCCGCTGGAGGGCACACCGCCGTACCCTTACCGCACCACGGTGGACTACCTGCGGCTG

GCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTGGGGTCCTGTTCTTCTTCACCAACATCAAAGACT

TGAGACG 

TRPV4 C-term (avec STOP) (TRPV4 partie Cter sans fusion de sonde en Cter) 

CGTCTCAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCTCTCTTCATTGATGGCTCC

TTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCGTGTCAGCAGCCCTCTACCTGG

CAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATG

CCCTTTACTTCACCCGTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCCAGAAGA

TTCTCTTCAAGGACCTTTTCCGATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTACGCT

TCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATGAGGACCAG

ACCAACTGCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGAGACCTTCAGCACCTTC

CTCCTGGACCTGTTTAAGCTGACCATCGGCATGGGCGACCTGGAGATGCTGAGCAGCACC

AAGTACCCCGTGGTCTTCATCATCCTGCTGGTGACCTACATCATCCTCACCTTTGTGCTGC

TCCTCAACATGCTCATTGCCCTCATGGGCGAGACAGTGGGCCAGGTCTCCAAGGAGAGCA

AGCACATCTGGAAGCTGCAGTGGGCCACCACCATCCTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCG

TATTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTGGGGAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGCTCGGACG

GCACTCCTGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGTGGATGAGGTGAACTGGTCTCACTGGAACC

AGAACTTGGGCATCATCAACGAGGACCCGGGCAAGAATGAGACCTACCAGTATTATGGC

TTCTCGCATACCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCCTCGGTGGTACCCCGCGTG

GTGGAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTGGTGGTGCCTCTGGACAGCATGGG

GAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGGTTACCCCCGCAAGTGGAGGACTGATGACG

CCCCGCTCTAGGTACGGAATGAGACG 

TRPV4 C-term (sans STOP) (TRPV4 partie Cter avec fusion de sonde en Cter) 

CGTCTCAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCTCTCTTCATTGATGGCTCC

TTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCGTGTCAGCAGCCCTCTACCTGG

CAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCTGGATGAATG

CCCTTTACTTCACCCGTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCCAGAAGA

TTCTCTTCAAGGACCTTTTCCGATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTACGCT

TCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATGAGGACCAG

ACCAACTGCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGAGACCTTCAGCACCTTC

CTCCTGGACCTGTTTAAGCTGACCATCGGCATGGGCGACCTGGAGATGCTGAGCAGCACC

AAGTACCCCGTGGTCTTCATCATCCTGCTGGTGACCTACATCATCCTCACCTTTGTGCTGC

TCCTCAACATGCTCATTGCCCTCATGGGCGAGACAGTGGGCCAGGTCTCCAAGGAGAGCA

AGCACATCTGGAAGCTGCAGTGGGCCACCACCATCCTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCG

TATTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTGGGGAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGCTCGGACG

GCACTCCTGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGTGGATGAGGTGAACTGGTCTCACTGGAACC

AGAACTTGGGCATCATCAACGAGGACCCGGGCAAGAATGAGACCTACCAGTATTATGGC

TTCTCGCATACCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCCTCGGTGGTACCCCGCGTG

GTGGAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTGGTGGTGCCTCTGGACAGCATGGG

GAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGGTTACCCCCGCAAGTGGAGGACTGATGACG

CCCCGCTCGTACCGGTTGAGACG 

YFP (avec STOP) (Tag fluorescent exprimé en Cter de TRPV4 et utilisé pour l’imagerie 

confocale) 
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CGTCTCACGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATCTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC

ACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAG

CGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGCTGATCT

GCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGGGCTACGGCG

TGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCA

TGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAG

ACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGG

CATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACA

GCCACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGCCAACTTCAAG

ATCCGCCACAACATCGAGGACGGCGGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACAC

CCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCAA

GCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCG

CCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAATAACCGCTCGAGTCTAGAG

GAATGAGACG 

nLuc (avec STOP) (donneur d’énergie exprimé en Cter de TRPV4) 

CGTCTCACGGTGAATTCTGGTGGAGGCGGATCTATGGTCTTCACACTCGAAGATTTCGTTG

GGGACTGGCGACAGACAGCCGGCTACAACCTGGACCAAGTCCTTGAACAGGGAGGTGTG

TCCAGTTTGTTTCAGAATCTCGGGGTGTCCGTAACTCCGATCCAAAGGATTGTCCTGAGCG

GTGAAAATGGGCTGAAGATCGACATCCATGTCATCATCCCGTATGAAGGTCTGAGCGGCG

ACCAAATGGGCCAGATCGAAAAAATTTTTAAGGTGGTGTACCCTGTGGATGATCATCACT

TTAAGGTGATCCTGCACTATGGCACACTGGTAATCGACGGGGTTACGCCGAACATGATCG

ACTATTTCGGACGGCCGTATGAAGGCATCGCCGTGTTCGACGGCAAAAAGATCACTGTAA

CAGGGACCCTGTGGAACGGCAACAAAATTATCGACGAGCGCCTGATCAACCCCGACGGC

TCCCTGCTGTTCCGAGTAACCATCAACGGAGTGACCGGCTGGCGGCTGTGCGAACGCATT

CTGGCGTAACCGCTCGAGTCTAGAGGAATGAGACG 

 

2.2. Transfection 

Les cellules ont été transfectées en présence de polyéthylèneimine (PEI, linear, Mr 25000 ; Cat. 

No. 23966 Polysciences, Warrington, PA) avec un ratio de PEI : ADN de 4 : 1. Pour un puits 

d’une plaque 6 puits (10 cm²), 8 µg de PEI ont été utilisés pour 2 µg d’ADN total dans 200 µL 

d’Opti-MEM ® (Minimal Essential Medium (Gibco)). Après 30 min d’incubation à 37°C, le 

mélange a été incubé en présence des cellules en suspension avant leur ensemencement [129]. 
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3. Solutions d’enregistrement 

3.1. Solutions salines utilisées en patch-clamp 

Concentration (en mM) 
 

Cellule entière Cellule attachée  
Intrapipette Extracellulaire Intrapipette Extracellulaire 

NaCl - 135 140 - 

KCl - - - 140 

CsCl 130 5 - - 

EGTA 5 - - - 

MgCl2 5.5 1 1.2 1.2 

CaCl2 - 1 2.2 2.2 

Na2ATP 5 - - - 

Glucose - 10 14 14 

HEPES 5 10 10 10 

TEA - - 10 - 

Mannitol Qsp 290 mOsm Qsp 300 mOsm Qsp 310 mOsm Qsp 310 mOsm 

pH 7.2 (NaOH) 7.4 (NaOH) 7.4 (NaOH) 7.4 (KOH) 

Tableau 3 : Solutions salines pour le patch-clamp. 

3.2. KREBS-HEPES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3. Solution saline utilisée en BRET 

 

 

 

 

 

 

  

 Concentration (en mM) 

NaCl 118.4 

KCl 4.7 

CaCl2 2 

MgSO4 1.2 

NaHCO3 4 

KH2PO4 1.2 

HEPES 10 

6D-glucose 6 

Mannitol Qsp 300 mOsm 

pH 7.4 (NaOH) 

Tableau 4 : Composition de la 

solution saline KREBS-HEPES. 

 Concentration (en mM) 

NaCl 145 

KCl 5 

KH2PO4  4 

MgSO4 1 

Glucose 10 

HEPES 20 

CaCl2 1 

pH 7.4 (NaOH) 

Tableau 5 : Composition de la 

solution saline BRET. 
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4. Liste des agonistes, antagonistes et autres produits utilisés 

4.1. Agonistes 

Agoniste Canal Concentration utilisée Fournisseur Référence 

GSK1016790A TRPV4 100 nM Sigma G0798 

Capsaïcine TRPV1 10 µM Sigma  

Yoda1 Piezo1 20 µM Sigma SML1558 

Tableau 6 : Tableau des agonistes utilisés. 

4.2. Antagonistes 

Antagoniste Canal Concentration utilisée Fournisseur Référence 

HC067047 TRPV4 1 µM Sigma SML0143 

Tableau 7 : Tableau des antagonistes utilisés. 

4.3. Autres 

Produit Caractéristiques 
Concentration 

utilisée 
Fournisseur Référence 

Coélentérazine 

H 
Substrat Luciférase 5 µM 

Prolume 

Nanolight 

Technology 

301-1 

hCTZ 

Furimazine Substrat Luciférase 1/500e Promega 

Kit 

NanoGlo 

Luciferase 

Assay 

Fluo-4 AM 

Sonde calcique 

Kd  335 nM 

λexcitation 485 nm 

λémission 520 nm 

2 µM AAT Bioquest  20551 

Fura-2 LR 

AM (Fura-

PE3) 

Sonde calcique 

Kd 145 nM 

λexcitation 340 / 380 nm 

λémission 510 nm 

5 µM 
ION 

Biosciences 
IB-1061B 

Biotine 

EZ-Link™ Sulfo-NHS-

SS-Biotin – 

Biotinylation de surface 

0.5 mg/mL 
ThermoFisher 

Scientific  
21331 

Streptavidine 

Résine d’agarose 

streptavidine – 

Biotinylation de surface 

- 
ThermoFisher 

Scientific  
20349 

     

Tableau 8 : Tableau des produits utilisés. 
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5. Anticorps 

Anticorps Produit chez Dilution Fournisseur Référence 

TRPV4 Lapin 
IF 1/200 

WB 1/500 
Abcam ab191580 

TRPV4 

extracellulaire 
Lapin IF 1/100 Alomone ACC-124 

GAPDH Souris WB 1/1000 Sigma G8795 

-SMA Souris IF 1/500 Sigma A5228 

Calponine Lapin IF 1/500 Abcam ab46794 

Vimentine Souris IF 1/500 Sigma V6389 

Tableau 9 : Tableau des anticorps utilisés. 
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6. Patch-clamp 

6.1. Principe 

La technique de patch-clamp permet de mesurer l’intensité de courants ioniques au sein d’une 

membrane cellulaire [130]. Le principe repose sur la loi d’Ohm : U = R x I, où U est la tension 

(potentiel), R la résistance et I le courant. Cette relation peut également s’exprimer ainsi : 

I = U x G, où G est la conductance (G = 1/R). 

Une micropipette en verre remplie avec une solution ionique (conductrice) est mise en contact 

avec la membrane d’une cellule. Le but est de réaliser un scellement (« seal ») entre la 

membrane cellulaire contenant les canaux ioniques et la pipette en évitant les fuites afin 

d’obtenir un rapport signal / bruit optimal. 

Il existe différentes configurations de patch-clamp [Figure 19]. Tout d’abord, la configuration 

« cellule attachée », où le scellement est réalisé à l’aide d’une dépression dans la micropipette 

au niveau de la membrane cellulaire. Cette configuration permet la mesure de courants unitaires 

au niveau de la portion de membrane présente sous la pipette, on enregistre alors des courants 

issus de canaux unitaires. Il y a ensuite la configuration « cellule entière », où à partir de la 

configuration cellule attachée, une dépression supplémentaire est appliquée dans la pipette de 

patch afin d’arracher le morceau de membrane sous la pipette et de donner accès à la mesure 

de l’ensemble de l’activité des canaux à la membrane cellulaire, la mesure est alors 

multicanalaire. Enfin, le patch excisé comprend les configurations « inside-out » et 

« outside-out » qui s’obtiennent en éloignant la micropipette de la cellule après avoir réalisé un 

scellement à partir des configurations cellule attachée et cellule entière respectivement.   

 

Figure 19 : Schémas des différentes configurations en patch-clamp. 
  

Schéma des configurations « cellule attachée », « cellule entière », « Inside-out » et « Outside-out ». 
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Lors des mesures, la pipette est connectée à un amplificateur permettant d'enregistrer des 

amplitudes de courant I de l’ordre du picoampère (pA) et d’imposer un potentiel (ou tension 

U). On parle de patch-clamp en mode potentiel imposé (ou « voltage clamp ») où le potentiel 

est maintenu constant. Ainsi, les variations de courants dépendent de la conductance qui 

représente la facilité des ions à traverser le pore d’un canal membranaire. 

Lors de l’ouverture d’un canal, la conductance augmente (donc la résistance diminue) et le 

courant augmente avec le passage d’ions à travers le canal. Ce flux d’ions à travers le canal va 

dépendre du gradient électrochimique qui est la différence entre le potentiel imposé et le 

potentiel d’équilibre de l’ion concerné (Vimposé - Eion). Le potentiel d’équilibre d’un ion peut être 

calculé avec l’équation de Nernst :  

 

Eion = −
𝑅𝑇

𝑍𝐹
× ln (

[𝑖𝑜𝑛]𝑖𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑎𝑖𝑟𝑒

[𝑖𝑜𝑛]𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑎𝑖𝑟𝑒
) 

 

Avec R (constante des gaz parfaits) = 8.314 J.mol.K-1, T (température en Kelvin), F (constante 

de Faraday) = 96 485 C.mol-1 et Z (valence de l’ion). 

Le courant I est donc égal au produit de la conductance G et du gradient électrochimique de 

l’ion : I = G x (Vimposé - Eion). 

 

6.2. Procédure expérimentale 

Les cellules ont été placées dans un milieu extracellulaire correspondant au type 

d’enregistrement (cellule entière ou cellule attachée cf. Tableau 3). L’électrode de référence a 

été placée dans le milieu et les cellules ont été observées grâce à un microscope inversé (Nikon 

Diaphot). Les micropipettes en verre de borosilicate (GC150F-10, Harvard Apparatus, Phymep) 

ont été étirées à l’aide d’une étireuse (DMZ-Universal Puller) pour atteindre une résistance de 

6 à 9 MΩ pour des enregistrements en cellule attachée et 4 à 5 MΩ pour des enregistrements en 

cellule entière. Les pipettes étaient reliées à un système de contrôle de pression intrapipette 

(High Speed Pressure Clamp-1, AlaScience Scientific Instruments) permettant de réaliser le 

scellement où la résistance atteint 1 GΩ. Ce système permet également de réaliser des 

dépressions ou surpressions dans la pipette et ainsi enregistrer des courants en réponse à une 

déformation de la membrane. Le déplacement des micropipettes a été contrôlé avec un 

micromanipulateur (MHW-3, Narishige). Les enregistrements ont été effectués en voltage 

imposé en configuration cellule attachée pour les courants unitaires ou cellule entière pour les 

courants globaux. L’agoniste a été préalablement ajouté dans la pipette utilisée pour le 

scellement pour les enregistrements en configuration cellule attachée. Pour les enregistrements 

en configuration cellule entière, l’agoniste a été éjecté à l’aide d’une pipette d’éjection grâce à 

un système d’éjection pneumatique (Picospitzer). Les courants, après amplification à l’aide 

d’un amplificateur RK400 (Biologic) et filtration (Humsilencer), ont été enregistrés avec le 

logiciel pClamp11 (Molecular Devices). Les analyses ont été réalisées avec le logiciel Clampfit 

10.7 (Molecular Devices). 

 

6.3. Les protocoles d’enregistrements 

En configuration cellule entière, après le scellement, le potentiel a été imposé à -60 mV puis 

une rampe de potentiel a été appliquée de -60 à +60 mV pendant 650 ms toutes les 10 s pendant 

3 min. L’agoniste a été éjecté pendant 5 s après 4 rampes et les courants activés par l’agoniste 
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ont été déterminés par la différence du courant maximal après éjection de l’agoniste avec le 

courant moyen avant éjection pour un potentiel donné. Les courants ont ensuite été normalisés 

par la capacitance membranaire. 

En configuration cellule attachée, l’agoniste a été ajouté dans la pipette avant le scellement. 

Une fois celui-ci effectué, le potentiel a été imposé de -60 à +60 mV où les enregistrements ont 

été effectués pendant 1 s toutes les 2 s pendant 2 min. L’amplitude des courants unitaires a été 

déterminée ainsi que la probabilité d’ouverture et la conductance des canaux.  
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7. BRET (Transfert d’Énergie en Résonance de 

Bioluminescence) 

7.1. Contexte 

L’activation des canaux ioniques dont TRPV4 induit des changements conformationnels et des 

flux d’ions pouvant être étudiés grâce à des techniques de transfert d’énergie en résonance 

comme le BRET (Transfert d’Énergie en Résonance de Bioluminescence). L’étude de ces 

canaux ioniques avec le BRET a été réalisée dans le cadre du projet CANALBRET, financé par 

l’Agence Nationale de la Recherche (ANR), en collaboration avec plusieurs partenaires. Le 

consortium est composé des équipes du Dr Yann Percherancier (Laboratoire de l’Intégration du 

Matériau au Système, Université de Bordeaux), du Pr Thomas Ducret (Centre de Recherche 

CardioThoracique de Bordeaux, Université de Bordeaux), du Dr Vincent Compan (Institut de 

Génomique Fonctionnelle, Université de Montpellier), du Dr Christel Franchet (Domain 

Therapeutics, Société anonyme située à Illkirch-Graffenstaden) et du Pr Jeremy Simpson 

(University College Dublin Conway Institute, Irlande). L’équipe de l’IMS (Yann Chappe et 

Alexandre Joushomme, doctorants) sous la direction du Dr Yann Percherancier, a designé et 

produit toutes les sondes BRET utilisées. Ils ont mis au point plusieurs constructions (décrites 

plus en détail dans la partie « Constructions BRET ») permettant d’étudier différents paramètres 

dont les interactions entre protéines, les changements conformationnels ou encore l’étude de 

concentrations ioniques dans le nanoenvironnement du canal d’intérêt. Ces constructions ont 

été appliquées à plusieurs canaux d’intérêt dont TRPV1, TRPV4, TRPM8, Piezo1, des canaux 

KCa, Cav ou encore P2X5/7. 

7.2. Principe 

 Transfert d’Énergie en Résonance 

Le transfert d’énergie en résonance (RET) est un phénomène biophysique caractérisé par un 

transfert d’énergie non radiatif (sans émission de photons) entre deux molécules distinctes, un 

donneur et un accepteur d’énergie [131]. Ce transfert d’énergie du donneur à l’état excité vers 

l’accepteur (non excité) se fait lorsque l’orientation des dipôles est favorable (parallèle), et 

dépend du recouvrement spectral et de la distance entre ces deux molécules. En effet, le spectre 

d’émission du donneur doit recouvrir une partie du spectre d’absorption de l’accepteur et les 

molécules donneuse et accepteuse d’énergie doivent être situées à moins de 10 nm l’une de 

l’autre. L’accepteur, après transfert d’énergie non radiatif via le donneur, se retrouve alors à 

l’état excité et va émettre un photon à sa longueur d’onde d’émission afin de revenir à l’état 

fondamental. Le RET peut alors être évalué par le calcul du ratio entre l’intensité de lumière 

émise à la longueur d’onde de l’accepteur sur celle du donneur [Figure 20]. Ce transfert 

d’énergie permet d’étudier l’interaction entre protéines ainsi que des changements de 

conformation de protéines. 

Les techniques alors utilisées pour l’étude de ces interactions sont le FRET (Förster Resonance 

Energy Transfer) et le BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer) grâce à 

l’utilisation de protéines de fusion, fluorescentes pour le FRET (GFP (Green Fluorescent 

Protein) et dérivés) et bioluminescentes (Luciférase et dérivés) et fluorescentes pour le BRET. 

Le BRET a l’avantage de pouvoir étudier les interactions moléculaires en temps réel dans des 

cellules vivantes sans les exciter via un laser, évitant ainsi le photoblanchiment du fluorophore. 
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 Bioluminescence 

La bioluminescence est un phénomène qui induit une émission de photons dans le spectre du 

visible [132]. C’est une réaction basée sur l’oxydation catalysée par une enzyme (luciférase) 

d’un substrat (luciférine) dont la décarboxylation de l’intermédiaire sous forme de péroxy-

luciférine lié à la luciférase va fournir l’énergie nécessaire à l’excitation.  

Lorsqu’un fluorophore est présent, l’énergie peut alors lui être transférée, le rendant excité, et 

induisant ainsi sa fluorescence. Le BRET a lieu lorsqu’un donneur d’énergie bioluminescent 

(comme la luciférase) transfère son état excité d’énergie à un accepteur fluorescent situé à une 

distance inférieure à 10 nm. Ce phénomène existe naturellement chez certaines bactéries, 

cnidaires, cténophores, dinoflagellés ou chez les lucioles. 

 

 BRET 

La coelentérazine H (CoH) est une luciférine, c’est un substrat permettant la production de 

bioluminescence par la luciférase. Lors de cette étude, la furimazine (un analogue de la 

coelentérazine) a été utilisée, la protéine donneuse est la nanoLuciférase (nLuc) et l’accepteur 

d’énergie est une protéine fluorescente : mNeonGreen (mNeonG). 

La luciférase est une enzyme qui, en présence de son substrat, est capable d’émettre de la 

bioluminescence [133]. La nLuc est une enzyme dérivée de la partie catalytique de la luciférase 

de 19 kDa de chez Oplophorus gracilirostris, une espèce de crevette marine et qui présente une 

activité plus spécifique et une meilleure luminescence que celle d’autres luciférases 

couramment utilisées comme la RLuc (Renilla Luciferase) et la FLuc (Firefly Luciferase) [134]. 

La nLuc possède un spectre d’émission entre 400 et 600 nm avec un pic à 460 nm. 

Au niveau marin, de nombreuses espèces utilisent la coelentérazine comme substrat pour 

produire de la lumière bleue [Figure 21]. La coelentérazine H, ou 2-Deoxycoelenterazine, est 

un dérivé de la coelentérazine dont un groupement hydroxyle a été retiré [135, 136]. 

 

 

Figure 20 : Spectres d'émission du donneur et de l’accepteur lors d’un transfert d’énergie. 
  

Les bandes passantes de mesure pour le calcul du ratio de transfert d’énergie en résonance 

sont indiquées en gris et dépendent du donneur et de l’accepteur d’énergie. Ici, les valeurs 

indiquées correspondent aux spectres de la nanoLuciférase et mNeonGreen.  
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Figure 21 : Réaction permettant l’émission de bioluminescence. 
  

La réaction commence par une oxydation de la coelentérazine H (1) en hydroperoxyde (2) qui subit une 

cyclisation pour donner l’endoperoxyde/dioxetanone (3). Il y a ensuite sa décarboxylation qui mène à 

la formation de coelentéramide H (4) dans un état excité qui peut restituer de l’énergie via l’émission 

d’un photon ou via des processus non-radiatifs. (Figure adaptée de Coutant et al. 2020) 

 

La protéine acceptrice est la protéine fluorescente mNeonG qui est dérivée d’une protéine 

fluorescente jaune de Branchiostoma lanceolatum (un céphalochordé). Son spectre d’excitation 

est situé entre 420 et 530 nm avec un pic à 506 nm, correspondant au spectre d’émission de la 

nLuc, pour une émission entre 500 et 590 nm avec un pic à 517 nm [Figure 22]. 

 

 Constructions BRET 

Différentes constructions ont été réalisées afin d’étudier les canaux ioniques notamment 

TRPV4 [Figure 23]. Dans le cadre de notre collaboration sur ce projet, toutes les sondes BRET 

que nous avons utilisées ont été produites par Yann Chappe et Alexandre Joushomme, 

doctorants au laboratoire de l’Intégration du Matériau au Système (Université de Bordeaux) 

sous la direction du Dr Yann Percherancier. 

Tout d’abord, le premier type de construction est une construction intermoléculaire où le 

donneur d’énergie (nLuc) est exprimé en Cter de TRPV4 et où l’accepteur (mNeonG) pourra 

être exprimé en Nter ou Cter d’autres protéines [Figure 23 (1)]. Ce type de construction permet 

Figure 22 : Spectres d'excitation et d'émission de mNeonGreen. 
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d’étudier l’interaction de TRPV4 avec d’autres protéines et ainsi de pouvoir identifier 

d’éventuels partenaires impliqués lors de son activation et/ou inactivation. 

Un autre type de construction, intramoléculaire de première génération (1G), consiste à 

exprimer le donneur (nLuc) et l’accepteur (mNeonG) d’énergie aux deux extrémités de TRPV4 

(cette construction n’est possible que pour les canaux dont les extrémités N- et C-terminales 

sont toutes deux soit intracellulaires, soit extracellulaires). Ainsi, il est possible d’étudier les 

changements de conformation du canal lors de son activité [Figure 23 (2)]. 

Enfin, les constructions dites de 2nde génération (2G) permettent l’étude du passage d’un type 

d’ion au niveau du canal grâce à l’expression d’un senseur ionique d’intérêt encadré par le 

donneur et l’accepteur d’énergie. Par exemple, pour étudier les flux calciques, la calflux, un 

senseur calcique, peut être utilisée et encadrée par le donneur et l’accepteur d’énergie. La liaison 

du Ca2+ à la calflux va entraîner un changement de conformation de celle-ci, et donc un 

rapprochement du donneur et de l’accepteur d’énergie, se traduisant par une augmentation du 

Figure 23 : Schéma des différents types de construction utilisés pour les mesures de BRET. 
  

Les constructions sont à chaque fois représentées dans un état inactivé puis activé. (1) Construction 

intermoléculaire pour étudier les interactions protéiques (CAAX est un peptide d’ancrage membranaire). 

(2) Construction de première génération (1G) intramoléculaire pour étudier les changements de 

conformation du canal. (3) Construction de seconde génération (2G) composé d’un senseur calcique 

pouvant fixer des ions Ca2+, rapprochant le donneur et l’accepteur favorisant ainsi l’émission d’un signal 

de BRET. 
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ratio de BRET observé. Ce type de construction peut être utilisé en soluble dans le cytosol, mais 

aussi être fusionné à un canal d’intérêt. Pour étudier les flux calciques au niveau de TRPV4, 

cette construction mNeonG-Calflux-nLuc a été liée à TRPV4 au niveau du Nter [Figure 23 (3)]. 

Cette configuration permet d’étudier la concentration en Ca2+ et donc le passage des ions Ca2+ 

directement lié à l’activation de TRPV4, dans son nanoenvironnement.  

7.3. Calcul du ratio de BRET 

Le BRET repose sur un transfert d’énergie entre un donneur et un accepteur. En présence d’un 

substrat (coelentérazine H ou furimazine), une réaction enzymatique va permettre à la 

nanoLuciférase (nLuc) de produire de la bioluminescence. Si un accepteur (mNeonG) se trouve 

à proximité de la nLuc (moins de 10 nm), celle-ci va lui transférer de l’énergie et lui permettre 

d’émettre de la fluorescence. Le ratio entre la fluorescence émise par l’accepteur d’énergie et 

la luminescence émise par le donneur d’énergie traduit du rapprochement entre ces deux 

acteurs. Le BRET est alors calculé selon un ratio [129] : 

 

𝐵𝑅𝐸𝑇 𝐵𝑅𝑈𝑇 =  
émission accepteur (mNeonG à 515 ± 20 nm)

émission luciférase (nLuc à 460 ± 20 nm)
 

 

Le signal de BRET de fond est mesuré de la même manière pour des cellules transfectées avec 

uniquement la nLuciférase mais sans accepteur ; on obtient alors le BRET NET :  

 

𝐵𝑅𝐸𝑇 𝑁𝐸𝑇 = 𝐵𝑅𝐸𝑇 𝐵𝑅𝑈𝑇 − 𝐵𝑅𝐸𝑇 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑛𝑑. 

7.4. Procédure expérimentale pour le BRET avec lecteur de plaques 

Les cellules HEK293T ont été transfectées selon le protocole décrit précédemment (cf. 

« Transfection ») avec par équivalent 6 puits : 0.01 µg de mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4 pour 

la sonde 2G, 0.02 µg de mNeonG-Calflux-nLuc soluble + 0.02 µg de TRPV4-WT pour la sonde 

Calflux soluble, et 0.01 µg de TRPV4-nLuc et 2 µg de mNeonG-CAAX ou -CaM pour les 

sondes intermoléculaires. Les cellules ont été mises en culture dans des plaques 96 puits 

blanches (655083 Greiner) à raison de 100 000 cellules par puits dans du DMEM sans rouge 

phénol (21063029 Gibco). Après 24 h, les cellules ont été soit laissées en normoxie, soit placées 

en hypoxie 1 % O2, hypoxie 10 % O2 ou en hyperoxie 60 % O2 jusqu’à 48 h (effet chronique). 

Le jour des mesures, après avoir retiré 30 % du volume du milieu par puits, 10 % d’antagoniste 

(HC067047 à 1 µM final pour TRPV4) ou de solution BRET (cf. Tableau 5), ainsi que 10 % de 

furimazine (1/500e final) ont été ajoutés et les plaques ont été incubées pendant 30 min avant 

les mesures. 

7.5. Mesure d’une concentration-réponse 

Juste avant les mesures de BRET, 10 % d’agoniste (GSK1016790A de 10 pM à 1 µM final pour 

TRPV4) ont été ajoutés selon une gamme de concentrations croissantes. La lecture des plaques 

a ensuite été réalisée avec l’appareil Tristar2 (Berthold) grâce à des filtres de bioluminescence 

à 460 ± 20 nm et 515 ± 20 nm avec un temps d’intégration de 0.2 sec par filtre. Plusieurs lectures 

ont été faites pour chaque plaque. Le ratio 515 / 460 a été calculé donnant le BRET BRUT. À 

ce BRET BRUT a été retranché le BRET de fond (ratio de BRET pour des cellules transfectées 

avec nLuc sans accepteur) donnant le BRET NET. Des courbes de concentration-réponses à un 

agoniste ont ainsi pu être tracées. 
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7.6. Mesure d’une cinétique de réponse 

Les plaques ont été placées dans l’appareil Tristar2 (Berthold) et après 30 s de mesure, 

l’agoniste a été éjecté grâce à une pompe automatique. Ainsi, l’évolution du BRET en réponse 

à un agoniste a pu être suivie dans le temps. Le temps d’intégration pour les filtres à 460 nm et 

515 nm était de 0.2 sec. Le BRET NET a également été calculé de la même manière que décrit 

ci-dessus. 

7.7. Procédure expérimentale pour le BRET avec spectrophotomètre 

Les cellules ont été transfectées selon le protocole décrit précédemment (cf. « Transfection ») 

avec par équivalent 6 puits : 0.01 µg de mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4 pour la sonde 2G, 

0.01 µg de mNeonG-Calflux-nLuc soluble + 0.1 µg de TRPV4-WT pour la sonde Calflux 

soluble, et 0.01 µg de TRPV4-nLuc et 2 µg de mNeonG-CAAX ou -CaM pour les sondes 

intermoléculaires. Après 24 h, les cellules ont été ensemencées sur des lamelles de 12 mm de 

diamètres poly-lysinées dans des plaques 24 puits à raison de 500 000 cellules par puits 

(correspondant à une « forte » confluence cellulaire). Les mesures ont été effectuées le 

lendemain avec un spectrophotomètre (IsoPlane SCT320) et deux fibres optiques placées 

respectivement dans un incubateur en normoxie, et un incubateur Tri-gaz dont la concentration 

en O2 peut varier. Les lamelles ont été placées dans des cupules blanches opaques à fond 

argenté, dans une solution saline BRET avec de la furimazine (1/500e), et les fibres optiques 

ont mesuré en parallèle le BRET pour chacune des lamelles selon les bandes passantes 

460 ± 20 nm pour le donneur et 517 ± 20 nm pour l’accepteur. Après 3 min de mesure en 

normoxie pour les deux lamelles, la solution saline a été remplacée par de la nouvelle solution 

saline BRET dans l’incubateur en normoxie, et par une solution saline BRET conditionnée en 

hypoxie 1 % O2 pendant au moins 48 h, dans l’incubateur à hypoxie et le niveau d’O2 a été 

abaissé à 1 % O2. Le BRET a été mesuré pendant la descente en hypoxie, puis à la fin de cette 

descente, 100 nM de GSK ont été éjectés sur chaque lamelle, et la mesure a été poursuivie 

pendant 5 min après ajout de l’agoniste. Les mesures de BRET et calculs de ratios ont été 

réalisés grâce aux logiciels LightField et LabView [Figure 24].  

Figure 24 : Dispositif de mesure de BRET en temps réel dans l'incubateur en hypoxie aiguë. 
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8. Mesure calcique avec la sonde Fura-2 LR AM 

8.1. Principe 

Le Fura-2 Leak Resistant AM (ou Fura-PE3/AM), est une sonde calcique dérivée d’un chélateur 

de Ca2+, le BAPTA [Figure 25]. Cette sonde possède une partie capable de se lier aux ions Ca2+ 

et une partie jouant le rôle de chromophore. La fixation de 4 ions Ca2+ à la sonde induit un 

changement de conformation associé à une modification des propriétés de fluorescence de 

celle-ci. Ainsi, la sonde Fura-2 LR AM non liée à des ions Ca2+ émet de la fluorescence à 

510 nm lorsqu’elle est excitée à 380 nm, alors que la sonde liée à des ions Ca2+ émet de la 

fluorescence à 510 nm lorsqu’elle est excitée à 340 nm. Le ratio entre ces deux valeurs de 

fluorescence (R(340/380)) traduit la concentration en Ca2+ intracellulaire ([Ca2+]i) dans les 

cellules. On parle alors de sonde ratiométrique. En plus de permettre l’étude de la [Ca2+]i, les 

sondes ratiométriques présentent l’avantage d’éviter la mesure d’artéfacts liés à des variations 

d’intensité de fluorescence (cellules plus ou moins chargées, répartition hétérogène, 

dégradation, épaisseur des cellules, etc.). 

La fonction acétométhyl ester (AM) présente sur la sonde lui permet de traverser les membranes 

plasmiques et donc d’entrer à l’intérieur des cellules. Dans le cytoplasme, ce groupement est 

clivé par des estérases endogènes, ce qui permet de piéger la sonde calcique à l’intérieur des 

cellules. 

8.2. Procédure expérimentale 

Les cellules ont été préalablement ensemencées sur des lamelles de verre de 25 mm de diamètre 

à raison de 100 000 cellules ou 3 millions de cellules par lamelle pour des mesures à faible et 

forte confluences respectivement. Elles ont été incubées 45 min à 37°C à l’abri de la lumière 

en présence de 5 µM de Fura-2 LR AM (ION Biosciences, sonde ratiométrique à double 

excitation (340 et 380 nm) et simple émission (510 nm) présentant un Kd de 145 nM). Les 

cellules ont ensuite été désestérifiées 15 min à température ambiante à l’aide d’une solution de 

KREBS-HEPES (cf. Tableau 4) toujours à l’abri de la lumière. 

Les lamelles ont été placées sur une chambre cellulaire (Attofluor A7816) en présence de 

KREBS-HEPES et les cellules observées avec un microscope Nikon Eclipse Ti2-U à l’aide 

d’un objectif à immersion à huile X40. Lors des enregistrements, les cellules ont été excitées 

avec des LED (CoolLED pE-340fura) à 340 nm pendant 200 ms puis 380 nm pendant 100 ms 

et la fluorescence à 510 nm a été détectée avec une caméra (C11440 Hamamatsu). Les 

acquisitions ont été réalisées toutes les 2 s pendant 5 à 10 min. Les antagonistes ont été incubés 

pendant 30 min avant l’enregistrement et les agonistes ont été ajoutés après 30 s 

Figure 25 : Structure de la sonde Fura-2 LR AM. 
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d’enregistrement. Les analyses ont été réalisées avec le logiciel NIS Elements Advanced 

Research (version 5.30.02, Nikon). Le bruit de fond a été soustrait et les résultats exprimés en 

ratio R(340/380). 

8.3. Analyses 

Le pourcentage de cellules répondantes est déterminé dans chaque condition. Une cellule est 

considérée répondante quand la variation d’amplitude est supérieure à 10 % par rapport au ratio 

basal. Le ratio initial (R0(340/380) reflète la [Ca2+]i des cellules avant stimulation. L’amplitude 

de la réponse (ΔR(340/380)) est la différence entre le ratio au maximum de la réponse et celui 

mesuré juste avant stimulation et traduit l’augmentation de la [Ca2+]i en réponse à un stimulus 

[Figure 26]. 

 

Figure 26 : Paramètres de la réponse calcique. 
  

Le ratio initial R0(340/380) reflète la [Ca2+]i des cellules avant stimulation par l’agoniste. L’amplitude 

de la réponse ΔR(340/380) est la différence entre le ratio au maximum de la réponse et celui mesuré 

juste avant stimulation traduisant de l’augmentation de la [Ca2+]i en réponse à la stimulation par 

l’agoniste. 
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9. Mesure calcique avec la sonde Fluo-4 AM 

9.1. Principe 

Le Fluo-4 AM est également une sonde calcique dérivée d’un chélateur de Ca2+, le BAPTA 

[Figure 27]. C’est une sonde non ratiométrique présentant un Kd de 335 nM. Suite à une 

excitation à 485 nm, la sonde émet de la fluorescence vers 520 nm lorsqu’elle est liée au Ca2+. 

La sonde entre dans les cellules grâce à sa fonction AM et le clivage de ce groupement par des 

estérases endogènes permet de piéger la sonde calcique à l’intérieur des cellules. 

 

 

9.2. Procédure expérimentale 

Les cellules ont été transfectées selon le protocole décrit précédemment et ensemencées en 

plaques 96 puits 24 h après transfection. Les cellules ont été cultivées 48 h en normoxie 

(21 % O2) ou hypoxie (1 % O2) avant d’effectuer les enregistrements. 

Les cellules ont été incubées 30 min à 37°C dans leur incubateur respectif (selon % en O2) avec 

2 µM de Fluo-4 AM (Invitrogen) en présence de l’antagoniste pour les puits concernés 

(HC067047). Le milieu a ensuite été remplacé puis 3 mesures ont été réalisées avant ajout de 

l’agoniste (F0). L’agoniste (GSK1016790A) a été ajouté en concentrations croissantes afin de 

réaliser une courbe concentration-réponse. Trois nouvelles mesures de fluorescence (F) ont été 

réalisées après ajout de l’agoniste. Pour les cinétiques, les mesures de fluorescence ont été faites 

toutes les 5 s pendant 6 min. La mesure de fluorescence a été effectuée grâce au lecteur de 

plaques FLUOstar Omega de BMG Labtech après excitation à 485 nm pour une émission à 

520 nm. 

 

Figure 27 : Structure de la sonde Fluo-4 AM. 
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9.3. Analyses 

Le rapport F/F0 a ensuite été calculé à partir des moyennes des 3 mesures respectives (celles-ci 

étant obtenues par une lecture de la fluorescence d’un puits à un temps précis par le lecteur de 

plaque) et les résultats exprimés en Δ(F/F0), la différence entre F/F0 et le F/F0 « basal » mesuré 

sans GSK. Les mesures de Fluo-4 ont été réalisées en complément des mesures de Fura-2 afin 

de pouvoir mesurer les variations de réponses calciques avec un lecteur de plaques, et ainsi se 

mettre dans les mêmes conditions que pour les mesures de BRET. 
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10. Microscopie confocale 

10.1. Acquisition des images 

Les cellules HEK293T transfectées avec TRPV4-YFP ou mNeonG-CAAX et cultivées en 

plaques 96 puits ont été observées vivantes par microscopie confocale (Nikon D-Eclipse C1 

confocal scanning microscope) avec un objectif à immersion à huile Nikon 

Apo Plan x60/1.4 NA. Les cellules ont été excitées à 488 nm par laser et la fluorescence émise 

a été enregistrée à 515 ± 15 nm. L’acquisition des images a été effectuée par le logiciel NIS-

Elements avec une résolution de 16 bits. 

 

10.2. Analyse de l’expression membranaire de TRPV4 

Toutes les analyses des images acquises par microscopie confocale ont été effectuées à l'aide 

du logiciel Fiji (Fiji Is Just ImageJ, NIH). Pour chaque champ, une ligne a été tracée de façon 

à traverser une à deux cellules adjacentes afin de tracer un profil d’intensité de fluorescence de 

TRPV4-YFP. Des régions ont été déterminées correspondant soit à la région proche de la 

membrane plasmique (PM), soit au cytosol (CS) et le ratio PM/CS a été calculé reflétant la 

répartition membranaire ou cytosolique de TRPV4 [Figure 28]. 

 

 

  

Figure 28 : Profil d'intensité de fluorescence pour déterminer l'expression membranaire de TRPV4. 
  

Le profil d’intensité (à droite) correspond à la section blanche tracée sur l’image (à gauche). Les zones 

correspondant au cytosol (CS) sont colorées en jaune et les zones au niveau de la membrane plasmique 

(PM) sont colorées en rouge. 
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11. Biotinylation des protéines de surface 

11.1. Principe 

La biotinylation des protéines de surface est basée sur un réactif de biotinylation Sulfo-NHS-

SS-biotine composé d’un groupement sulfonate, d’un groupement N-hydroxy succinimide 

ester, d’un pont disulfure et de la biotine. La suite de la procédure repose sur la forte affinité 

entre la biotine et la streptavidine. 

Le réactif de biotinylation est hydrosoluble grâce au groupement sulfonate, et réagit avec des 

amines primaires (-NH2), comme les chaînes latérales de la lysine ou avec les amines 

N-terminales des polypeptides pour former des liaisons amides stables. La charge négative du 

réactif l’empêche de traverser les membranes cellulaires, ce qui permet la biotinylation des 

protéines de surface uniquement. Après lyse des cellules, les protéines totales extraites sont 

incubées avec de la streptavidine qui a une affinité très importante pour la biotine. Ainsi, les 

protéines biotinylées vont se lier aux billes de streptavidine, et après lavages et élution, les 

protéines membranaires vont pouvoir être libérées [Figure 29]. En effet, le bras espaceur 

contient une liaison de disulfure clivable pour le marquage réversible des protéines et des 

amines primaires de surface cellulaire et ainsi libérer les protéines initialement biotinylées des 

billes de streptavidine. 

 

 

 

Figure 29 : Schéma du principe de biotinylation des protéines de surface. 
  

Les HEK293T expriment TRPV4 et plusieurs autres protéines membranaires et intracellulaires. 

L’incubation avec de la biotine permet sa liaison aux protéines membranaires. Après lyse 

cellulaire, une partie des protéines est incubée dans une résine d’agarose streptavidine se liant 

à la biotine et permettant de récupérer les protéines membranaires seules. Une autre partie est 

conservée contenant à la fois les protéines membranaires et cytosoliques constituant alors les 

lysats totaux. 
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11.2. Procédure expérimentale 

Les cellules HEK293T ont été ensemencées et transfectées dans des plaques 6 puits poly-

lysinées. Après 24 h, les plaques ont été placées soit en condition d’hypoxie 1 % O2, soit laissées 

en normoxie pour 48 h supplémentaires. Les cellules ont ensuite été détachées en accutase 

(400-600 unités/mL) et resuspendues après centrifugation dans une solution de PBS froid 

supplémentée avec 2 mM de CaCl2 et 2 mM de MgCl2 (« PBS complet »). Des centrifugations 

ont été réalisées entre chaque étape pour culoter les cellules. Les cellules ont ensuite été 

incubées pendant 30 min à 4°C sous agitation dans la solution de PBS complet contenant 

0.5 mg/mL de biotine (EZ-link sulfo-NHS-SS-biotin) qui se lie aux protéines membranaires. Un 

échantillon est conservé sans biotine afin de servir de contrôle négatif. Pour inactiver les 

molécules de biotine libres, les cellules ont été rincées et incubées dans une solution de Tris-HCl 

50 mM pendant 20 min à 4°C sous agitation. Après rinçages, les cellules ont été lysées dans un 

tampon de RIPA supplémenté avec 1 % d’inhibiteurs de protéases, 1 % d’Orthovanadate et 1 % 

de PMSF (Phenylmethylsulfonyle Fluoride) (« RIPA complet ») et les lysats conservés pendant 

30 min dans la glace. Les débris cellulaires ont été éliminés après centrifugation à 15 000 g 

pendant 10 min à 4°C. Les surnageants ont été récupérés et les protéines dosées par la méthode 

de Lowry (Bio-Rad 5000111). Des fractions de concentrations égales ont été préparées (350 µg 

pour les protéines biotinylées et 30 µg pour les protéines totales). Les protéines totales ont été 

dénaturées dans un tampon de Laemmli (1/3 du volume) contenant 1/10e de β-mercaptoéthanol 

et chauffées à 95°C pendant 10 min. En parallèle, de la streptavidine contenue dans une résine 

d’agarose a été placée dans des Eppendorf et lavée 3 fois avec du PBS complet puis avec la 

solution de RIPA complet (centrifugations de 5 min à 3 000 g à 4°C). Les protéines biotinylées 

ont été ajoutées dans du RIPA complet sur la résine préalablement séchée à l’aide d’une 

seringue Hamilton, et ont été laissées une nuit à 4°C sous agitation. La biotine se lie alors à la 

streptavidine, ce qui permettra ensuite de récupérer uniquement les protéines de la membrane 

plasmique associées à la biotine. L’ensemble de ces protéines biotinylées retenues dans la résine 

d’agarose streptavidine a été lavé avec du RIPA complet et via 4 centrifugations successives 

(5 min à 3 000 g à 4°C) puis la résine a été séchée avant l’ajout du tampon de Laemmli. Les 

protéines ont ensuite été chauffées 10 min à 95°C. Un Western blot a ensuite été réalisé avec 

un gel gradient 4-20 % acrylamide stain free (Biorad). 

11.3. Western blot 

Les protéines ont été séparées par électrophorèse pendant 1 h 30. Après migration, les protéines 

ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose (TransBlot Turbo Midi size 

nitrocellulose BioRad – 7 min). 

Les sites non spécifiques ont ensuite été saturés par incubation au TBS-T (Tris Buffer Saline-

Twin, TBS 10X (Tris Base NaCl, Tween 0.1 %, H2O MilliQ) contenant 5 % de lait écrémé en 

poudre. Puis les membranes ont été incubées avec l’anticorps primaire dirigé contre TRPV4 

produit chez le lapin au 1/500e (Abcam ab191580) à 4°C pendant une nuit. Après 3 rinçages de 

10 min avec du TBS-T, les membranes ont été incubées 2 h à température ambiante avec 

l’anticorps secondaire produit chez la chèvre anti-Ig de lapin couplé à la HRP au 1/5000e 

(Horseradish peroxydase Vector Labs PI1000). Enfin, la révélation a été réalisée en présence 

du réactif chimio-luminescent ECL (Enhanced Chemiluminescence BioRad) grâce à un 

système de révélation ChemiDoc (BioRad). L’analyse et la quantification ont été réalisées avec 

le logiciel Image Lab et la normalisation a été faite par rapport au stain free dont le composé 

photo-activable aux UV permet de visualiser l’ensemble des protéines présentes sur le gel. 

 



97 

 

11.4. Analyses 

La quantification a été réalisée sur le logiciel Image Lab de Bio-Rad. Le ratio TRPV4 

membranaire / TRPV4 total a été évalué pour chaque condition avec normalisation par rapport 

au stain free. 

  

 

 

12. Statistiques 

Les analyses statistiques ont été faites avec le logiciel GraphPad Prism. Les résultats sont 

exprimés en moyenne ± déviation standard (SD). Pour comparer les moyennes d’un nombre 

d’échantillon faible ou ne suivant pas une distribution Gaussienne, des tests non paramétriques 

ont été utilisés. La comparaison de 2 groupes a été faite avec des tests Mann-Whitney, et pour 

plus de 2 groupes, des tests Kruskal-Wallis ont été utilisés, suivis de tests post-hoc de 

comparaison multiple de Dunn. Pour comparer des effectifs, des tests de χ² ont été réalisés. Les 

différences sont considérées comme significatives quand P < 0.05 et indiquées par une 

astérisque *, ** pour P < 0.01 et *** pour P < 0.001. Les différences non significatives sont 

notées ns. 
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1. Effet de l’hypoxie sur TRPV4 selon la confluence cellulaire 

1.1. Contexte 

TRPV4 est un canal polymodal pouvant être activé par différents stimuli, dont des stimuli 

mécaniques. Son activité est augmentée suite à une hypoxie chronique dans des CMLAP de 

rats [18, 68] entraînant une dérégulation de l’homéostasie calcique pouvant mener à une 

prolifération et migration des cellules, des phénomènes impliqués dans l’HTP. Or, des études 

suggèrent que la confluence cellulaire modifie la rigidité membranaire [116, 123]. Une 

modification de cette rigidité membranaire pourrait donc affecter l’activité de canaux 

mécanosensibles comme TRPV4. Ainsi, la densité cellulaire à laquelle sont cultivées les 

cellules, pourrait être cruciale dans la modulation des SAC. Nous avons donc étudié l’influence 

de la confluence cellulaire sur la modulation de l’activité de TRPV4 en réponse à l’hypoxie. 

Pour cela, les réponses calciques et les courants activés par l’agoniste de TRPV4, le 

GSK1016790A (GSK), ont été mesurés sur des cellules HEK293T cultivées soit à faible 

confluence, soit à forte confluence en conditions de normoxie et d’hypoxie chronique. La 

localisation de TRPV4 a ensuite été évaluée dans ces différentes conditions afin de mettre en 

évidence une éventuelle relocalisation du canal. Ces résultats ont fait l’objet d’une publication 

parue dans Biomolecules en juillet 2022 et intitulée Cell Confluence Modulates TRPV4 

Channel Activity in Response to Hypoxia [137]. Ils sont présentés ci-dessous sous forme 

d’article. 

1.2. La confluence cellulaire module l’activité de TRPV4 en réponse à 

l’hypoxie 
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1.3. Résultats complémentaires 

 Mesures du calcium cytosolique sur cellules uniques avec la sonde Fura-2 

En complément des analyses effectuées sur des populations cellulaires avec la sonde 

Fluo-4 AM, la [Ca2+]i ainsi que l’amplitude des réponses calciques au GSK ont été évaluées 

grâce à des mesures sur cellules individualisées en imagerie avec la sonde Fura-2 LR AM, nous 

permettant de déterminer un pourcentage de cellules répondantes. L’utilisation d’une sonde 

calcique ratiométrique nous a également permis de mettre en évidence des différences de [Ca2+]i
 

au niveau basal. La réponse calcique au GSK a tout d’abord été réalisée sur des cellules 

cultivées en normoxie à faible confluence en présence ou non du HC067047 (HC, inhibiteur de 

TRPV4). Après incubation avec 1 µM de HC, les cellules présentent une [Ca2+]i basale moins 

élevée de 0.32 ± 0.08 (n = 1329) sans HC à 0.27 ± 0.02 (n = 81) en sa présence [Figure 30c]. 

Les réponses sont également diminuées avec un pourcentage de cellules répondantes plus 

faible, mais aussi une amplitude de réponse quasiment totalement inhibée passant de 

1.03 ± 0.86 (n = 1329) à 0.09 ± 0.04 (n = 81) [Figure 30d]. 

 

 

Figure 30 :  Caractérisation des réponses calciques TRPV4 dans des HEK transfectées avec TRPV4-WT 

et cultivées en normoxie à faible densité. 
  

(a) Représentation schématique de TRPV4-WT, (b-e) variation du ratio R340/380 mesuré sur cellule unitaire 

à faible confluence (1×104 cellules/cm²) par vidéomicroscopie avec la sonde Fura-2 LR AM en présence 

ou en absence de l’inhibiteur spécifique de TRPV4 HC067047 (HC, 1 µM). (b) Tracés illustratifs typiques 

pour des cellules uniques après ajout de l’agoniste sélectif de TRPV4 GSK1016790A (GSK, 100 nM) en 

présence ou en absence de HC à 30 s d’enregistrement (indiqué par une flèche), (c) pourcentage de cellules 

répondantes, (d) ratio R0340/380 basal, et (e) amplitude de réponse ΔR340/380. Les valeurs sont exprimées en 

moyenne ± SD. Le nombre de cellules (c) est indiqué entre parenthèses. Une différence significative est 

indiquée par *** quand P<0.001, test de Chi-deux (c) ou Mann-Whitney (d-e). 
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Figure 31: Modulation des réponses calciques TRPV4 à l’hypoxie à faible et forte densités. 
  

(a-h) Variation du ratio R340/380 mesuré sur cellule unitaire par vidéomicroscopie avec la sonde Fura-2 LR AM  sur 

des HEK293T transfectées avec TRPV4-WT et cultivées en normoxie (21 % O2) ou en hypoxie (1 % O2) à faible 

(1×104 cellules/cm², a-d) et forte (3×105 cellules/cm², e-h) densités. (a et e) Tracés illustratifs typiques pour des 

cellules uniques après ajout de l’agoniste sélectif de TRPV4 GSK1016790A (GSK, 100 nM) à 30 s d’enregistrement 

(indiqué par une flèche), (b et f) pourcentage de cellules répondantes, (c et g) ratio R0340/380 basal, et (d et h) 

amplitude de réponse ΔR340/380. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SD. Le nombre de cellules (b et f) est 

indiqué entre parenthèses. Une différence significative est indiquée par * quand P<0.05, *** quand P<0.001 et ns 

indique une différence non significative, test de Chi-deux (b et f) ou Mann-Whitney (c-d, g-h). 
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En réponse à l’hypoxie, à faible confluence, les cellules ont un niveau de calcium basal plus 

élevé (0.38 ± 0.13, n = 1663) et une amplitude de réponse au GSK plus importante 

(1.05 ± 1.169, n = 1663) [Figure 31e-f]. En revanche, à forte densité, le niveau de calcium basal 

est plus faible de 19 % et les réponses au GSK diminuées passant de 0.83 ± 0.80 (n = 2646) en 

normoxie à 0.33 ± 0.25 (n = 870) en hypoxie [Figure 31g-h]. 

 

 Interaction entre TRPV4 et la CaM grâce au BRET 

L’interaction entre TRPV4 et la CaM a pu être étudiée grâce aux sondes BRET 

intermoléculaires TRPV4-nLuc et mNeonG-CaM [Figure 32a] sur cellules cultivées à forte 

densité en normoxie et hypoxie chronique. En effet, comme décrit précédemment, TRPV4 

possède des domaines de liaison à la CaM. L’entrée de Ca2+ via TRPV4 pourrait donc entraîner 

une interaction entre la CaM liée au Ca2+ et TRPV4 pouvant ainsi moduler son activité. En 

normoxie, l’application de GSK (100 nM) entraîne une augmentation de l’interaction entre 

TRPV4 et la CaM. Cette interaction est diminuée en condition d’hypoxie chronique avec une 

amplitude de BRET qui passe de 0.28 ± 0.08 (n = 9) en normoxie à 0.16 ± 0.09 (n = 9) en 

hypoxie en cinétique de réponse au GSK [Figure 32b-c] et de 0.76 ± 0.05 (n = 12) à 0.53 ± 0.28 

(n = 12) en courbe de concentration-réponse [Figure 32d-e]. Ceci suggère que la perte 

d’expression de TRPV4 à la membrane plasmique en hypoxie chronique limite son interaction 

avec la CaM induite par l’activation au GSK. 
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Figure 32 : L’interaction de TRPV4 avec la CaM est diminuée dans les cellules cultivées à forte 

densité en hypoxie. 
  

(a) Représentation schématique de TRPV4-nLuc et mNeonG-CaM. (b) Mesure du BRET en cinétique en 

réponse au GSK1016790A (GSK, 100 nM) sur des HEK293T transfectées avec TRPV4-nLuc et 

mNeonG-CaM et cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou en hypoxie 

(1 % O2), et (c) amplitude maximale (ΔBRET). Nombre d’expériences indépendantes n = 9. (d) Courbes 

de concentration-réponse au GSK sur des HEK293T transfectées avec TRPV4-nLuc et mNeonG-CaM 

et cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou en hypoxie (1 % O2), et (e) 

amplitude maximale des courbes concentration-réponse. Nombre d’expériences indépendantes n = 12. 

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SD. Une différence significative est indiquée par * quand 

P<0.05, test Mann-Whitney. 
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1.4. Discussion influence de l’hypoxie et de la confluence 

Ces travaux ont permis de montrer que l’hypoxie pouvait moduler l’activité de TRPV4 selon la 

confluence cellulaire in vitro. En effet, à faible confluence cellulaire, les réponses calciques en 

réponse au GSK sont plus importantes et l’activité de TRPV4 est augmentée. À l’inverse, à 

forte confluence, les réponses calciques au GSK sont inhibées, et cette absence de réponse 

s’explique par l’internalisation du canal qui n’est plus exprimé à la membrane plasmique. 

Ces résultats mettent en évidence un paramètre important dans l’étude de canaux 

mécanosensibles comme TRPV4 : la confluence cellulaire. Le contrôle de la confluence 

cellulaire in vitro est essentiel et une modification de ce paramètre pourrait entraîner un biais 

lié à la culture des cellules. En effet, in vivo, il a été montré que TRPV4 était impliqué dans le 

développement de l’HTP et que son activité était augmentée en condition d’hypoxie. Dans notre 

étude, on retrouve bien cette activité accrue de TRPV4 en hypoxie pour les cellules cultivées à 

faible densité. De la même façon, le conditionnement en hypoxie in vitro de CMLAP à faible 

densité entraînait une augmentation des réponses médiées par TRPV4. Or, pour des HEK293T 

cultivées à forte densité, nous avons obtenu des résultats opposés, où TRPV4 était internalisé 

en condition d’hypoxie et où les réponses au GSK étaient diminuées. Ces résultats à forte 

confluence peuvent sembler inattendus par rapport à l’augmentation de l’activité de TRPV4 

observée en condition d’hypoxie in vivo, où les cellules sont confluentes. De telles différences 

peuvent s’expliquer, d’une part, par l’utilisation de cellules différentes (HEK293T dans notre 

étude alors que ce sont des CE, CML ou fibroblastes au niveau des artères pulmonaires). 

D’autre part, ces différences peuvent s’expliquer par la différence au niveau du modèle d’étude 

par rapport aux conditions physiologiques. Contrairement à la culture cellulaire classique, où 

les cellules sont cultivées sur un support rigide en monocouche de cellules adhérant sur un fond 

plat, les cellules au niveau des vaisseaux sont entourées d’autres cellules et de matrice 

extracellulaire, et subissent des tensions pariétales de toute part, ainsi que les contraintes 

mécaniques liées à la pression et au flux sanguins. Dans les tissus, les cellules se structurent et 

interagissent différemment, pouvant former des jonctions sur l’ensemble de leur surface, et non 

pas seulement sur un plan linéaire. Il est donc difficile de comparer un modèle de culture en 

deux dimensions avec les conditions physiologiques. De plus en plus d’études utilisent des 

modèles en trois dimensions afin de s’approcher au mieux des conditions physiologiques. Mais 

là aussi, les résultats pourraient être biaisés selon les conditions utilisées pouvant modifier les 

contraintes mécaniques perçues par les cellules et/ou leur organisation structurelle. 
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2. Effet de la variation du pourcentage en O2 sur TRPV4 

2.1. Hypoxie chronique intermédiaire (10 % O2) 

De précédentes études ont montré qu’un conditionnement de CMLAP à l’hypoxie pendant 48 h 

à 1 % O2 entraînait un niveau de calcium basal et une augmentation des réponses calciques à 

l’hypoosmolarité plus importants que pour une hypoxie à 10 % O2 [65]. Nous nous sommes 

donc intéressés à l’effet de l’hypoxie chronique intermédiaire (10 % O2) sur TRPV4 afin de 

voir si un niveau d’hypoxie plus modéré induit des modifications de l’activité du canal. 

 

 Calcium au niveau de TRPV4 avec la sonde BRET 2G 

Tout d’abord, le niveau de Ca2+ dans le nanoenvironnement de TRPV4 a été évalué en réponse 

au GSK grâce à la sonde 2G mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4. Aucune différence significative 

n’a été observée pour les amplitudes de réponse au GSK entre les conditions de normoxie et 

d’hypoxie chronique intermédiaire que ce soit en cinétique ou en concentration-réponse [Figure 

33]. En condition d’hypoxie à 1 % O2, le passage de Ca2+ au niveau de TRPV4 était diminué à 

forte confluence ([137] Figure 9). Ainsi, il semblerait que le niveau d’O2 auquel ont été 

conditionnées les cellules soit un facteur important dans la modification des réponses TRPV4. 

En effet, après 48 h d’hypoxie à 10 % O2, la réponse calcique suite à l’activation de TRPV4 

n’est pas modifiée, alors qu’à 1 % O2, la réponse calcique était fortement inhibée. 
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Figure 33 : Les variations de Ca2+ au niveau de TRPV4 ne sont pas modifiées en hypoxie 

intermédiaire (10 % O2). 
  

(a) Représentation schématique de mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4. (b) Mesure du BRET en cinétique 

en réponse au GSK1016790A (GSK, 100 nM) sur des HEK293T transfectées avec mNeonG-Calflux-

nLuc-TRPV4 et cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou en hypoxie 

intermédiaire (10 % O2), et (c) amplitude maximale (ΔBRET). (d) Courbes de concentration-réponse au 

GSK sur des HEK293T transfectées avec mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4 et cultivées à forte densité 

(3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou en hypoxie intermédiaire (10 % O2), et (e) amplitude 

maximale des courbes concentration-réponse. Nombre d’expériences indépendantes 4 ≤ n ≤ 12. Les 

valeurs sont exprimées en moyenne ± SD. ns indique une différence non significative, test Mann-

Whitney. 
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 Interaction entre TRPV4 et la CaM grâce au BRET intermoléculaire 

Pour compléter les observations sur les niveaux de Ca2+ en hypoxie chronique intermédiaire, 

l’interaction entre TRPV4 et la CaM a ensuite été évaluée. En cinétique de réponse, il n’y a pas 

de différence significative d’amplitude de BRET en réponse au GSK (100 nM) entre les 

conditions de normoxie et d’hypoxie 10 % O2 [Figure 34b-c]. En outre, l’amplitude des courbes 

de concentration-réponse est augmentée en hypoxie 10 % O2 (0.87 ± 0.04, n = 6) par rapport à 

la normoxie (0.76 ± 0.05, n = 12) [Figure 34d-e]. 

Finalement, l’hypoxie chronique intermédiaire (10 % O2) à forte confluence ne semble pas 

modifier l’activité de TRPV4 par rapport à la normoxie. Cependant, l’interaction avec la CaM 

semble favorisée en réponse au GSK dans ces conditions. À l’inverse, l’interaction de TRPV4 

avec la CaM était diminuée en réponse au GSK pour les cellules cultivées en hypoxie à 1 % O2 

[Figure 32]. Cela suggère l’importance du niveau de O2 dans la régulation de l’activité de 

TRPV4 et de ses interactions avec divers partenaires dont la CaM. En effet, comme décrit 

précédemment, la CaM peut moduler l’activité de TRPV4, notamment sensibiliser son 

activation aux stimuli mécaniques ou aux activateurs (comme montré avec les EET) [138]. Si 

en hypoxie chronique à 1 % O2, l’interaction entre TRPV4 et la CaM est diminuée, cela peut 

s’expliquer par la relocalisation du canal, qui n’est plus exprimé au niveau membranaire, 

empêchant ainsi l’entrée de Ca2+ via TRPV4. Il est possible qu’en hypoxie chronique à 10 % O2, 

TRPV4 soit toujours exprimé au niveau membranaire. Il serait intéressant de vérifier la 

localisation de TRPV4 qui pourrait expliquer que son interaction avec la CaM au niveau basal 

n’est pas modifiée par rapport à la condition de normoxie. En revanche, lorsque TRPV4 est 

activé (à de fortes concentrations de GSK), l’interaction avec la CaM est alors favorisée en 

hypoxie 10 % O2, bien que la réponse calcique induite par le GSK ne soit pas modifiée [Figure 

33]. 
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Figure 34 : Interaction entre TRPV4 et la CaM en hypoxie intermédiaire. 
  

(a) Représentation schématique de TRPV4-nLuc + mNeonG-CaM. (b) Mesure du BRET en cinétique en 

réponse au GSK1016790A (GSK, 100 nM) sur des HEK293T transfectées avec TRPV4-nLuc + 

mNeonG-CaM et cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou en hypoxie 

intermédiaire (10 % O2), et (c) amplitude maximale (ΔBRET). (d) Courbes de concentration-réponse au 

GSK sur des HEK293T transfectées avec TRPV4-nLuc + mNeonG-CaM et cultivées à forte densité 

(3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou en hypoxie intermédiaire (10 % O2), et (e) amplitude 

maximale des courbes concentration-réponse. Nombre d’expériences indépendantes 5 ≤ n ≤ 12. Les 

valeurs sont exprimées en moyenne ± SD. Une différence significative est indiquée par *** quand 

P<0.001. ns indique une différence non significative, test Mann-Whitney. 
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2.2. Hypoxie aiguë 

Tous les précédents résultats ont permis de mettre en évidence les effets de l’hypoxie chronique 

sur TRPV4, lorsque les cellules ont été conditionnées pendant 48 h. Nous avons ensuite étudié 

si l’hypoxie aiguë pouvait également moduler l’activité de TRPV4. Les mesures de BRET ont 

été réalisées directement lors de la descente de la concentration en O2 dans l’incubateur. Les 

enregistrements en aigu ont été effectués sur des temps inférieurs à 30 min d’exposition à 

l’hypoxie. Contrairement à l’hypoxie chronique qui peut affecter TRPV4 via des processus à 

long terme (modification d’expression, d’adressage à la membrane), l’hypoxie aiguë pourrait 

avoir des effets transitoires sur l’activité de TRPV4 comme la modification de l’entrée de Ca2+ 

via le canal, l’interaction avec des protéines régulatrices ou encore la relocalisation à la 

membrane. Toutes les mesures ont été réalisées avec différentes constructions de BRET sur des 

cellules cultivées à forte densité. En effet, les conditions à faible confluence n’ont pas permis 

d’enregistrer de signaux BRET suffisants pour être détectés par les appareils de mesure (les 

valeurs de luminescence par la nLuc et de fluorescence par mNeonG étant trop faibles). 

 

 Effet de l’hypoxie aiguë sur le calcium au niveau de TRPV4 

Le niveau de calcium directement sous le canal a été évalué avec la construction mNeonG-

Calflux-nLuc-TRPV4. Dans un premier temps, le BRET a été mesuré avec le 

spectrophotomètre en normoxie en réponse au GSK en présence ou non de HC. Après ajout de 

GSK, le ratio de BRET augmente avec une amplitude de 0.607 ± 0.108 (n = 12). En présence 

de l’inhibiteur de TRPV4, cette amplitude est diminuée 0.287 ± 0.245 (n = 4) [Figure 35b-c].  

Dans un second temps, la mesure a été effectuée en hypoxie aiguë, où l’amplitude de réponse 

au GSK n’est pas modifiée par rapport à la normoxie [Figure 36a et c]. En revanche, le niveau 

de BRET semble diminuer en normoxie au cours du temps, tandis qu’en hypoxie aiguë, celui-ci 

reste stable [Figure 36a et b]. 

  

 

Figure 35 : Les variations de Ca2+ au niveau de TRPV4 en présence ou absence de l’inhibiteur. 
  

(a) Représentation schématique de mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4. (b) Cinétique de mesure du BRET 

en réponse au GSK1016790A (GSK, 100 nM) en présence ou absence de l’inhibiteur spécifique de 

TRPV4 HC067047 (HC, 1 µM) sur des HEK293T transfectées avec mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4 et 

cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2), et (c) amplitude maximale 

(ΔBRET). Nombre d’expériences indépendantes 4 ≤ n ≤ 12. Les valeurs sont exprimées en 

moyenne ± SD. Une différence significative est indiquée par * quand P<0.05, test Mann-Whitney. 
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Figure 36 : Les variations de Ca2+ au niveau de TRPV4 en hypoxie aiguë. 
  

(a) Cinétique de mesure du BRET en réponse au GSK1016790A (GSK, 100 nM) sur des HEK293T 

transfectées avec mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4 et cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en 

normoxie (21 % O2) ou en hypoxie aiguë (1 % O2). La flèche en bleu indique la descente du niveau de 

O2 dans l’incubateur de 21 % O2 vers 1 % O2. Les paramètres quantifiés sont indiqués en rouge. (b) 

Variation du BRET suite à la descente en hypoxie (ΔBRET Hypoxie) et (c) amplitude maximale en 

réponse au GSK (ΔBRET GSK). Nombre d’expériences indépendantes n = 12. Les valeurs sont 

exprimées en moyenne ± SD. Une différence significative est indiquée par * quand P<0.05. ns indique 

une différence non significative, test Mann-Whitney. 
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 Effet de l’hypoxie aiguë sur le calcium cytosolique   

Ensuite, la variation du niveau de calcium cytosolique global a été étudiée avec la construction 

mNeonG-Calflux-nLuc soluble en présence de TRPV4-WT. Que ce soit en normoxie 

(0.550 ± 0.106, n = 5) ou en hypoxie aiguë (0.535 ± 0.131, n = 5), l’amplitude de réponse au 

GSK n’est pas significativement différente [Figure 37b et d]. Et de la même façon que pour la 

[Ca2+]i au niveau de TRPV4, la [Ca2+]i globale est également diminuée en normoxie au cours 

du temps, alors qu’elle augmente légèrement lors de la descente en hypoxie aiguë [Figure 37b 

et c]. 

 

Figure 37 : Les variations de Ca2+ cytosolique en hypoxie aiguë. 
  

(a) Représentation schématique de mNeonG-Calflux-nLuc + TRPV4-WT. (b) Cinétique de mesure du 

BRET en réponse au GSK1016790A (GSK, 100 nM) sur des HEK293T transfectées avec mNeonG-

Calflux-nLuc + TRPV4-WT et cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou 

en hypoxie aiguë (1 % O2). (c) Variation du BRET suite à la descente en hypoxie (ΔBRET Hypoxie) et 

(d) amplitude maximale en réponse au GSK (ΔBRET GSK). Nombre d’expériences indépendantes n = 5. 

Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SD. Une différence significative est indiquée par * quand 

P<0.05. ns indique une différence non significative, test Mann-Whitney. 
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 Effet de l’hypoxie aiguë sur la localisation membranaire de TRPV4 

Nous avons ensuite vérifié la localisation membranaire de TRPV4 grâce à la construction 

intermoléculaire mNeonG-CAAX + TRPV4-nLuc. Aucune différence d’amplitude de BRET 

n’a été observée suite à la mise en hypoxie aiguë confirmant que TRPV4 reste exprimé à la 

membrane. De plus, en réponse au GSK, le BRET diminue de façon similaire entre les 

conditions normoxie et hypoxie aiguë suggérant que l’hypoxie aiguë n’affecte pas 

l’internalisation du canal suite à son activation par le GSK [Figure 38]. 

Figure 38 : La localisation membranaire de TRPV4 n’est pas modifiée en hypoxie aiguë. 
  

(a) Représentation schématique de TRPV4-nLuc + mNeonG-CAAX. (b) Cinétique de mesure du BRET 

en réponse au GSK1016790A (GSK, 100 nM) sur des HEK293T transfectées TRPV4-nLuc + 

mNeonG-CAAX et cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou en hypoxie 

aiguë (1 % O2). (c) Variation du BRET suite à la descente en hypoxie (ΔBRET Hypoxie) et (d) amplitude 

maximale absolue en réponse au GSK (ΔBRET GSK). Nombre d’expériences indépendantes n = 9. Les 

valeurs sont exprimées en moyenne ± SD. ns indique une différence non significative, test Mann-

Whitney. 
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 Effet de l’hypoxie aiguë sur l’interaction entre TRPV4 et la CaM 

Comme la CaM peut se fixer au niveau de domaines intracellulaires de TRPV4 et ainsi moduler 

son activité, nous avons regardé si l’hypoxie aiguë pouvait modifier cette interaction. Aucune 

différence de BRET n’a été mesurée lors de la descente en hypoxie [Figure 39b et c], et 

l’interaction de TRPV4 avec la CaM n’est pas non plus modifiée en réponse au GSK en hypoxie 

aiguë par rapport à la normoxie avec une amplitude de BRET de 0.241 ± 0.045 (n = 8) et 

0.228 ± 0.057 (n = 8) respectivement [Figure 39b et d]. 

 

Figure 39 : L’interaction entre TRPV4 et la CaM n’est pas modifiée en hypoxie aiguë. 
  

(a) Représentation schématique de TRPV4-nLuc + mNeonG-CaM. (b) Cinétique de mesure du BRET 

en réponse au GSK1016790A (GSK, 100 nM) sur des HEK293T transfectées TRPV4-nLuc + 

mNeonG-CaM et cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou en hypoxie 

aiguë (1 % O2). (c) Variation du BRET suite à la descente en hypoxie (ΔBRET Hypoxie) et (d) amplitude 

maximale en réponse au GSK (ΔBRET GSK). Nombre d’expériences indépendantes n = 8. Les valeurs 

sont exprimées en moyenne ± SD. ns indique une différence non significative, test Mann-Whitney. 

 

2.3. Hyperoxie chronique (60 % O2) 

Après s’être intéressés à différents niveaux d’hypoxie (1 % et 10 % d’O2), nous avons voulu 

évaluer l’effet de l’hyperoxie sur TRPV4. En effet, de nombreuses études ont permis l’étude de 

l’effet de l’hypoxie sur TRPV4, et notamment son implication dans l’HTP, mais les effets de 

l’hyperoxie sur TRPV4 n’ont jamais été décrits, ni son éventuelle implication dans la dysplasie 

broncho-pulmonaire. Pour cela, des mesures de BRET ont été réalisées avec différentes 

constructions sur des cellules cultivées à forte densité pendant 48 h de normoxie (21 % O2) ou 

d’hyperoxie (60 % O2). 
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 Calcium au niveau de TRPV4 avec la sonde BRET 2G 

Le niveau de Ca2+ dans l’environnement proche du canal a été évalué en réponse au GSK grâce 

à la sonde 2G mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4. Aucune différence significative n’a été observée 

pour les amplitudes de réponse au GSK entre les conditions de normoxie et d’hyperoxie 

chronique que ce soit en cinétique ou en concentration-réponse [Figure 40]. 

 

 

Figure 40 : Les variations de Ca2+ au niveau de TRPV4 ne sont pas modifiées en hyperoxie. 
  

(a) Représentation schématique de mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4. (b) Mesure du BRET en cinétique 

en réponse au GSK1016790A (GSK, 100 nM) sur des HEK293T transfectées avec 

mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4 et cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) 

ou en hyperoxie (60 % O2), et (c) amplitude maximale (ΔBRET). (d) Courbes de concentration-réponse 

au GSK sur des HEK293T transfectées avec mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4 et cultivées à forte densité 

(3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou en hyperoxie (60 % O2), et (e) amplitude maximale des 

courbes concentration-réponse. Nombre d’expériences indépendantes 9 ≤ n ≤ 14. Les valeurs sont 

exprimées en moyenne ± SD. ns indique une différence non significative, test Mann-Whitney. 
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 Calcium cytosolique avec la sonde BRET Calflux soluble 

Le niveau de calcium cytosolique global a ensuite été étudié avec la sonde 

mNeonG-Calflux-nLuc soluble dans des cellules co-transfectées avec TRPV4-WT. De la même 

façon, aucune différence significative n’a été observée pour les amplitudes de réponse au GSK 

entre les conditions de normoxie et d’hyperoxie chronique que ce soit en cinétique ou en 

concentration-réponse [Figure 41]. 

 

Figure 41 : Les variations de Ca2+ cytosolique suite à l’activation de TRPV4 ne sont pas modifiées en 

hyperoxie. 
  

(a) Représentation schématique de mNeonG-Calflux-nLuc + TRPV4-WT. (b) Mesure du BRET en 

cinétique en réponse au GSK1016790A (GSK, 100 nM) sur des HEK293T transfectées avec 

mNeonG-Calflux-nLuc + TRPV4-WT et cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en normoxie 

(21 % O2) ou en hyperoxie (60 % O2), et (c) amplitude maximale (ΔBRET). (d) Courbes de 

concentration-réponse au GSK sur des HEK293T transfectées avec mNeonG-Calflux-nLuc + 

TRPV4-WT et cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou en hyperoxie 

(60 % O2), et (e) amplitude maximale des courbes concentration-réponse. Nombre d’expériences 

indépendantes 10 ≤ n ≤ 12. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SD. ns indique une différence non 

significative, test Mann-Whitney. 
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 Interaction entre TRPV4 et la CaM grâce au BRET intermoléculaire 

Pour compléter les observations sur les niveaux de Ca2+ en hyperoxie chronique, l’interaction 

entre TRPV4 et la CaM a ensuite été évaluée. En effet, bien que l’hyperoxie n’affecte pas les 

réponses calciques TRPV4 au GSK, son interaction avec des protéines partenaires pouvant 

moduler son activité comme la CaM pourrait être altérée. En cinétique de réponse, il n’y a pas 

de différence significative d’amplitude de BRET en réponse au GSK entre les conditions de 

normoxie et d’hyperoxie 60 % O2 suite à l’ajout de GSK à 100 nM [Figure 42b-c]. Cependant, 

l’amplitude des courbes de concentration-réponse est augmentée en hyperoxie (0.86 ± 0.13, 

n = 12) par rapport à la normoxie (0.76 ± 0.05, n = 12) [Figure 42d-e]. On remarque d’ailleurs 

un décalage de l’EC50 en hyperoxie 8.46×10-8 M pour 2.00×10- 8 M en normoxie [Figure 42d] 

qui explique la réponse calcique observée à 100 nM de GSK. 

Figure 42 : Interaction entre TRPV4 et la CaM en hyperoxie. 
  

(a) Représentation schématique de TRPV4-nLuc + mNeonG-CaM. (b) Mesure du BRET en cinétique en 

réponse au GSK1016790A (GSK, 100 nM) sur des HEK293T transfectées avec TRPV4-nLuc + 

mNeonG-CaM et cultivées à forte densité (3×105 cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou en hyperoxie 

(60 % O2), et (c) amplitude maximale (ΔBRET). (d) Courbes de concentration-réponse au GSK sur des 

HEK293T transfectées avec TRPV4-nLuc + mNeonG-CaM et cultivées à forte densité (3×105 

cellules/cm²) en normoxie (21 % O2) ou en hyperoxie (60 % O2), et (e) amplitude maximale des courbes 

concentration-réponse. Nombre d’expériences indépendantes 9 ≤ n ≤ 12. Les valeurs sont exprimées en 

moyenne ± SD. Une différence significative est indiquée par * quand P<0.05. ns indique une différence 

non significative, test Mann-Whitney. 
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2.4. Discussion effet du pourcentage en O2 

Les différentes expérimentations réalisées grâce aux constructions BRET nous ont permis 

d’évaluer l’effet de la variation du pourcentage en O2 sur les réponses calciques TRPV4, son 

interaction avec la CaM et son expression à la membrane pour des cellules cultivées à forte 

confluence. 

 

Comme présenté dans l’article Cell Confluence Modulates TRPV4 Channel Activity in 

Response to Hypoxia, les effets de l’hypoxie chronique 1 % O2 ont été étudiés à faible et forte 

confluences. À forte confluence, TRPV4 était internalisé et son activité inhibée. Les réponses 

calciques au GSK étaient diminuées et l’interaction entre TRPV4 et la CaM également [Figure 

32]. Des expériences complémentaires ont été réalisées pour des cellules cultivées en hypoxie 

chronique à 10 % O2 qualifiée d’hypoxie « intermédiaire ». Dans cette condition, les réponses 

calciques médiées par TRPV4 ne sont pas significativement modifiées par rapport à la 

normoxie. C’est pourquoi, pour l’étude des effets de l’hypoxie sur TRPV4, nous avons par la 

suite utilisé 1 % d’O2. 

 

Dans ces travaux, nous nous sommes également intéressés aux effets de l’hypoxie 1 % O2 en 

aigu. En effet, il est possible que l’activité de TRPV4 soit modifiée transitoirement lors d’une 

hypoxie aiguë avant que les mécanismes d’internalisation ne se mettent en place lors de 

l’hypoxie chronique. Lorsque les cellules sont soumises à l’hypoxie aiguë, la localisation de 

TRPV4 à la membrane et son interaction avec la CaM ne sont pas modifiées. En revanche, la 

[Ca2+]i semble légèrement plus importante pour les cellules exposées à l’hypoxie aiguë par 

rapport aux cellules maintenues en normoxie mais les réponses au GSK ne sont pas modifiées. 

Ces résultats suggèrent que TRPV4 peut être sensibilisé à l’hypoxie transitoirement à l’état 

basal sans impacter les réponses calciques à son agoniste. En effet, TRPV4 est sensible aux 

ROS [139], et son exposition à une hypoxie aiguë peut entraîner son ouverture et ainsi l’entrée 

d’ions Ca2+ dans le cytosol indépendamment d’une activation via son agoniste. 

 

Nous avons également regardé les effets de l’hypoxie chronique 10 % O2 et de l’hyperoxie 

chronique 60 % O2 sur TRPV4 afin de voir si une variation du niveau de O2 entraîne des 

réponses différentes. L’interaction entre la CaM et TRPV4 est favorisée en hypoxie chronique 

10 % O2 et en hyperoxie chronique 60 % O2 uniquement pour des concentrations très élevées 

en GSK. Cette interaction avec la CaM pourrait permettre de sensibiliser TRPV4 et d’induire 

un influx calcique plus important. En revanche, la variation de [Ca2+]i au niveau de TRPV4 

n’est pas modifiée dans ces conditions en réponse au GSK (100 nM). Ces résultats suggèrent 

que l’hypoxie chronique 10 % O2 et l’hyperoxie chronique 60 % O2 peuvent potentialiser 

l’interaction entre TRPV4 et la CaM lors d’un important influx calcique. Il serait intéressant de 

vérifier si cette potentialisation fonctionne également pour d’autres stimuli, comme des stimuli 

mécaniques par exemple. 
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3. Travaux complémentaires 

3.1. Projet CANALBRET 

 Contexte 

Dans le cadre du projet CANALBRET, le but était de générer et valider les différentes 

constructions BRET dans l’étude des canaux ioniques. Le BRET, par rapport aux techniques 

classiques de fluorescence couramment utilisées en criblage, permet de mesurer des interactions 

protéine-protéines, des changements conformationnels, ou des espèces ioniques directement 

dans le nanoenvironnement du canal d’intérêt en temps réel dans les cellules vivantes. Cette 

technique étant basée sur un transfert d’énergie non radiatif entre un donneur et un accepteur 

d’énergie situés à une distance inférieure à 10 nm, les risques de faux positifs liés à la mesure 

indirecte de l’activité des canaux d’intérêt sont diminués. De plus, le BRET repose sur une 

réaction enzymatique pour produire de la bioluminescence, et ne nécessite donc pas d’excitation 

laser, évitant ainsi les dommages aux cellules et les phénomènes de photoblanchiment, 

autofluorescence ou l’excitation directe de l’accepteur. 

Dans un premier article du consortium, le but était de montrer l’efficacité du BRET pour le 

criblage à haut débit de composés sur les canaux ioniques. Pour cela, deux types de 

constructions ont été utilisés : les sondes intramoléculaires 1G permettant d’étudier les 

changements conformationnels, et les sondes intermoléculaires mettant en évidence les 

interactions protéine-protéine. Le criblage de la banque Prestwick a été réalisé sur TRPV1 avec 

les sondes BRET, en calcium automatisé et en patch-clamp automatisé afin de comparer les 

résultats obtenus avec chaque technique. Enfin, une exemplification du concept des sondes 

BRET 1G a été faite pour d’autres canaux dont TRPV4, TRPM8, KCa2.3, Kir6.1, TREK1, mais 

aussi le récepteur P2X2. Ces résultats ont été publiés dans le journal Molecular Pharmacology 

en septembre 2021 sous le titre High-Throughput Screening of Transient Receptor Potential 

Channel 1 Ligands in the Light of the Bioluminescence Resonance Energy Transfer Technique 

[140], et sont présentés ci-dessous sous forme d’article. 

Dans le second article du consortium, l’utilisation des sondes intramoléculaires 2G a permis 

la mesure de concentrations en Ca2+ et K+ ainsi que de la force ionique dans le 

nanoenvironnement des canaux TRPV1 et P2X5/7 en temps réel après l’application de 

différents agonistes et antagonistes. Ces mesures, complétées par des enregistrements de 

courants en patch-clamp, ont mis en évidence un phénomène de biais de sélectivité ionique par 

le ligand pour TRPV1. Ces résultats font l’objet d’une publication sous presse chez PNAS 

intitulée Genetically-encoded BRET probes enlight ligand bias induced variable ion selectivity 

in TRPV1 and P2X5/7. 

J’ai notamment participé à la validation des sondes BRET pour TRPV4 et TRPV1 en patch-

clamp, permettant de confirmer que les propriétés électrophysiologiques des canaux n’étaient 

pas modifiées en présence des différentes constructions. Toutes les caractérisations 

électrophysiologiques ont été réalisées au CRCTB U1045. 

 

 

 Criblage à haut débit des ligands de TRPV1 à la lumière de la technique de 

BRET 
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 Les sondes BRET encodées génétiquement mettent en lumière la variation 

de sélectivité ionique induite par le biais de ligand pour TRPV1 et P2X5/7 

 

Cet article, publié dans PNAS, est actuellement sous embargo. 

  



169 

 

3.2. Piezo1 dans l’HTP 

 Contexte 

Parmi les SAC exprimés au niveau vasculaire, Piezo1 est un canal exprimé dans les artères 

pulmonaires à la fois au niveau des CE et des CML. L’activation de Piezo1 induit un influx 

calcique qui favorise la vasoconstriction dans les CML [98] et la vasorelaxation dans les CE 

[95]. Cette relaxation a lieu grâce à la production de NO par les CE. Cependant, l’implication 

de Piezo1 dans la régulation de la balance entre les voies de signalisation favorisant la 

contraction et celles favorisant la relaxation et leur dérégulation lors du développement de 

l’HTP sont encore à élucider. Le but de cette étude était de déterminer le rôle de Piezo1 dans le 

développement de l’HTP sur un modèle de rats hypoxiques chroniques au cours de la mise en 

place de la pathologie (à 1 semaine) et lorsque celle-ci est installée (à 3 semaines). L’expression 

de Piezo1 dans les CE et CML a été mise en évidence par immunofluorescence, et son activité 

a été évaluée grâce à des mesures de contraction sur des artères intrapulmonaires, ainsi que de 

courants, signaux calciques et potentiels transmembranaires sur des CE et CML. Enfin, la 

régulation de la voie de signalisation Akt-eNOS a été étudiée par Western blot. Ces résultats 

ont été publiés dans Cells en juillet 2022 : Piezo1 channel activation reverses pulmonary artery 

vasoconstriction in an early rat model of pulmonary hypertension: the role of Ca2+ influx and 

Akt-eNOS pathway [141], et sont présentés ci-dessous sous forme d’article. 

Ce travail s’inscrit dans la continuité des stages de Master que j’avais réalisés dans l'équipe 

avec le Pr Jean-François Quignard sur le rôle des canaux Piezo1 dans les AIP de rats au cours 

de l’HTP. J’ai notamment participé à la mesure des rapports de Fulton (Figure 1) et réalisé les 

marquages par immunofluorescence sur les coupes d’AIP (Figure 2). 

 

 L’activation du canal Piezo1 s’oppose à la vasoconstriction des artères 

pulmonaires dans un modèle de rat à un stade précoce de développement de l’HTP : le 

rôle de l’influx Ca2+ et de la voie Akt-eNOS 
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1. Effet de l’hypoxie et des forces mécaniques sur les SAC 

Mes travaux de thèse ont permis d’étudier l’effet de l’hypoxie et des forces mécaniques sur des 

canaux mécanosensibles (TRPV4 et Piezo1). Nous avons pu montrer l’influence de la 

confluence cellulaire en culture sur les réponses de TRPV4 en condition d’hypoxie et 

l’implication de Piezo1 dans la vasorelaxation des artères pulmonaires au cours du 

développement de l’HTP. 

1.1. Modulation de l’activité de TRPV4 en hypoxie selon la confluence 

TRPV4, à faible confluence, présentait une activité plus importante en condition d’hypoxie. À 

l’inverse, à forte confluence, l’activité de TRPV4 était inhibée en condition d’hypoxie. Nous 

avons montré par différentes approches que le canal était internalisé suite à un conditionnement 

en hypoxie à forte confluence, expliquant la diminution des réponses au GSK, son agoniste 

[Figure 43] [137]. En revanche, il serait intéressant de mettre en évidence le mécanisme 

d’internalisation de TRPV4, notamment à savoir s’il s’agit d’une endocytose ou d’une 

diminution de l’adressage à la membrane. De précédentes études ont montré que TRPV4 

pouvait être adressé à la membrane par deux modes distincts qui sont la fusion partielle de 

vésicules à la membrane, et la fusion complète [81]. Après stimulation au GSK, une 

augmentation rapide de la fusion partielle a été observée par rapport à la fusion complète. 

TRPV4 est ensuite endocytosé et redirigé vers les endosomes via un mécanisme dépendant de 

la clathrine et régulé par la PI3K et la PKC [81]. Nos résultats de biotinylation de surface 

confirment que l’adressage de TRPV4 n’est pas modifié en présence d’une forte confluence 

seule, ni d’un conditionnement à l’hypoxie seul. Cela suggère que TRPV4 est internalisé 

uniquement lors de la combinaison de ces deux paramètres. Ce mécanisme d’internalisation 

reste à élucider, et s’il s’agit d’une endocytose, il serait intéressant de voir s’il implique des 

acteurs comme la clathrine, la cavéoline ou encore la flotilline [Figure 44]. 

Figure 43 : L'activité de TRPV4 en réponse à l'hypoxie est affectée par la confluence cellulaire. 
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Une autre question qui se pose est de savoir si ce mécanisme est spécifique à TRPV4 ou si c’est 

un mécanisme global d’endocytose. En effet, de par sa mécanosensibilité, TRPV4 pourrait être 

particulièrement sensible à une modification de la rigidité membranaire induite par la 

confluence cellulaire. Mais cette internalisation en condition d’hypoxie à forte confluence 

pourrait aussi être observée pour d’autres SAC, également sensibles à une modification de la 

rigidité membranaire, ou plus globalement à d’autres canaux ioniques. De manière générale, 

l’endocytose est inhibée lorsque la rigidité membranaire est augmentée [142] mais favorisée en 

condition d’hypoxie [143]. Or, ici TRPV4 est internalisé uniquement en hypoxie chronique à 

forte confluence, lorsque la rigidité membranaire est augmentée. Ces résultats suggèrent soit 

que l’hypoxie chronique combinée à une importante rigidité membranaire favorise l’endocytose 

globale, soit que le mécanisme est spécifique à TRPV4, notamment de par sa sensibilité à 

l’hypoxie et aux contraintes mécaniques. 

 

Les jonctions cellulaires peuvent également jouer un rôle important dans la mécanotransduction 

notamment via leur interaction avec le cytosquelette [144]. Une modification de la confluence 

cellulaire peut ainsi entraîner une modification des tensions perçues par le cytosquelette via ces 

jonctions cellule-cellule, mais aussi par l’intermédiaire d’intégrines. En effet, les intégrines 

peuvent activer TRPV4 qui, via la voie de signalisation Rho-ROCK, induit une réorganisation 

du cytosquelette d’actine et des adhésions focales [145]. De plus, au niveau des invadosomes, 

TRPV4 interagit avec l’intégrine β1 dont il régule l’activation [139]. 

 

La sensibilité de TRPV4 à l’hypoxie pourrait, quant à elle, s’expliquer par l’action des ROS. 

En effet, TRPV4 possède de nombreuses cystéines, sensibles aux ROS, et il a été montré que 

TRPV4 était sensible aux ROS via différents points de mutation au niveau de boucles intra- et 

extracellulaires [139]. Cette sensibilité de TRPV4 aux ROS est impliquée dans la régulation de 

la fonction de podosomes où TRPV4 active ASK1 (une MAPK sensible aux ROS) et interagit 

avec MYO1C (myosine impliquée dans le trafic vésiculaire) [139]. Ainsi, TRPV4 peut 

participer à la régulation de l’adhésion cellulaire, pouvant moduler des protéines d’adhésion en 

réponse aux stress mécaniques et aux ROS. 

 

Certaines études ont mis en évidence la présence d’une hypoxie localisée au niveau des cellules 

à forte confluence [146, 147]. En effet, les cellules confluentes présentent un plus haut taux de 

consommation en oxygène, ainsi qu’une activité HIF-1α augmentée. En revanche, bien que la 

PPO2 locale soit diminuée, les mécanismes impliqués sont différents par rapport à l’hypoxie 

appliquée sur des cellules à faible confluence, et l’activation de HIF-1α est indépendante de la 

voie Akt/mTOR dans les cellules confluentes [147]. Ces résultats suggèrent que des cellules 

cultivées à forte confluence, en condition d’hypoxie chronique, subissent une hypoxie accrue 

pouvant expliquer les importantes modifications observées dans les réponses médiées par 

TRPV4. 
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1.2. Implication de Piezo1 dans la relaxation au cours de l’HTP 

L’implication d’un autre SAC, Piezo1, a également été démontrée dans le développement de 

l’HTP de groupe 3 qui implique à la fois l’hypoxie chronique et une augmentation des 

contraintes mécaniques [141]. En condition de normoxie, l’effet de Piezo1 est plus important 

dans les CML que dans les CE, conduisant à une contraction des AIP. En revanche, chez des 

rats placés en hypoxie chronique pendant une semaine, correspondant à un stade précoce de 

développement de l’HTP, l’activation de Piezo1 entraîne une augmentation de la [Ca2+]i dans 

les CE, une hyperpolarisation des CE ainsi que l’activation de la voie Akt-eNOS. Ces 

mécanismes peuvent induire une vasorelaxation pouvant contrebalancer l’augmentation de la 

contraction observée lors de l’HTP. Ainsi, Piezo1 pourrait être impliqué dans un mécanisme de 

compensation au cours du développement de l’HTP. En effet, après une semaine d’hypoxie, les 

rats présentent un rapport de Fulton plus élevé (traduisant du remodelage du ventricule droit) 

sans augmentation significative de la PAPm. L’activation de Piezo1 dans les CE qui sont 

exposées à des forces de cisaillement pourrait ainsi entraîner une relaxation des vaisseaux via 

la production de NO [Figure 45]. 

Figure 44 : Perspectives d'étude sur l'effet de l'hypoxie selon la confluence cellulaire. 
  

ROS = espèces réactives de l’oxygène, PPO2 = pression partielle en dioxygène. 
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2. Apport de la technique de BRET 

2.1. Étude des effets de l’hypoxie et de l’hyperoxie 

Lors de ces travaux, nous avons utilisé le BRET comme outil d’étude des canaux ioniques, en 

complément des techniques de patch-clamp et d’imagerie calcique. Grâce aux différentes 

constructions utilisées, le BRET nous permet d’investiguer l’interaction des canaux avec des 

protéines partenaires, des changements de conformation, ou encore le passage d’ions 

directement au niveau du canal. L’avantage de cette technique basée sur une réaction 

enzymatique pour produire de la bioluminescence, et ne nécessitant pas d’excitation laser, est 

la mesure du transfert d’énergie en temps réel dans les cellules vivantes, nous permettant 

d’étudier l’effet direct de facteurs physiques (comme la température, l’hypoxie, l’étirement, 

etc.) [Figure 48]. Nous avons ainsi pu étudier les effets de l’hypoxie et de l’hyperoxie 

chroniques mais aussi de l’hypoxie aiguë sur l’activité de TRPV4 dans des HEK293T en 

culture. Les résultats obtenus en hypoxie chronique nous ont permis de confirmer 

l’internalisation de TRPV4 à forte confluence pour les cellules hypoxiques grâce à la 

construction BRET TRPV4-nLuc + mNeonG-CAAX. En hypoxie aiguë, bien que les réponses 

au GSK ne soient pas modifiées, la [Ca2+]i semble augmentée directement au niveau du canal, 

et plus globalement au niveau cytosolique. Ainsi, l’exposition transitoire de TRPV4 à l’hypoxie 

pourrait moduler son activité. Il serait intéressant d’étudier plus en détail l’activation de TRPV4 

en condition d’hypoxie aiguë, notamment en patch-clamp où il est possible d’enregistrer des 

courants en perfusant les cellules avec une solution bullée avec de l’azote [105]. 

 

Grâce à la sonde BRET mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4, les effets de l’hypoxie chronique 

intermédiaire (10 % O2) et de l’hyperoxie chronique (60 % O2) sur les réponses calciques 

médiées par TRPV4 ont été évalués. Les résultats montrent que l’hypoxie chronique 10 % O2 

n’est pas assez sévère pour induire une modification de la réponse calcique au GSK (100 nM). 

Figure 45 : Implication de Piezo1 dans la vasorelaxation au cours du développement de l'HTP. 
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Cependant, une plus forte interaction entre TRPV4 et la CaM a été observée (avec la 

construction TRPV4-nLuc + mNeonG-CaM) pour des concentrations en GSK élevées en 

hypoxie 10 % O2 suggérant une potentialisation du canal dans ces conditions. En hyperoxie 

chronique 60 % O2, l’amplitude des réponses calciques médiées par TRPV4 n’est pas non plus 

modifiée par rapport à la normoxie en réponse à 100 nM de GSK. Pour des concentrations plus 

élevées en GSK, on retrouve également en hyperoxie une interaction plus importante entre 

TRPV4 et la CaM. Ainsi, une variation chronique du pourcentage en O2 pourrait sensibiliser 

TRPV4 et induire des réponses plus importantes. En effet, lors de nos expériences, cette 

augmentation de l’interaction avec la CaM avait lieu à partir des réponses à 1 µM de GSK. Il 

serait intéressant d’investiguer cette potentialisation en réponse à d’autres stimuli plus 

physiologiques comme des stimuli mécaniques. 

2.2. Étude des effets de stress mécaniques 

En effet, grâce à la technique de BRET, il est possible de regarder l’effet de différents facteurs 

physiques en direct avec un spectrophotomètre relié à des fibres optiques permettant la mesure 

du signal de BRET directement dans les incubateurs. Ainsi, nous pourrions évaluer les effets 

de l’étirement sur l’activation de TRPV4 en normoxie, mais aussi en hypoxie (1 % ou 10 % O2), 

ou encore en hyperoxie. 

 

Pour l’étude de l’étirement, les cellules peuvent être cultivées sur des chambres étirables en 

silicone (système d’étirement STREX ST-140-10, B-bridge international) [Figure 46] coatées 

au collagène avant ensemencement pour des CML. Les cellules peuvent ensuite être placées 

soit en conditions contrôles non étirées dans l’incubateur en normoxie, soit en conditions 

physiologiques ou pathologiques étirées grâce à l’appareil STREX à la fréquence de 1 Hz (60 

cycles par min) 10 ou 20 % respectivement en normoxie ou en hypoxie. Ce modèle a été utilisé 

avec des CE cultivées à 20 % d’étirement à 1 % O2 pour mimer les conditions d’HTP [148]. 

 

Figure 46 : Système d'étirement des cellules. 
  

Les cellules sont cultivées sur des chambres étirables en silicone préalablement coatées. Une fois 

placées sur le système d’étirement STREX dans l’incubateur, les chambres peuvent être étirées 

jusqu’à 20 % à la fréquence de 1 Hz. 
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En réponse à l’étirement, différents paramètres peuvent être étudiés, comme les réponses 

calciques, la prolifération mais aussi l’alignement des cellules. En effet, des CMLAP étirées 

s’alignent perpendiculairement à l’axe d’étirement [Figure 47], et celui-ci peut être quantifié. 

 

2.3. Utilisation de sondes à senseur ionique 

Les sondes BRET, en plus de permettre l’étude de l’effet de divers facteurs physiques sur 

l’activation de canaux ioniques, permettent d’étudier certains aspects spécifiques à l’activation 

des canaux. Par exemple, pour les sondes de 2nde génération, le senseur utilisé peut différer 

(comme les sondes à senseur calcique, potassique ou de force ionique développées par l’équipe 

de Yann Percherancier) permettant l’étude de concentrations ioniques spécifiques au niveau 

d’un canal d’intérêt. Ces constructions ont permis de mettre en évidence un biais de sélectivité 

ionique par le ligand pour TRPV1 [149]. En effet, divers agonistes (dont la capsaïcine) 

induisaient le passage de Ca2+ et de K+ via TRPV1 sans distinction, alors que certains 

antagonistes (AMG517, AMG21629 et BCTC) inhibaient préférentiellement les influx 

calciques induits par la capsaïcine par rapport aux efflux potassiques induits par la capsaïcine. 

L’AMG517 a, par ailleurs, un effet d’agoniste partiel sur l’efflux de K+ par TRPV1 et induit 

une hyperpolarisation dépendante de TRPV1 dans les cellules HEK293T. 

Figure 47 : Mesure de l'alignement cellulaire.  
  

Exemple de photos de cellules musculaires lisses humaines cultivées sur des chambres étirables coatées 

au collagène I prises afin d’évaluer le pourcentage d’alignement des cellules. Une macro a été réalisée 

sur ImageJ-Fiji où le fond est soustrait et un seuillage est appliqué afin de détecter les cellules (en 

rouge). Une sélection automatique des cellules est réalisée grâce à leur taille et circularité. Les 

éventuels artéfacts sélectionnés sont exclus manuellement. Une ellipse est ensuite tracée pour chaque 

cellule sélectionnée permettant de déterminer son orientation. Les cellules formant un angle de 90 ± 30° 

par rapport à l’axe d’étirement sont considérées comme étant alignées. 
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2.4. Perspectives d’utilisation du BRET 

Lors de mes travaux de thèse, toutes les expériences de BRET ont été réalisées sur des cellules 

HEK293T transfectées avec les différentes constructions d’intérêt. Par la suite, il serait 

intéressant d’utiliser cette approche sur d’autres cellules dont les hCMLAP. En effet, grâce à 

une collaboration avec le CHU de Bordeaux, nous avons accès à des cellules de patients (artères 

pulmonaires issues de lobectomies ou de greffons pulmonaires). C’est pourquoi nous avons 

déjà fait produire par la plateforme de vectorologie de l'Université de Bordeaux des lentivirus 

mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4, afin de transduire les hCMLAP à notre disposition. Nous 

pourrions alors vérifier si les effets de l’hypoxie varient également selon la confluence de ces 

cellules, et étudier les effets de l’hypoxie aiguë sur des CMLAP. De plus, le laboratoire dispose 

d’un nouvel électroporateur (Nucleofector, Lonza), qui pourrait permettre de transfecter les 

hCLMAP plus facilement avec les différentes constructions [Figure 48].  

 

Enfin, dans le cadre de l’étude de canaux ioniques, il serait intéressant de mettre en place un 

système permettant d’enregistrer des courants ioniques et des signaux de BRET en simultané 

sur cellule unique. Ce système couplant les techniques de patch-clamp et de BRET (patch-

BRET) permettrait d’étudier de nombreux mécanismes, notamment l’interaction de partenaires 

avec le canal lors de son activation avec les sondes intermoléculaires, ou encore le passage 

d’espèces ioniques au niveau du canal avec les sondes de 2nde génération. Un poste de patch-

clamp du laboratoire a récemment été équipé de photomultiplicateurs et de filtres adaptés pour 

la mesure du BRET [Figure 48] et est actuellement en cours d’optimisation pour 

l’enregistrement de signaux de BRET.  

 

  

Figure 48 : Perspectives pour l'utilisation du BRET. 
  

BRET = transfert d’énergie en résonance de bioluminescence, hCMLAP = cellules musculaires 

lisses d’artères pulmonaires humaines. 
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Ce travail de thèse a permis l’étude de deux aspects importants impliqués dans le 

développement de l’HTP que sont l’hypoxie et les contraintes mécaniques. 

Nous avons pu mettre en évidence l’influence de la confluence cellulaire sur la réponse de 

TRPV4 en condition d’hypoxie. Nos résultats montrent l’importance des conditions de culture 

in vitro qui pourraient induire un biais lors des expérimentations. En particulier, la confluence 

cellulaire lors de l’étude de SAC pouvant moduler les contraintes mécaniques perçues par les 

cellules, mais aussi en condition d’hypoxie. Ces altérations peuvent ainsi entraîner une 

modification de la signalisation et des réponses cellulaires associées. 

Au niveau vasculaire, Piezo1 endothélial participe à la relaxation au cours du développement 

de l’HTP de groupe 3, une pathologie qui implique à la fois l’hypoxie chronique, et une 

augmentation des contraintes mécaniques. Cette relaxation à 1 semaine d’hypoxie chronique 

pourrait contrebalancer la vasoconstriction des artères pulmonaires lors de la mise en place de 

la pathologie. 

Ainsi, l’activation de SAC comme TRPV4 et Piezo1 en condition d’hypoxie en réponse à un 

stress mécanique peut jouer un rôle important dans la signalisation calcique et les réponses 

cellulaires associées. Ces changements peuvent entraîner une modification de la balance 

vasodilatation / vasoconstriction au niveau des artères pulmonaires au cours du développement 

de l’HTP. La façon dont TRPV4 est affecté par l’hypoxie et les contraintes mécaniques au 

niveau vasculaire pulmonaire reste à élucider. C’est pourquoi des études doivent être 

poursuivies sur des hCMLAP afin de comprendre les réponses médiées par TRPV4 notamment 

en réponse à l’étirement, et ce, en conditions de normoxie ou d’hypoxie. 

Pour cela, les différentes constructions de BRET développées par notre consortium pourront 

être utilisées. En effet, la technique de BRET comme outil d’étude des canaux ioniques nous a 

permis d’évaluer différents paramètres grâce à ces différentes constructions. Les sondes 1G 

permettent d’étudier les changements de conformation des canaux, les sondes intermoléculaires 

permettent d’étudier les interactions avec une protéine d’intérêt, et les sondes 2G permettent 

l’étude d’une concentration ionique dans le nanoenvironnement du pore du canal. L’effet de 

différents facteurs physiques peut ainsi être évalué grâce à ces mesures de BRET en temps réel. 

En conclusion, une meilleure compréhension des mécanismes d’activation et de régulation de 

TRPV4, notamment grâce aux différentes constructions de BRET, permettrait de mieux 

appréhender son rôle au niveau vasculaire, et son implication dans le développement de l’HTP. 
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Étude de l'importance de la confluence cellulaire sur l’activité des canaux TRPV4 en 

condition d’hypoxie : apport de la technique de transfert d’énergie en résonance de 

bioluminescence (BRET) 

Résumé : TRPV4 (Transient Receptor Potential Vanilloid 4) est un canal polymodal faisant 

partie des canaux mécanosensibles (ou canaux SAC pour Stretch-Activated Channels). En tant 

que canal cationique non sélectif perméable aux ions Ca2+, TRPV4 est impliqué dans de 

nombreux phénomènes physiopathologiques, et notamment au niveau de la circulation 

pulmonaire où il participe au développement de l’hypertension pulmonaire (HTP). De plus, des 

études antérieures ont montré que son activité est augmentée lorsque les cellules sont cultivées 

en condition d'hypoxie chronique in vitro, entraînant une dérégulation de l’homéostasie 

calcique pouvant mener à une prolifération et une migration des cellules, des phénomènes 

impliqués dans l’HTP. D’autres études ont également mis en évidence que la confluence 

cellulaire modifie la rigidité membranaire des cellules. Ainsi, la densité cellulaire à laquelle 

sont cultivées les cellules, pourrait être cruciale dans la modulation des SAC et notamment de 

TRPV4. Grâce à différentes approches, nous avons donc étudié l’influence de la confluence 

cellulaire sur la modulation de l’activité de TRPV4 en réponse à l’hypoxie sur des cellules 

HEK293T transfectées avec TRPV4. Pour cela, nous avons enregistré les courants unitaires 

grâce à la technique du patch-clamp (configuration cellule attachée) et mesuré les réponses 

calciques grâce à l'utilisation de sondes fluorescentes (Fura-2 LR AM et Fluo-4 AM) après 

stimulation des cellules avec du GSK1016790A, un agoniste sélectif de TRPV4. Nous avons 

également utilisé une construction BRET (sonde mNeonG-Calflux-nLuc-TRVP4) nous 

permettant d’évaluer la concentration calcique directement dans le nanoenvironnement du 

canal. Nous avons ensuite vérifié la localisation de TRPV4 à la membrane par imagerie 

confocale, biotinylation de surface et BRET avec une construction nous permettant d’évaluer 

la localisation du canal à la membrane plasmique (sonde TRPV4-nLuc + mNeonG-CAAX). 

Nos résultats montrent que l’activité de TRPV4 lors d'une exposition in vitro à l’hypoxie 

(1 % O2 pendant 48 h) est modulée par la confluence cellulaire. Ainsi, à faible confluence, 

l’activité de TRPV4 est augmentée en hypoxie, alors qu’à forte confluence, elle est fortement 

inhibée. Cette diminution de l’activation de TRPV4 peut s’expliquer par l’internalisation du 

canal observée en hypoxie à forte densité cellulaire. Ainsi, ces résultats mettent en évidence 

l’importance des conditions de culture des cellules, notamment la confluence cellulaire, qui 

pourraient moduler les réponses physiologiques et biaiser les résultats obtenus lors 

d'expérimentations in vitro. 

Mots-clés : BRET, Calcium, Canaux mécanosensibles, Confluence cellulaire, Hypoxie, Patch-

clamp, Rigidité membranaire, TRPV4 

 

  



 

 

Study of the importance of cell confluence on TRPV4 channel activity in hypoxic 

condition: input of Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) 

Abstract: TRPV4 (Transient Receptor Potential Vanilloid 4) is a polymodal channel among 

stretch-activated channels (SAC). As a non-selective cationic channel permeable to Ca2+ ions, 

TRPV4 is involved in various pathophysiological phenomena, especially in pulmonary 

circulation where it contributes to the development of pulmonary hypertension (PH). It has been 

shown that its activity is increased in cells conditioned to in vitro chronic hypoxia, inducing a 

dysregulation of Ca2+ homeostasis leading to cell proliferation and migration, which are 

phenomena involved in PH. Other studies demonstrated that cell confluence modifies 

membrane rigidity. Thus, cell density at which cells are cultured could be crucial in the 

modulation of SAC including TRPV4. Thanks to various approaches, we studied the influence 

of cell confluence on TRPV4 activity modulation in response to hypoxia in HEK293T cells 

transfected with TRPV4. Indeed, we recorded unitary currents in patch-clamp (cell-attached 

mode), and measured calcium response thanks to fluorescent probes (Fura-2 LR AM and Fluo-

4 AM) after stimulation with GSK1016790A, a TRPV4 selective agonist. We also used a BRET 

probe (mNeonG-Calflux-nLuc-TRPV4) allowing us to study calcium concentration directly in 

the nanoenvironment of the channel. We then evaluated TRPV4 localization to membrane with 

confocal microscopy, cell surface biotinylation and BRET with a probe allowing us to assess 

plasma membrane localization of TRPV4 (TRPV4-nLuc + mNeonG-CAAX). Our results show 

that TRPV4 activity in response to hypoxia in vitro exposure (1 % O2 for 48 h) depends on cell 

confluence. Indeed, at low confluence level, TRPV4 response is increased in hypoxia, whereas 

at high confluence level, TRPV4 response is strongly inhibited. This diminution of TRPV4 

activation can be explained by an internalization of the channel observed in hypoxia at high cell 

density. Thus, this highlights the importance of cell culture conditions, namely cell confluence, 

which could modulate physiological responses and bias results obtained during in vitro 

experimentations. 

Keywords: BRET, Calcium, Cell confluence, Hypoxia, Membrane rigidity, Patch-clamp, 

Stretch-activated channels, TRPV4 
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