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Introduction

INTRODUCTION GENERALE

1. Propriétés électrophysiologiques du systeme nerveux

Le systéme nerveux est 'organe supérieur de contrdle de 'activité de I'étre humain. |
se compose essentiellement de cellules nerveuses. Ces cellules, dites neurones,
forment un réseau complexe qui accumule et transmet I'information, et qui contréle les
différentes unités fonctionnelles de I'organisme. Ce systéme nerveux est relié au reste
de l'organisme par de nombreux nerfs périphériques, formés de millions de fibres
nerveuses. |l s’établit alors, grace a ce réseau, une communication a double sens entre
'encéphale qui recgoit les signaux sensitifs de tout le corps et qui déclenche alors une
commande motrice sur les différents organes et tissu de la périphérie. D’une maniére
générale, la transmission d’'un signal par une fibre nerveuse repose sur la membrane
cellulaire. En effet, les membranes sont chargées électriquement, avec une différence
de potentiel entre l'intérieur et I'extérieur de la membrane. Une modification de ces
charges a un endroit quelconque du neurone engendre le passage d’un courant
électrique au travers la membrane qui va induire une succession de rapide décharges
électriques le long de la membrane neuronale créant un courant qui se propage sur
'ensemble de la fibre nerveuse. Les signaux se transmettent alors d’'un neurone a
I'autre par les synapses. |l existe deux types de fibres nerveuses qui relient le systéeme
nerveux central a la périphérie : les fibres sensitives et les fibres motrices. Les fibres
sensitives prennent naissance sur des terminaisons nerveuses que l'on appelle
récepteur, avec par exemple les récepteurs a la douleur, visuels, ou encore auditif
comme détaillé plus tard dans cette introduction. Chacun de ces récepteurs présente
une structure particuliére qui lui permet, au niveau de la fibre nerveuse, de générer les
modifications électriques nécessaire a linflux nerveux. Les fibres motrices
transmettent quant a elles les signaux qui proviennent du systéme nerveux central et
qui sont destinés aux différentes unités fonctionnelles de I'organisme, aux muscles par

exemple.

Les liquides intracellulaires qui composent les cellules délimitées par la membrane,

sont d’'une composition différente des liquides extracellulaires avec en particulier une
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grande quantité d’ions sodium pour le milieu extracellulaire et peu d’ions potassium,
ce qui est I'inverse pour le milieu intracellulaire. Les différentes substances de chaque
milieu peuvent franchir la membrane cellulaire de deux fagons : soit par diffusion, soit

par un transport actif.

1.1 Transport passif a travers la membrane

Les substances de part et d’autre de la membrane peuvent traverser la membrane de
maniére passive par le biais de deux phénomeénes : la diffusion libre et la diffusion

facilitée.

La diffusion libre est faisable, d’'un point de vue physique, grace au gradient
électrochimique et ne nécessite pas d’énergie. Cette diffusion n’est possible que si les
molécules qui traversent la membrane sont liposolubles. Un certain nombre de
substances sont solubles dans les lipides membranaires, comme par exemple les
molécules de dioxygene, de dioxyde de carbone ou encore les dérivés d’alcool. Quand
l'une de ces molécules entre en contact avec la membrane, elle se solubilise
immédiatement dans la bicouche lipidique permettant la diffusion. Ce type de diffusion

n’est donc pas spécifique a un type de molécule et est un processus relativement lent.

La diffusion facilitée repose sur l'implication d’'une protéine de transport dans le
phénoméne de diffusion. La différence de concentration de part et d’autre de la
membrane reste le moteur de ce transport. Toutefois, le passage de molécules se fait
par le biais de canaux ioniques, dont la description est détaillée plus loin, ou de

transporteurs ce qui le rend trés spécifique et régulé (Figure 1).
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Figure 1 Schéma des deux types de transports passifs. Diffusion au travers de la membrane grace au gradient
électrochimique via des canaux ioniques ou des transporteurs

1.2 Transport actif

Certains mouvements ioniques se faisant dans le sens contraire du gradient
électrochimique sont cependant impliqués dans le bon maintien du fonctionnement
cellulaire. Pour effectuer un transport actif, la cellule doit vaincre ce gradient, et doit
donc dépenser de I'énergie. Il est démontré dans nombre de cas que cette énergie
provient de I'hydrolyse des liaisons phosphate, riches en énergie, de I'acide adénosine
triphosphorique (ATP) qui se transforme en acide adénosine diphosphorique (ADP). Il
existe deux types de transports actifs : primaires et secondaires. Les transports actifs
primaires utilise directement I'hydrolyse de I'ATP. C’est le cas des pompes
sodium/potassium qui lors de I'’hydrolyse de 'ATP en ADP, permettent la sortie vers le
milieu extracellulaire de trois ion Na* pour I'entrée vers le milieu intracellulaire de deux
ions K* (Toyoshima et al., 2011) ou des pompes calcium qui lors de la méme réaction
d’hydrolyse par des ATPase permet la sortie de I'ion Ca?* (Brini et al., 2013). Les
transports secondaires sont plutdt des co-transporteurs qui vont tirer profit de 'énergie
d’un transport actif primaire. lls peuvent étre symport : transports de deux ions ou de
deux molécules du milieu extérieur vers le milieu intérieur ou antiport qui correspond
au transport simultané de deux especes ioniques ou d'autres molécules qui traversent

le pore dans des directions opposées.
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1.3 Propriétés biophysiques des membranes

Les différences de concentrations ioniques de part et d’autre de la membrane cellulaire
permettent la présence d’un potentiel de membrane entre I'intérieur et I'extérieur de la
cellule. L'existence de ce potentiel repose sur deux mécanismes principaux: le
transport actif des ions a travers la membrane qui créée un déséquilibre entre les
charges positives et négatives ; et la diffusion transmembranaire des ions résultant
d’'une différence de concentration et qui est a 'origine d’un déséquilibre des charges.
Il est fonction du rapport entre la tendance pour les ions a diffuser dans une direction
par rapport a lautre. Les fluctuations pour un ion donné suivent la loi de

Nernst adaptée pour une membrane :

_ R s goat
Vm = ZFln[]B (équation 1)

avec Vm: le potentiel de membrane, R: la constante des gaz parfaits, T: la
température en Kelvin, z : la charge de I'ion perméant, F : la constante de Faraday, et

[1]x : la concentration de l'ion d’intérét dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire.

Comme certaines protéines qui composent la membrane sont perméables aux ions
sodium, potassium, calcium et chlore, en réalité, le potentiel de membrane ne
correspond pas au résultat de cette équation mais combine les différents flux ioniques,
issus des gradients de concentration et des gradients électriques. C’est I'équation de
Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) qui prend en compte ces paramétres et qui considére
également la perméabilité de chaque ion. La cellule peut alors étre schématisée
comme un circuit électrique qui prend en compte la conductance et la force
électromotrice de chaque ion (Figure 2). La membrane cellulaire joue alors le réle de
condensateur puisque les charges négatives et positives s’attirent de part et d’autre et

sont alignées le long de la membrane.
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Figure 2 Schéma électrique d'une cellule, avec Cn :la capacité de la membrane influencée par la taille de la
cellule, chaque rectangles représentent les conductances des ions en fonction du générateur de tension (canaux
ioniques, pompes...), figurent également es piles électrochimiques associées, équivalent a I'équation de Nernst,
pour chaque ion.

L'équation de courant de GHK indique le potentiel d'inversion de la membrane en
présence de plusieurs conductances, c'est a dire le potentiel pour lequel le courant net
est nul (toutes les conductances s'annulent). Si les ions perméants sont le potassium,

le sodium et le chlore, I'équation est :

RT o Prt K lext+Pyg NG lext+Per [Cline
F ' Pt [K line+Py g+ INat line+Pci—[Cl Jext

Einy =

(équation 2)

Avec Ein :le potentiel d’inversion, R : la constante des gaz parfaits, T : la température
en Kelvin, F : la constante de Faraday, Py~ : la permeabilité de I'ion X", [X"],x¢/in: : 12

concentration intracellulaire (int) ou extracellulaire (ext) de I'ion X".

Ainsi, un changement de la perméabilité d’'une espéce ionique va engendrer une
modification du potentiel de membrane. Si la membrane devient plus perméable aux
ions Na*, cet ion va avoir tendance a rentrer dans la cellule et le milieu intérieur aura
donc un surplus de charges positives provoquant un déplacement du potentiel de

membrane vers des valeurs moins négatives, la cellule se dépolarise. Inversement,
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dans le cas d'une repolarisation ou d’une hyperpolarisation, le potentiel de membrane

devient plus négatif par rapport au potentiel de repos.

Ce potentiel d’action a un endroit précis de la membrane peut étre transmis tout le long
d’'un axone, jusqu’aux terminaisons nerveuses et joue donc un rdle essentiel dans la
transmission synaptique. Le déclanchement du potentiel d’action peut étre de

différentes natures : chimique, mécanique, ou électrique (Bogatov et al., 2014).

L'effet d'un potentiel d'action dans une terminaison nerveuse dépend du type
de synapse que forme l'axone avec ses cellules cibles. Il existe des synapses
électriques et des synapses chimiques. Les premiéres sont constituées de canaux
transmembranaires qui mettent en communication le milieu intracellulaire du neurone
avec celui de la cellule cible, de sorte que le potentiel d'action se propage directement
de l'un a l'autre. Ce type de synapse présente l'avantage d'une transmission trés

rapide.

Au niveau d'une synapse chimique, l'arrivée d'un potentiel d'action produit une
séquence complexe d'événements. La terminaison d’'un axone contient de petites
vésicules remplies de neurotransmetteurs qui vont assurer la transmission de I'activité
neuronale a travers l'espace synaptique. La dépolarisation d'une terminaison
synaptique par un potentiel d'action provoque l'ouverture de canaux perméables
au calcium, entrainant I'entrée de cet ion dans la terminaison. Sous I'impulsion de cet
influx de calcium, les vésicules fusionnent avec la membrane cellulaire libérant ainsi
leur contenu dans le milieu extracellulaire. Le neurotransmetteur va alors y diffuser
librement jusqu’a atteindre la membrane de la cellule cible de cette terminaison
nerveuse. Le début de la transmission synaptique correspond donc a la conversion
d’'un signal électrique porté par le potentiel d'action, en signal chimique induit par le
neurotransmetteur. Les protéines réceptrices membranaires de la cellule cible
accueillent alorsles molécules de neurotransmetteur qui viennent s'associer
spécifiquement. Cette liaison va généralement provoquer I'ouverture (ou plus rarement
la fermeture) de canaux dans la membrane des cellules cibles, déclenchant un flux
ionique. Selon le type d'ions auxquels les canaux sont perméables, ce flux entraine
une dépolarisation ou une hyperpolarisation de la cellule. Cette deuxiéme étape de la
transmission synaptique correspond donc a la reconversion d’'un signal chimique en

signal électrique.
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L’excitabilité du neurone par un courant électrique dépolarisant ainsi que son aptitude
a engendrer et a propager ces potentiels d’actions, sont les deux propriétés qui
donnent a I'électrophysiologie une place prépondérante en neurophysiologie,
notamment pour approfondir le mécanisme de latransmission synaptique de

I'excitation.

2. Techniques d’enregistrement

Le premier enregistrement intracellulaire d'un potentiel d'action a été rapporté en 1939
par Hodgkin et Huxley dans I'axone géant de calmars (Hodgkin and Huxley, 1939). Cet
axone a été choisi pour son grand diamétre (~ 500 um) permettant le placement d’'une
microélectrode a l'intérieur de I'axone. Plus tard, une méthode de pince de tension a
eté utilisée pour comprendre la création du potentiel d'action (Hodgkin and Huxley,
1952). Cette méthode repose sur la mise en place d'une deuxieme microélectrode
dans l'axone pour servir de référence. En 1963, ils regurent le prix Nobel pour ces
travaux, fondements de la neurophysiologie moderne. Bien que cette technique ait été
étendue a d'autres fibres nerveuses, telles que la fibre de Purkinje (Draper and
Weidmann, 1951), il est peu pratique d'introduire deux électrodes dans des cellules
plus petites. De plus, ces enregistrements intracellulaires ne représentent que I'effet
global de toutes les fluctuations ioniques de la membrane cellulaire, fournissant peu
de détails sur les caractéristiques individuelles des canaux ioniques unitaires par

exemple.

L'invention de la technique du patch clamp par Bert Sakmann et Erwin Neher a permis
aux expérimentateurs d'enregistrer des canaux ioniques uniques (Figure 3), de petits
groupes de canaux, des potentiels de membrane ou des courants intracellulaires dans
pratiquement n'importe quel type de cellule en n'utilisant qu'une seule électrode.
Depuis son développement a la fin des années 1970, de nombreuses variantes ont
été établies et il est maintenant considéré comme la méthode de référence pour I'étude
de l'activité des canaux ioniques (Hamill et al., 1981). L'importance du patch clamp et
des découvertes qu'il a permis a été reconnue dans toutes les sciences biomédicales,
notamment par l'attribution d'un prix Nobel en 1991 a ses inventeurs Bert Sakmann et
Erwin Neher.
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Figure 3 Premiers enregistrements en configuration canal ionique. A. Schéma du dispositif utilisé pour
enregistrer les courants portés par un récepteur a l'acétylcholine sur la membrane d’'une fibre nerveuse de
grenouille. VC permet d’'imposer un potentiel de membrane et VG permet I'enregistrement des courants. B.
Premiére trace électrophysiologique en configuration canal unique de la fibre musculaire de grenouille aprées
application d'une solution de SubCh. O1 et O2 correspondent a I'état ouvert d’'un canal ou de deux canaux
respectivement. (D’aprés Neher and Sakmann, 1976)

La technique de patch-clamp a été un apport considérable pour la compréhension de
la physiologie cellulaire. La tres grande sensibilité de cette technique expérimentale
permet en effet de mesurer les fluctuations rapides de courants électriques provenant
du passage des ions dans un seul canal ionique (Neher and Sakmann, 1976). Le
développement de cette technique ainsi que I'amélioration des méthodes de biochimie
des protéines et de clonage moléculaire ont permis de mieux comprendre les canaux

ioniques.

D’un point de vue technique, plusieurs configurations d’enregistrements sont possibles
aprés contact entre une électrode de verre et la membrane cellulaire (Ashcroft and

Rorsman, 2013), qui présentent chacun ses avantages et inconvénients (Figure 4).
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Figure 4 Représentation des différentes configurations d'enregistrements patch-clamp. (Adapté de Ashcroft
and Rorsman, 2013)

La configuration cellule attachée est un mode d’enregistrement qui permet de
conserver l'intégralité du milieu intracellulaire et ne pas déstructurer les interactions
intracellulaires. Les courants de faibles intensités obtenus restent le principal
inconvénient ainsi que le manque de contréle de la composition du milieu

intracellulaire.

Les enregistrements en configuration cellule entiére sont réalisés aprés rupture de la
membrane cellulaire, permettant I'enregistrement des courants portés par 'ensemble
des canaux de la cellule. Le milieu intracellulaire est donc rapidement dialysé par la

solution intrapipette, le cytoplasme n’est donc pas conservé.

Il existe, enfin, deux techniques d’enregistrements de canal unique. La configuration
« inside out » est issue de I'arrachement d’un fragment de la membrane aprés contact
de la pipette avec la membrane. La face extérieure de la membrane se retrouve donc
en contact avec le milieu intrapipette et la face intérieure avec le milieu extracellulaire.
A l'inverse, la configuration « outside out » est réalisée apres rupture de la membrane
cellulaire ce qui permet d’avoir la face extérieure de la membrane en contact avec le

milieu extracellulaire, présentant I'avantage de pouvoir appliquer des solutions aux
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compositions variées. Toutefois, ces deux configurations peuvent entrainer la perte de

facteurs de régulation du canal.

3. Les canaux ioniques

Les cellules excitables ont un potentiel régulé de fagon extrémement fine. Pour ce
faire, les cellules disposent de canaux ioniques, qui, lorsqu'ils sont ouverts, permettent
de laisser passer avec une trés grande efficacité les ions selon leur gradient de
concentration. Ce passage se fait donc de maniére passive, comme décrit
précédemment. La valeur de ce potentiel membranaire est déterminée a chaque
instant par I'état d'ouverture des différents canaux présents dans la membrane. Dans
les organismes complexes, les différents types cellulaires sont capables, selon les
stimuli externes, de reprogrammer en quelques millisecondes la valeur de leur
potentiel de membrane, par la modulation de I'état d'ouverture de leurs canaux. Ce
phénoméne est responsable de fonctions physiologiques vitales, comme le
fonctionnement du systéme nerveux (Bean, 2007), la rythmicité des battements
cardiaques (Zaza, 2010) ou encore la sécrétion de certaines hormones, par exemple
l'insuline (Rorsman and Braun, 2013). De plus, des ions tels que le calcium, dont les
variations de concentration dans les cellules sont finement contrdlées par des canaux
et des transporteurs spécifiques, ont un réle important en tant que « seconds
messagers ». Les canaux ioniques ont des propriétés fonctionnelles bien définies. La
conductance de ces canaux définit le nombre de charges fluctuant au travers du pore
par unité de temps a un potentiel donné. Elle est caractéristique de la population de
canaux ouverts a un instant précis et est donnée par la loi dOhm : la quantité de
charges traversant la membrane par unité de temps est représentée par le produit du

potentiel membranaire par la conductance :

I = E.y (équation 3)

Avec | : la quantité de charges, E : le potentiel de membrane, y : la conductance
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Dans le cas des membranaires cellulaires, il faut ajouter une grandeur supplémentaire

qui est la force électromotrice de l'ion. La loi devient donc :

I = y.(E — E;) (équation 4)

ou Es représente le potentiel d’équilibre de l'ion considéré et E le potentiel de

membrane.

En plus de cette conductance, les canaux ioniques sont définis par des
caractéristiques intrinseques bien précises comme la probabilité d’ouverture, leur

fréquence d’ouverture/fermeture et enfin la sélectivité ionique.

Cette derniére caractéristique est variable selon les types de canaux. Quelques
canaux, comme le récepteur de | ‘acétylcholine, sont spécifiques pour les petits cations
mais ne présentent que peu de préférences entre eux (Auerbach, 2015) ; d'autres,
comme les canaux potassiques, sont extrémement sélectifs et préferent, par exemple,
les ions K* aux ions Na* avec un rapport de 1/10 000 (Horn et al., 2014); certains ne
laissant passer qu'un seul ion, alors que d'autres discriminent les ions selon leur
charge globale. La sélectivité ionique dépend de plusieurs facteurs, de la taille de I'ion,
de la facilité avec laquelle il est déshydraté (les ions de grande taille perdant plus

facilement leurs molécules d'eau) mais aussi de la structure méme du pore aqueux.

Il existe trois grandes familles de canaux ioniques en fonction de leur mode
d’activation: les canaux activés par un stimulus mécanique (canaux
mécanosenseurs), les canaux activés par un stimulus physique, comprenant par
exemple les canaux thermosensibles, les canaux voltage-dépendants dont I'ouverture
est activée par la variation du potentiel membranaire, et les canaux activés par un
stimulus chimique, qui peut étre intracellulaire comme pour les canaux potassiques
ATP-dépendants activés par une augmentation de la concentration intracellulaire en
ATP, ou extracellulaire dont I'activité des canaux est controlée par la fixation d’un
ligand dans le domaine extracellulaire du récepteur. C’est ce dernier type de canaux

qui sera étudié dans cette thése.

En présence du stimulus spécifique du canal ionique étudié, le canal bascule d’'un état

fermé a un état ouvert. Ces facteurs de régulation peuvent favoriser ou diminuer le flux
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d'ions au travers des canaux ioniques spécifiques. Ces variations d'activité et donc de
passage d'ions a travers la membrane d'une cellule vont provoquer des variations de
potentiel de membrane, comme expliqué précédemment. Il faut souligner que de tres
nombreux canaux peuvent adopter d'autres conformations que les conformations
fermée ou ouverte. Ainsi, de nombreux canaux s'inactivent ou se désensibilisent (cas
de nombreux récepteurs-canaux). Bien que les mécanismes moléculaires mis en jeu
dans l'inactivation et la désensibilisation soient totalement différents, dans ces deux

états les canaux ioniques sont non conducteurs.

4. Les récepteurs canaux (LGICs)

Les récepteurs canaux, aussi appelés LGICs pour « ligand gated ion channels », sont
des canaux ioniques dont I'ouverture induisant le passage des ions est contrélée par
la liaison d’un agoniste dans le site de fixation situé dans le domaine extracellulaire.
lls sont principalement impliqués dans la médiation rapide de la transmission
synaptique en réponse a un neurotransmetteur chimique spécifique comme

I'acétylcholine ou le glutamate, entre autres.

Ces canaux reconnaissent et décodent les molécules messagéres dans le but de
transmettre un message. Ce mode de communication a été mis en évidence pour la
premiére fois en 1857 par Claude Bernard grace a un grand nombre d’expérience sur
I'action toxique du curare. Il démontra que l'action paralysante du curare agit a la
jonction entre nerf moteur et fibre musculaire, bloquant ainsi la transmission de l'influx
nerveux (Bernard, 1856). Ce concept a été affiné grace aux travaux des physiologistes
John Langley et Paul Ehrlich, proposant 'idée de récepteur. En effet, J. Langley met
en évidence la contraction musculaire localisée sous la terminaison nerveuse suite a
une stimulation par la nicotine (Langley, 1906) et P. Ehrlich en s’intéressant a I'affinité
de certains colorants pour certains constituants cellulaire (Erhlich, 1913), confirme
cette notion de récepteur. En paralléle a ces découvertes, Thomas Elliott détermine la
notion de « sécrétion stimulatrice » qui suggére que la contraction musculaire est due
a une sécrétion de molécule par le nerf (Elliott, 1904a ; Elliott, 1904b). |l faudra attendre

1970 pour que ces idées soient concrétisées grace a la premiére purification d’'un
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récepteur, le récepteur nicotinique a I'acétylcholine lié a I'a-bungarotoxine (Changeux
et al., 1970).

L’exploration de ce nouveau systeme d’interaction ligand-récepteur a permis de mettre
en évidence certaines similitudes entre les différents récepteurs, notamment leur
assemblage multimérique dont les sous-unités participent a la formation du pore
ionique transmembranaire ainsi que la présence du site de liaison du ligand dans le
domaine extracellulaire. Toutefois, ils présentent également des différences,
principalement dans leur stoechiométrie d’assemblage ce qui permet de les regrouper
par famille. Il existe ainsi trois sous-groupes majeurs suivant leur caractéristiques
structurales et fonctionnelles : les récepteurs pentamériques, les récepteurs

tétramériques et les récepteurs trimériques (Figure 5) (Lemoine et al., 2012).

A B C
.
) NTD
2
=0 o
9
=1
LBD
: —
— e
e ATE_
[or ofhars) ™ G
x'l" l x ||i.'IrIJG-"|.'|
—_ — T
Récepteur Récepteur Récepteur
pentamérique tétramérique trimérique

Figure 5 Représentation schématique des trois familles de canaux ioniques. A Représentation des récepteurs
pentamériques dont les nAChRs, les 5-HT3Rs, les GABAARs, les GlyRs et les ZAC, GIuCl, GLIC, ELIC. B.
Représentation de la famille des récepteurs tétramériques iGluRs incluant les NMDASs, rAMPAs et rKAs. C. Famille
des récepteurs trimériques dont font partie les récepteurs P2X. (Issu de Lemoine et al., 2012)
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4.1 Les récepteurs pentamériques

La superfamille de récepteurs pentamériques est composée de deux types de
récepteurs, des récepteurs excitateurs et inhibiteurs. Les récepteurs excitateurs
pentamériques, perméables aux cations, se composent des récepteurs nAChRs, des
récepteurs sérotoninergiques (5-HT3) et des récepteurs activés par le zinc (ZAC). Les
récepteurs inhibiteurs de cette super famille, perméables aux anions, sont les
récepteurs y-aminobutyric acide (GABA-A, GABA-C) et les récepteurs glycinergiques
(GlyRs) (Nys et al., 2013).

Ces récepteurs pentamériques sont également appelés « cys-loop » chez les
eucaryotes, en raison de la présence, pour chaque sous-unité, d’une boucle
extracellulaire caractéristique formée de treize acides aminés hautement conservés
maintenue par un pont disulfure. Cette boucle est essentielle a la communication entre
les sites de liaison des neurotransmetteurs et le canal ionique membranaire. Ces
récepteurs sont le plus souvent présent sous forme d'hétéropentaméres et plus

rarement sous forme homomeérique.

Tous les récepteurs pentamériques partagent une architecture structurale commune,
avec cinqg sous-unités arrangées symeétriquement suivant des regles d’assemblage
strictes. Chaque sous-unité se divise en plusieurs domaines qui ont des fonctions bien
précises : un large domaine extracellulaire formé par les parties N- et C-terminales,
qui comprend le site de liaison de I'agoniste a l'interface entre deux sous-unités, et qui
est une cible majeure des modulateurs allostériques ; un domaine transmembranaire
qui est constitué de quatre hélices transmembranaires (TM1-TM4) avec les segments
TM2 qui forment le pore ionique et qui est aussi la cible de modulateurs allostériques
tels que les alcools ou les anesthésiants ; un domaine intracellulaire qui se compose
d'une large boucle intracellulaire formée par TM3 et TM4, et qui joue un réle important
dans le transport du récepteur et de sa modulation (Corringer et al., 2012; Smart and
Paoletti, 2012). L’'ouverture de ces canaux est provoquée par un mouvement de
torsion et de déformation du récepteur (Bocquet et al., 2009). La liaison des agonistes
dans leur site de fixation induit une torsion du domaine extracellulaire qui conduit a
des déformations de la structure tertiaire de chaque sous-unité permettant la

perméation ionique.
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La multitude de combinaisons possibles entre les différentes sous-unités implique une

grande richesse moléculaire et fonctionnelle in vivo (Sine and Engel, 2006).

4.2 Les récepteurs tétramériques

La superfamille des récepteurs canaux tétramériques est formée de récepteurs
excitateurs ionotropiques du glutamate (iGIluRs) et sont répartis en quatre sous-
familles : les récepteurs AMPA (GluA1-4), les récepteurs NMDA (GluN1, GIuN2A-D,
GIuN3A-B) co-activés par la présence de glycine, les récepteurs kainate (GluK1-5), et
les récepteurs delta (GluD1-2) (Mayer, 2005). Leur assemblage dépend de la nature
du récepteur : les récepteurs AMPA et kainate peuvent étre des homo- ou des
hétéromeres dont chaque sous-unité lie une molécule de glutamate alors que les
récepteurs NMDA vont plutét s’assembler en hétéromeéeres composés obligatoirement
de deux sous-unités GIluN1 (liant la glycine) et de deux autres sous-unités,

généralement GIuN2, liant le glutamate (Paoletti and Neyton, 2007).

lls présentent une architecture globale particuliére puisqu’ils présentent un domaine
extracellulaire composé de deux lobes dont un premier lobe composé des parties N-
terminales qui est impliqué dans 'oligomérisation des iGluRs et dans la modulation de
ceux-ci ; et un deuxiéme lobe qui est formé de deux sous-domaines contenant le site
de fixation du glutamate. Ces deux lobes sont reliés entre eux par une chaine flexible.
Le domaine transmembranaire est composé de trois hélices o (TM1, TM3 et TM4)
ainsi que d’'une boucle réentrante (TM2). Le pore ionique est formé par I'hélice TM3 et
la boucle TM2 et les segments TM1 et TM4 servent d’interface entre les sous-unités
(Paas, 1998).

Les iGluRs sont impliqués dans la transmission synaptique excitatrice. Cette
transmission se fait de maniére rapide, leurs cinétiques d’activation sont assez élevées
pour répondre a une libération bréeve de glutamate, notamment au niveau de la

synapse. Ces récepteurs sont également responsables de la plasticité synaptique.
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4.3 Les récepteurs trimériques

La derniére famille de récepteurs canaux sont les récepteurs trimériques composée
des récepteurs purinergiques P2X activé par la fixation extracellulaire de 'adénosine-
5'-triphosphate (ATP). lls sont formés de [Iassemblage homomérique ou
hétérométrique de trois sous-unités, parmi I'existence de sept génes (P2X1-P2X7).
Elles présentent une homologie de séquence comprise entre 40 et 55% (North, 2002).
Chaque sous-unité présente une architecture simple avec les parties N- et C-
terminales dans la partie intracellulaire, suivies de deux domaines transmembranaires
(TM1-TM2) liées entre elles par un large domaine extracellulaire riche en ponts
disulfures contenant le site de fixation de 'ATP a l'interface entre deux sous-unités.
Les différentes sous-unités P2X présentent des propriétés biophysiques et
pharmacologiques variables (Gever et al., 2006) comme des affinités pour 'ATP
différentes ou I'affinité de certaines sous-unités pour des modulateurs allostériques,

comme le zinc et le cadmium (North, 2002).

5. Les récepteurs P2X

L’ATP est une molécule intracellulaire qui joue un role fondamental dans le
métabolisme énergétique des cellules dont I'activité biologique a été décrite en 1929
par Karl Lohman. Il a fallu attendre les années 1990 pour que I'ATP soit considérée
comme médiateur intercellulaire (Evans et al., 1992). L'ATP est présent dans le
cytoplasme a une concentration de 3 a 5 mM et peut étre libéré dans le milieu
extracellulaire a la suite d’une lyse cellulaire, mais également suite a d’autres
mécanismes non lytiques comme par le biais de canaux transmembranaires (canaux
ABC (Praetorius and Leipziger, 2009) ou pannexines et connexines (Lazarowski,
2012) et méme P2X7 (Pellegatti et al., 2005)), ou encore a I'exocytose de vésicules
sécrétrices (Montana et al., 2006). La libération de 'ATP dans le milieu extracellulaire
va permettre I'activation de récepteurs membranaires. En 1978, Geoffrey Burnstock a
proposé une classification de ces récepteurs en deux grandes familles : les récepteurs

P1, dont 'agoniste est 'adénosine, obtenue a partir de I'ATP, et les récepteurs P2, qui
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ont une grande affinité pour les nucléotides di- et triphosphates (Burnstock et al.,
1978). Cette derniére famille se décompose en deux sous-familles de récepteurs
membranaires purinergiques P2, les récepteurs métabotropiques liés aux protéines G,

les P2Y, et les récepteurs canaux P2X (Figure 6).

ATP > ADP
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Figure 6 Schématisation de la signalisation purinergique des récepteurs P2X et P2Y.

5.1 Réles physio-pathologiques des récepteurs P2X

L’activation des récepteurs P2X par 'ATP induit un flux cationique, généralement un
influx de Ca?* et de Na*, et un efflux de K*. Ces mouvements ioniques provoquent une
dépolarisation de la membrane ainsi que I'activation subséquente d’autres canaux,
notamment celle de canaux calciques voltage dépendants (Bean, 1992; Dubyak and
el-Moatassim, 1993). L’entrée de calcium dans la cellule par le biais des récepteurs
P2X et de ces canaux voltage dépendant est importante, notamment dans le transfert
de linflux nerveux et dans la contraction musculaire. Les récepteurs P2X étant
exprimés dans de nombreux tissus, ils sont impliqués dans de multiples fonctions
physio-pathologiques. lls représentent donc un intérét majeur. Voici quelques

exemples non exhaustifs de leurs localisations et de leurs fonctions :
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5.1.1 Le récepteur P2X1

Le récepteur P2X1 a été isolé pour la premiére fois dans 'ovocyte de Xénope (Valera
et al., 1994). Il a ensuite été retrouvé au niveau des vaisseaux sanguins des muscles
lisses (vessie, spermiducte, intestins et artéres) ainsi que dans les plaquettes
(Burnstock and Knight, 2004). En raison de cette distribution, cet homomeére est, entre
autres, impliqué dans la contraction des muscles lisses, la régulation de la pression
sanguine, I'agrégation plaquettaire et dans le fonctionnement de la vessie. En effet,
des souris P2X1 KO présentent, par exemple, des taux réduits de thrombus et un
temps de saignement plus long (Nurden, 2007; Oury et al., 2015) ou encore, une
stérilité chez le male en raison d’une contraction des vésicules séminales insuffisante
(Mulryan et al., 2000). Dans les cellules de muscles lisses d’artéres mésentériques de
souris, le récepteur P2X1 est responsable d’une vasoconstriction en réponse a 'ATP
(Vial and Evans, 2002). Son implication dans la septicémie a également été démontré
par des taux élevés de P2X1 responsable d’'une réduction de I'hématocrite et des taux
d'hémoglobine chez les patients présentant une bactériémie confirmée (Fagerberg et
al., 2018).

5.1.2 Le récepteur P2X2

Le récepteur P2X2 de rat a été cloné a l'origine, a partir d'une lignée PC12 de
phéochromocytome de cette espéce (Brake et al., 1994). Il est exprimé dans de
nombreux organes des systémes vasculaires, nerveux, neuroendocriniens et sensitifs.
Il est donc principalement impliqué dans la nociception, la transduction gustative, et
répond aux activités pré et post synaptiques (Ren et al., 2003). Cet homomeére se
retrouve en particulier dans la cochlée. Il a été rapporté qu'une exposition prolongée a
un son continu induit une surexpression des récepteurs P2X2 suite a une sécrétion
d’ATP dans la cochlée et que des souris déficientes pour P2X2 développent une
presbyacousie (Yan et al., 2013). lls sont aussi exprimés sur la surface épithéliale des
cellules de soutiens de la partie vestibulaire de l'oreille interne ce qui leur confére un
réble dans I'équilibre. Les souris P2X2 déficientes montrent en effet des troubles

significatifs de I'équilibre moteur ainsi qu’'une diminution du reflexe vistibulo-oculaire
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(responsable de la stabilisation du regard sur un point fixe) (Takimoto et al., 2018). Les
souris KO P2X2 présentent des douleurs inflammatoires, une chute du reflexe urinaire,

une diminution de la sensibilité gustative et une diminution de la mobilité intestinale.

5.1.3 Le récepteur P2X3

Ce récepteur a été isolé a partir du ganglion spinal de rat (Chen et al., 1995). Son
expression est principalement localisée au niveau des neurones sensitifs, nociceptifs
et sympathiques (Burnstock and Knight, 2004) mais on le retrouve aussi dans la moelle
épiniére et le ccoeur (Garcia-Guzman et al.,, 1997). Ses réles physiologiques sont
orientés vers la sensation gustative et les réflexes vésicaux. lls sont responsables,
notamment de douleurs chroniques, impliqués dans [I'épilepsie et I'hyperalgésie
(Bechakra et al., 2017). Les souris déficientes P2X3 ont une diminution de la mobilité
intestinale (Souslova et al., 2000) et d’'un pont de vue vésical : une hyperactivité de la
vessie et une augmentation de la miction et de la capacité de celle-ci (Cockayne et al.,
2000).

5.1.4 Le récepteur P2X4

Quatre groupes de recherche ont isolé 'ADN du P2X4 de rat, a partir du ganglion
cervical supérieur (Buell et al., 1996), dans le cerveau (Séguéla et al., 1996), dans
I'hippocampe (Bo et al., 1995) et dans des cellules pancréatiques (Wang et al., 1996).
Il est principalement exprimé dans la microglie activée, dans les cellules endothéliales
et les glandes salivaires. lIs sont impliqués dans le remodelage vasculaire puisque ces
récepteurs étant perméants au calcium vont permettre la vasodilatation. Des souris
P2X4 KO présentent en effet une augmentation de la pression artérielle due a une
réduction de l'influx calcique dans les cellules endothéliales qui induit une production
plus faible du vasodilatateur oxyde nitrique (Yamamoto et al., 2006). Les récepteurs
P2X4 sont également impliqués dans la douleur inflammatoire. Leur activation par
I’ATP dans les macrophages entraine une libération de prostaglandines qui joue un

réle majeur dans l'inflammation et dans la douleur (Ulmann et al., 2010). De méme, la
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stimulation des récepteurs P2X4 neuronaux conduit a la libération de BDNF par la
microglie activée conduisant a un état de douleur chronique inflammatoire (Ulmann et
al., 2008). Des équipes ont aussi mis en évidence une augmentation de I'expression
de P2X4 dans des modéles de douleur neuropathique (Nakai et al., 2010; Otoshi et
al., 2010). Récemment, les récepteurs P2X4 ont été mis en cause dans la sensation
de touché par le biais de la libération d’ATP par les kératinocytes. La délétion
spécifique de ces récepteurs dans les neurones sensoriels diminue trés nettement la

sensibilité mécanique (Moehring et al., 2018).

5.1.5 Le récepteur P2X5

Le récepteur P2X5 a été caractérisé a partir de ganglion cceliaque (Collo et al., 1996)
et de cceur (Garcia-Guzman et al., 1996) de rat. Il est largement exprimé dans les
cellules endothéliales de l'intestin et de la peau, dans les cellules épithéliales de
I'urétre et de la vessie et aussi dans les muscles lisses de l'intestin et la moelle épiniére
(Burnstock and Knight, 2004). Le récepteur P2X5 joue un réle dans la régulation de la
prolifération cellulaire, notamment en I'inhibant, et induit la différenciation cellulaire.
C’est le cas par exemple avec les cellules dites satellites dans les cellules souches
musculaires. L’activation des récepteurs P2X5 exprimés dans ces cellules satellites va
inhiber la prolifération et va stimuler les marqueurs de la différenciation des cellules
musculaires (Ryten et al., 2002). Ainsi lors de Iésion de la fibre musculaire, une partie
des cellules satellites sera différenciée en cellules musculaires dans le but de la
réparer. Ces récepteurs sont également impliqués dans la biologie osseuse, et
pourraient notamment étre impliqué dans la régulation de la perte osseuse lié a la
parodontite (Kim et al., 2018).

5.1.6 Le récepteur P2X6

Le récepteur P2X6, cloné a partir d’'un ganglion cervical supérieur (Collo et al., 1996)
et de cerveau de rat (Soto et al., 1996), est la seule sous unité qui, assemblée en

homotrimére, est sous forme silencieuse. Il n’est fonctionnel qu’en s’associant a
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d’autres sous-unités. Il est fortement exprimé au niveau du systéme nerveux central et
dans les tissus périphériques. Les patients atteints d'insuffisance cardiaque
accompagnée d’une augmentation du TNF-a présentent une surexpression du

récepteur P2X6 dans leur myocarde (Banfi et al., 2005).

5.1.7 Le récepteur P2X7

Le premier clone de taille compléte P2X7 a été construit a partir d'une banque d’ADN
de cerveau de rat (Surprenant et al., 1996). Il est particuliérement exprimé dans les
cellules immunitaires et les macrophages faisant de ce récepteur une cible
thérapeutique trés intéressante. On le retrouve également dans les cellules gliales, de
la microglie et de la peau. lls sont impliqués dans la perception de la douleur. D’un
point de vue pathologie, les récepteurs P2X7 sont mis en cause dans les douleurs
chroniques, les leucémies lymphocytaires chroniques et I'ostéoporose ainsi que dans
la dépression (Deussing and Arzt, 2018) et I'arthrose (Hu et al., 2016). Les souris P2X7
déficientes présentent une inflammation via le ralentissement de la production de
cytokine ce qui suggére que ce récepteur joue un rble essentiel dans la cascade
mécanistique de I'inflammation (Solle et al., 2001). De plus, il a été démontré qu'ils
étaient impliqués dans la douleur, notamment dans celle du cancer osseux (Hansen
et al., 2011). En outre, ces souris présentent aussi des anomalies du squelette ce qui
suggere qu’ils sont également impliqués dans la formation et la résorption osseuse
(Ke et al., 2003).

5.1.8 Les différents épissages

En plus des différentes sous-unités, certains récepteurs P2X peuvent provenir de
différents types d’épissage. Ces variantes ont des propriétés pharmacologiques
différentes. Ainsi, un variant d’épissage du récepteur P2X2 : P2X2-2, dont la séquence
est plus courte de 207 paires de base, montre des cinétiques de désensibilisation plus
rapide comparées a celles P2X2 (Brandle et al., 1997). Le récepteur P2X5 humain

présente des fonctions physiologiques différentes entre la version compléte de ce
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récepteur et sa version tronquée, notamment au niveau de [lactivation des

lymphocytes T et dans 'immunorégulation (Abramowski et al., 2014).

5.2 Exemple détaillé de I'implication des récepteurs P2X dans I'audition

5.2.1 Structures et transmission sonore

Structure de I'appareil auditif

La fonction auditive permet, chez les vertébrés, d'instituer entre les individus un moyen
de communication a partir d'émissions sonores codées, pour lesquelles l'ouie
constitue le récepteur sensoriel. L'appareil auditif humain est un ensemble de
structures anatomiques d'origine et de nature trés différentes. Il est composé de trois
parties consécutives distinctes : l'oreille externe, l'oreille moyenne et l'oreille interne
(Figure 7).

Figure 7 Coupe vertico-transversale de l'appareil auditif

L'oreille externe comprend le pavillon dont la partie centrale, la conque, donne accés
au conduit auditif externe fermé par le tympan. Chez I'Homme, ce conduit a une

longueur de 25 a 30 mm et un diamétre moyen de 7 mm. Du fait de sa géométrie et
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de la nature de ses parois, l'oreille externe ne transmet pas de la méme maniéere toutes
les fréquences. Son réle est de capter, amplifier et focaliser les sons vers l'oreille

moyenne.

L'oreille moyenne est essentiellement constituée de la caisse du tympan. Celle-ci est
délimitée en dehors par le tympan et en dedans par la paroi interne de la caisse ou
s’ouvre dans la paroi osseuse la fenétre ovale et la fenétre ronde. L'air pénétre dans
cette cavité par la trompe d'Eustache qui a pour réle d’équilibrer la pression des deux
c6tés du tympan. Des fluctuations de pression dans le conduit auditif externe
provoquent des mouvements de la membrane qui sont transmis a l'oreille interne par
la chaine des osselets. Celle-ci comprend le marteau, fixé par son manche sur le
versant supérieur du tympan, I'enclume et I'étrier, dont la plaque s'insére dans la
fenétre ovale ou elle est maintenue par un ligament annulaire élastique. Elle se
comporte comme un levier qui pivote autour d'un axe passant par la téte du marteau
et la téte de I'enclume. L'articulation entre les deux étant, chez I'Homme, assez rigide,
tandis que la liaison de la base de I'enclume avec I'étrier est une rotule trés mobile.
Les oscillations du tympan se traduisent alors par un mouvement de piston de la
plaque de I'étrier. Le réle de ces osselets est donc d’amplifier mécaniquement les

vibrations de la membrane du tympan et de les transmettre a I'oreille interne.

Cette derniére est formée de deux groupes d’organes : l'organe de l'audition, la
cochlée ; et les organes de I'équilibre, comprenant le vestibule et les canaux semi-

circulaires.

Figure 8 Organisation de la cochlée. A. Cochlée de rat en microscopie a balayage (par M. Lenoir). B. En haut,
section du tour basal d'une cochlée humaine. RV : rampe vestibulaire ; RT : rampe tympanique ; MR : membrane de
Reissner ; CC : canal cochléaire ; OC : organe de Corti. En bas, organisation de I'organe de Corti dans son ensemble
; Sl : sillon interne ; MT : membrane tectoriale ; CCls : cellules ciliées internes ; PCs : Piliers de Corti ; CCEs : cellules
ciliées externes ; CDs : cellules de Deiters ; MB : membrane basilaire ; CSs : cellules de soutien.
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La cochlée est formée d’un tube osseux enroulé sur lui-méme autour d’'un axe creux
et de section progressivement décroissante (Figure 8A). La longueur de cette cochlée
de la base a 'apex (sommet de la cochlée) est d’environ 5 mm. La face interne de la
paroi osseuse est recouverte d’'un revétement membraneux qui forme le tube limacéen
qui est divisé en trois parties : les rampes vestibulaires, tympaniques et le canal
cochléaire. La rampe vestibulaire est séparée du canal cochléaire par la membrane
de Reissner et répond a la fenétre ovale tandis que la rampe vestibulaire est séparée
par la membrane basilaire et répond a la fenétre ronde. Ces deux rampes sont
remplies de liquide cortilymphatique de nature perilymphatique. Le canal cochléaire
est délimité par les membranes basilaire et de Reissner et contient un grand nombre
d’éléments formant 'organe de Corti (Figure 8B, en haut a droite), remplit de liquide
endolymphatique qui présente une composition ionique différentes des autres cellules
avec une concentration élevée en K* (Morgenstern et al., 1982). La périlymphe se
compose, lui, d’'un milieu riche en Na* a I'inverse de I'endolymphe. Il existe donc une
différence de potentiel entre 'endolymphe et la périlymphe comprise entre 80 et 110

mV, I'endolymphe étant positive par rapport a la périlymphe.

L’'organe de Corti se compose d’éléments de soutien rigides : les piliers de Corti qui
sont fixés a leur base sur la membrane basilaire et réunis a leur sommet ; des cellules
de soutien telles que les cellules de Deiters, de Hensen et de Claudius ; mais se

compose egalement de cellules nerveuses et de la membrane tectoriale.

Les cellules nerveuses sont les cellules ciliées internes (une rangée) et les cellules
cillées externes (trois ou quatre rangées) qui sont disposées de la base a I'apex de la
cochlée en rangées paralléles et portent en leur sommet trois rangeées de stéréocils
reliés entre eux par différents types de liens apicaux et latéraux. L'extrémité des
cellules ciliées externes portant les stéréocils les plus longs sont insérés dans la
membrane tectoriale. Le potentiel de repos des cellules ciliées, par rapport a la

périlymphe, est de -90 mV.

Les cellules ciliées, a leur pdle basal, sont connectées a des terminaisons nerveuses

provenant de neurones dont les corps cellulaires sont localisés dans le ganglion spiral,

lui-méme situé dans 'axe de la cochlée et formant ainsi le systéme afférant radial. 90%

des fibres constituant ces afférences établissent des contacts synaptiques avec les

cellules ciliées internes. Chaque cellule ciliée interne recoit une dizaine de fibres

provenant du ganglion spiral mais chaque fibre du ganglion spiral n’innerve qu’une
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seule cellule ciliée. A I'inverse, chaque fibre du ganglion spiral innervant les cellules
ciliées externes (10% des fibres), innerve plusieurs d’entre elles. De ce fait les cellules
ciliées externe, bien que plus nombreuses, ne participent que trés faiblement a la

transmission auditive (Kim, 1986).

Transmission et réception sonores

L’oreille externe a pour réle de capter les sons qui se propagent dans l'air et de les
diriger vers la face externe de la membrane du tympan par augmentation de la
pression. La membrane tympanique qui obture le fond du conduit auditif externe recoit
les vibrations sonores et les transmets aux osselets. Ces derniers, par un systéme de
levier, font parvenir a la fenétre ovale les vibrations sonores. Les vibrations de la
fenétre ovale sont transmises a la fenétre ronde par lI'intermédiaire des différents types
de rampes. La mise en mouvement des fluides qui composent les rampes provoque
la déformation des membranes qui limitent le canal cochléaire. Le mouvement relatif
de la membrane basilaire et de la membrane tectoriale, provoque un fléchissement

rythmique des cils des cellules réceptrices qui seront codés en un message sensoriel.

Grace a des enregistrements électrophysiologiques, il a été démontré que les cellules
ciliées provoquaient une variation du potentiel de repos en fonction du mouvement des
stéréocils (Holton and Hudspeth, 1986). Une inclinaison des cils dans un sens induit
une dépolarisation et, a I'inverse, une inclinaison dans le sens opposé provoque une
hyperpolarisation. Il y a donc une oscillation du potentiel lors d’'un mouvement
vibratoire. La dépolarisation observée lors de mouvements des stéréocils, est due a la
formation d’un courant entrant de K*. Ce courant est obtenu a la suite de I'ouverture
de canaux mécanosenseurs spécifiques localisés dans la partie apicale des stéréocils.
La force motrice du potassium entre I'endolymphe qui entoure ces stéréocils et le
milieu intracellulaire favorise I'entrée de potassium dans les cellules ciliées. Cette
entrée dans la cellule entraine donc une dépolarisation de la membrane plus ou moins
importante en fonction de l'intensité du son. Elle entraine également I'ouverture de
canaux Ca?* tensio-dépendants localisés sur la membrane latérale des cellules ciliées.
En plus du courant potassique entrant, il y a donc un courant calcique entrant qui
s’établit, accentuant la dépolarisation. L’entrée de calcium induit 'ouverture de canaux

potassiques Ca?* dépendants provoquant la sortie d’ions K*, puisque la concentration
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intracellulaire devient supérieure a celle de la périlymphe. Par conséquent, cet efflux

provoque la repolarisation de la cellule ciliée (Figure 9) (Hudspeth, 1985).
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Figure 9 Cycle de dépolarisation-repolarisation de la cellule ciliée. Le mouvement des cellules ciliées entraine
une entrée de potassium et donc une dépolarisation. Le retour a I'état de repos entraine une repolarisation par
I'activation de canaux K* sensible au voltage et de canaux K* Na?*-dépendant. (d'aprés Hudspeth, 1985)

Dans le cas des cellules ciliées externes, les variations de potentiels dues a la
dépolarisation et a la repolarisation entrainent un changement de leurs propriétés
mécaniques, en particulier la longueur de leurs cils. Quand elles sont dépolarisées,
ces cellules raccourcissent et se rallongent lors de la repolarisation (Ashmore, 1987).
Cette modification de la taille des cellules ciliées externes est due a la présence de
prestine, qui est une protéine motrice présente a forte concentration dans les cellules
ciliées externes (Zheng et al., 2000) dont |la forme est influencée par le potentiel. Ces
phénomeénes permettraient de moduler la fréquence de résonance locale et donc la
sensibilité des cellules ciliées internes. Ces cellules ciliées externes jouent donc un

réle d’oscillateurs qui amplifient trés localement la vibration de la membrane basilaire.

Pour les cellules ciliées internes, le passage de I'excitation de ces cellules aux
terminaisons afférentes s’effectue principalement grace a la libération de L-glutamate
(Altschuler et al., 1989). Ce glutamate libéré grace a la dépolarisation des cellules

ciliées, peut alors se lier sur les récepteurs post-synaptiques, par exemple sur les
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récepteurs NMDA ou AMPA qui sont des récepteurs ionotropiques assurant une
transmission rapide. C’est alors qu’une dépolarisation des terminaisons nerveuses des
fibres qui innervent les cellules ciliées internes a lieu. L’information auditive est alors
codée en fréquence et transmise au cortex auditif par le biais du tronc cérébral et du

thamulus.

5.2.2 Réle des récepteurs P2X dans I'audition

Le récepteur P2X2 est abondamment exprimé dans I'appareil auditif. En 2000, I'’équipe
de Peter R. Thorne a réalisé une étude immunohistochimique sur des coupes de
cochlée afin d’en décrire la localisation des récepteurs P2X2 (Jarlebark et al., 2000).
lls démontrent que ces récepteurs sont majoritairement présents dans les cellules
tapissant le canal cochléaire, y compris dans les stéréocils des cellules ciliées,
suggerant que les récepteurs P2X2 sont impliqués dans ’homéostasie cochléaire et
dans la transduction du son. En effet, la présence d’ATP permet aux récepteurs P2X2
de réguler I'électromobilité des cellules ciliées externes (Yu and Zhao, 2008) et le
recyclage du potassium (Zhu and Zhao, 2012). De plus, il a été démontré que lors de
sons de forte intensité, de 'ATP est libéré dans le canal cochléaire : 'exposition de
cobayes a 110 dB pendant 15 min provoque un doublement de la concentration en
ATP dans I'endolymphe (Mufioz et al., 2001). Cette augmentation provoque une chute
du potentiel endocochléaire. La mesure du potentiel endocochléaire suite a une
microinjection d’ATP dans le canal cochléaire permet de mettre en évidence que cet
ATP induit une chute significative de 42% de ce potentiel (Figure 10) (Thorne et al.,
2004).
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Figure 10 Influence de I'ATP sur le potentiel endocochléaire. A. Schéma de la microinjection d’ATP dans le
canal cochléaire et de la mesure du potentiel endocochléaire (EP). B. Enregistrement du EP en fonction du temps,
avant, pendant et aprés application d’ATP. C. Comparaison de la valeur du EP avant et pendant ATP pour chaque
expérience. (Thorne et al., 2004)

Cette présence d’ATP va permettre l'activation des récepteurs P2X2 bordant les
stéréocils des cellules ciliées qui baignent dans I'endolymphe. L’activation de ces
récepteurs induit alors un rapide « court-circuit » du potassium lorsque celui-ci entre
dans les cellules ciliées ce qui va rapidement provoquer cet effondrement du potentiel
endocochléaire diminuant ainsi la sensibilité auditive. Les récepteur P2X2 peuvent
ainsi limiter les dommages dus a la surstimulation sonore de la cochlée (Housley et
al., 2002). Cette perte temporaire de I'ouie due au déplacement du seuil auditif, est un
mécanisme autoprotecteur contre la surstimulation. Cependant le mécanisme de cette

autoprotection est encore inconnu.

L’étude immunohistochimique révéle également une expression étendue du récepteur
P2X2 dans les cellules de soutien, en particulier dans les cellules de Deiters. Ce
résultat concorde avec l'idée que la signalisation extracellulaire de I'ATP est impliquée
dans le mécanisme cochléaire. La présence de P2X2 dans la strie vasculaire
(composée des cellules épithéliales) implique un réle dans la maturation cochléaire.
Enfin, les récepteurs P2X2 se retrouvent dans le ganglion spiral et dans les synapses
des cellules ciliées suggérant une implication importante dans linnervation de

I'épithélium et dans la neurotransmission auditive.

L’'importance du récepteur P2X2 dans le processus d’audition a notamment été
confirmée a la suite de découvertes de mutations localisées sur le géne de ce

récepteur. Ces mutations, V60L et G353R entrainent une surdité non-syndromatique
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dominante chez les patients (Faletra et al., 2014; Yan et al., 2013) par un mécanisme

non élucidé.

Les récepteurs P2X2 sont la principale sous-unité exprimée dans la cochlée.
Cependant, d’autres sous-unités peuvent étre retrouvées, notamment P2X1 et P2X4
dans les cellules ciliées externes avec une distribution homogéne. Une faible
expression de récepteurs P2X7 est également retrouvée dans la partie basale de ces

cellules ciliées (Szlcs et al., 2004).

5.3 Pharmacologie des récepteurs P2X

La grande diversité des roles physio-pathologiques des récepteurs P2X peut étre

expliquée par les différences pharmacologiques des différentes sous-unités.

5.3.1 Cycle d’activation des récepteurs P2X

Tous les récepteurs canaux P2X ont le méme fonctionnement de base. Leur activation
résulte du passage d’un état fermé a un état ouvert suite a la liaison de 'ATP dans son
site de fixation. Cette ouverture se fait avec un temps tres court, de l'ordre de la
milliseconde, et est suivie soit d’'une désensibilisation, qui correspond a un
réarrangement structural de la protéine avec 'ATP présent dans le site de fixation, soit
a une désactivation qui correspond a une fermeture avec une sortie de 'ATP de son

site de fixation (Figure 11).
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Figure 11 Cycle d'ouverture des récepteurs P2X

Les concentrations efficaces médianes d’ATP qui ménent a cette ouverture sont
variables d’une sous-unité a l'autre. En effet, si ’'ECs0 moyen des récepteurs P2X de
rat est entre 10 et 30 uM, elles sont seulement de 0,07 uM pour le récepteur P2X1 et
de 0,5 uM pour P2X3, a l'inverse celle de P2X7 est supérieure a 100 uM (Soto et al.,
1997). L’ouverture du pore permet, pour tous les P2X, la perméation de cations Na*,
K*, Ca?*. Toutefois, 1a encore, des différences apparaissent entre les homoméres. Le
récepteur P2X5 a la particularité d’étre également perméable aux ions chlorures (Bo
et al., 2003). Les perméabilités relatives de ces cations sont différentes d’un
homomere a l'autre, par exemple la perméabilité calcique relative par rapport au
sodium est de 4,8 pour P2X1, de 2,5 pour P2X2, 1,2 pour P2X3 et de 4,2 pour P2X4
(North, 2002).

Chaque récepteur P2X présente ses propres cinétiques de désensibilisation et
peuvent ainsi étre classé en trois groupes: les récepteurs P2X1 et P2X3 qui

présentent une forte désensibilisation ; les récepteurs P2X2, P2X4 et P2X5 qui ont une
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désensibilisation relativement lente ; et le récepteur P2X7, classé a part, qui montre

une lente voire I'absence de désensibilisation (Figure 12).

P2X, P2X5 P2X; P2X, P2Xg P2X;
U r MJ1 nA
2s

Figure 12 Profiles de désensibilisation des différents homomeres de P2X. Désensibilisation induite aprés une
courte application d’ATP (en haut) ou aprés une longue application (en bas). (North, 2002)

J1nA

20s

5.3.2 L’assemblage hétéromérique

Les récepteurs P2X en plus de leur forme homomeérique, peuvent étre fonctionnels
sous forme hétéromérique. Toutes les sous-unités sont capables de former des
hétéromeéres. Cependant, seuls quelques hétéroméres sont retrouveés in vivo. C’est le
cas des hétéroméres P2X1/2, P2X1/4, P2X1/5, P2X2/3, P2X2/5, P2X2/6, P2X4/6 et
P2X4/7 (Saul et al., 2013).

L’hétéromere P2X1/2

La possibilité d’obtenir I'hnétéromeére P2X1/2 a été confirmée par sa co-purification dans
des ovocytes de Xenopus (Aschrafi et al., 2004; Marquez-Klaka et al., 2009). Des

études de radioactivité suggérent que la stcechiométrie d’assemblage serait deux
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sous-unités P2X2 et une sous-unité P2X1 (Aschrafi et al., 2004).
Electrophysiologiquement, la distinction la plus simple des homomeres P2X1 et P2X2
de I'nétéromere P2X1/2 peut se faire par I'utilisation de solutions ATP a différents pH,

les profils obtenus par des agonistes étant trop proche (Brown et al., 2002).

Les preuves de la présence de cet hétéromere dans les tissus natifs sont toutefois peu
développées. Les sous-unités P2X1 et P2X2 sont largement distribuées et se
chevauchent dans de nombreux tissus (Burnstock and Knight, 2004), par exemple
dans les muscles lisses vasculaires. Les niveaux d'expression des deux sous-unités
sont différents, suggérant qu’il n'y a qu’une faible contribution de I'nétéromére. Des
études de patch-clamp et d’imagerie calcique sur cellules entiéres de neurones
sympathiques de souris ont révélé des courants de type P2X2 et une population de
récepteurs sensible a I'a,-meATP, absente chez les souris P2X1 déficient (Calvert
and Evans, 2004). Ce courant sensible a I'a,3-meATP est inhibé en présence de Ca?*
et a des pH basiques. Il s’en déduit qu’il y a bien hétéromere composé de sous-unité
P2X1 et P2X2.

L’hétéromere P2X1/4

L'hétéromérisation entre les sous-unités P2X1 et P2X4 co-exprimées a été décrite
dans une étude biochimique et électrophysiologique sur des sous-unités P2X1 et P2X4
exprimées par les ovocytes de Xenopus (Nicke et al.,, 2005). Les expériences de
voltage-clamp a deux électrodes ont révélé des récepteurs P2X fonctionnels ayant des
propriétés cinétiques ressemblant a des homoméres P2X4 et un profil
pharmacologique similaire aux récepteurs P2X1 homomeéres. Ainsi, I'application d'a,3-
meATP entraine un courant lentement désensibilisant sensible aux antagonistes
suramine et TNP-ATP. Ces résultats suggerent de maniére fonctionnelle la formation
de I'hétéromére. La co-expression des deux sous-unités a été trouvée dans les cellules
musculaires lisses des arteres de résistance rénale (Harhun et al., 2010). L'hétéromeére
P2X1/4 est également impliqué dans les contractions neurogéniques de la vessie
(Kennedy et al., 2007) et pourrait probablement aussi jouer un réle dans le muscle

lisse de l'artere coronaire (Conant et al., 2008) et les érythrocytes (Skals et al., 2009).
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L’hétéromere P2X1/5

L’existence biochimique de I'hétéromeére P2X1/5 a pu étre révélée aprés co-
transfection des deux sous-unités dans des cellules HEK293 (Lé et al., 1999; Torres
et al., 1998b). L'hétéromeéere P2X1/5 présente des propriétés fonctionnelles distinctes
fournissant des caractéristiques claires pour son identification, notamment un profil
d’activation en ATP spécifique en deux phases avec un pic de désensibilisation puis
un courant plateau qui ne désensibilise pas (Surprenant et al., 2000) et par I'utilisation
de I'antagoniste suramine (Rettinger et al., 2005). La présence d'hétéroméres P2X1/5
a eté démontrée dans des astrocytes corticaux isolé (Lalo et al., 2008). Il pourrait y

jouer un role dans l'excitabilité astrocytaire (Ase et al., 2010).

L’hétéromere P2X2/3

L'hétéromére P2X2/3 fut le premier a étre identifié de maniére fonctionnelle et
biochimique (Lewis et al., 1995). Jusqu'a présent, il est I'hétéromére P2X le mieux
caractérisé et il existe des preuves solides de son expression in vivo dans les neurones
sensoriels et de son réle fonctionnel dans la neurotransmission sensorielle (Khakh and
North, 2012). La stcechiométrie d’assemblage hétéromérique a également été
déterminée comme étant deux sous-unités P2X3 et une sous-unité P2X2 (Jiang et al.,
2003; Wilkinson et al., 2006a). Il se distingue des homoméres P2X2 et P2X3 en
présentant des courants non désensibilisants en présence de I'agoniste o,3-meATP
alors que 'homomeére P2X2 n’y est pas sensible et que P2X3 présente des courants
désensibilisants en présence de cette molécule (Lewis et al., 1995). Des études sur
des souris P2X2/P2X3 déficientes ont démontré et confirmé la présence de
'hétéromére dans les neurones sensoriels et dans la fibre nerveuse afférente de la
vessie (Cockayne et al.,, 2005). lls sont impliqués dans la neurotransmission

sensorielle et dans la sensation de douleur (Burnstock et al., 2011).

L’hétéromere P2X2/5

L’hétéromere P2X2/5 est pour le moment le dernier hétéromére a avoir été découvert.

Des études de co-immunoprécipitation, de transfert d’énergie par résonance
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bioluminescente et de fluorescence bi-fonctionnelle ont prouvé son existence
(Compan et al., 2012). Ces études ont montré que la stoechiométrie d’'assemblage
était aléatoire et peut comporter deux sous-unités P2X2 ou deux sous-unités P2X5.
Des études de co-immunoprécipitation sur des extraits protéiques de cerveaux et de
tronc cérébrale et d'immunohistochimie de ganglions de la racine dorsale, de neurones
de la moelle épiniére et du noyau mésencéphalique de souris a suggeére I'existence in

situ de 'hétéromére P2X2/5 dans ces tissus (Compan et al., 2012).

L’hétéromere P2X2/6

La formation de I'hétéromére P2X2/6 a biochimiquement été mis en évidence par co-
immunoprécipitation (Torres et al., 1999) et par électrophorése (Hausmann et al.,
2012). La stoechiométrie d’'assemblage dépend du taux d’expression de chaque sous-
unité. Lorsque I'expression de P2X2 prédomine les récepteurs contiennent
principalement deux sous-unités P2X2 et une P2X6 alors qu’a linverse quand
I'expression de P2X6 prédomine, le récepteur est composé de deux sous-unités P2X6
et une P2X2 (Barrera et al., 2007). Sa fonctionnalité a été démontrée en 2000, dans
des ovocytes de Xénopus (King et al., 2000). L'expression des sous-unités P2X6
seules ne permet pas I'obtention de canaux fonctionnels. La co-expression des deux
sous-unités a entrainé des courants induits par I'ATP qui ont une cinétique d'activation
rapide et de désensibilisation lente similaire a celle de P2X2, mais ont présenté une
diminution du courant en deux phases lors du lavage de I'ATP. |l pourrait étre impliqué
dans la différenciation neuronale, puisqu’une régulation simultanée de I'expression
P2X2 et P2X6 a lieu (Resende et al., 2008; Schwindt et al., 2011).

L’hétéromere P2X4/6

L’obtention de I'hétéromére P2X4/6 a été réalisé dans les cellules HEK293 (Lé et al.,
1998). Lors de la co-expression des sous-unités P2X4 et P2X6 dans les ovocytes de
Xenopus, les récepteurs obtenus ont montré une sensibilité trois a cing fois supérieure
aux agonistes a,p-meATP et 2MeSATP comparée a celle de P2X4. Une amplitude de
courant différente de P2X4 seul est également observée (Lé et al.,, 1998). Un

marquage immunologique a mis en évidence la présence des deux sous-unités dans
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les épines dendritiques, suggérant la présence de I'hétéromére (Rubio and Soto, 2001)
et un réle possible dans la modulation de la transmission synaptique. Ces deux sous-
unités sont aussi retrouvées dans les cellules épithéliales de différents organes,
respiratoires et ombilicales par exemple. Par conséquent, il a été suggéré que
I'hétéromére P2X4/6 pourrait jouer un réle dans la régulation de l'influx de Ca?* en
restaurant la sécrétion de Cl- a travers I'épithélium des voies respiratoires. Une
colocalisation des sous-unités P2X4 et P2X6 avec la VE-cadhérine dans les jonctions
cellulaires de cellules endothéliales ombilicales humaines a été démontrée, suggérant
une implication dans la modulation des processus d'adhésion cellulaire par la

signalisation Ca?* (Glass et al., 2002).

L’hétéromere P2X4/7

Les preuves biochimiques d'une association des sous-unités P2X4 et P2X7 ont été
fournies a l'origine par une co-immunoprécipitation a partir de cellules HEK
transfectées et de macrophages dérivés de la moelle osseuse (Guo et al., 2007). La
co-expression de ces deux sous-unités réduit les courants P2X7 et lui confere une
sensibilité a I'ivermectine et au TNP-ATP. Sa présence a notamment été caractérisée
dans les cellules ciliées de voies aériennes de lapin (Ma et al., 2006). Toutefois, ces
résultats sont controversés et des études ont remis en question I'existence de cet
hétéromére (Antonio et al., 2011; Nicke, 2008). En effet, malgré I'obtention d’une co-
immunoprécipitation aprés une co-transfection de chacune des deux sous-unités,
I'utilisation du disuccinimidyl suberate comme agent de réticulation chimique n’a pas
permis de mettre en avance la formation d’hétéromeres entre P2X4 et P2X7. Une
étude récente semble, au contraire, confirmer la présence de cet hétéromeére,
notamment par une technique de FRET et révéle que la coexpression des sous-unités
ne donne pas lieu a un profil électrophysiologique discernable des autres P2X
(Schneider et al., 2017).
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5.3.3 Les agonistes

Il n'existe pas d’agonistes sélectifs des récepteurs P2X. Outre I'agoniste naturel, ils
peuvent étre activés par d’autres molécules. La plupart des agonistes de ces
récepteurs sont des dérivés d’ATP en raison d'une activité tres restrictive des
récepteurs P2X. Ces agonistes agissent sur plusieurs P2X avec des efficacités
différentes. Les modifications structurales de I'ATP qui ménent a des agonistes
fonctionnels sont localisées au niveau de I'adénine, du ribose et des groupements

phosphates (Figure 13).
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Figure 13 Structures chimiques de quelques agonistes de P2X dérivés d'ATP

La modification du triphosphate a généré plusieurs analogues qui sont des agonistes
puissants des récepteurs P2X. Par exemple, le a,-meATP et le B,y-meATP sont des

analogues d'acide phosphonique de I'ATP dans lesquels I'atome liant les phosphates
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correspondants est remplacé par le groupement méthylene. Ces deux agonistes
actives principalement les récepteurs P2X1 et P2X3 (Bianchi et al., 1999). La
substitution d’'un atome de soufre au niveau des phosphates terminaux conduit a
plusieurs analogues dont 'ATPyS. Cet agoniste active tous les P2X sauf le P2X7. La
substitution du cycle adénine a entrainé la formation de 2-meS-ATP, I'agoniste le plus
puissant des récepteurs P2X. Enfin, le BzATP, dérivé du ribose modifié, est un
agoniste commun de ces récepteurs avec une efficacité particuliére pour le récepteur
P2X7 (Jarvis and Khakh, 2009).

5.3.4 Les antagonistes

Les antagonistes des récepteurs P2X (Figure 14) sont quant a eux de nature plus
variée puisqu’ils se composent de molécules organiques qui peuvent étre des dérivés
de nucléotides ou non. Parmi les antagonistes généralement utilisés sur les récepteurs
P2X, la suramine et le dérivé pyridoxal phosphate PPADS sont ceux les plus utilisés

et les plus anciens.

La suramine et ses dérivés sont des urées polysulfatées symétriques. Cependant en
plus des récepteurs P2X, elle inhibe les autres récepteurs purinergiques et certaines
protéines G. Ses analogues NF449 et NF770 sont quant a eux plus spécifique avec
une haute sélectivité du récepteur P2X1 pour le premier (Kassack et al., 2004) et
modérément sélectif de P2X2 pour le deuxieme (Wolf et al., 2011). Il existe trois autres
dérivés de suramine, le NF023, NF279 et NF864, qui vont également préférer P2X1
(Horner et al., 2005; Klapperstuck et al., 2000; Soto et al., 1999).

Le PPADS est un dérivé du pyridoxal phosphate non-sélectif et agit de maniére non-
compétitive sur les récepteurs P2X1, P2X2, P2X3 et P2X5 (Collo et al., 1996).
Toutefois, des analogues tels que MRS2220 spécifique de P2X1, MRS2257 sélectifs
de P2X1 et P2X3 et MRS2159 sélectif de P2X1, P2X3 et P2X7 ont été développés et

sont efficaces (Coddou et al., 2011).

L'analogue nucléotidique TNP-ATP est un antagoniste compétitif avec une affinité de
I'ordre du nanomolaire pour les récepteurs P2X1, P2X3 et P2X2/3 (Virginio et al., 1998)

et une affinité micromolaire pour les récepteurs P2X2 et P2X4 (King et al., 1997).
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D’autres molécules peuvent inhiber les récepteurs P2X. Par exemple, les dérivés de
« reactive blue 2 » qui est un acide anthraquinone sulfonique, est un antagoniste des
récepteurs P2, mais son efficacité est limitée. Des études ont néanmoins montré un
blocage des réponses médiées par les récepteurs P2X dans les ganglions cervicaux
chez le rat (Connolly and Harrison, 1994), dans le ganglion cceliaque du cobaye
(Khakh et al., 1995) grace a son utilisation. Des dérivés de cet antagoniste, PSB1011
et PSB10211, semblent quant a eux cibler les récepteurs P2X2 (Baqi et al., 2011).
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Figure 14 Structures chimiques de quelques antagonistes des récepteurs P2X.

Les récepteurs P2X1 et P2X3 sont également sensibles a I'antagoniste Ipsl. Un autre
antagoniste, A-317491, est une molécule non-nucléotidique sélective des récepteurs
P2X3 et de |la forme hétéromérique P2X2/3 (Jarvis et al., 2002).
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5.3.5 Les modulateurs allostériques

L’activité des récepteurs P2X peut également étre influencée par la présence de
modulateurs allostériques agissant sur des sites localisés a distance du site de fixation
de 'ATP.

Certains récepteurs P2X sont sensibles a certains métaux tels que Mg?* qui inhibe
I'activité des récepteurs P2X1, P2X3 et P2X7 alors qu’il n’a que de faibles effets sur
P2X2 et sur I'hétéromeére P2X2/3 (Li et al., 2013). C’est le cas également du Zn?* et
du Cu?* qui modulent de maniére allostérique les récepteurs P2X. Par exemple, P2X1
et 7 sont inhibés par la présence de Zn?*, alors qu'il a des effets opposés en fonction
de sa concentration sur les récepteurs P2X2, P2X3, P2X4 et P2X5. A de faible
concentration, Zn?* a un effet potentiateur sur ces récepteurs alors qu'a de fortes
concentrations, il les inhibe (Coddou et al., 2011). Tout comme Zn?*, Cu?>* module le
récepteur P2X2 de rat de maniére biphasique en présence d’une concentration
saturante d’ATP. En revanche, il inhibe, pour toutes concentrations, ’homologue
humain (Coddou et al., 2011). Les ions Ca?* peuvent entrainer a des concentrations

supérieures a 10 mM des courants inhibés sur les récepteurs P2X2, P2X3 et P2X7.

L’acidité du milieu extracellulaire peut également avoir une influence sur I'activité des
récepteurs. Elle inhibe tous les homoméres de P2X a I'exception de P2X2, ce qui fait

de cette propriété un bon outil pour le discriminer des autres homomeres.

Enfin, des molécules organiques, telle que I'ivermectine, peuvent avoir une influence
sur les courants obtenus par les récepteurs P2X. L'ivermectine est un antiparasitaire
dérivé de lactone macrocyclique ayant un effet potentiateur sur P2X4 aussi bien en
homomeére que sous sa forme hétéromérique (Khakh et al., 1999b). L’'ivermectine est
donc largement utilisée pour caractériser la présence d’'une sous-unité P2X4. Son effet
potentiateur est di potentiellement a une diminution de 'endocytose de ces récepteurs
(Toulmé et al., 2006) ou a la stabilisation de I'état ouvert (Priel and Silberberg, 2004).
Son site de fixation se situe a l'interface des domaines transmembranaires TM1 et
TM2 (Latapiat et al., 2017). Il a été mis en évidence par le biais d’études sur des
chiméres P2X2/P2X4 dans cette zone (Jelinkova et al., 2006), de mutagénese dirigée
par l'introduction de cystéines ou de tryptophanes (Jelinkova et al., 2008; Silberberg

et al., 2007) ou encore via la mise en évidence de I'importance du résidu W46 dans
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I'efficacité de Iivermectine (Popova et al., 2013). Enfin, les résidus proches des
fenestrations latérales semblent également étre impliquée dans la potentiation induite

par I'ivermectine (Gao et al., 2015).

La progestérone est un autre potentiateur dont le mécanisme d’action est rapide,
sélectif des récepteurs P2X2 faisant de cette molécule un outil intéressant pour I'étude
de la distribution et des réles de 'homomére P2X2. (De Roo et al., 2010).
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P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X7
Agonistes (ECso M)
ATP 1 1-30 1 10 10 100
ADP 30 300 50 >100 300 >300
a,p-meATP | 1-3 >300 1 >300 10 >300
B,g-meATP 10 >300 >300 >300 ND >100
2-meSATP 1 3 0,3 10-100 10 10
ATPES 10 1-30 1 ND ND
BzATP 3 30 5 =500 =500 3
Antagonistes (ICs, pM)

PPADS 1 1 1 =500 3 50
Suramine 1 10 3 =500 500
NF449 0,0005 3 40

NF770 0,94 0,019 0,074 =10 =10
NF023 0,2 0,1 1 =100
NF279 0,02 0,75 16 =300 =300
TNP-ATP | 0,006 1 0,001 15
IPSI 0,003 28
A-317491 10 50 0,22
Composé pharmacologique (ECss pM)
Ivermecting 0,25 (+)
lons divalents (ECsp pM)
<10 (+ 1-100 <10
Zn® 2 00 @0
Ca?* 87x10°  15x10° x10°  3x10°
(-) (-) (=) (-)
Protons
pH acide - + - - - -
pH basique - C

Tableau 1 Résumé des propriétés pharmacologiques des récepteurs P2X. (-) : inhibition et (+) : potentiation.

(Adapté de Gever et al., 2006; Khakh et al., 2001; North and Surprenant, 2000)
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5.3.6 Partenaires des récepteurs P2X

Les récepteurs P2X sont des complexes transmembranaires qui peuvent étre associés
a d’autres protéines. La partie C-terminale présente des longueurs et des natures
d’acides aminés variables en fonction des sous-unités. Cette partie est impliquée dans
le recrutement de protéines cytosoliques. Par exemple, le récepteur P2X2 peut
interagir avec la protéine du cytosquelette f3-tubuline dont les microtubules pourraient
réguler ce récepteur (Gendreau et al., 2003) ou encore avec la protéine Fe65 qui est
un précurseur de la B amyloide co-localisé avec P2X2 et qui, in vitro, semble modifier
les propriétés fonctionnelles du canal (Masin et al., 2006). Récemment, une interaction
entre le récepteur P2X2 et le récepteur 5-HT3 a été mise en évidence et est impliquée
dans l'aide a I'adressage de ce dernier mais provoque aussi une inhibition réciproque
des deux récepteurs (Emerit et al., 2016). Les récepteurs P2X peuvent également
s’associer aux récepteurs gabaérgiques GABAa et GABAc. Dans les neurones des
ganglions de la racine dorsale, les récepteurs P2X et GABAA sont co-exprimés et
modulent ensemble la libération de neurotransmetteurs (Labrakakis et al., 2003). De
plus, dans la moelle épiniére, une proportion significative de récepteurs P2X2 forment
un complexe transitoire avec les récepteurs GABAAa, ce qui stabiliserait ces derniers et
permettrait le co-adressage a la membrane (Shrivastava et al., 2011). La boucle
intracellulaire des récepteurs GABAc est capable d’interagir avec la partie C-terminale
du récepteur P2X2 menant a une régulation fonctionnelle et au contrble de l'activité
synaptique (Boué-Grabot et al., 2004). Les récepteurs nicotiniques sont susceptibles
de se lier entrainant une inhibition mutuelle dans les neurones myentériques de
cobaye (Zhou and Galligan, 1998). Enfin, les récepteurs P2X7 peuvent recruter les
hemicanaux de type pannexine-1 pour former des complexes P2X7/PANX1 perméants
a de grosse molécules allant jusqu’a 900 Da (Pelegrin and Surprenant, 2006). Ce
complexe serait notamment impliqué dans la dépolarisation et la neuroinflammation
(Chen et al., 2017).

Les récepteurs P2X sont modulés par les phospholipides membranaires et plus
particulierement par les phosphoinositides (PIPn). lls portent dans leur partie C-
terminale deux blocs de résidus chargés positivement capables d’interagir avec ces
PIPn (Bernier et al., 2012). La mutation de ces acides aminés perturbe la fonctionnalité
des récepteurs P2X. Ainsi, les récepteurs P2X1 (Bernier et al., 2008b), P2X2, P2X3
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(Mo et al., 2009), P2X4 (Bernier et al., 2008a) et P2X7 sont potentialisés par la
présence de PIPn alors que P2X5 n’est pas influencé par leur présence ou absence
(Ase et al., 2010).

5.4 Description structurale des récepteurs P2X

Depuis le clonage du premier récepteur P2X en 1994 (Brake et al., 1994; Valera et al.,
1994), de nombreuses études ont été menées pour étudier la structure des récepteurs
P2X. La résolution de la premiére structure cristallographique a haute résolution (3,1
A) des récepteurs P2X a été réalisée en 2009 dans un état fermé du récepteur tronqué
zfP2X4 (Kawate et al., 2009) et a été une avancée majeure dans la connaissance de
ces récepteurs. Cette nouvelle structure a permis de confirmer les précédentes études
structurales qui avaient été investiguées par le biais d'imagerie, de biologie
moléculaire et biochimique, ainsi que des études électrophysiologiques et qui

prédisaient un assemblage trimérique.

Depuis 2009, plusieurs études cristallographiques ont été publiées, dont celles de
zfP2X4 dans un état fermé (avec une meilleure résolution de 2,9 A) et ouvert (2,8 A)
(Hattori and Gouaux, 2012), de hP2X3 dans l'état fermé, ouvert et désensibilisé
(Mansoor et al., 2016), du récepteur P2X7 de panda (3,5 A) (Karasawa and Kawate,
2016) et de poulet (3,1 A) (Kasuya et al., 2017), d’un récepteur P2X issu d’une variété
de tique (Kasuya et al., 2016). Chacune de ces structures tendent vers une méme

structure globale des récepteurs. (Figure 15.A).

Leur large ectodomaine s’éléve jusqu’a environ 70 A au-dessus de la membrane et est
suivit d’'un domaine transmembranaire qui s’étend sur 28 A au travers de la membrane.
L’association de trois sous-unités forme le récepteur. Une sous-unité individuelle du
récepteur P2X est assimilée a un dauphin sortant de I'eau. Ainsi, différents domaines
d’'une sous-unité composent ce dauphin : la téte, les nageoires dorsale, gauche et
droite, le corps et la queue (Hattori and Gouaux, 2012). Cette comparaison imagée

permet de distinguer structurellement chaque partie d’'une sous-unité.
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Figure 15 Structures globales des récepteurs P2X. A. Structures du récepteur P2X3 humain dans son état
fermé, ouvert, et désensibilisé. (D’aprés Mansoor et al., 2016). B. Comparaison d’une sous-unité a un dauphin
(Hattori and Gouaux, 2012)

5.4.1 Le domaine extracellulaire

Le domaine extracellulaire des récepteurs P2X représente la partie la plus imposante
de chaque sous-unité et est composé de la téte, de la nageoire dorsale, et des
nageoires gauche et droite. C’est un large ectodomaine glycosylé qui se compose de
résidus hautement conservés, organisé en une structure rigide de feuillets et stabilisé
par cinq liaisons disulfures qui assurent le repliement structural. La suppression de 42
résidus dans « la téte » de P2X1, formant des blocs de résidus positifs, a entrainé la
perte de la fonction de canal sans interférer avec I'adressage a la membrane (El-Ajouz
et al., 2012). Certains antagonistes, comme la suramine ou le NF449 sur P2X1, se
lient dans cette zone, bloquant I'action de la fixation de 'ATP (Sim et al., 2008). Ces

résultats suggérent que cette partie est impliquée dans l'activité du canal.

Les parties nageoire dorsale et nageoire gauche sont les domaines impliqués dans
I'activation des récepteurs P2X. L’ATP entre directement en contact de la nageoire
dorsale par une interaction entre son anneau purine et le résidu L217. La comparaison
entre la structure de 'état de repos et celle de I'état ouvert, révéle que la nageoire
gauche est repoussée du site de fixation (Hattori and Gouaux, 2012). Une étude a
révelé que H286 sur le récepteur P2X4 humain, située dans la nageoire gauche, est

essentielle a sa sensibilité au pH (Clarke et al., 2000).
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La nageoire droite est formée de trois hélices a qui ne subissent pas de changements
conformationnels pendant I'activation des récepteurs P2X. Toutefois, il est impliqué
dans l'effet potentiateur par les métaux. En effet, la mutation du résidu H245, situé
dans cette partie du récepteur P2X2 de rat, réduit I'affinité pour Cu?* et Zn?* (Lorca et
al., 2005). Cette nageoire contient également un site de glycosylation conservé qui
s’est révélé étre important dans la stabilité des canaux et sans l'adressage a la

membrane (Torres et al., 1998a).

Le corps supérieur est une partie rigide qui maintient le récepteur, notamment lors des
mouvements ayant lieu durant I'ouverture du canal. Le corps inférieur est composé de
six feuillets B organisés en « sandwich ». Des études de alanine et cystéines scanning
ont démontré que cette partie du récepteur était impliquée dans la fixation de I'ATP
(Allsopp et al., 2011; Yan et al., 2006). Elle permet aussi la transition pendant les
changements conformationnels. Cette une zone importante dans les mouvements

moléculaires induisant 'ouverture des récepteurs P2X.

Site de fixation de I’ATP

Avant la résolution de la structure cristallographique, de nombreuses études se sont
axées sur la compréhension du mécanisme de liaison de 'ATP. Des outils, tels que la
mutagénése dirigée couplée a I'électrophysiologie, ont fourni une grande partie des
informations essentielles a la localisation du site de fixation de 'ATP (Chataigneau et
al., 2013). Ainsi, huit résidus hautement conservés ont été mis en cause dans cette
fixation : les résidus basiques K70, K72, R298 et K316, les résidus aromatiques F188
et F297 et les résidus polaires N296 et T189 (numérotation pour zfP2X4).

La substitution systématique de résidus en résidus cystéines est une stratégie
couramment utilisée pour I'étude des protéines. Les acides aminés cystéines
présentent I'avantage d’avoir une réactivité forte grace a leur groupement thiol. Des
agents chimiques, tels que les methanethiosulfonate (MTS) (Karlin and Akabas, 1998),
peuvent alors se lier covalemment a la chaine latérale d’'une cystéine (Figure 16). Il
existe de nombreuses propriétés physicochimiques de ces composés (hydrophobes,
chargés, biotinylés...) ce qui permet de modifier les propriétés de la chaine latérale si
elle est accessible au composé chimique. Cette technique permet d’obtenir des

informations sur le microenvironnement du résidu.
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Figure 16 Schéma réactionnel entre une cystéine et un dérivé MTS

C’est de cette maniére que les résidus K70 et K72 (zfP2X4) ont été mis en avant dans
la fixation de 'ATP. Les mutations en cystéines de ces résidus réduisent de maniére
significative la sensibilité de '’ATP. L'application de MTSEA, aux propriétés semblables
aux lysines, restaurent cette sensibilité (Ennion et al., 2000; Jiang et al., 2000a;
Wilkinson et al., 2006b). De la méme maniéere, K316, R298, F297, F188, T189 et N96
ont été révélés comme étant essentiels a a fixation de 'ATP (Ennion et al., 2000;
Fischer et al., 2007; Jiang et al., 2000a; Roberts et al., 2008; Yan et al., 2006; Zemkova
et al., 2007). Enfin, deux résidus non décrits précédemment ont été identifié grace a
l'utilisation du NCS-ATP, un dérivé ATP réactif vis-a-vis des thiols, les résidus N140 et

L186 (Jiang et al., 2011)

Des stratégies supplémentaires ont été utilisées pour déterminer d’autres résidus
impliqués dans cette liaison de 'ATP, notamment des expériences de voltage-clamp
fluorométrie basé sur l'incorporation d’'un fluorophore réactif vis-a-vis des groupements
thiols permettant d’obtenir des courants ioniques et des variations de fluorescence
dues a une modification de I'environnement du fluorophore. Cette stratégie a permis
de proposer une orientation du ribose de I'ATP dans la poche du ligand, mettant en
avant le résidu E122 (Lérinczi et al., 2012).

La résolution de la structure cristallographique en présence d’ATP (Hattori and
Gouaux, 2012), a confirmé ces précédentes études et a apporté quelques précisions.
Le site de fixation est localisé a l'interface entre deux sous-unités dans une poche riche
en résidus basiques. Elle est formée dans sa partie supérieure par la téte et la partie
haute du corps d’'une méme sous-unité et sa partie inférieure est formée de la nageoire
dorsale et la partie basse du corps d’'une deuxiéme sous-unité (Figure 17.A). L'ATP,
dans cette poche, adopte une forme de « U » stabilisée. Cette stabilisation est due aux
interactions avec les résidus de la poche mais aussi avec une liaison hydrogéne entre

'oxygéne du phosphate y et I'hnydroxyle 2’ du ribose. L’hydroxyle-3’ pointe vers
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I'extérieur du site de fixation et explore le solvant. Ce ribose est aussi stabilisé par la
leucine 217 de la nageoire dorsale, en créant un environnement hydrophobe. Les
résidus chargés positivement décrits précédemment interagissent avec la queue
triphosphate, et notamment la lysine K70 qui interagit avec les atomes d’oxygéne des
trois phosphates. L’adénine adopte une conformation « anti » par rapport au ribose et
interagit par des interactions hydrophobes avec les carbones de la chaine carbonée
de K72. Cette lysine grace a son ammonium, interagit également avec le phosphate
y. L’adénine interagit également avec T189 comme le suggérait certaines études
(Figure 17.B).
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Figure 17 Site de fixation de I'ATP. A. Région correspondant au site de fixation de 'ATP. B. Zoom de la poche
de fixation mettant en avant les différentes interactions protéine/ATP. (Issu de Hattori and Gouaux, 2012)

Fenestrations extracellulaires

A proximité de la membrane, dans le domaine extracellulaire, le récepteur présente
trois fenestrations. Ces fenestrations en présence d’ATP, s’élargissent et constituent
donc la voie de passage des ions extracellulaires vers le milieu transmembranaire. Les
résidus acides du domaine extracellulaire, permettent de concentrer les cations a
proximité de ces fenestrations. Ces constatations structurales ont confirmé les études
d’accessibilité de cystéines préalablement réalisées (Kawate et al., 2011; Samways et
al., 2011).
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5.4.2 Le domaine transmembranaire

Les hélices TM1 et TM2

Les hélices TM1 et TM2 d’'une sous-unité délimitent la queue du dauphin et sont
suffisamment longues pour traverser la membrane cellulaire. Elles sont responsables
de nombreuses propriétés du récepteur, comme sa conductance unitaire et les
propriétés de rectification des courants (Cao et al.,, 2009), ou encore la

désensibilisation (Werner et al., 1996).

Leur structure hélicoidale avait été suggérée grace a des mutations systématiques des
résidus de ce domaine en cystéines (Egan et al., 1998), puis en alanines (Li et al.,
2004) et tryptophanes (Silberberg et al., 2005).

Ces études ont aussi révélé que le segment transmembranaire TM1 ne joue pas un
réle crucial dans la perméation des cations. En effet, 'application de dérivés de MTS
ne modifie pas les courants ATP, excepté pour la mutation V48C de rP2X2 (Jiang et
al., 2001). De plus, la création de ponts disulfures entre TM1 et TM2 a révélé la
proximité spatiale des deux hélices dans un état fermé (Jiang et al., 2001; Spelta et
al., 2003). La résolution des structures cristallographique a confirmé ces résultats et
suggére que TM1 participe a I'encrage et a la stabilisation de la protéine dans la

membrane.

La mutation de l'isoleucine 328 sur I'hélice TM2 du récepteur rP2X2 en cystéine est
accessible aux agents chimiques. L’application d’'une solution de MTSP sur des
cellules exprimant cette mutation permet d’obtenir des courants (Rothwell et al., 2014).
De plus, l'incubation de ces cellules avec du MEA-TMA (Lemoine et al., 2013) ou du
BMA (Browne et al., 2014), deux molécules réactives vis-a-vis des thiols, permettent
de contréler 'ouverture du canal par la lumiére en absence d’ATP. Ces études révelent
donc l'importance de ces parties transmembranaires dans le processus d’ouverture
des récepteurs P2X. Ce sont ces segments transmembranaires qui définissent le pore
ionique, en forme de sablier, avec la zone la plus étroite située a mi-hauteur de la

bicouche lipidique au niveau du résidu A344 (zfP2X4).
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Les crevasses transmembranaires

La résolution de la structure cristallographique de I'état ouvert de 2012 met en avant
des crevasses transmembranaires dont le réle est inconnu. Ces cavités semblent étre
imposantes, de I'ordre de 28 A. Toutefois, les conditions de cristallogenese sont loin
des conditions physiologiques. L'utilisation de détergents pour solubiliser la protéine,
I'utilisation de fortes concentrations en ligands et protéines, la création de troncatures
dans les parties N- et C-terminales, et la mutation de certains sites de glycosylation,
pourraient, en effet, générer des artéfacts. L'utilisation de molécules
photoisomérisables en tant que régle moléculaire, a permis d’affiner ce modéle en
mesurant les distance entre les différentes sous-unités (Habermacher et al., 2016).
Ainsi, la taille de ces cavités a pu étre revue a la baisse et elles semblent plutét mesurer
24,5 A. De plus, la résolution de la structure cristallographique du récepteur P2X3
humain, confirme cette étude et propose une taille de ces crevasses comprises entre
24 A et 25 A (Mansoor et al., 2016) (Figure 18).

Taille deg Crévasses

Modle ZP2X4 affiné par Madéle hP2X3
maddcubes photisomansables

Modide ZfP2X4

Figure 18 Crevasses transmembranaires en fonction des différents modéles. Taille des crevasses pour le
modéle zfP2X4 (a gauche), pour le modele affiné par I'utilisation de molécules photoisomérisables (au milieu), et
pour le modele hP2X2 (a droite)

Ces cavités, bien que plus petites qu’initialement décrites, pourraient tout de méme
accueillir des modulateurs allostériques, notamment l'ivermectine qui semble venir se

loger dans ces poches transmembranaires.
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5.4.3 Les parties intracellulaires

La longueur des parties N- et C-terminales varient entre les différents récepteur P2X.
Pour obtenir des structures cristallographiques a haute résolution, ces parties ont
jusqu’a tres récemment, été tronquées, ne permettant pas leur visualisation. La
résolution de la structure de hP2X3 de 2016 montre pour la premiére fois ces parties
dans I'état ouvert. Elles forment un réseau que Mansoor et al. appellent « cytoplasmic
cap » (Mansoor et al., 2016). Il est défini par un réseau de trois feuillets B situé sous
le domaine transmembranaire. Le brin 3 de la partie C-terminale de chaque sous-unité
interagit avec les brins B des parties N-terminales des deux autres sous-unités. Ce
« cytoplasmic cap » est observé uniquement dans I'état ouvert, ce qui suggéere que les

parties N- et C-terminales sont flexibles et désordonnées dans I'état fermé.

La partie N-terminale est sujette aux phosphorylations puisqu’elle contient une
séquence consensus pour les protéines kinase C (Thr-X-Lys/Arg) dont fait partie la
thréonine conservée en position 18 de P2X2 de rat. La mutation de ce résidu entraine
des modifications de la cinétique de désensibilisation mais affecte aussi I‘expression
de surface du récepteur (Boué-Grabot et al., 2000). La mutation équivalente sur rP2X1
et rP2X3 provoque I'absence totale ou quasi-totale de courants ATP (Franklin et al.,
2007; Liu et al., 2003). Le domaine N-terminal est donc important dans le bon

fonctionnement du récepteur.

La partie C-terminale, comme mentionné plus t6t, posséde deux blocs de résidus
positifs capables d’interagir avec les PIPn de la membrane cellulaire. Ces interactions
permettent la régulation post-traductionnelle de l'activité des récepteurs P2X, en
augmentant notamment les courants portés par ces récepteurs (Bernier et al., 2013).
De plus, la séquence de cette extrémité révéele la présence d’'un motif conservé chez
tous les récepteurs P2X. Il est constitué de la séquence YXXXK. La tyrosine et la lysine
de ce motif sont nécessaires pour stabiliser la sous-unité du récepteur P2X dans la
membrane plasmique (Chaumont et al., 2004). C’est aussi grace a la partie C-
terminale que les récepteurs P2X sont capables d’interagir avec d’autres protéines,
comme la Fe65 (Masin et al., 2006) ou de la protéine AP2 (Royle et al., 2005). Ces
résultats confirment I'importance de ce fragment dans la fonction des récepteurs P2X.
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5.5 Dynamiques des mouvements durant le cycle d’activation

5.5.1 Passage de I'état fermé a I’état ouvert

La liaison de 'ATP dans son site de fixation induit une série de mouvements (Figure
19) qui méne a la perméation de cations. Les résolutions des structures
cristallographiques de I'état ouvert de zfP2X4, puis de hP2X3, ont permis de mieux
comprendre les mouvements moléculaires engendrés par cette fixation, notamment

en comparant la position des différentes parties du récepteur.

Figure 19 Passage de I'état fermé a I'état ouvert. Structure de I'état fermé (A) et ouvert (B) du récepteur hP2X3.
C. Vue du dessus des domaines transmembranaires de I'état fermé (en violet) et de I'état ouvert (en vert). (D’apres
Mansoor et al., 2016)

Mouvement du domaine extracellulaire

La fixation de 'ATP dans son site de liaison entraine, dans la partie extracellulaire, un
mouvement de fermeture de I'espace entre la téte et la nageoire dorsale, mimant le
mouvement d’'une machoire. Le rapprochement de ses deux parties pousse la
nageoire gauche vers I'extérieur. Ces deux parties du récepteur étant liées a la partie
basse du corps, une flexion concomitante de la partie basse s’opére alors, provoquant

I'élargissement d’environ 5-10 A des fenestrations latérales bordées par deux parties
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basses de deux sous-unités. Tout comme les changements conformationnels autour
de la poche de liaison ATP, ce mouvement du domaine extracellulaire est conservé
chez les récepteurs P2X. En effet, les structures cristallographiques des récepteurs
P2X3, P2X4 et P2X7 présentent toutes les mémes changements conformationnels lors
de la liaison ATP. De plus, un certain nombre d'études fonctionnelles sur différents
sous-types de P2X soutiennent systématiquement ce mouvement de flexion du
domaine extracellulaire pendant l'activation (Allsopp et al., 2011; Rokic et al., 2013,
2014). Contrairement a la flexibilité de la partie basse, la partie haute du corps reste
relativement statique durant l'activation des récepteurs P2X. Cette partie sert
principalement de « charniére », nécessaire au pivotement des parties basses. En
particulier, le pont salin entre R309 et D89 (rP2X4) ainsi que les interactions 1r-cations
entre R309 et W164 (rP2X4) permettent la stabilisation de cette partie (Zhao et al.,
2016). Cette succession de mouvements entraine des mouvements de la zone

transmembranaire.

Mouvements des domaines transmembranaires et intracellulaires

Lorsque le bas du corps fléchit, il entraine une rotation similaire a celle d’un
diaphragme, dans le sens antihoraire. La résolution de la structure zfP2X4 met en
avant une rotation de 10° pour I'hélice TM1 et de 55° pour I'hélice TM2 autour d’'un axe
central du pore perpendiculaire au plan de la membrane. Cette rotation est
accompagnée d’une inclinaison de 8° et de 2° pour TM1 et TM2, respectivement,
autour d’'un axe parallele a la membrane. Ces mouvements entrainent alors une
augmentation du diamétre du pore, de l'ordre de 3 A. Ces données structurales
obtenues en 2012, ont été nuancées en 2013 par une étude in silico qui, par le biais
de la création d’un site de métalation au cadmium, propose que I'hélice TM2 subit une
rotation de 5° dans le sens antihoraire et un déplacement léger de 1,3 A par rapport &
la structure cristallographique (Heymann et al., 2013). Enfin, la structure
cristallographique de 2016 montre que I'hélice TM2 de hP2X3 effectue une rotation de
15° (Figure 19.C). De plus, une partie hélicoidale de TM2, entre G333 et G335, se
transforme en hélice 310. Ce changement de pas de I'hélice entraine un élargissement

de I'écart entre deux TM2, provoquant I'ouverture du canal.
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La résolution des structures ne permet pas de comparer la position des deux domaines
N- et C-terminaux. Toutefois, I'élucidation du « cytoplasmic cap » dans I'état ouvert de
hP2X3, absent dans I'état fermé, suggere un réarrangement de ces domaines suite a
la fixation de I'ATP. Ce réseau est probablement maintenu par de nombreuses
interactions, et favorise la stabilisation de I'état ouvert. En effet, afin d’obtenir cette
structure cristallographique, les auteurs ont créé trois mutations (T13P, S15V et V16l)
impliquées dans le ralentissement de la désensibilisation, qui confere une certaine
rigidit¢ a I'ensemble de la structure par le biais d’interactions hydrophobes. lIs
suggeérent donc que la formation temporaire de ce réseau cytoplasmique joue un role
crucial dans l'activation des récepteurs P2X en fournissant une base structurale stable

qui est susceptible d’étre désassemblée dans I'état fermé et désensibilisé.

5.5.2 Passage de I'état ouvert a I'état désensibilisé

Au début des travaux réalisés dans cette thése, aucune structure de I'état désensibilisé
des récepteurs P2X n’était disponible. L'obtention en 2016 de cet état a permis

d’élucider partiellement les transitions moléculaires qui ont lieu dans ce processus.

Figure 20 Structure de I'état désensibilisé. A. \Vue paralléle a la membrane de la structure de I'état désensibilisé.
B. Vue du dessus des domaines transmembranaires de I'état désensibilisé. C. Superposition vue du dessus des
domaines transmembranaires de I'état ouvert (vert) et de I'état désensibilisé (en jaune).
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Lors du passage de I'état ouvert a I'état désensibilisé, la partie basse de I'hélice TM2
subit une rotation de 9 A dans le sens inverse des aiguilles d’'une montre. La courte
hélice 310 formée lors de I'état ouvert, revient a une structure a, ce qui entraine par
conséquent un mouvement vers le haut de 4,4 A et une rotation vers l'intérieur du
résidu V334 qui devient alors la zone la plus étroite du pore conduisant a sa fermeture,
empéchant le passage des ions. Ce mouvement, équivalent a celui d’un ressort, n‘est
possible que si la partie intracellulaire se déstabilise. Le « cytoplasmic cap » n’est pas
observée dans l'état désensibilisé. Cependant, le début du domaine N-terminal est
visible et semble s’éloigner de I'axe de symétrie du pore. Le « cytoplasmic cap »
semble donc se déplier ou se désassembler alors que I'ATP est toujours dans son site
de fixation (Figure 20). La présence de glycines conservées dans les parties N- (G24
pour hP2X3) et C-terminales (G349 pour hP2X3) chez les différents récepteurs P2X
pourraient alors servir de charniéres et fournir la flexibilité nécessaire a de tels

changements conformationnels (Fujiwara et al., 2009).

5.6 Caractéristique des différents états allostériques

5.6.1 Etat ouvert : Passage des ions et perméabilité ionique

Suite a la fixation de 'ATP, les études électrophysiologiques montrent le passage
d'ions au travers du récepteur P2X. La voie d’acces des ions dans le milieu
extracellulaire se situe au niveau des trois fenestrations latérales, proche de la
membrane cellulaire, formées par les différentes sous-unités. Le marquage de résidus
bordant ces fenestrations en cystéines pour le marquage avec des dérivés MTS
chargés positivement méne a I'inhibition des courants, qui est réversible en présence
d’agents réducteurs (Kawate et al.,, 2011; Samways et al., 2011). Les structures
cristallographiques dans I'état ouvert ont confirmé I'implication des fenestrations
latérales dans 'accés extracellulaire des ions. De plus, I'environnement électrostatique
prés des ouvertures du pore peut produire des potentiels de surface localisés, qui
pourraient contribuer a la sélectivité des ions en les attirant ou repoussant en fonction

de leur charge.
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Les ions traversent ensuite le pore du récepteur. Celui-ci est bordé par les résidus des
hélices a TM2 arrangées autour d’un axe de symétrie. Les résidus de TM1 sont quant
a eux, peu impliqués dans la formation de ce pore. Des études ont révélé des résidus
clés impliqués dans les propriétés de perméation des ions. Les acides-aminés N333,
T336, T339 et S340 définissent la zone la plus étroite du pore (environ 7 A) et sont
dirigés dans la lumiere du canal (Kracun et al., 2010; Li et al., 2008) suggérant une
importance dans la sélectivité du canal. La mutation de T339 en lysine provoque, sur
le récepteur P2X2, un changement de sélectivité du canal et devient perméant aux
anions, et la mutation T339R inverse la perméabilité (Browne et al., 2011). Cependant,
'alignement de séquence des récepteurs P2X révéle que les résidus équivalent a
celui—ci sont non-polaires et n’expliquent donc pas leur réle dans la sélectivité. La

question de la sélectivité du pore reste non résolue.

La mise en évidence du « cytoplasmic cap » dans I'état ouvert démontre que la sortie
des ions du pore ne peut pas se produire le long de I'axe de symétrie du récepteur. Il
présente néanmoins la formation de fenestrations cytoplasmiques, situées juste en
dessous de la bicouche lipidique, faisant probablement office de porte de sortie des

ions (Figure 21).

Open state Desensitized state

Figure 21 Représentation schématique du cycle d'activation des récepteurs P2X. Schéma mettant en avant
les mouvements induits apres activation par 'ATP et le chemin emprunté par les ions pour fluctuer au travers du
pore.
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5.6.2 Etat sous-conductant et phénomene de « flickering »

Lors de l'activation par 'ATP, les récepteurs P2X présentent, en configuration canal
unique, des ouvertures plus ou moins longues dont la conductance est plus faible que
la conductance unitaire de chaque P2X (Ding and Sachs, 1999). Ces états sous-

conductants n’apparaissent que rarement.

Le phénoméne de « flickering » correspond, quant a lui, a une augmentation du bruit
de l'ordre de 30% lorsque le canal est ouvert et est caractéristique de la protéine elle-

méme puisque ce phénomene n’est pas dépendant des conditions expérimentales.

5.6.3 Etat désensibilisé : facteurs de modulation

A la suite d’une application prolongée d’ATP, les récepteurs P2X sont capables de se
désensibiliser menant a une fermeture progressive du canal malgré la présence de
I'agoniste dans son site de fixation. Comme décrit précédemment, les différentes sous-
unités de récepteur P2X possédent des cinétiques de désensibilisation qui leur est
propre (Figure 12). Les mécanismes moléculaires contrélant la désensibilisation ne
sont pas élucidés mais les domaines intracellulaires, transmembranaire et une petite
zone du domaine extracellulaire ainsi que les interactions avec des protéines ou des
modulateurs intracellulaires, semblent moduler ces mouvements (Roberts et al., 2006;
Stojilkovic et al., 2005).

Une analyse des chimeéres, composées de parties de récepteur désensibilisant, le
récepteur P2X1, et de récepteur peu désensibilisant, le récepteur P2X2, a démontré
que la désensibilisation portée par P2X1 peut étre ralentie grace a la présence de
fragment de TM1 ou/et de TM2 du récepteur P2X2. De la méme maniére, la
désensibilisation de P2X2 peut étre augmentée, mais seulement en présence des
deux fragments TM1 et TM2 de P2X1 ou P2X3 (Figure 22) (Werner et al., 1996).
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Figure 22 Représentation schématique des domaines nécessaires a la modulation de la désensibilisation
de chimeéres P2X1 et P2X2. Les parties appartenant a P2X1 sont représentées en gris et les parties appartenant
a P2X2 sont en noir. Au-dessus de chaque chimére est indiqué la désensibilisation du récepteur. (Adapté de
Werner et al., 1996)

Cette étude montre également que le domaine extracellulaire n’est pas impliqué dans
la cinétique de désensibilisation des chiméres, et que les domaines TM1 et TM2 seuls
ne suffisent pas a avoir une influence mais que quelques acides aminés de la partie
« pré-TM1 » et « post-TM2 » en plus des domaines transmembranaires sont

nécessaires.

Une étude supplémentaire basée sur la méme stratégie de chiméres, confirme que la
région pré-TM1 est fortement impliquée dans la modulation de la cinétique de
désensibilisation (Allsopp and Evans, 2011). Lorsque la partie N-terminale de P2X1
est remplacée par celle de P2X2, le récepteur chimérique présente une
désensibilisation plus lente. La chimére inverse présente, quant a elle, une
désensibilisation plus rapide. De plus, la substitution des segments
transmembranaires TM1 et/ou TM2 de P2X1 par ceux de P2X2 entraine un
ralentissement de la désensibilisation. Cependant, linverse n’a que trés peu

d’influence sur cette cinétique.

L’ensemble de ces deux études suggéere donc que le changement de profil de

désensibilisation de P2X1 est fortement lié aux domaines intracellulaires mais ne
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reflete pas nécessairement que les domaines transmembranaires jouent un réle
majeur dans la désensibilisation et que ce changement résulte plutét des changements

structurels ou a une influence sur d’autres régions du récepteur.

La comparaison de la désensibilisation du récepteur P2X2 avec sa variante d’épissage
P2X2-2 montre que la partie C-terminale de cette derniere, en étant plus courte,
augmente la cinétique de désensibilisation (Brandle et al., 1997). D’autres études
utilisant des mutations ponctuelles dans la zone C-terminale ont démontré que les
résidus V370 et P376 sont particulierement importants dans la régulation de la
désensibilisation (Fountain and North, 2006; Koshimizu et al., 1998, 1999). D’autres
mutations ponctuelles dans la partie C-terminale ont eu une influence sur la
désensibilisation. C’est le cas par exemple des mutations glutamine sur les résidus
K365 et K369 (rP2X2) qui présentent une plus forte désensibilisation, probablement
due a la déstabilisation des interactions avec les PIPn (Fujiwara and Kubo, 2006). La
partie N-terminale semble également avoir une influence sur la désensibilisation
puisque la mutation des acides aminés V21S et 122V (rP2X2) accélérent sa cinétique.
La simple mutation S15V sur hP2X3 est suffisante pour abolir la désensibilisation
(Hausmann et al., 2014). La mutation de I'acide aminé T18 en alanine augmente de
maniere significative la désensibilisation du récepteur P2X2. De plus, cette thréonine
est située dans le site de reconnaissance de la protéine kinase C hautement conservé
dans la partie N-terminale des récepteurs P2X. Dés qu’un des résidus de ce site est
muté (T18A, T18N, K20T), les cinétiques de désensibilisation sont plus rapides, faisant
de ce site une zone de régulation de la désensibilisation. En outre, des troncatures de
la partie C-terminale augmente aussi ces cinétiques. Cet effet est compensé par la
stimulation de la protéine kinase C (Boué-Grabot et al., 2000). La phosphorylation de
la thréonine 18 permet donc de moduler la désensibilisation des récepteurs P2X2. Ce
méme site de phosphorylation sur P2X1 a été étudié et confirme I'augmentation de la

désensibilisation (10 fois plus) (Ennion and Evans, 2002).

Tous ces résultats convergent vers la méme conclusion : les domaines intracellulaires
sont une zone de modulation importante dans la désensibilisation. La récente
résolution de la structure cristallographique semble confirmer ces observations. La
formation du « cytoplasmic cap », ou les parties N- et C-terminales de chaque sous-
unités interagissent dans I'état ouvert et se désorganisent probablement dans I'état

désensibilisé, semble régir la cinétique de désensibilisation (Kawate, 2017).
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Cependant, aucun mécanisme précis n’est disponible et les facteurs de transitions

d’'un état ouvert a un état désensibilisé sont encore méconnus.

5.6.4 Etat dilaté : un état controversé

Il y a encore peu de temps, un état ouvert conductant additionnel était décrit chez les
récepteurs P2X, notamment P2X2, P2X2/3, P2X2/5, P2X4, et P2X7. Une
augmentation progressive de la perméabilité aux plus gros cations était observée,
pouvant aller jusqu’a une taille de 900 Da, a la suite d’une application prolongée d’ATP.
C’est le cas par exemple du récepteur P2X7, ou des molécules telles que le TRIS, le
NMDG*, I'éthidium (Virginio et al., 1999a) ou encore des sondes fluorescentes comme
le Fura-2 (Yan et al., 2008) peuvent entrer dans le milieu intracellulaire lors d’'une
application continue d’ATP. Deux hypothéses majeures ont été émises afin d’expliquer
ce phénoméne de perméation progressive (Figure 11). La premiére hypothése est que
les récepteurs P2X recrute un hémi-canal transmembranaire, comme la pannexine-1,
permettant le passage de plus gros cations. Cette protéine, lors d’'une surexpression,
augmente de maniére significative I'incorporation de marqueurs fluorescents dans des
cellules exprimant le récepteur P2X, en présence d’ATP. L'inhibition de cet hémi-canal
bloque également cette incorporation (Pelegrin and Surprenant, 2006). Cependant
cette hypothése fait débat étant donné qu’une perméabilitt au NMDG* dans des

cellules pannexine-1 déficientes fut observée en présence d’ATP (Yan et al., 2008).

La deuxiéme hypothese serait qu’'un changement conformationnel lent et progressif,
appelé l2, intrinseéque au récepteur P2X, a lieu. Cette hypothése a été confortée a la
suite d’enregistrements en microscopie a force atomique (Figure 23.A) (Shinozaki et
al., 2009).
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Figure 23 Caractérisation de I’état dilaté. A. Acquisitions des changements structuraux de P2X4 au microscopie
a force atomique prises a différents temps avant et aprés application d’ATP. (D’aprés Shinozaki et al., 2009). B.
Evolution du potentiel d’inversion du récepteur P2X2 en présence de NMDG* en présence d’ATP (d’aprés
Chaumont and Khakh, 2008)

Nous pouvons distinguer sur ces enregistrements qu’avant I'application d’ATP, le
récepteur est circulaire puis une structure trimérique apparait dés I'application d’ATP.

Une dilatation progressive est visible au bout de quelques secondes.

La caractérisation de ce deuxiéme état conductant a aussi été faite par le biais
d’enregistrements  électrophysiologiques en conditions bi-ioniques, par la
détermination d’un potentiel d’'inversion. Cette technique repose sur l'utilisation d’'une
solution extracellulaire riche en un ion donné, seule espéce capable de traverser le
canal, dans cette étude le NMDG" (NMDG"ext), et d’'une solution intracellulaire
fortement concentrée avec une autre espéce ionique, ici I'ion sodium (Na*int). Une
rampe de voltages allant de -120 mV a +120 mV en 200 ms est appliquée avant et
pendant I'application d’ATP, en présence d’une solution NMDG*, afin d’obtenir des
courbes I/V. Au cours du temps, les potentiels d’inversions se décalent
progressivement vers la droite (Figure 23.B). En se basant sur la loi GHK, les résultats
ont été interprétés comme étant corrélés a une augmentation de la perméabilité
relative du NMDG* (Chaumont and Khakh, 2008). Cependant, plusieurs études
reprenant ces conditions expérimentales ont montré des résultats variables, voire non

reproductibles, notamment en fonction du type cellulaire (Fujiwara and Kubo, 2004).

L’incorporation de Yo-Pro-1 au travers des récepteurs P2X est également utilisée pour
I'étude de cet état supposé dilaté. Il s’agit d’'un cation de grande dimension, capable

de s’intercaler a ’ADN devenant alors fluorescent. L’augmentation de la fluorescence
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en présence d’ATP est alors corrélée avec le passage et I'intercalation de ce marqueur
(Figure 24) (Virginio et al., 1999a).
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Figure 24 Incorporation de YO-Pro-1 au travers de P2X2. Structure chimique du Yo-Pro-1 et augmentation de
la fluorescence en fonction du temps aprées application d’ATP 100 uM sur des cellules exprimant le récepteur P2X2
(d’aprés Virginio et al., 1999a)

L’ensembles de ces études ne permet pas de discriminer clairement une hypothése
par rapport a 'autre. Les deux hypothéses pourraient en effet coexister et dépendre

du type cellulaire et du récepteur P2X étudié (Samways et al., 2014).

Toutefois, en 2015, I'équipe de K. Swartz a proposé une explication alternative du
changement du potentiel d’'inversion (Li et al., 2015a). Les auteurs démontrent que ces
changements ne sont pas la conséquence d’'un changement de perméabilité du canal
dépendant du temps, mais plutdét par un changement des concentrations d'ions
intracellulaires, qui peuvent varier de plus de 100 mM au cours des enregistrements.
Des études électrophysiologiques et de modélisation mathématique ont permis de
démontrer que l'activation prolongée de I'ATP entraine une diminution du Na*
intracellulaire, de 140 mM a environ 20 mM, et une augmentation de celle du NMDG",
de 0 mM a plus de 200 mM. En outre, des paramétres physiques tels que la densité
des canaux, la conductance des pores, le volume de la cellule et la résistance a l'accés
entre la cellule et I'électrode de la pipette peuvent modifier directement les
concentrations d'ions a l'intérieur de la cellule aprés une longue application d'ATP. En

raison de ces changements, I'équation de Goldman-Hodgkin-Katz ne peut pas étre
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utilisée pour déterminer de fagon fiable la perméabilité relative des ions. Cette étude a
donc prouvé que le décalage temporel des potentiels d’inversion mesurés en
conditions bi-ioniques est un artefact di a la méthode employée, et qu'il faut faire

preuve d'une extréme prudence lors de la mesure des changements de perméabilité.

Malgré une connaissance de plus en plus étendue des récepteurs P2X, de
nombreuses questions restent en suspens, notamment sur le passage des différents

états allostériques.

6. Etude des récepteurs P2X par [lutilisation de molécules

photoisomérisables

La lumiére est un outil privilégié pour la manipulation non-invasive de systemes
biologiques, puisqu’elle est orthogonale a la plupart des processus cellulaires. Son
utilisation offre un haut niveau de contrdle spatial et temporel et ne produit aucun
déchet. Le contrdle de I'intensité et de la longueur d’onde utilisée permet d’éviter les
effets néfastes des UV sur les tissus ce qui fait de cette technique une méthode en
plein essor, notamment par le développement de I'optogénétique et de la

photopharmacologie.

Les récepteurs P2X manquent d’outils pharmacologiques sélectifs. C’est pourquoi
I'utilisation de la lumiére s’est avérée étre une alternative pour obtenir des données

structurales précises.

6.1 Conception d’outils photoisomérisables pour I'application biologique

Une molécule dite « photoswitch » est un composé chimique contenant un
chromophore qui peut s’intervertir entre plusieurs configurations. Les changements
structuraux de cette molécules sont déclenchés par la lumiere, et/ou dans certains cas

par énergie thermique (Ciardelli et al., 2011). Les composés qui présentent ces
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caracteéristiques les plus utilisés en biologie sont les azobenzénes, les stilbénes, les

spiropyranes et les diaryléthylénes (Figure 25).
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Figure 25 Structures chimiques des principaux groupements structurellement modifiables par la
lumieére

Les azobenzenes et les stilbénes subissent une isomérisation cis-trans, tandis que les
diaryléthylenes et les spiropyranes s'intervertissent entre les formes ouvertes et
fermées. D’autres photoswitches comme les hémithioindigos et les thiophénefulgides
ont été utilisés pour la modification de peptides et peuvent étre de bons candidats pour

la régulation d’oligonucléotides (Wiedbrauk and Dube, 2015; Yokoyama et al., 2011).

6.1.1 Généralités sur les azobenzénes

En 1937, Hartley a rapporté des preuves de la formation de cis-azobenzéne apres
avoir observé un manque de reproductibilité dans les mesures d'absorbance lorsque
l'azobenzéne était exposé a la lumiére (Hartley, 1937). En utilisant des méthodes
d'extraction par solvant, il a été en mesure d'isoler la forme cis de cet azobenzéne.

Depuis, un grand nombre de travaux ont fait de I'azobenzéne le photoswitch le mieux
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caractérisé (Rau, 1973; Tiberio et al., 2010). Les azobenzénes ont I'avantage d’étre
des composés stables, et sont insensibles aux oxydations ou aux cyclisations

contrairement aux stilbénes.

La superposition des spectres UV des azobenzénes cis et trans non-substitués (Figure
26.C) révele qu’une irradiation du frans-azobenzéne dans le domaine de I'UV permet
d’obtenir le cis-azobenzéne et réversiblement, une irradiation dans le visible ou une
simple relaxation thermique permet le retour au trans-azobenzéne (Bandara and
Burdette, 2012). Ces changements structuraux se produisent a I'échelle de la
picoseconde. Le rapport cis/trans a I'état photostationnaire est d’environ 80/20 pour

un azobenzene non-substitué (Fischer, 1960; Wagner-Wysiecka et al., 2018).
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Figure 26 Isomérisation de I'azobenzéne. A. Structures des états conformationnels de 'azobenzéne et modeles
de potentiels électrostatiques. B. Spectres UV des deux isomeéres cis et trans d’un azobenzéne (Adapté de
Wagner-Wysiecka et al., 2018)

La conformation trans de I'azobenzene est 10-12 kcal/mol plus stable que I'isomére
cis, indiquant que, dans l'obscurité et a I'équilibre, l'isomeére trans est lisomére
majoritaire (Dias et al., 1992). La conformation trans est plane et présente un moment
dipolaire proche de 0 Debye (D) alors que l'isomére cis adopte une conformation

courbée avec ses anneaux phényle torsadés hors du plan du groupement azo (Figure
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26.B) et présente un moment dipolaire d’environ 3 D (Fliegl et al., 2003). Outre ces
changements, la distance entre chaque extrémité de la molécule est différente entre
les deux isoméres, puisqu’une modification de 3,5 A a lieu entre les deux carbones en

position para (Beharry and Woolley, 2011).

6.1.2 Mécanisme de I'isomérisation

Il existe quatre mécanismes, dont deux principaux pouvant expliquer la cis/trans-

isomérisation : la rotation et I'inversion (Bandara and Burdette, 2012).

La rotation est obtenue aprés rupture de la liaison 1 entre les deux atomes d’azote
permettant la libre rotation autour de la liaison N-N. L’inversion, quant a elle, est issue
de l'aplanissement de l'angle N=N-C (Figure 27). Les deux autres mécanismes
postulés sont I'inversion concertée, ou les deux angles C-N=N et N=N-C augmentent
jusqu’a 180°, et une inversion couplée a une rotation ou les deux mouvements ont lieu

simultanément.
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Figure 27 lllustration des mécanismes de rotation et d'inversion des azobenzénes. (Adapté de Bandara and
Burdette, 2012)

Les deux mécanismes prépondérants, de rotation et d’inversion, peuvent a priori étre
effectués lors des transitions cis/frans et le mouvement privilégié dépendrait de la

famille d’azobenzénes étudiés ainsi que des conditions de pression et température
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mais aussi de la viscosité et de la polarité des solvants, du mode d’excitation et des

longueurs d’ondes utilisées (Malkin and Fischer, 1962).

6.1.3 Utilisation des azobenzenes dans des systemes biologiques

Afin de pouvoir appliquer ces dérivés azobenzénes aux tissus biologiques, ils doivent
répondre a certains critéres pour ne pas altérer le systéme biologique d’intérét. Parmi
eux, la stabilité dans le milieu biologique est nécessaire. Les azobenzenes possédent
cet avantage puisque leur utilisation n’entraine quasiment pas de photo-bleaching et
ne produit pas de sous-produits toxiques, ce qui permet des isomérisations répétées.
Des modifications structurales par I'ajout de groupements chimiques sur les phényles
permettent, de plus, de modifier les propriétés photochimiques pour une meilleure
biocompatibilité, notamment en décalant les longueurs d’ondes vers des longueurs
d’ondes de plus faible énergie permettant une meilleure pénétration des tissus et de
diminuer les effets délétéres des rayonnements UV. L’intensité lumineuse nécessaire
a l'isomérisation des dérivés azobenzenes est relativement basse en raison de leur
fort coefficient d’extinction molaire et rendements quantiques, ce qui facilite
'exploration de systémes biologiques. Enfin, le temps de photo-conversion des
azobenzenes est un avantage puisqu’il est plus rapide que la plupart des phénoménes

biologiques étudiés.

Ces molécules modifiables structurellement par la lumiére ont été appliquées avec
succés dans les systémes biologiques et plus particuliérement sur les canaux
ioniques. Plusieurs stratégies basées sur l'incorporation de ces dérivés azobenzenes

ont été développées pour leur étude.

C’est le cas de la stratégie PCL, basée sur l'utilisation de ligands photochromiques.
Ce ligand, qu’il soit agoniste ou antagoniste, est lié¢ a un groupement structurellement
sensible a la lumiére. Son activité biologique doit cependant rester efficace pour I'un
des isoméres. Le premier ligand photochromique est le Bis-Q (Bartels et al., 1971),
utilisé pour controler l'activité des réecepteurs a l'acétylcholine de membranes

électrogéniques (Figure 28).
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Figure 28 Photocontréle des récepteurs de I'acétylcholine par le Bis-Q. A. Structure chimique du Bis-Q. B.
Influence de la lumiére sur une membrane électrogénique. Une solution pré-irradiée dans I'UV, appelée ici Bis-Q
cis est appliquée sur la membrane provoquant une Iégére activité due aux états photostationnaires. L’irradiation
dans le visible entraine une activité franche de la membrane et I'application d’'une nouvelle solution fraichement
irradiée Bis-Q cis inhibe cette activité (D’aprés Bartels et al., 1971).

Ce ligand photochromique active ces récepteurs dans I'état frans alors que I‘activité
biologique est presque totalement inhibée dans I'état cis. D’autres molécules ont ainsi
été congues pour le controle d’autres récepteurs canaux. C’est le cas par exemple des
composeés 4-GluAzo (Volgraf et al., 2007), MPCO088 (Yue et al., 2012) et AP2 (Stein et
al., 2012), et des dérivés de AAQ (Banghart et al., 2009; Mourot et al., 2011) ciblant
les récepteurs AMPA, GABAa, et les canaux potassiques dépendant du voltage,
respectivement. Cette stratégie basée sur I'utilisation de PCL permet donc un contréle
de l'activité des récepteurs mais nécessite, toutefois, de présenter une activité

significativement différente entre les deux isoméres.

Une deuxieéme stratégie repose sur l'utilisation de PTL, reposant sur l'utilisation de
ligand synthétique sensible a la lumiére. La partie « ligand » de la molécule va pouvoir
étre rapprochée ou éloignée du site de fixation en fonction de la conformation de la
molécule qui est liee covalemment a une protéine génétiquement modifiée. Le premier
PTL efficace développé est le MAQ (Figure 29), ciblant les canaux potassiques SPARK
(Banghart et al., 2004) dont les azobenzénes chargés positivement sont connus pour

bloquer ces canaux (Blaustein et al., 2000).
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Figure 29 Photocontréle des canaux SPARK par le MAQ. A. Structures chimiques des deux conformations du
MAQ. B. Schéma d’action du MAQ sur les canaux SPARK. C. Enregistrements en configuration Inside-out d’un
ovocyte prétraité avec du MAQ lors d’irradiations lumineuses. (D’aprés Banghart et al., 2004)

La liaison covalente du MAQ a proximité du canal entraine un blocage de celui-ci dans
I'état trans par encombrement stérique et électrostatique, et un déblocage dans I'état
cis. L'utilisation de cette molécule a ensuite été étendue a d’autres canaux
potassiques, tels que les Kv (Fortin et al., 2011). D’autres molécules ont par la suite
été développées basées sur ce principe. C’est le cas du MAG pour le contrble des
récepteurs du glutamate (Volgraf et al., 2006), des composés MAACh et MAHoCh pour
le contrdle par la lumiére des récepteurs de I'acétylcholine (Tochitsky et al., 2012) et
de MAB-0 pour les récepteurs GABAAa (Lin et al., 2014).

A ma connaissance, aucune de ces stratégies appliquées au récepteurs P2X n’a été
publiée.

6.2 Applications des dérivés azobenzenes sur les récepteurs P2X

Au laboratoire, deux autres stratégies ont été développées afin d’étendre le contrble
de canaux ioniques aux récepteurs P2X : I'optogating qui est une alternative a la

stratégie de PTL en supprimant I'étape de modification du ligand, et l'utilisation
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d’agrafe moléculaire, une technique déja décrite sur d’autres protéines, comme la
tyrosine kinase Fyn (Zhang et al., 2009) ou sur I'enzyme de restriction Pvull (Schierling
et al., 2010).

6.2.1 Optogating

La stratégie d’'optogating est basée sur la conception d’'un dérivé azobenzéne, proche
de la structure du MAQ, le MEA-TMA qui s’isomérise de I'état trans a I'état cis aprés
irradiation a 365 nm et revient rapidement dans son état trans apreés irradiation a 530
nm ou lentement par relaxation thermique a lI'obscurité. En plus de I'azobenzene
central, la molécule est formée d’'un maléimide a une extrémité permettant la liaison
covalente de la molécule sur la protéine préalablement génétiquement modifiée pour
porter une cystéine au point d’encrage souhaité. Le groupement thiol de la cystéine et
le maléimide du MEA-TMA peuvent ainsi se lier covalemment par réaction de Michael

a la suite d’'une addition 1,4 (Figure 30).
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Figure 30 Réaction entre une cystéine et le maléimide du MEA-TMA. Réaction de Michael (addition 1,4)

L’autre extrémité est un groupement triméthylammonium, chargé positivement,
augmentant I'efficacité de marquage de la molécule (Figure 31.A). Contrairement au
PTL, cette stratégie ne cible pas le site de fixation du ligand mais le domaine

extracellulaire des domaines transmembranaires TM1 et TM2.

Apres avoir muté les trois cystéines endogénes du récepteur P2X2 de rat en thréonine

(rP2X2-3T), un criblage de dix-neuf résidus dans TM1 et TM2 a permis de révéler un
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contréle par la lumiére de huit de ces mutants cystéines, ou les deux mutations V48C

et 1328C présentent les courants les plus robustes et 1328C les plus stables (Figure

31.B) (Lemoine et al., 2013).
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Figure 31 Action du MEA-TMA sur le récepteur P2X2-3T. A. Structures chimique des deux isoméres de MEA-
TMA. B. Traces électrophysiologiques en configuration cellule entiére pour le récepteurs rP2X2 1328C, aprés
irradiations aux longueurs d’ondes indiquées. C. Schéma de fonctionnement du MEA-TMA sur rP2X2 1328C. La

mutation 1328C est représentée en sphére jaune.

Cet outil est donc capable d’activer les récepteurs P2X2 en absence totale d’ATP. Les
courants induits par la molécule sur 1328C sont stables, pendant une courte ou une
longue irradiation et a I'obscurité dans I'état cis ou trans (Figure 32) (Lemoine et al.,
2013). Cette bistabilité n’est pas retrouvée sur le récepteur P2X2 puisqu’une longue

application d’ATP provoque la désensibilisation.
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Figure 32 Bistabilité des courants induits par le MEA-TMA. (Adapté de Lemoine et al., 2013)

De plus, I'étude des courbes dose-réponses semble montrer que le mécanisme
engendré par la lumiére n’est pas le méme que celui induit par ’ATP. La stoechiométrie
de marquage ainsi que le mécanisme d’action de cette molécule sur le récepteur ne
sont pas résolus. Le mécanisme hypothétique serait que la charge du MEA-TMA

déstabilise les interactions entre TM1 et TM2, permettant 'ouverture partielle du canal.

Le MEA-TMA dans I'état frans, outre sa capacité a ouvrir le canal en absence d’'ATP,
induit une réduction des courants obtenus aprés ouverture du canal par I'ATP. C’est

le phénoméne d’optoblock (Figure 33).
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Figure 33 Optoblock par le MEA-TMA sur 1328C. (Adapté de Lemoine et al. 2013)
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Ce processus semble indiquer que la charge du MEA-TMA repousse le flux cationique.

Cet outil a été étendu a d’autres homologues du récepteur P2X2. Cette molécule est

fonctionnelle sur tous les récepteurs P2X, a I'exception du récepteur P2X7.

6.2.2 Agrafes moléculaires

L’utilisation d’agrafes moléculaires sur les récepteurs P2X repose sur I'incorporation
d’'un MAM, composée comme le MEA-TMA, d’'un azobenzéne central. Il est substitué
par un bras espaceur suivie d'un maléimide a chacune des deux extrémités. De la
méme maniére que précédemment, les deux maléimides de la molécule vont se lier
covalemment sur les cystéines préalablement introduites par mutagénése dirigée.
Cette fois-ci, les deux maléimides de la molécule vont permettre un ancrage sur deux

sous-unités adjacentes du récepteur P2X (Figure 34).
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Figure 34 Fonctionnement du MAM. A. structures chimiques des états trans et cis du MAM. B. Trace
électrophysiologique obtenue en configuration cellule entiere de cellules exprimant le récepteur 1328C sous
irradiation lumineuse. C. Schéma du mode d’action du MAM avec la mutation 1328C représentée en sphére
jaune.

84



Introduction

Les changements de configurations de la molécule vont transmettre ces mouvements
dans la protéine. Ainsi, deux campagnes de criblages dans la zone transmembranaire
ont été réalisées dans le but de trouver les mutations les plus efficaces : une premiere
compagne de simples mutants cystéines ou un seul résidu de chaque sous-unité est
modifié en cystéine permettant I'incorporation d’'une seule molécule de MAM et une
deuxiéme campagne avec l'introduction de deux mutations cystéines sur chaque sous-
unité, ou trois molécules de MAM peuvent potentiellement se lier. Huit et douze
constructions du premier et du deuxiéme groupe ont montré un contréle de l'activité
par la lumiere. Parmi elles, la position 1328C présente, comme pour le MEA-TMA, le
profil de photorégulation le plus robuste ainsi que la double mutation 1328C/S345C
(Habermacher et al., 2016). Ces deux récepteurs présentent des profils de

photorégulation trés différents (Figure 35).
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Figure 35 Profil de la photorégulation de 1328C/S345C et schéma fonctionnel. 1328C est représentée en
jaune et S345C en orange

Dans le cas du simple mutant 1328C, le passage de I'état cis a I'état trans apres
irradiation dans le visible, engendre I'ouverture du canal. Contrairement a celle du
MEA-TMA, son ouverture n’est pas stable et une désensibilisation progressive du
canal est observée. Une irradiation dans 'UV permet de refermer le canal. L’'ouverture
du canal induite par le MAM semble étre proche de celle provoquée par 'ATP. En effet,
les mouvements due a une expansion des extrémités extracellulaire des domaines
transmembranaires par la contrainte mécanique imposée par le MAM pourraient
mimer ceux de 'ATP, comme le décrivent les structures cristallographiques de I'état

ouvert des récepteurs.
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Pour le marquage du MAM sur le double mutant 1328C/S345C, l'ouverture est, a
l'inverse, observée aprés une irradiation dans I'UV. 1328C se trouvant dans la partie
extracellulaire de I'hélice transmembranaire et S345C dans la partie proche de la partie
intracellulaire, cette observation suggére qu’un rapprochement de ces deux résidus a
lieu lors de cette ouverture, la molécule étant alors dans son été cis, le plus court. Ce
rapprochement n’est possible que gréce a la flexion de I'hélice par la glycine en
position 342. La modification de cette glycine en proline a en effet confirmé I'hypothése
d’'une torsion de I'hélice lors de I'ouverture du canal. Des études d’affinité pour 'ATP
ont démontré que ce mouvement induit par la lumiere se répercute sur I'ensemble de
la protéine et notamment sur le site de liaison de I'ATP, ce qui est en accord avec une
hypothése selon laquelle ce mouvement est proche de celui induit par 'ATP. Il est a
noter que les courants dans cette configuration, ne désensibilisent pas, la contrainte
imposée par le MAM en position verticale empéche donc un réarrangement structurale
présent lors d’une liaison horizontale du MAM et lors de I'ouverture induite par 'ATP.

Enfin, le passage de I'état cis a I'état trans provoque la fermeture du canal.

Ainsi, une gamme de MAM a été synthétisée dont la taille du bras espaceur est

incrémentée (Figure 36)

Ces deux outils MEA-TMA et MAM sont donc deux trés bons outils pour I'exploration

fonctionnelle des récepteurs P2X.
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Figure 36 Structures chimiques de quelques MAM
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Objectifs de la these

Les récepteurs P2X, par leur grande distribution dans l'organisme et par leurs
nombreux roles physiologiques et pathologiques, représentent une cible thérapeutique
intéressante. Une connaissance détaillée de leur mode de fonctionnement est donc
une priorité afin de développer des agents pharmacologiques sélectifs et efficaces. La
résolution des structures cristallographiques dans les différents états allostériques a
permis une meilleure compréhension de la position des différentes parties du
récepteur mais ne permet pas de comprendre les facteurs permettant la modulation
des différentes transitions allostériques. Le développement d’outils optochimiques au

laboratoire ouvre une voie d’exploration mécanistique de ces récepteurs.

Les travaux de cette thése sont principalement axés sur l'utilisation des deux outils
photoisomérisables MAM et MEA-TMA couplée a I'électrophysiologie patch-clamp
dans le but d’étudier les récepteurs P2X d’un point de vue fonctionnel et structural avec

trois objectifs majeurs :
L’étude du phénomene de désensibilisation :

Les profils de photorégulation du MEA-TMA et du MAM sont différents, notamment au
niveau de la désensibilisation induite par la lumiere. Cette différence fait de ces outils
une nouvelle stratégie pour I'étude du phénomeéne de désensibilisation des récepteurs
P2X. Leur utilisation a permis de mettre en avant l'implication des cavités

transmembranaires dans la modulation de la désensibilisation de ces récepteurs.

Etude de la relation structure fonction de deux mutants du récepteurs

P2X2 humain

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a la fonction des récepteurs
P2X dans l'audition. Leur répartition au sein de la cochlée a révélé un réle crucial de
ces récepteurs dans le processus d’audition. La récente découverte de patients
atteints de surdité non-syndromatique liée a I'dge dont le géne P2X2 est porteur de
mutations, a soulevé des questions de l'ordre de la relation structure/fonction de ces

mutations sur le phénotype observé. L'utilisation de I'agrafe moléculaire MAM sur ces
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récepteurs nous a permis de collecter des informations biophysiques afin de proposer

une explication du phénotype des patients.
Etude de la perméabilité de gros cations

Enfin, une étude annexe a été menée sur la conductance unitaire de gros cations tels
que le NMDG* et la spermidine afin de mieux comprendre leur passage au travers du

pore ionique des récepteurs P2X.

90



Chapitre 1 : Etude du mécanisme de désensibilisation des récepteurs P2X

CHAPITRE 1: ETUDE DU MECANISME DE DESENSIBILISATION DES
RECEPTEURS P2X

1. Contexte

Le phénomeéne de désensibilisation est un état allostérique qui est retrouvé chez de
nombreux canaux ioniques, comme les canaux AMPA ou kainate-type GIuR (Plested,
2016) mais la désensibilisation des récepteurs P2X reste mal comprise, notamment

d’un point de vue de la régulation de la transition de I'état ouvert a I'état désensibilisé.

Au début de ce projet, la résolution de la structure cristallographique de 2016 du
récepteur P2X3 humain n’était pas encore publiée. Celle de la structure
cristallographique de I'état ouvert de 2012 du récepteur zfP2X4 a soulevé des
questions quant a l'absence d’interaction au niveau transmembranaire, ce qui
suggérerait que la structure quaternaire du récepteur P2X ne serait stabilisée que par
le domaine extracellulaire de la protéine. Les segments transmembranaires seraient
alors contraints uniquement par les lipides membranaires qui les entourent. Les
crevasses formées entre ces segments pourraient accueillir ces lipides, obstruant le
pore. Cette description ne semble donc pas en accord avec un état fonctionnel du
récepteur P2X. Des données expérimentales supplémentaires ont démontré que ces
crevasses n’étaient pas aussi larges que décrites dans cette structure, notamment
grace a lutilisation de l'agrafe photoisomérisable développée au laboratoire
(Habermacher et al., 2016). Toutefois, le role de ces crevasses reste encore mal
compris. Ces crevasses pourraient accueillir des modulateurs allostériques, comme
c’est probablement le cas pour I'ivermectine, en condition physiologique menant a la
stabilité de I'état ouvert. Elles pourraient donc jouer un réle important dans la

désensibilisation.
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2. Strategie

Les deux dérivés azobenzénes qui, bien que basés sur le méme squelette structural,
présentent des profils de désensibilisation différents. L’exploration du mode de
fonctionnement de ces outils pourraient donc nous donner des informations sur le
mécanisme de la désensibilisation. Nous avons donc exploité la réactivité des résidus
cystéines introduits par mutagénése dirigée pour marquer spécifiquement le récepteur
par les maléimides des dérivés azobenzénes mais également des dérivés du
methanethiosulfonate (MTS).

3. Matériel et méthodes

Culture cellulaire et transfection

Les cellules HEK-293 sont cultivées dans du milieu Dullbecco’s modified eagle
(DMEM) supplémenté de 10% de sérum fecetal de bovin (Invitrogen), du Glutamax 1x,
100 U/mL de pénicilline et 100 ug/mL de streptomycine (Invitrogen). Les cellules sont
lavées avec du tampon PBS 1x stérile puis traitées avec de la trypsine-EDTA
(Invitrogen) jusqu’au détachement du tapis cellulaire. Elles sont ensuite séparées les
unes des autres avec du milieu frais avant d’étre déposées sur des lamelles de verre
prétraitées a la poly-L-lysine (Sigma Aldrich) dans des plaques six puits. Les plaques
sont placées dans I'incubateurs a 37°C en présence de 5% de CO2 entre 1h et 24h

avant transfection.

La technique de transfection utilisée est la méthode de précipitation au phosphate de
calcium avec 0,3 ug de plasmide codant les différentes constructions et 0,3 pug de
plasmide codant la GFP. 24 h apreés la transfection, le milieu de culture est remplacé

par du milieu frais puis les cellules sont utilisées 1h a 24h plus tard.
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Utilisation des molécules photoisomérisables

Les solutions de MEA-TMA et des différents MAMs sont préparées a partir d’'une
solution stock de 1-5 mM dans du DMSO. Les solutions sont ensuite diluées juste
avant incubation dans la solution extracellulaire NES a une concentration de 200 uM
pour le MEA-TMA et de 10 uM pour les MAM-1 et MAM-2 et de 5 uM pour le MAM-3,
respectivement. 50 uL de ces solutions sont délicatement déposées sur les cellules
pendant 5 min pour le MEA-TMA, 10 min pour le MAM-1 et le MAM-2 et 20 min pour
le MAM-3.

Enregistrements patch-clamp

Les courants sont enregistrés par la technique de patch clamp en configuration cellule
entiére sur des cellules fluorescentes et isolées. Les pipettes de patch sont étirées de
maniére a ce qu’elles aient une résistance de 3-5 MQ. Elles contiennent une solution
intrapipette KCI, composée de 140 mM de KCI, 5 mM d’'EGTA, 5 mM MgClz, 10 mM
d’'HEPES et ajustée a pH 7,3 par NaOH. Aprés avoir atteint le gigaseal entre la pipette
et la membrane cellulaire, cette derniére est rompue et un potentiel de membrane de
-60 mV est maintenu par I'amplificateur EPC-10 (HEKA). Les enregistrements sont
réalisés grace au logiciel PATCHMASTER (HEKA). La solution extracellulaire appelée
NES, pour natural extracellular solution, est composée de 140 mM de NaCl, 2,8 mM
de KCI, 2 mM CaClz, 2 mM de MgClz, 10 mM de tampon HEPES, et 10 mM de glucose
et est ajustée a pH 7,3 par NaOH, additionnée ou non d’ATP (sel de sodium, Sigma
Aldrich) 30-100 uM ou de ATP et H202 a 0,3%, suivant 'expérience. Ces solutions sont
appliquées par l'intermédiaire d’'un systéeme de perfusion constitué de trois tubes
paralleles placés au-dessus de la cellule sélectionnée. Le systeme SF77B Perfusion
Fast step (Warner) permet de contrdler I'application des solutions avec un délai de
décalage des tubes de 5 a 10 ms. Le systeme d’irradiation composé de LEDs a 365
nm et 530 nm est directement couplé au microscope et contrdlé par 'amplificateur. Les
puissances d’irradiation en sortie d’objectif sont de 17,7 mW/mm? pour la LED de 363
nm et 13,3 mW/mm? pour la LED de 530 nm. L’analyse des données est effectuée via
le logiciel FitMaster (HEKA Electroniks, version V2x69) et les valeurs sont des
moyennes accompagnées du SEM (erreur standard a la moyenne). Le pourcentage

de désensibilisation est calculé grace au ratio des courants maximums obtenus en
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début de protocole et 'amplitude des courants finaux avant refermeture du canal par
irradiation a 365 nm ou a la fin de l'application de I'ATP. Les cinétiques de

désensibilisation sont déduites de I'équation de décroissance exponentielle :

I, = I, + AeC"/D (équation 5)

ou lo est le courant résiduel, A est 'amplitude maximale, t le temps en seconde et t la

constante de temps.

Pour les doubles incubations avec le MEA-TMA et le MAM, 50 uL d’une solution de
MAM sont déposés sur les cellules pendant 20 min, 1 mL de NES est ajouté pour
arréter l'incubation puis le tout est délicatement aspiré. Les 50 uL de MEA-TMA
peuvent alors étre appliqués sur les cellules pendant 5 min. Dans le cas de la double
incubation avec le MAM et les différents MTS, le MAM est incubé sur les cellules
comme décrit précédemment, puis les courants induits par la lumiére sont enregistrés.
Une solution contenant 1 mM de MTS-EA, MTS-ET ou MTS-PT est ensuite perfusée

pendant 2 min puis les courants sont de nouveau enregistrés.

Analyses des données

Les courants obtenus sont analysés via les logiciels FitMaster (HEKA Electronics,
v2x69) et IgorPro (WaveMetrics, v6.32A). Chaque expérience est obtenue aprés trois
transfections indépendantes, au minimum. Les valeurs sont présentées sous la forme
moyenne + SEM. Tous les tests statistiques sont réalisés par des tests d’analyses de
variance ANOVA non-appariés ou appariés dans le cas de la comparaison de la

désensibilisation induite par le MAM avant ou aprés réaction avec le MTS.

Mutagénese dirigée

Le géne du récepteur sauvage rP2X2 a été inséré dans le plasmide de clonage
pCDNAS3.1(+) qui est un vecteur eucaryotique contenant entre autres le promoteur

CMV et un géne de résistance a I'ampicilline. Les oligonucléotides sont congus de
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maniére a introduire la mutation ponctuelle souhaitée dans la séquence et un site de
restriction enzymatique qui va permettre de discriminer les colonies positives. La
mutagénése est réalisée avec le Kit KAPA HiFi HotStart (Kapa Biosystems). Le
mélange obtenu aprés la réaction en chaine par polymérase (PCR) est digéré par
I'enzyme Dpnl pendant 1 h a 37°C puis dialysé 30 min sur filtre Millipore a 0,025 um.
Il est ensuite transformé par électroporation a 2,5 V dans des bactéries E.Coli de
souche DH5a compétentes. Les bactéries sont alors incubées toute la nuit a 37°C sur
boite de Pétri de LB-Agar supplémenté d’ampicilline (Amp) a 100 ug/mL. Des colonies
sont sélectionnées et mises en culture dans du milieu LB-Amp stérile a 37°C toute la
nuit. L’ADN plasmidique est purifié par l'utilisation du kit Nucleobond XtraMaxi
(Macherey-Nagel) et une fraction est digéré par 'enzyme de restriction choisie lors de
la conception de l'oligonucléotide. Les profils de digestion sont analysés sur gel
d’agarose 1% contenant du BET. La concentration du plasmide d’une colonie positive
est déterminée par spectroscopie UV selon la formule [ADN] = 0,05 x facteur de dilution

x Az2s0 nm €t sa séquence vérifiée par séquengage (GATC Biotech).

Tous les mutants cystéines sont réalisés sur le récepteur rP2X2-3T ou les trois
cystéines endogénes C9, C348 et C430, ont été mutées en thréonine afin d’éliminer

un marquage non-spécifique par les dérivés azobenzénes.

Marquage des protéines de surface

Le marquage des protéines de surface est réalisé sur des cellules HEK293
transfectées la veille avec 10 ug des différents plasmides pCDNA3.1(+) de rP2X2. Les
récepteurs sont porteurs d’'un tag Cmyc dans la partie C-terminale. Aprés trois lavages
au PBS™ a 4°C et a pH 8,0 contenant 154 mM NaCl, 2,68 mM KCI, 4,2mM NazHPO4,
1,47 mM KH2PO4 supplémenté de 1 mM MgCl2 et 0,4 mM CaClz, les cellules sont
incubées 30 minutes avec 2 mM de sulfosuccinimidyl-2-(biotinamido)ethyl-1,3-
dithiopropionate (sulfo-NHS-SS-Biotine) dans le PBS*. Les cellules sont rapidement
rincées au PBS* et incubées 10 minutes avec une solution de Tris 20 mM dans du
PBS* pour éliminer I'excés de Sulfo-NHS-SS-Biotine. Apreés trois lavages, les cellules
sont récoltées et solubilisées dans 200 yL de tampon de lyse (100 mM NaCl, 5§ mM
EDTA, 1% Triton X-100, 20 mM HEPES, pH 7.4, contenant des inhibiteurs de

protéases (ThermoScientific) et incubées 2h a 4°C sous forte agitation. Apres
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centrifugation a 12000 rpm pendant 10min, le surnageant est ajouté a 55 pL de billes
de Neutravidine-Agarose (ThermoScientific) préalablement lavées avec du tampon de
lyse et incubé toute la nuit a 4°C sous agitation douce. Aprés lavages, les billes sont
incubées a 95°C pendant 10min avec 40 yL de LDS sample buffer (Invitrogen)
contenant 70 mM de DTT. Les échantillons de protéines de surface sont chargés sur
gel SDS-PAGE (4-15%, Biorad) afin de faire migrer les protéines par électrophorése
dénaturante (150 V, 35min). Les échantillons sont transférés par western-blot grace a
une cellule de transfert semisec a 25 V pendant 15 minutes. La membrane de
nitrocellulose est saturée par du TPBS (PBS supplémenté de 1% protéines de lait,
0.5% albumine de sérum bovin et 0.05% Tween 20) et incubée toute la nuit a 4°C avec
un anticorps anti-Cmyc de souris dilué au 1/5000 et un anticorps de souris dirigé contre
la B-actine au 1/2500. Aprés trois lavages, un anticorps secondaire anti-souris de
mouton, HRP conjugué, dilué au 1/10000 est appliqué sur la membrane pendant 2h a
température ambiante. Les bandes de protéines sont révélées avec un kit de détection
ECL (GE Healthcare).

Pour le marquage des protéines de surface avec le MAM-1 en intracellulaire, les
cellules sont lavées trois fois avec du PBS™ a pH 7,0 puis sont incubées 15 min avec
une solution a 10 uM de MAM-1 en présence d’ATP 3 uM. L'excés de MAM-1 est
neutralisé avec une solution de NACME a 10 mM pendant 15 min. La biotinylation peut

alors étre réalisée comme décrit précédemment.

4. Résultats

4.1 Etude des outils MEA-TMA et MAM

Comme décrit précédemment, le MEA-TMA induit des courants stables au cours du
temps tandis que le MAM, a l'inverse, présente des courants qui diminuent au cours
du temps, faisant d’eux de bons outils pour I'étude du phénoméne de désensibilisation

des récepteurs P2X.
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by

Nous nous sommes donc intéressés plus en détail a la caractérisation de la

désensibilisation ou non induite par ces molécules (Figure 37).
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Figure 37 Caractérisation de la désensibilisation du MAM et du MEA-TMA. A Trace électrophysiologique en
configuration cellule entiére montrant une faible désensibilisation induite par I'ATP sur le récepteur rP2X2. B.
Enregistrements en configuration cellule entiére sous irradiations lumineuses a 530 nm et 365 nm aprés incubation
au MEA-TMA (a gauche) et au MAM (a droite) de cellules surexprimant le récepteurs rP2X2-1328C. C.
Quantification de la désensibilisation. D. Analyse des cinétiques de désensibilisation. ND : non déterminé

Les courants induits par une application d’ATP sur le récepteur P2X2-3T de rat
présentent une faible désensibilisation (Figure 37.A). Son pourcentage de
désensibilisation, calculé par un ratio des courants en fin de protocole (aprées 5 s de
stimulation) de ceux obtenus au début, est en moyenne de 36,2 + 5,1 % (Figure 37.C)
avec une cinétique de désensibilisation t= 3,61 + 0,39 s (n=4) (Figure 37.D).
L’introduction de la mutation 1338C modifie Iégérement ces caractéristiques. En effet,
le pourcentage de désensibilisation est de 29,3 + 2,6 % (Figure 37.C), quasiment
identique a rP2X2-3T, mais la cinétique de désensibilisation est plus lente et passe a
8,11 £ 1,55 s (n=4) (Figure 37.D). La désensibilisation obtenue aprés incubation du

MEA-TMA sur des cellules surexprimant ce mutant (Figure 37.B, a gauche), aprés 5 s
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d’irradiation a 530 nm, représentent 0,9 + 0,4 % (n=9) (Figure 37.C), trop faible pour
calculer une cinétique de désensibilisation. La présence de cette molécule sur le

récepteur bloque totalement la désensibilisation.

A Tlinverse, ces cellules incubées avec le MAM présentent un pourcentage de
désensibilisation de 71,0 £ 4,0 % (Figure 37.C) et une cinétique associée de 1,90 +
0,15 s (n=9) (Figure 37.D). Le MAM augmente donc la désensibilisation du récepteur
1328C.

4.2 Influence de la taille du MAM sur la désensibilisation

Au laboratoire, différentes tailles de MAM dont le MAM-1, le MAM-2 et le MAM-3 ont
été synthétisées mesurant respectivement dans I'état trans environ 16 A, 21 Aet 23 A

en solution (Figure 38.A).

Dans le but de voir l'influence de I'incrémentation progressive de la taille du bras
espaceur entre les deux maléimides sur la désensibilisation, j'ai incubé des cellules
surexprimant le récepteur 1328C avec chacune des trois molécules (Figure 38.B). Les
traces électrophysiologiques révélent une désensibilisation différente pour chaque

molécule.
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Figure 38 Utilisation de MAMs de taille croissante. A. Structures chimiques des trois MAMs utilisés. B. Traces
électrophysiologiques enregistrées en configuration cellule entiére sur des cellules exprimant le récepteur rP2X2-

1328C préincubées avec I'un des trois MAMs. C. Quantification du pourcentage de désensibilisation (a gauche) et
de la cinétique associée (a droite).

En effet, 'analyse du pourcentage de désensibilisation confirme ce résultat. Ce
pourcentage est de 36,8 + 3,45 % (n=5) pour le MAM-1, 73,6 + 4,9 % (n=6) pour le
MAM-2 et de 80,6 + 2,3 % (n=7) pour le MAM-3 (Figure 38.C, a gauche). Plus
'écartement imposé par le MAM dans létat frans est important, plus la
désensibilisation est importante. De méme, plus cet écartement est grand, plus la
désensibilisation est rapide puisqu’elle estde 0,90 £ 0,13 s, de 0,79 £ 0,14 s et de 0,53
1 0,03 s pour le MAM-1, le MAM-2 et le MAM-3, respectivement (Figure 38.C, a droite).
La plus forte désensibilisation observée avec ces molécules est obtenue par le MAM-
3.

4.3 Incubation séquentielle de MAM puis de MEA-TMA

Le MAM-3, dit MAM dans la suite du manuscrit, est donc un outil intéressant pour

étudier la désensibilisation.

Le MEA-TMA induit des courants portés par les récepteurs P2X2 qui ne désensibilisent
plus. Nous avons donc voulu voir l'influence de cette molécule sur des cellules

préalablement incubées avec le MAM.
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Le MAM se lie covalemment sur deux des trois cystéines en positon 328 du récepteur,
laissant libre la troisiéeme cystéine. Ainsi, I'incubation consécutive de MAM puis de
MEA-TMA devrait permettre I'obtention d’'une population de récepteurs majoritaire

ayant réagi avec les deux molécules (Figure 39.A).

Les courants obtenus sous 5 s d’irradiation a 530 nm puis 5 s a I'obscurité par les
cellules préincubées avec le MAM puis MEA-TMA, présentent une désensibilisation
quasiment réduite de moitié (Figure 39.B). En effet, cette désensibilisation pour la
double incubation est de 50,2 £ 3,2 % (n=14), comparée a celle obtenue par le MAM
seul 90,3 £ 2,4 % (n=7) (Figure 39.C, a gauche). La diminution progressive des
courants est également observée, avec en moyenne une cinétique de 0,20 £ 0,02 s
(n=14) en comparaison avec 0,12 + 0,04 s (n=7) pour le MAM seul (Figure 39.C, a

droite).
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Figure 39 Incubation séquentielle de MAM et de MEA-TMA. A. Schéma représentatif de I'incubation successive
du MAM puis du MEA-TMA sur 1328C (sphere orange) sur chaque sous-unité. B. Trace électrophysiologique en
configuration cellule entiére représentative de cette double incubation. C. Analyse du pourcentage (a gauche) et
de la cinétique (a droite) de désensibilisation pour le MEA-TMA seul (en marron), du MAM seul (en vert) et des
deux molécules (en gris).
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Ces résultats montrent que la présence de MEA-TMA sur le récepteur ralentit et

diminue la désensibilisation induite par le MAM.

L’analyse du pourcentage de désensibilisation en fonction de la cinétique permet de
mettre en évidence que la cinétique de désensibilisation de la double incubation est
d’abord induite par le MAM (cinétique proche de celle obtenue pour le MAM seul) puis

la présence du MEA-TMA diminue le pourcentage de désensibilisation (Figure 40.A).
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Figure 40 Variabilité de marquage. A. Graphique du pourcentage de désensibilisation en fonction de la cinétique
pour le MAM seul (en vert), le MEA-TMA seul (en marron) et pour la double incubation (en gris). B. Représentation
schématique de la variabilité de marquage.

Néanmoins, les profils obtenus lors de cette expérience révélent également une
grande variabilité. En effet, plusieurs cellules issues de l'incubation séquentielle
présentent un courant identique a celui obtenu pour les cellules seulement incubées
avec le MAM. Et a l'inverse, certaines d’entre elle présentent un profil proche de celui
obtenu pour des cellules préincubées avec le MEA-TMA seul. Ce résultat suggére que
la double incubation ne permet pas d’avoir une seule population majoritaire de
récepteurs 1328C contenant les deux molécules mais trois populations majoritaires :
une avec les deux molécules liées sur le récepteur ; une population de récepteurs ou
le MEA-TMA ne s’est pas fixé ; et enfin des récepteurs qui n'ont pas réagi avec le
MAM, ayant donc les trois cystéines 328 disponibles pour la liaison avec le MEA-TMA
(Figure 40.B).
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De plus, il est également probable que par encombrement stérique, le MEA-TMA ne
puisse pas atteindre la troisiéme cystéine disponible sur le récepteur et que les
courants obtenus sont I'addition des populations de récepteurs liés avec le MAM seul
et de ceux liés avec le MEA-TMA seul. Pour le vérifier, j’ai additionné ces courants et

extrait le profil de courant théorique ainsi obtenu (Figure 41).

Lad
i
Lh

1328¢C
1

= Addition des oourants moyen did MAM
ef MEA-TRA obtenus sépardmment

Courant abtenu aprés la double incubalon

Figure 41 Addition des courants induits par le MAM et le MEA-TMA. En gris, trace électrophysiologique
obtenue expérimentalement aprés co-incubation des cellules par le MAM suivie du MEA-TMA et en noir le courant
calculé par I'addition des courants moyens du MAM et du MEA-TMA

Effectivement, aprés normalisation, les courants obtenus expérimentalement aprés la

double incubation, sont parfaitement superposables a ceux calculés.

Un désavantage de cette expérience est également 'absence de comparaison avant
et aprés réaction du MEA-TMA sur une méme cellule et ainsi de voir I'effet concret de
cette molécule sur celui du MAM. De plus, les deux molécules sont activées en méme
temps, ce qui ne permet pas une activation du récepteur spécifique de 'une des deux

molécules.

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a d’autres agents chimiques.

4.4 Incubation séquentielle du MAM puis de MTS

Les MTS (methanethiosulfonate) sont des agents chimiques non activables par la

lumiére, capables également de se lier covalemment aux groupements thiol des
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cystéines et notamment, dans notre cas, sur la troisiéme cystéine en position 328. Ces
molécules commercialisées ont 'avantage d’exister avec des tailles et des propriétés
multiples. Nous avons donc choisi trois MTS chargés positivement et de taille
croissante, afin de retrouver les propriétés électrochimiques du MEA-TMA tout en
explorant I'effet de la taille du MTS sur la désensibilisation induite par le MAM. Les
MTS choisis sont le MTS-EA, le plus petit, le MTS-ET, de taille intermédiaire et enfin
le MTS-PT, le plus grand (Figure 42.A). J'ai pu comparer la désensibilisation induite
par le MAM avant et aprés ligation du MTS d’intérét grace a la perfusion contrélée de

ce dernier (Figure 42.B).
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Figure 42 Effet des MTS sur la désensibilisation induite par le MAM. A. Structures chimiques des MTS choisit.
B. Traces électrophysiologiques obtenues avant et aprés perfusion du MTS d’intérét. Pour chaque cas, les
enregistrements sont réalisés sur la méme cellule. C. Quantification du pourcentage de désensibilisation (en haut)
pour chaque MTS et de la cinétique (en bas). Les traits relient les résultats obtenus pour une méme cellule. *, p <
0,05, **, p < 0,01

Ainsi, pour chaque MTS, nous observons une diminution statistiquement significative

de la désensibilisation ainsi qu’un ralentissement de celle-ci.

L’application de MTS-EA réduit le pourcentage de désensibilisation de 84,7 + 5,3 %
obtenu pour le MAM seul a 69,3 + 4,8 % aprés perfusion de MTS-EA, soit une

diminution de 18% de la désensibilisation du MAM (n=7). La présence de cet agent
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chimique sur les récepteurs [328C, ralentit également leur désensibilisation puisqu’elle
passede 1,7+0,2sa2,1+0,2s.

Avant 'utilisation du MTS-ET, la désensibilisation des récepteurs est de 82,3 £ 7,8 %.
L’application de cet agent diminue la désensibilisation pour atteindre un pourcentage
de 66,2 £ 7,9 % (n=5). La cinétique de désensibilisation est aussi ralentie, étant de 1,7
+ 0,1 s avant MTS-ET puis de 3,7 £ 1,3 s.

Enfin, la réaction de I'agent chimique MTS-PT a lui aussi un effet sur le ralentissement
de la désensibilisation : étant de 87,7 £ 3,9 % en présence du MAM seul, puis de 76,2
1 0,9 % (n=3) aprés sa perfusion. La cinétique quant a elle est de 2,0 £ 0,3 s au départ
puis est de 2,7 £ 0,4 s aprés perfusion du MTS-PT (Figure 42.C).

Dans tous les cas, la présence d’un agent chimique sur la troisieme cystéine 328 réduit
et ralenti la désensibilisation. Toutefois il est a noter que la taille du MTS ne semble

pas avoir d’'influence sur la modulation de la désensibilisation.

Ces résultats démontrent que I'occupation de la position 328 par un agent chimique
influence la désensibilisation. Le résidu 1328, et donc la mutation 1328C, est placée
proche des crevasses transmembranaires révélées par les structures
cristallographiques. Ces poches sont suffisamment grandes pour accueillir des
molécules chimiques. Les MTS utilisés ici pourraient donc s’y loger et jouer le role de
modulateur allostérique, bloquant partiellement le réarrangement protéique qui a lieu

lors de la désensibilisation.

4.5 Etude du positionnement du MEA-TMA

4.5.1 Exploration de la stcechiométrie de marquage du MEA-TMA

Le MEA-TMA ne présentant pas de courants désensibilisants, il est donc intéressant
de comprendre son mécanisme d’action, notamment par la détermination de la
stoechiométrie de marquage de la molécule sur le récepteur dans le cas de I'optogating
et de I'optoblock. Pour ce faire, des concatémeres ont préalablement été concu sur

lesquels le nombre et la position des cystéines ont pu étre contrdlés. Ainsi, un gene
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unique formé de la répétition du gene monomérique permet d’obtenir les trois sous-
unités liées covalemment par un bras espaceur polypeptidique, permettant le contréle
de l'insertion de chaque cystéine. De cette maniére, une série de sept concatémeres

portant une, deux ou trois cystéines en position 328 a été obtenue (Figure 43).
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Figure 43 Schéma et nomenclature des différents concatémeéres. Chaque sphére orange représente la
mutation 1328C, portée sur la premiere, la deuxiéme et/ou la troisieme sous-unité. 1 représente la présence de la
mutation 1328C et 0 son absence. La fixation d’'une, deux ou trois molécules de MEA-TMA est également
schématisée. L’assemblage homomérique est représenté par un récepteur a fond blanc et les concatémeéres par
un fond gris,

Chaque concatémeére a dans un premier temps été testée en électrophysiologie patch-
clamp afin de vérifier leur fonctionnalité. Toutes les constructions répondent a une
application d’ATP, avec des courants saturants pour une concentration de 100 uM.
L’incubation de cellules surexprimant 'une des sept constructions a donc été réalisée
pour mesurer leur amplitude de courant de photorégulation. Aprés une courte
irradiation dans I'UV pour basculer les molécules de MEA-TMA dans leur été cis, une
irradiation dans le visible puis de nouveau dans I'UV suivie d’'une application saturante

d’ATP ont été appliquées (Figure 44).
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Figure 44 Etude de l'optogating. A, B, C Traces électrophysiologiques enregistrées sur des cellules exprimant
'une des différentes constructions marquées par le MEA-TMA sous irradiations puis sous application d’ATP 100
MM pour trois cystéines (A) pour deux cystéines (B) et pour une seule cystéine (C). D. Histogramme du courant de
photorégulation par rapport a une réponse ATP saturante.

La construction contrdle est le concatémeére 1328C-111 ou chaque sous-unité porte la
mutation cystéine 1328C. Les courants de photorégulation lors de l'irradiation dans le
visible pour cette construction représentent 8,8 + 0,7 % (n = 7) des courants ATP
contre 14,1 £ 4,8 % (n = 4) pour 'lhomomeére rP2X2-3T (Figure 44.A et D). La formation
du concatémeére a donc un impact sur l'efficacité du MEA-TMA mais les courants
obtenus sont suffisants pour la suite de la détermination de la stocechiométrie de

marquage.

Lorsque le nombre de cystéine sur le récepteur diminue, I'intensité des courants de
photorégulation est réduite. Cette réduction semble indépendante de la position de la
cystéine introduite. Ainsi, pour les constructions 1328C-110, 1328C-011 et 1328C-101
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les courants obtenus sous irradiation dans le visible sont respectivement de 1,3 £ 0,4
% (nN=5),1,3+£0,3% (n=8)et2,7+0,8 % (n=6) (Figure 44.B et D).

Lorsque les constructions ne portent qu'une seule cystéine, les courants de
photorégulation ne sont pas discernables du bruit de fond excepté pour la construction
1328C-001 ou ils ne représentent que 0,8 £ 0,1 % (n = 5) (Figure 44.C et D).

Le méme protocole d’irradiations a été réalisé mais lors d’'une application d’ATP
saturante afin d’étudier I'optoblock. A l'inverse de I'optogating, un effet de la lumiére

est observé pour toutes les constructions (Figure 45).
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Figure 45 Etude de I'optoblock. A, B, C Courants obtenus par les différentes constructions marquées par le MEA-
TMA lors d’une irradiation sur des canaux ouverts par I'application d’ATP saturant. A. pour trois cystéines B. pour

deux cystéines et C pour une cystéine. D. Histogramme de la proportion de courant de photorégulation par rapport
aux courants ATP.
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Cette fois-ci la technique de concaténation n’a que tres peu d’effet sur I'optoblock
puisque le MEA-TMA dans I'état trans bloque les courants ATP a hauteur de 25,5 +
2,4 % (n = 6) pour le controle rP2X2-3T/1328C comparé a 25,9+ 2,4 % (n = 7) pour le
concatémere 1328C-111 (Figure 45.A et D).

Le blocage des courants ATP par la lumiére estde 11,8 +1,2% (n=7), 14,4 £ 4,2 (n
=6) et 11,3 £ 1,5 (n = 4) pour les constructions 1328C-110, 1328C-011 et 1328C-101
respectivement (Figure 45.B et D).

Enfin, la présence d’une seule cystéine et donc d’une seule molécule de MEA-TMA
sur le récepteur provoque le blocage de l'ordre de 6,0 + 1,1 % (n = 4) pour la
construction 1328C-100, de 2,8 £ 0,8 % (n = 4) pour 1328C-010 et 8,4 £ 0,7 % (n = 10)
pour 1328C-001 (Figure 45.C et D).

En présence d’ATP, I'élimination d’une cystéine provoque donc une chute d’environ
50 % sur I'efficacité du blocage puis encore de 50 % lorsqu’une deuxieme cystéine est

enlevée.

Ces différences entre I'optogating et I'optoblock suggérent que deux mécanismes
distincts ont lieu lors de ces deux phénoménes. Nous proposons cependant, en accord
avec ces résultats, que dans I'état trans 'azobenzéne de la molécule glisse entre les
hélices transmembranaires de maniére a occuper les crevasses hydrophobes de cette

zone, tout comme les dérivés MTS, come expliqué précédemment.

4.5.2 Influences de mutants tryptophanes dans les cavités transmembranaires sur

I"activation par la lumiere induite par le MEA-TMA

Afin de vérifier si ces molécules chimiques se placent effectivement dans les poches
transmembranaires, jai créé par mutagenése dirigée deux mutations tryptophanes
dans les domaines transmembranaires TM2 se trouvant deux, A335W, et quatre,
V343W, tours d’hélice plus bas comparé a 1328C et pointant en direction de ces

crevasses (Figure 46.A), le tryptophane étant un acide aminé imposant.

108



Chapitre 1 : Etude du mécanisme de désensibilisation des récepteurs P2X

A 5 on C o
A —]

. o o200 \-...__...._. _;-.r'“ /

o A33E 132 BCMATTGW —
e ko - ~
& e vadaw

Figure 46 Mutations tryptophanes dans les crevasses transmembranaires. A. Positionnement des deux
mutations A335W et V345W par rapport a 1328C (spheres rouges). B. Traces électrophysiologiques obtenues apres
incubations avec le MEA-TMA de cellules exprimant les constructions 1328C, 1328C/A335W ou 1328C/V345W sous
irradiation lumineuse. C. Enregistrements des courants pour ces mémes cellules en présence d’ATP.

L’enregistrement des courants de cellules transfectées avec 1328C/A335W apres
incubation avec le MEA-TMA, démontre que la présence du tryptophane empéche le
MEA-TMA d’ouvrir le canal dans I'état trans puisqu’aucun courant n’est enregistré. Ce
résultat suggeére que cet acide aminé empéche bien la molécule de se placer dans les
cavités transmembranaires (Figure 46.B, au milieu). Afin de vérifier que I'absence de
photorégulation est bien due au tryptophane et pas a un défaut de marquage,
l'irradiation lumineuse a été réalisée en présence d’ATP. Les cellules exprimant
I328C/A335W présentent bien un profil d’optoblock indiquant que le MEA-TMA est

bien covalemment lié sur la cystéine 328 (Figure 46.C, au milieu).

La mutation V343W, quant a elle, n’affecte pas les courants induits par le MEA-TMA
sur 1328C. Les densités de courants sont de de 28,12 + 5,78 (n=4) comparé aux 39,32
1 8,99 (n=10) obtenu pour rP2X2-1328C (Figure 46.B, en bas).

En revanche, nous pouvons constater que le MEA-TMA sur 1328C/V343W n’a pas

d’effet lorsque le récepteur est activé par 'ATP (Figure 46.C, en bas).

Le récepteur P2X7 est le seul récepteur non activable par les changements
conformationnels du MEA-TMA. L'idée est donc de savoir si un acide aminé

empécherait I'action de la molécule, comme dans le cas de A335W.
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L’alignement de séquence révéle la présence d'une tyrosine en position 343 des
récepteurs P2X7, équivalente de la position 340 sur le récepteur rP2X2. Elle est donc
placée entre les deux acides aminés testés précédemment. Cette tyrosine est
conservée chez tous les homologues P2X7 et est absente sur les récepteurs P2X2 et
P2X3, qui présentent, a la place, une sérine (Figure 47.A). J'ai alors introduit par
mutagénése dirigée la mutation Y343S sur rP2X7 déja porteur de I'équivalent de la
mutation 1328C (=1331C).
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Figure 47 Influence de la tyrosine sur l'action du MEA-TMA. A. Alignement de séquence des parties
transmembranaires TM2 de rP2X2, rP2X3 et rP2X7 (adapté de (Kawate et al., 2009)). B. Photorégulation du
récepteur rP2X7 par le MEA-TMA avec ou sans la tyrosine 343. C. Courant induit aprés incubation de cellules
exprimant les récepteurs 1328C ou 1328C/S340Y.
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Comme attendu, le MEA-TMA ne permet pas l'ouverture du canal P2X7-1331C. En
revanche, la présence d’'une sérine a la place de la tyrosine permet d’obtenir des
courants ayant en moyenne une densité de courant de 2,34 + 0,59 (n=6). La libération
des cavités transmembranaires, permettrait au MEA-TMA de s’y glisser dans son état

trans et d’ouvrir le canal (Figure 47.B).

Sur le récepteur rP2X2, la mutation S340Y (équivalent a Y343 sur rP2X7) a un effet
surprenant. A l'inverse du rP2X7, elle a un effet potentiateur. Les courants obtenus
sont deux fois plus importants que pour 1328C seul : les densités de courant pA/pF
obtenues sur 1328C étaient de 39,32 + 8,99 (n=10) alors qu’avec S340Y elles sont de
82,29 + 25,25 (n=5) (Figure 47.C).

Tous ces résultats concordent avec |‘hypothese d’'une occupation des cavités

transmembranaires par le MEA-TMA dans I'état trans. L’occupation de ces derniéres
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par un résidu encombrant empéche, en effet, un contréle du récepteur par la lumiére

efficace.

4.6 Exploration de la partie cytoplasmique dans la désensibilisation

Les résultats précédents semblent montrer que les cavités transmembranaires
peuvent jouer un réle important dans la modulation de la désensibilisation. Néanmoins,
la récente résolution de la structure cristallographique du récepteur hP2X3 (Mansoor
et al., 2016) révele pour la premiére fois la présence d’'un réseau d’interactions

cytoplasmique des parties N- et C-terminales dans I'état ouvert (Figure 48).
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Figure 48 Schéma structural de la nouvelle structure cristallographique du récepteur hP2X3 (Mansoor et
al.), 2016)

Ce réseau ne semble plus étre présent dans I'état de repos ni dans I'état désensibilisé.

Malheureusement la résolution de la structure ne permet de le confirmer.

Notre hypothése est donc que ces interactions des parties intracellulaires formées
dans l'état ouvert stabiliseraient cet état. L’idée est donc d’intégrer un couple de
mutation cystéine disposé dans ce réseau afin de créer un pont disulfure entre les

cystéines et ainsi voir I'influence de cette liaison sur la fonctionnalité et la stabilité de
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I'état ouvert. La distance entre les deux carbones 3 de deux résidus cystéines devant
étre suffisamment proches, 17 couples ont été créés ainsi que la simple mutation

P19C, proche de I'axe de symétrie du pore (Figure 49).
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Figure 49 Position des différents couples de cystéines. Les résidus cytoplasmiques sélectionnés sont associés
par paire en fonction de leur distance et mutés en cystéine pour la formation de pont disulfure

Aprés avoir introduit par mutagénése dirigée une premiére cystéine sur le récepteur
P2X2 de rat, la deuxiéme y est ajoutée. Ainsi les 18 paires ont pu étre créées. Afin de
vérifier que ces constructions sont adressées en surface, un marquage des protéines
de surface par biotinylation puis une révélation grace au western blot ont pu étre
réalisés. La révélation des membranes montre que toutes les constructions sont bien

exprimées en surface (Figure 50).
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Figure 50 Expression de surface des 18 mutants cystéines

Comme les mutants sont bien exprimés en surface, nous avons pu les étudier en
patch-clamp. Par manque de temps, seules deux constructions ont pu étre testées :
P19C, et E17C/V23C. Les deux sont fonctionnelles en présence d’ATP, mais ne
présentent pas de profils d’activation et de désensibilisation différents du récepteur

rP2X2 sauvage.

Une fois activé par 'ATP nous avons donc ajouté un agent oxydant, 'H202, dans le
but de favoriser la formation du pont disulfure. Néanmoins, les courants obtenus apres
cette addition d’eau oxygénée ne présentent pas non plus de profil différent (Figure
51).

L’application d’'une solution a 0,3 % de H202 pendant I'application d’ATP crée un effet
de solution di a un potentiel de jonction a cause d’une différence ionique. Cet effet de
solution ne permet pas de visualiser directement I'effet de 'agent oxydant sur la
réponse ATP (Figure 51.A). La comparaison des profils électrophysiologiques avant et
aprés application de H20:2 est alors la solution pour quantifier un effet de la potentielle

formation d’'un pont disulfure entre les cystéines.

Cependant, la rapide analyse des cellules obtenues pour la double mutation
E17C/V23C (Figure 51.B) et de P19C (Figure 51.C) révelent que ni la vitesse ni le taux
de désensibilisation ne semblent étre modifiés, ce qui suggérent que la formation du
pont disulfure n’a pas eu lieu ou que s’il a eu lieu, n'a aucune influence sur la

stabilisation de I'état ouvert (Figure 51.D).
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Figure 51 Etude de la formation de pont disulfure dans le domaine intracellulaire. A. Trace
électrophysiologique obtenue sur rP2X2 en présence d’ATP et lors de la co-application de 'ATP et H202 mettant
en avant un potentiel de jonction au moment de I'application de I'agent oxydant. B.C Enregistrements
électrophysiologiques des constructions E17C/V23C (B) et P19C (C) avant, pendant et aprés application de
H202 en présence d’ATP. D. Histogrammes de la désensibilisation relative calculée en mesurant les courants
restants en fin de protocole comparés aux courants initiaux, et de la cinétique de désensibilisation pour chaque
conditions (- : avant H20z2; + : aprés H202)

Afin de savoir si un pont disulfure s’est effectivement créé, nous avons ajouté du DTT
avant et pendant l‘application d’ATP. Cette fois encore, aucune différence n’est
observée, suggérant 'absence d’'un pont disulfure. Toutefois, il ne s’agit ici que d’'une
étude préliminaire dont le nombre de cellules n’est pas suffisant pour affirmer les

résultats obtenus (n = 2) et les autres paires de cystéines restent a étre testées.
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5. Discussion

Les deux dérivés azobenzénes dont nous disposons, bien que basés sur le méme

squelette moléculaire, présentent des profils de désensibilisation différents.

Malgré la contrainte mécanique apportée par le MAM un réarrangement de la protéine
s’opére, bloquant progressivement le passage des ions et qui s’apparente au profil de
désensibilisation du récepteur P2X en présence d’ATP. L’écartement contraint de deux
sous-unités ne permet donc pas de stabiliser I'état ouvert du récepteur. De plus,
I'utilisation de MAM de taille croissante a permis de mettre en évidence que plus cet
écartement est grand, plus la désensibilisation est rapide et importante, dans le cas
des MAM-1, MAM-2 et MAM-3. L'utilisation de MAM plus longs aurait pu étre effectuée
mais la flexibilité des molécules pourrait poser probléme. D’'un point de vue
physiologique, I'écartement de la partie haute du domaine transmembranaire ne
semble cependant pas étre corrélée avec le processus de désensibilisation. En effet,
I'écartement mesuré sur la structure cristallographique de I'état ouvert d’une version
tronquée de zfP2X4 n’est pas différent de celui obtenu sur la structure de P2X3 humain
alors que les désensibilisations des deux récepteurs sont différentes, avec une forte
désensibilisation pour P2X3 et une désensibilisation beaucoup plus lente pour P2X4.
Les caractéristiques de la désensibilisation induite par les différents MAM ne semble
donc pas étre corrélées avec celles de la désensibilisation physiologique des

récepteurs P2X.

Cependant, le MAM est placé dans la partie supérieure du domaine
transmembranaire, forcant et maintenant ainsi son écartement dans I'état trans de la
molécule, ce qui suggére que le réarrangement protéique pourrait s’effectuer dans la
partie inférieure des récepteurs P2X. |l est a noter que la liaison verticale du MAM en
position 1328C/S356C permet I'obtention de courants stables, le réarrangement est
bloqué par la contrainte mécanique imposée par la molécule. S356C est localisée en
bas de I'hélice transmembranaire, le MAM maintient donc un certain écartement entre
la partie haute de I'hélice d’'une sous-unité et la partie basse d’une deuxieme sous-
unité. L'absence de désensibilisation dans ce cas est en accord avec l'idée d'un
réarrangement dans la partie basse. La résolution de la structure cristallographique

dans I'état désensibilisé semble également valider cette hypothése puisque I'équipe
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du Dr Gouaux décrit que les mouvements de la transition entre I'état ouvert et I'état

désensibilisé se font au niveau de la surface cytoplasmique (Mansoor et al., 2016).

En conséquence, la partie basse des domaines transmembranaires semble étre une
zone importante dans la désensibilisation. Les cavités présentes sur les structures
cristallographiques entre les hélices transmembranaires pourraient également étre
une zone de modulation dans la transition état ouvert — état désensibilisé. L’utilisation
des agents chimiques MTS chargés positivement nous a permis de ralentir et de
diminuer la désensibilisation provoquée par le MAM. Il est connu que les MTS ont
acces au canal ainsi qu’a la partie transmembranaire (Kawate et al., 2011; Rassendren
et al., 1997; Spelta et al., 2003). Nous pouvons donc supposer qu’ils prennent place
dans ces cavités. La modulation de la désensibilisation par ces agents reste faible, la
présence d’'une charge positive dans les parties transmembranaires n’étant pas
favorable. La perfusion de MTS aux propriétés hydrophobes, tels que le MTS-BE (tert-
butyl-MTS), MTS-P (propyl-MTS) ou MTS-E (éthyl-MTS), aurait pu étre faite dans le
but d’augmenter la probabilité d’'une occupation des cavités par le MTS et ainsi

moduler de maniére plus importante la désensibilisation induite par le MAM.

Si les crevasses transmembranaires sont capables d’accueillir des MTS, ces résultats

suggerent également que le MEA-TMA pourrait s’y positionner.

L’étude des deux phénomeénes de photorégulations induites par le MEA-TMA,
'optogating et l'optoblock, révelent deux mécanismes différents. Concernant
'optogating, les résultats suggerent que la présence de trois molécules sur le
récepteur sont nécessaires a son activation. En effet, les intensités de courants de
photorégulation sont trop faibles voire inexistantes pour une ou deux cystéines
introduites. En raison d’'un phénoméne d’optoblock observé pour ces constructions,
nous pouvons exclure la possibilité d’'un défaut de marquage. Toutefois, nous ne
pouvons pas exclure la présence d’'un mélange de populations : une population ayant
réagi avec le MEA-TMA et une autre population sur laquelle le MEA-TMA ne s’est pas
lié au récepteur ou ne s’est lié que partiellement. Concernant I'optoblock, une seule
molécule est nécessaire pour induire une réduction des courants ATP, avec une
augmentation de l'efficacité proportionnelle au nombre de cystéines portée par le
récepteur. En accord avec ces résultats, nous pouvons proposer que la charge du

MEA-TMA dans I'état trans, lorsque que le canal est ouvert par 'ATP, se positionne a
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proximité de la voie de passage des ions, génant le passage des ions par répulsion
électrostatique et/ou stérique. En absence d’ATP, le MEA-TMA dans l'état trans
pourrait déstabiliser les interactions inter sous-unités entre les hélices. Deux
mécanismes principaux pourraient expliquer I'action du MEA-TMA en accord avec les
structures cristallographiques : soit I'isomere frans positionne sa charge entre les
hélices et les contraint a s’éloigner par géne stérique soit la molécule entiere s’inséere

entre les hélices.

L’introduction de tryptophanes en direction de ces poches transmembranaires
perturbe 'action du MEA-TMA, valorisant I'’hypothése d’'un positionnement de cette
molécule dans cet espace. Dans I'état cis, le moment dipolaire de I'azobenzéne de la
molécule est d’environ 3,1 D, faisant du MEA-TMA une molécule hydrophile dans cette
conformation (Lerch et al., 2018). En revanche, dans I'état trans, son moment dipolaire
est quasiment nul en raison de sa symétrie, augmentant ainsi ses propriétés

hydrophobes et favorise son positionnement dans les cavités.

Afin de le vérifier par d’autres moyens cette hypothése, nous avons perfusé des
cellules exprimant le récepteur rP2X4-1319C, équivalent de rP2X2-1328C, préincubées
avec le MEA-TMA avec une solution d’ivermectine. L’ivermectine est un potentiateur
des courants portés par rP2X4 et il a été démontré que cette molécule interagit avec
le domaine transmembranaire (Jelinkova et al., 2008) suggérant un positionnement
dans les poches transmembranaires. L'ivermectine pourrait alors géner le bon
fonctionnement du MEA-TMA dans la conformation trans. Cependant, les données
préliminaires obtenues ne sont pas démonstratives. En effet, les courants enregistrés
induits par le MEA-TMA ne sont pas clairement différents de ceux enregistrés apres
perfusion de l'ivermectine. L’effet de cette molécule sur le MEA-TMA peut néanmoins

étre en partie masqué par l'internalisation des récepteurs P2X4.

Les résultats collectés concernant le mode de fonctionnement du MEA-TMA tendent
a monter que le MEA-TMA (glisse entre les sous-unités dans les poches
transmembranaires. L'occupation de ces cavités semble donc étre importante dans la
modulation et notamment dans la stabilisation de I'état ouvert. Néanmoins, Les
mouvements provoqués par les molécules ne sont peut-étre pas les mémes que les
mouvements physiologiques, en particulier la désensibilisation induite par le MAM et

celle induite par ’ATP. Afin de confirmer que les cavités transmembranaires modulent
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la désensibilisation dans les conditions physiologiques, il faudrait, par exemple, étudier
linfluence des mutations tryptophanes de [I'hélice transmembranaire sur les

caractéristiques de la désensibilisation produite par 'ATP.

La récente résolution des structures cristallographiques dans les trois états
allostériques du récepteur P2X3 humain et notamment dans I'état ouvert, révele la
présence d’'un réseau d’interactions entre les différentes parties N- et C-terminales du
récepteur. L’introduction de couple de cystéines proches les unes des autres
pourraient permettre la formation de ponts disulfures et ainsi stabiliser I'état ouvert.
Les premiers essais en patch-clamp ne permettent pas de mettre en évidence la bonne
formation d’'un pont disulfure. Ces liaisons sont favorisées dans un milieu oxydant, or
le cytoplasme n’est pas oxydant. L’ajout de H202 ou de DTT n’a pas d’effet sur la
réponse ATP. L’électrophysiologie patch-clamp ne nous permet donc pas de conclure
sur la bonne formation d’'un pont disulfure. Des essais de crosslinking par le MAM-1
sur les mutants cystéines suivis d’'un marquage des protéines de surface et d’un
western blot n‘ont pas permis l'observation de diméres ou de trimeres. Cette
observation peut étre expliquée par une absence de marquage du MAM-1 soit a cause
de conditions qui ne permettent pas a ce MAM d’accéder et de réagir avec les
cystéines, soit au fait que les cystéines sont bien impliquées dans un pont disulfure.
Les techniques utilisées au laboratoire n’ont, pour le moment, pas permis de confirmer
l'importance de ce réseau d’interactions dans la stabilisation de I'état ouvert du
récepteur. Cependant, seuls deux mutants cystéines ont été testé, d’autres couples

cystéines pourraient se comporter difféeremment en patch-clamp.
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CHAPITRE 2: ETUDES BIOPHYSIQUES DE DEUX MUTANTS P2X2
HUMAIN RESPONSABLES D’'UNE FORME DE SURDITE

1. Contexte

Récemment, il a été mis en évidence par deux équipes de recherches, deux mutations
dominantes responsables d’une surdité héréditaire non syndromatique liée a I'age,
c’est-a-dire qui ne présente pas d’autres symptdmes. Ce type de surdité représente

75% des surdités héréditaires.

Ces deux mutations ont été localisées sur le géne codant le récepteur P2X2 de
’homme, sur un seul allele. Les patients atteints de ces mutations sont donc
hétérozygotes hP2X2/V60L (Yan et al., 2013) ou hP2X2/G353R (Faletra et al., 2014).

La mutation V60L a été découverte chez une premiére famille, présente sur six
générations, vivant en Chine. L'interprétation des tests auditifs révéle une perte
auditive bilatérale et symétrique avec un age d’apparition allant de 12 a 20 ans. Cette
perte d’audition est progressive et touche toutes les fréquences. Elle est généralement
accompagnée d’acouphénes pour les hautes fréquences. Lors des études de
séquencage, une deuxieme famille chinoise porteuse de cette mutation a été
découverte. V60OL se trouve en haut de I'hélice transmembranaire TM1 du récepteur
humain P2X2. L’étude de cette mutation révele que le récepteur muté est bien exprimé
a la surface des cellules ciliées, comme le récepteur sauvage. En revanche, cette
mutation affecte les courants obtenus pendant I'application d’ATP (Figure 52) ainsi que
la perméabilité au fluorophore FM 1-43 (Yan et al., 2013) .

La deuxieme mutation, G353R, a été recensée chez neuf italiens d’'une méme famille,
sur quatre générations. Elle implique les mémes symptdmes : une perte d’audition
progressive et bilatérale qui apparait dans la deuxieme décennie de leur vie, touchant
toutes les fréquences. Cette mutation se localise au milieu de I'hélice TM2, au niveau

du pore ionique.

C’est dans ce contexte que s’inscrit cette deuxieme partie de ma thése.
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2. Stratégie

Le but de ces recherches est de mieux comprendre l'influence de ces mutations sur
les propriétés biophysiques de ces récepteurs, afin d’établir un lien structure/fonction
du récepteur dans le processus d’audition. Comme ces mutations sont non-
fonctionnelles en présence d’ATP, l'idée serait de les activer par la lumiére, grace a
l'utilisation du MAM afin de s’affranchir de cette caractéristique. Cette stratégie
nécessite de vérifier préalablement que les mutations n’affectent pas I'adressage en
surface et que nous sommes capables d’activer par la lumiére le récepteur P2X2
humain, puisque nous n’avons jamais testé cette molécule sur cet homologue de
rP2X2.

3. Matériel et méthodes

Marquage des protéines de surface

Le marquage des protéines de surface est réalisé sur des cellules HEK293
transfectées la veille avec 10 pg des différents plasmides (pCMV6-mGPF-hP2X2,
V60L et G353R) en suivant le protocole décrit dans le chapitre 1. La membrane de
nitrocellulose récupérée apres le western blot et le transfert est incubée toute la nuit a
4°C avec un anticorps anti-mGFP de souris dilué au 1/500 et un anticorps de souris
dirigé contre la -actine au 1/2500. Aprés trois lavages, un anticorps secondaire anti-
souris de mouton, HRP conjugué, dilué au 1/10000 est appliqué sur la membrane
pendant 2h a température ambiante. Les bandes de protéines sont révélées avec un
kit de détection ECL (GE Healthcare).

Mutagénese dirigee

La mutation I339C a été intégrée par mutagénése dirigée selon la méthode expliquée
dans le chapitre 1, sur les plasmides pCMV6-mGFP-hP2X2, V60L et G353R donnés
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par le Dr. Zhao Hong-Bo et contenant un géne de résistance a I'ampicilline. Les
séquences ont été vérifiées par séquencgage (GATC Biotech). Une deuxieme cystéine
a également été introduite sur les nouveaux plasmides pCMV6-mGFP-hP2X2-1339C,
V60L-1339C et G353R-1339C de la méme maniére.

Sous-clonage

Le plasmide pZac2-eGFP-Kir4.1 a été acheté chez Addgene. Le vecteur ne contient
pas le promoteur CMV (cytomegalovirus), il a donc fallu sous-cloner le géne eGFP-
Kir4.1 dans pcDNA-3.1(+). Aprés avoir digéré l'insert et le vecteur par les enzymes
Notl et Aflll, les bandes fluorescentes de tailles voulues obtenues apres migration sur
gel agarose 0,7% BET 1% sont découpées au scalpel. L’ADN vy est extrait grace au kit
Nucleospin Gel & PCR clean up (Macherey-Nagel) avec un volume d’élution de 35 puL.
Les concentrations d’ADN de l'insert et du vecteur sont mesurées par un nanodrop.
Une ligation est ensuite réalisée avec 200 ng d’insert et 50 ng de vecteur, 1 uL
d’enzyme T4 DNA ligase, 2 uL de tampon et une quantité d’H20 mQ pour un volume
final de 20 uL. La ligation d’un témoin négatif ne contenant pas d’insert est également
préparée. Les deux échantillons sont incubés a 16°C toute la nuit. Les produits de
ligation sont ensuite dialysés 30 min sur filtre VSWP 0,025 um puis concentrés au
SpeedVac et électroporés dans des bactéries DH5a électrocompétentes. Ces
bactéries sont mises en culture sur boites de pétri LB agarose en présence
d’ampicilline une nuit a 37°C et 'ADN vy est extrait par le kit d’extraction Nucleospin
plasmid (Macherey-Nagel). Le résultat de ligation est vérifié par séquencage (GATC-
BioTech).

Culture cellulaire et transfection

La culture cellulaire des cellules HEK293 et la transfection des différentes
constructions sont réalisées comme décrit dans le chapitre 1. Pour les co-transfection,
différents ratios ont été testés. Le ratio 1:1 correspond a la transfection de 0,3 ug du
wild-type hP2X2 et de 0,3 pg du mutant G353R ou du mutant V60L, ou 0,06 ug du

plasmide codant Kir4.1 selon I'expérience. Les ratios 0,3:1; 0,3:2; et 1:3
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correspondent quant a eux a la transfection de 0,1 ug de WT et 0,3 pg de G353R ; 0,1
Mg de WT et 0,6 pg de G353R; et enfin 0,3 uyg de WT et 0,9 uyg de G353R

respectivement.

Marquage des cellules par le MAM

Le MAM est dilué dans une solution stock de DMSO a 5 mM. La solution d’incubation
est réalisée peu de temps avant I'enregistrement. Elle contient 30 uM de MAM, 1% de
DMSO, et 3 uM d’ATP. Cette solution est appliquée sur les cellules surexprimant le

récepteur d’intérét pendant 20 min.

Electrophysiologie

Les enregistrements en configuration cellule entiére sont effectués de la méme
maniere que décrite précédemment. La composition des solutions en présence de
canaux Kir4.1 est la suivante : la solution intracellulaire, dite KCI, est composée de 140
mM de KCI, 5 mM dEGTA, 5 mM MgClz, 10 mM d’HEPES supplémentée ou non de
10mM de spermidine et la solution extracellulaire de 112 mM NaCl, 30 mM KCI, 5 mM
Hepes, 2 mM CaClz, 0,5 mM MgClz, toutes les deux ajustées a pH 7,3 avec NaOH.
Sur la base de cette derniére solution, une deuxiéme solution contenant 100 uM de
BaClz2.(H20)2 a été réalisée. Les canaux Kir4.1 induisant des courants de fuite, le
potentiel de membrane est maintenu a -40 mV, proche du potentiel d’équilibre. Les
courants induits par les canaux Kir4.1 sont obtenus en soustrayant l'intensité des
courants obtenus en absence de Ba?* des courants obtenus en présence de Ba?* aux
potentiels indiqués et en présence ou non d’ATP. Les expériences de patch perforés
sont réalisées grace a une solution intrapipette KCI contenant 1,5 mg/mL
d’amphotéricine B. Le patch est obtenu en suivant la méthode décrite par le docteur
J.D. Lippiat (Lippiat, 2008) au bout de 15 min.
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Mesure des perméabilités

Pour les mesures de perméabilités, un pont agar contenant 3M de KCI est ajouté entre
I'électrode de référence et le bain extracellulaire dans lequel baignent les cellules. La
solution intrapipette contient 147 mM NaCl, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES, solution
ajustée a pH 7,3 par NaOH. La solution standard se compose de 147 mM NaCl, 0,3
mM CaClz, 10 mM HEPES et 13 mM glucose et est ajustée a pH 7,3 par NaOH. La

composition des solutions extracellulaires est résumée dans le Tableau 2.

Salution MaCl KCI CaCl, Iséthionate Mannitol Spermidine HEPES  Glucose
‘Polassium = 147 0.3 - = = 10 13
Calcium - - 110 - = s 10 13
Mannital 10 - 0.3 137 - - 0 13
Iséthionate 40 - 0,3 - 200 = 10 13
Spermidine - - 0.3 - - 33 10 13

Tableau 2 Composition des solutions extracellulaires utilisées pour les mesures de perméabilités. Les
valeurs indiquées sont en mM.

Les enregistrements sont d’abord réalisés en condition contrble: solutions
concentrées en sodium identiques dans le milieu intracellulaire et extracellulaire. Deux
rampes sont appliquées : une premiére rampe est appliquée avant I'ouverture du
canal (avant ATP ou en absence d’irradiation, suivant I'expérience) ; une deuxiéme
rampe est réalisée pendant l'ouverture du canal (en présence d’ATP ou sous
irradiation a 365 nm). Les rampes ont une durée de 200 ms et explorent une gamme
de voltage allant de -120 mV a +120 mV. La solution extracellulaire est ensuite
rapidement changée par une des solutions décrite dans le Tableau 2. Le méme
protocole est alors appliqué. Les potentiels d’inversion sont calculés en soustrayant
les courants des rampes obtenus dans I'état ouvert du canal de ceux obtenus lorsque
que le canal est fermé. Les perméabilités sont calculées aprés avoir déduit du potentiel

de membrane, le potentiel de jonction calculé par le logiciel IgrorPro.
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Modélisation moléculaire

Le modele choisit pour la modélisation du récepteur P2X2 humain par homologie est
la structure du récepteur hP2X3 de l'état ouvert (Mansoor et al., 2016). Aprés
optimisation de la structure par les logiciels Modeler et Scwrl, Ia taille du pore pour le

récepteur P2X2 humain sauvage et muté a été déterminé grace au programme Hole.

Fluorescence

Les cellules HEK sont déposées sur des lamelles de verre de 12 mm préalablement
traitées a la poly-lysine avant d’étre transfectées comme précédemment par un
plasmide codant hP2X2, G353R ou V60L ou par des co-transfections. 24h apres
transfection, l'incorporation de YO-Pro-1 est testée. Une lamelle est placée sur le
portoir du vidéomicroscope, dans 100 pL d’une solution NES + YO-Pro-1 a 10 uM. Une
premiére acquisition d’'images de 6min avec un intervalle de 5 s est réalisée grace au
logiciel MetaMorph (Molecular Devices). La solution est ensuite aspirée puis
remplacée par 300 uL d’une solution NES + YO-Pro-1 + ATP 30 uM. Une deuxiéme
acquisition est alors immédiatement lancée sur une durée de 15 min avec un intervalle
de 5 s entre chaque image. Les 256 images sont ensuite analysées sous ImageJ, ou

I'augmentation de la fluorescence est mesurée pour en moyenne 6 cellules par champ.

4. Résultat

4.1 Etude électrophysiologique des deux mutations V60L et G353R

Nos collaborateurs, I'équipe du Dr H.B. Zhao, ont commencé I'étude de la mutation
G353R d’'un point de vue électrophysiologique sur des cellules surexprimant ces

récepteurs.
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Figure 52 Etude électrophysiologique des mutants V60L et G353R. A. Traces électrophysiologiques en
configuration cellule entiére du récepteur sauvage hP2X2 et des mutants obtenues en présence d’ATP 36 uM. B.
Courants ATP obtenus sous une gamme de voltage allant de -150 mV a +70 mV. C. Courbes I/V correspondant
aux courants ATP obtenus sous différents potentiels.

Comme la mutation V60L, G353R affecte la réponse ATP. En effet, 'application de 36
uM d'ATP provoque un courant entrant important dans les cellules surexprimant le
récepteur hP2X2 alors que ceux provoqués par cette méme concentration d’ATP pour
les cellules transfectées par V60L ou G353R sont largement diminués. En effet, a -80
mV, les courants entrants pour hP2X2, V60L et G353R sont de -2,42 + 0,43 nA (n =
12), -0,15 £ 0,05 nA (n = 14) et -0,07 £ 0,01 nA (n = 8 ), respectivement (Figure 52).
Cette diminution des courants ATP est également observée pour une concentration
plus élevée d’ATP (1mM).

lls ont ensuite testé les courants ATP pour des cellules co-transfectées par I'un des
deux mutants et par le récepteur sauvage. Avec un ratio de co-transfection de 1:1, le
courant induit par I'ATP dans ces cellules co-transfectées par hP2X2 et V60L
représente la moitié du courant enregistré pour hP2X2 pour des voltages négatifs, puis
la différence de courants de cette co-transfection diminue. Pour la co-transfection
hP2X2 et G353R, le courant ATP obtenu est équivalent a celui de récepteur hP2X2
seul (Figure 53).
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Figure 53 Etude électrophysiologique des co-transfections. A. Traces électrophysiologiques obtenues en
configuration cellule entiere pour la co-transfection hP2X2 et V60L ; et pour hP2X2 et G353R avec un ratio de 1:1.
B. Courbes I/V correspondantes obtenues pour chaque co-transfections et pour hP2X2 seul

Ces résultats suggérent que ces deux mutations dominantes n’ont pas d’effet négatif

sur le récepteur hP2X2 sauvage.

4.2 Expression de surface

Les mutants responsables d’'une surdité décrits précédemment sont non-fonctionnels
en présence d’ATP. Cette observation peut étre expliquée par une faible expression
de surface d’'une part, d’'une liaison non efficace de I'ATP ou d’un défaut dans le
meécanisme d’ouverture du récepteur, d'autre part. Nous avons donc vérifié

I'expression de surface de ces récepteurs mutés, par deux méthodes.

Dans un premier temps, une GFP a été fusionnée en C-terminale du récepteur
sauvage hP2X2 et des deux mutants V60L et G353R, afin de visualiser la fluorescence
émise par cette GFP en microscopie confocale, aprés transfection dans des cellules
HEK. Sous irradiation, cette fluorescence est bien localisée a la surface des cellules
pour les trois constructions (Figure 54.D-F). De plus, I'analyse de lintensité de

fluorescence ne révéle pas de différence d’expression de surface entre les trois
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configurations. En effet, hP2X2 présente une intensité de fluorescence de 167,8 +
29,3 ; V60L une intensité de 168,0 + 22,3 ; et G353R une intensité de 163,3 + 19,3
(Figure 54.G). Ces trois intensités de fluorescence ne sont statistiquement pas

différentes.

L’expression de surface a également été vérifiée en réalisant un marquage des
protéines de surface par biotinylation puis par migration sur gel SDS-PAGE et western
blot. Cette expression a été contrélée grace au marquage de I'expression totale et du
marquage de la B-actine en paralléle (Figure 54.B). L’analyse de I'expression de
surface obtenue apres révélation démontre que les deux mutants V60L et G353R sont
exprimés en surface de la membrane cellulaire de maniére statistiquement similaire

au récepteur sauvage P2X2 (Figure 54.C).
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Figure 54 Expression de surface des récepteurs hP2X2, V60L et G353R. A. Localisation équivalente des
mutations hP2X2 V60L (sphére rouge) et G353R (sphére bleue) sur la structure cristallographique du récepteur
hP2X3. B. Marquage des protéines de surface par biotinylation et western blot de hP2X2, V60L et G353R (n=4
transfections), en haut, et marquage de 'expression totale, en bas. C. Analyse de I'expression de surface pour les
trois récepteurs. D, E, F. Images de microscopie confocale de cellules HEK exprimant les constructions hP2X2-
GFP, V60L-GFP, G353R-GFP. G. Analyses quantitatives de l'intensité de fluorescence des trois constructions.
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Les deux méthodes utilisées ici démontrent que I'expression de surface est intacte
pour les deux mutants non fonctionnels en présence d’ATP. |l semblerait donc que
cette absence de courants ATP serait due a un défaut dans le processus d’ouverture

du récepteur.

4.3 Utilisation de la molécule photoisomérisable MAM

La mutation V60L se situe dans la partie haute de I'hélice transmembranaire TM1 et
G353R au milieu de I'hélice transmembranaire TM2. Ces deux mutations se trouvent
relativement éloignées du site de fixation de I'ATP présent dans le domaine
extracellulaire du récepteur P2X2. Ce constat suggére que la molécule d’ATP est
capable d’atteindre son site de fixation et de se lier a celui-ci suggérant que cette
absence de courants pourrait étre expliquée par un processus d’ouverture du
récepteur probablement affecté. L'utilisation du MAM, et donc de la lumiére, pourrait
étre une alternative afin d’explorer les propriétés biophysiques de ces récepteurs sans

avoir recourt a leur agoniste physiologique.

Nous savons que les molécules photoisomérisables développées au laboratoire,
notamment le MAM, sont fonctionnelles sur le récepteur P2X2 de rat, en particulier sur
la position 1328C pour un marquage horizontal et sur 1328C/S345C pour un marquage
vertical (Figure 35). Nous avons voulu étendre cette technique sur le récepteur P2X2

humain.

J'ai introduit par mutagénése dirigée I'équivalent de ces mutants cystéines sur le
récepteur sauvage hP2X2, 1339 correspondant a 1328 et S356 a S345. Les différentes
constructions hP2X2 sauvage, hP2X2-1339C et hP2X2-1339C/S356C ont été
transfectées dans des cellules HEK. Ces cellules ont ensuite été incubées en présence

de MAM puis étudiées en électrophysiologie patch-clamp.

L’utilisation du MAM sur le récepteur P2X2 de rat a été réalisée sur la version 3T du
récepteur. Nous avons donc vérifié, dans un premier temps, si le récepteur sauvage

P2X2 humain présente des courants de photorégulation di a un marquage des
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cystéines endogénes du récepteur, auquel cas la mutation de ces cystéines en

thréonine aurait été nécessaire.

L’incubation par le MAM suivie d’'une irradiation des cellules exprimant le récepteur

sauvage P2X2 humain, a 365 nm ou a 530 nm n’engendrent pas son activation. Ce

résultat n’exclue pas un possible marquage du MAM sur le récepteur, mais, s’il a lieu,

celui-ci ne provoque pas I'ouverture du canal par la lumiére (Figure 55).
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Figure 55 Ouverture par la lumiére des récepteurs humains P2X2. A. Enregistrements patch-clamp en
configuration cellule entiére de cellules exprimant les différents mutants pendant irradiations lumineuses a des
longueurs d’onde spécifiques. B. Densités de courant induit par la lumiére pour chaque configuration. *, p < 0,05 ;

** p<0,01;** p<0,001

L’introduction d’'une cystéine en position 339 sur chaque sous-unité du récepteur

permet I'obtention de courant sous irradiation dans le domaine du visible, indiquant un

pontage horizontal du MAM sur ce récepteur. Ces mouvements horizontaux

présentent une densité de courant moyenne de 20,6 + 4,2 pA/pF (n = 4).

129



Chapitre 2 : Etudes biophysiques de deux mutants P2X2 humain responsables d’une

forme de surdité

L’ajout d’'une deuxiéme cystéine en position 356 induit, cette fois-ci, une ouverture du
canal aprés irradiation dans le domaine de 'UV avec une densité de courant moyenne
de 11,8 £ 1,5 pA/pF (n = 4) (Figure 55), signature d’'un marquage vertical de la
molécule. Cependant, ce récepteur 1339C/S356C méne a une grande variabilité de
marquage. En effet, une partie des cellules analysées (44/92, 48%) montrent une
ouverture aprés irradiation a 365 nm, comme attendu pour un encrage vertical de la
molécule. Toutefois, nous observons deux autres types de profils : un marquage
horizontal (ouverture dans le visible) d’'une densité de courant de 10,9 + 1,7 (35 cellules
192, 38%) et un mélange quasiment equi-proportionnel des deux marquages, qui active
le récepteur a la fois lors d’une irradiation dans I'UV et dans le visible (13/92, 14%).
Différentes conditions d’incubations ont été testées afin de favoriser le marquage
vertical (concentration et temps d'incubation modifiés), en vain. Il est a noter que les

densités de courant pour le marquage horizontal et vertical sont quasiment identiques.

Grace a l'introduction de cystéines sur le récepteur humain P2X2, nous sommes en
mesure d’activer, pour la premiere fois, ce dernier par la lumiére. Nous avons donc

également introduit ces cystéines sur les deux mutants responsables de la surdité.

Pour le mutant V60L, la liaison du MAM sur le récepteur V60L/I339C présente de
faibles densités de courants de photorégulation avec en moyenne 2,83 + 0,90 pA/pF
(n = 6). La double mutation cystéine sur 60L, V60L/I339C/S356C, ne permet pas le
contréle par la lumiéere de ce récepteur (Figure 55). En effet, aucune densité de courant
n’est mesurable. Le changement de la valine 60 en leucine, en plus d’affecter I'action
de I'ATP, affecte les courants induits par la lumiére. Les courants obtenus lors du
marquage horizontal sur 1339C ne sont pas suffisants pour étudier les propriétés

biophysiques de ce mutant.

La mutation I339C sur le mutant G353R présente le méme profil que V60L/I339C, avec
une densité de courant moyenne de 2,53 + 0,64 pA/pF (n = 5). Cette configuration ne
permet pas non plus I'exploration biophysique de ce mutant. En revanche, la présence
des deux cystéines 1339C et S356C sur le récepteur G353R pour un marquage
vertical, rétablit les courants de photorégulation avec une densité de courant moyenne
statistiquement identique a celle du récepteur 1339C/S356C (n = 6). Les mouvements

induits par les changements conformationnels du MAM ne sont pas affectés par la
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présence de l'arginine. Il est également a noter que le mélange de marquage
précédemment obtenu pour le récepteur 1I339C/S356C ne se retrouve plus pour ce
récepteur 1339C/G353R/S356C.

Afin de vérifier le marquage du MAM sur les différentes cystéines, un marquage des

protéines de surface préalablement incubées avec le MAM a été réalisé (Figure 56).

1339C/G353R/
hP2X2 1339C/S356C S356C S356C
MW -+ -+ -+ -+ MAM
(kDa)
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Figure 56 Mise en évidence du marquage des récepteurs P2X par le MAM. Révélation du western blot pour
des cellules HEK293 transfectées par I'une des constructions préalablement incubées (+) ou non (-) par le MAM

Le monomere présente une taille de 80 kDa. Nous pouvons observer une bande
présentant un poids moléculaire d’environ 160 kDa, correspondant au dimére, visibles
pour les constructions 1339C/S356C et 1339C/G353R/S356C. Pour cette derniére
construction, un trimére apparait également, d’une taille de 240 kDa. Pour les deux
contréles hP2X2 et S356C, seul le monomeére est présent. Ce marquage confirme le

bon marquage horizontal ou vertical du MAM sur les mutants cystéines.

Le marquage vertical sur le mutant G353R induit des courants de photorégulation qui

présentent une amplitude assez importante pour I'étude biophysique de ce récepteur.
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4.4 Etudes du mutant G353R

4.4.1 Etude de I'impact de la mutation G353R sur les courants induits par I’ATP ou la

lumiere

Comme décrit précédemment, la construction 1339C/G353R/S356C présente des
courants de photorégulation de méme densité que le contrdle I1339C/S356C pour un
potentiel de membrane maintenu a -60 mV. Nous avons décidé d’étudier les courants

obtenus pour une gamme de potentiels.
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Figure 57 Etude des différences de courants en ATP et en lumiére pour hP2X2 et G353R. A. Superposition
des traces électrophysiologiques en configuration cellule entiére obtenues a différents potentiels, de -150 mV a
+70 mV. En haut, courants obtenus pendant application d’ATP 30uM pour le récepteur sauvage (n=5) et pour
G353R (n=4) et en bas en présence de MAM sur les récepteurs double cystéines correspondants (1339C/S356C
(n=5) et 1339C/G353R/S356C (n=6)). B. Courbes |/V correspondantes pour chaque cas.

Y

En réalisant des enregistrements électrophysiologiques en présence d’ATP a

différents voltages, nous avons retrouvé les résultats obtenus par nos collaborateurs.
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En effet, en appliquant des voltages allant de -150 mV a +70 mV, nous obtenons des
courants ATP fortement diminués pour G353R pour les potentiels négatifs comparés
a hP2X2 et une absence de courants sortants pour les potentiels positifs. La
superposition des deux courbes I/V correspondantes met en évidence les différences
d’intensités de courant lorsque la glycine 353 est remplacée par une arginine (Figure

57, en haut). G353R affecte les courants ATP a différents potentiels.

Cependant, en utilisant la lumiére et les doubles mutants cystéines, les profils de
courants obtenus sont différents. En effet, la superposition des courbes I/V pour
1339C/S356C et I339C/G353R/S356C en présence de MAM a 365 nm, ne met pas en
avant de différences significatives (Figure 57, en bas). La mutation G353R n’affecte
donc plus le flux cationique lorsque I'ouverture est contrainte par les changements
conformationnels du MAM, ce qui va nous permettre d’étudier les propriétés

biophysiques de ce récepteur.

4.4.2 Perméabilité relative de petits ions

La présence d’une charge positive portée par I'arginine orienté vers le pore ionique
pourrait avoir une influence sur la perméabilité des cations ou encore sur la sélectivité
du pore ionique. En effet, 'équipe de North, en 2011, a démontré que sur le récepteur
P2X2 de rat, la mutation de la thréonine 339 en lysine sur une, deux ou trois sous-
unités augmente progressivement la perméabilité de lion chlorure (Browne et al.,
2011). Cette position 339 est I'équivalent de la position 350 sur P2X2 humain, située
un tour d’hélice plus haut que la mutation G353R. Nous avons décidé de mesurer la
perméabilité relative des ions potassium, calcium et chlorure par rapport a la

perméabilité sodique.

Ces valeurs de perméabilité relative n’étant pas connues sur le récepteur sauvage

P2X2 humain, je les ai d’abord mesurées, en présence d’ATP (Figure 58.A).

En utilisant les conditions standards bioniques Na*in/X"™ext (X" étant le cation
d’intérét), la variation rapide du potentiel de -120 mV a +120 mV en 200ms, en

présence d’ATP, permet d’obtenir un potentiel d’inversion pour ces conditions. En
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utilisant I'équation de Goldman-Hodgkin-Katz, la mesure du potentiel d’inversion

permet de la relier a la valeur de perméabilité relative.
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Figure 58 Perméabilités relatives de petits ions. A. Courbes I/V en présence d’ATP 30 uM obtenues pour le
récepteur hP2X2. A gauche, courbes I/V en conditions sodium, Iséthionate de sodium et mannitol et a droite,
en condition sodium et potassium. B et C. Courbes |/V pendant irradiation lumineuse a 365 nm en conditions
sodium, Iséthionate de sodium et mannitol ; sodium et potassium ; sodium et calcium de gauche a droite. B.
Courbes obtenues pour 1339C/S356C. C. Courbes obtenues pour 1339C/G353R/S356C. D. Diagramme des
perméabilités relatives correspondantes pour chaque condition. ND = non déterminé

Ainsi, en considérant le potassium comme ion d’intérét, la valeur moyenne du potentiel
d’inversion est de -2,5 £ 2,0 mV, correspondant a une perméabilité relative Pk+/Pna+
de 1,0 £ 0,1. Cette perméabilité est semblable a celle obtenue pour le récepteur P2X2
de rat qui présente une perméabilité relative au potassium de 1,0 + 0,2 (Evans et al.,

1996). De la méme maniere, la valeur moyenne du potentiel d’inversion pour I'ion

134



Chapitre 2 : Etudes biophysiques de deux mutants P2X2 humain responsables d’une

forme de surdité

chlorure est de -25,5 = 0,7 indiquant que la perméabilité relative est de 0,1 + 0,0, ce
qui confirme que le récepteur P2X2 humain est bien sélectif au cations (Figure 58A et
D).

En revanche, la mesure de la perméabilité relative du calcium n’a pas pu étre
déterminée dans ces conditions. En effet, il est connu que I'ion calcium, a de fortes
concentrations, inhibe les courants ATP (Krishtal et al., 1988) par un effet allostérique
supposeé, sur les récepteurs P2X2 de rat. Il semble donc que le calcium a de fortes
concentrations inhibe également les courants ATP du récepteur P2X2 humain. Nous
avons essayé d’autres méthodes de mesure, par exemple en inversant les solutions
intracellulaires et extracellulaires : le calcium a haute concentration se trouve alors
dans le milieu intracellulaire n’altérant plus les courants ATP. Cependant, dans ces
conditions, nous observons une grande variabilité des valeurs de potentiel d’inversion
ainsi qu’'une déplétion ionique dans la majorité des cas, modifiant donc la
concentration en ion dans le milieu intracellulaire. La mesure d'une perméabilité

relative n’a donc pas été possible.

Nous avons ensuite mesuré les perméabilités ioniques du récepteur P2X2 humain par
la lumiére, grace a la fixation du MAM sur le double mutant cystéine 1339C/S356C.
Seules les données obtenues lors d’'une ouverture dans l'ultra-violet (marquage
vertical) ont été analysées dans le but de les comparer a celles obtenues pour le
mutant 1339C/G353R/S356C qui ne présente que le marquage vertical. Le méme
protocole de variation de voltage a été appliqué mais cette fois-ci sous irradiation a
365 nm. Les potentiels d’inversion obtenus pour les ions potassium, calcium et
chlorure sont respectivement, -3,25+1,6 mV ; 1,3+ 3,1 mV ; et-24,6 + 1,2 mV (Figure
58.B) correspondant a des perméabilités Px/Pna=0,8 £ 0,1, Pca/Pna = 2,0 £ 0,4, Pci/Pna
=0,1x0,0 (Figure 58.D). Les perméabilités relatives calculées pour les ions potassium
et chlorure sont semblables a celles obtenues en ATP sur le récepteur humain P2X2
sauvage, la présence du MAM n’affecte donc pas le passage des ions. En utilisant la
lumiére, nous avons pu dépasser l'effet inhibiteur du calcium et déterminer une

permeéabilité relative de I'ion calcium.

En utilisant le méme protocole que précédemment, les perméabilités du mutant G353R

ont pu étre déterminées. Les potentiels d’inversion obtenus sont de -0,8 + 1,4 mV pour
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le potassium soit une perméabilité relative de 0,9 £ 0,0 ; 5,6 £ 1,3 mV pour le calcium
correspondant a une perméabilité relative de 2,3 + 0,1 ; et -25,2 £ 0,8 mV équivalent

a 0,1 £ 0,0 comme perméabilité relative pour 'ion chlorure (Figure 58.C et D).

Les perméabilités mesurées sont similaires a celles obtenues pour le contrble
I339C/S356C. Il n'y a donc pas d’influence de l'arginine sur la perméabilité de ces

petits cations (Figure 58D).

4.4.3 Perméabilité relative de plus gros cations

L’année dernieére, nous avons démontré que le récepteur P2X2 de rat était perméant
a de plus gros cations en présence d’ATP, tels que la spermidine et le NMDG™ (Harkat
et al., 2017). La spermidine est une polyamine issue de l'activité enzymatique de
I'ornithine décarboxylase (ODC) qui transforme 'ornithine provenant du cycle de l'urée,
en putrescine. Cette petite polyamine est ensuite transformée en spermidine par la
spermidine synthétase. La spermidine est impliquée dans de nombreux réles
physiopathologiques comme dans la neuromodulation, 'autophagie, I'inflammation, la
division cellulaire ou encore la régulation de I'expression de génes. L’ornithine
décarboxylase est présente en grande quantité dans la cochlée (Brock and Henley,
1994) et l'utilisation de DFMO (difluorométhylornithine), un inhibiteur de I'ODC,
provoque une perte de I'audition sévére chez 'homme pour 70% des personnes ayant
administrés pendant huit semaines cet inhibiteur (Splinter and Romijn, 1986). La
spermidine semble ainsi jouer un réle important dans le bon fonctionnement de
I'appareil auditif. Nous avons donc mesuré la permeéabilité relative de ce polycation par

'usage du MAM dans un premier temps, puis grace a l'utilisation des hétéromeéres.

4.4.3.1 Mesure de la perméabilité de la spermidine par l'utilisation du MAM

Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier que le contréle 1339C/S356C en
présence de MAM permettait I'entrée de spermidine dans la cellule au travers du pore

ouvert par la lumiere.
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Figure 59 Mesure de la perméabilité relative de la spermidine par la lumiére. A et C Traces
électrophysiologiques en configuration cellule entiere en condition sodium symétrique ou en spermidine
extracellulaire pour la détermination d’'une perméabilité relative de la spermidine par I'utilisation du MAM. A.
Courants obtenus pour I339C/S356C. C. Traces obtenues pour la construction 1339/G353R/S356C. B et D
Courbes I/V correspondant aux variations de potentiel appliquées pendant [I'enregistrement
électrophysiologique. B. Courbes I/V pour le mutant [339/S356C. D. Courbes I/V du mutant
1339C/G353R/S356C. E. Bilan des potentiels d’inversion mesurés pour 1339C/S356C et I339C/G353R/S356C.
F. Bilan des perméabilités relatives Pspa/Pna pour les deux constructions. *, p < 0,05 ; ***, p < 0,001

Le passage d’'une solution extracellulaire composée d’'une concentration en sodium
égale a celle du milieu intracellulaire, a une solution concentrée en spermidine,
provoque une augmentation du potentiel d’inversion mesuré de 0 mV a 10,96 + 3,50
mV. Cette valeur correspond a une perméabilité relative Pspd/Pna de 23,26 £ 9,71
signifiant que la spermidine est capable de fluctuer par le récepteur P2X2 activé par la
lumiére (n =9) (Figure 59.B).

En 2015, I'équipe de K. Swartz a mis en évidence que les mesures de potentiels

d’'inversion pour les gros cations en conditions standards bioniques, et plus
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particulierement pour le NMDG, nécessitent des contrdles supplémentaires. En effet,
il y a une modification au cours du temps de la concentration des ions intracellulaires
(Li et al., 2015b). Cette déplétion entraine des variations du potentiel d’inversion et

donc une valeur de permeéabilité relative erronée, comme expliqué dans l'introduction.

Il est donc indispensable de vérifier que la concentration intracellulaire dans nos
conditions n’a pas été modifiée au cours des enregistrements. Pour cela, jai vérifié le
potentiel d'inversion en conditions symétriques, c’est a dire avec une solution sodium
extracellulaire identique a celle du milieu intracellulaire, au début et a la fin du protocole
d’enregistrement (Figure 59.A). Les concentrations de part et d’autre de la cellule étant
égales, le potentiel d’'inversion devrait donc étre proche de 0 mV dans les deux cas.
J'obtiens en moyenne -0,29 + 2,07 mV avant la mesure du potentiel d’'inversion en
condition spermidine, et -0,09 + 2,14 mV aprés cette mesure (Figure 59.B). Il n'y a
donc pas de déplétion ionique dans nos conditions, ce qui nous autorise a utiliser

I'équation de Goldman-Hodgkin-Katz pour la détermination de la perméabilité relative.

Afin de voir I'influence de l'arginine sur la perméabilité relative de la spermidine, jai
répété I'expérience dans les mémes conditions que précédemment avec le mutant
I339C/G353R/S356C. Le potentiel d’inversion en conditions symétriques est de 6,29
+ 0,78 mV, en conditions spermidine de -35,48 + 2,07 mV et le retour en conditions
symétriques permet I'obtention d’'un potentiel d’inversion de 6,85 + 1,78 mV (Figure
59.C et D). La perméabilité relative calculée a partir du potentiel d’'inversion en

condition spermidine est de 0,66 + 0,07 mV (n = 6).

Il'y a donc une réduction claire du potentiel d’'inversion lorsque 'arginine est présente
(Figure 59.E) ce qui se répercute sur la valeur de la perméabilité relative qui chute de
97 % (Figure 59.F).

4.4.3.2 Mesure de la perméabilité de la spermidine par l'utilisation des

hétéromeres

Les mesures de ces permeéabilités relatives ont été réalisées dans des conditions
expérimentales qui ne sont pas proches de conditions physiologiques puisque nous

utilisons une agrafe moléculaire qui force mécaniquement I'ouverture du canal sous
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irradiation lumineuse. Nous avons donc voulu vérifier si la perturbation du passage de

la spermidine était également retrouvée sur les hétérotrimeres hP2X2 : G353R en

présence d’ATP.
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Figure 60 Mesure de la perméabilité relatives de la spermidine des hétéroméres hP2X2 : G353R. A. Traces
électrophysiologiques en configuration cellule entiere de cellules HEK exprimant le récepteur hP2X2 en présence
d’ATP 30 uM en fonction des différentes conditions d’enregistrements : solution sodium symétrique ou passage a
une solution extracellulaire riche en spermidine. B. Courbes I/V correspondantes pour les différentes conditions
obtenues pour ’homomere hP2X2 pour la détermination des potentiels d’'inversion. C. Superposition des courbes
I/V en condition spermidine extracellulaire / sodium intracellulaire obtenue pour 'homomere hP2X2 (en bleu) et
pour I'hétéromere hP2X2 : G353R (en orange) obtenu aprés co-transfection du vecteur cDNA codant hP2X2 et
cDNA codant G353R avec un ratio de 1 : 1. D. Résumé des perméabilités relatives obtenues pour différents ratios
de co-transfection de hP2X2 et G353R (en orange) comparées a celle obtenue pour hP2X2 et pour hP2X2 : V60L
(en blanc). *, p<0,05; **, p <0,01.

La valeur de perméabilité de la spermidine n’étant pas connue sur le récepteur
sauvage hP2X2, il a fallu la mesurer tout en s’assurant qu’il n’y avait pas de

changement de concentration intracellulaire, comme précédemment. Le potentiel
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d’inversion en condition contrdle symétrique sodium intracellulaire et extracellulaire est
de 3,58 + 1,44 mV. Le passage de la solution sodium a la solution spermidine décale
vers les potentiels négatifs le potentiel d’inversion qui vaut alors -30,88 + 1,92 mV. Le
retour a la solution extracellulaire contrdle de départ permet I'obtention d’'un potentiel
d’inversion de 3,98 = 1,14 mV démontrant, la encore, qu’il n’y pas de changement de
concentration ionique dans le milieu intracellulaire (Figure 60.A et B). La valeur du
potentiel d’'inversion en condition spermidine permet de calculer une perméabilité
relative Pspd/Pna de 0,83 + 0,08 mV (Figure 60.D).

De la méme maniére, les potentiels d’inversion pour les cellules exprimant
I'hétéromére hP2X2 : G353R aprés co-transfection de hP2X2 et G353R avec un ratio
de 1:1 ont pu étre mesurés. Ainsi, en condition sodium symétrique, la valeur du
potentiel d’inversion moyen est de 3,34 £ 2,25 mV. Le changement du milieu
extracellulaire provoque une diminution du potentiel d’'inversion a -38,39 + 1,51 mV.
Le retour aux conditions symétriques donne un potentiel d'inversion de 3,90 £+ 3,71 mV
(Figure 60.C). La perméabilité relative associée a ces valeurs est de 0,56 = 0,05
(Figure 60.D).

L’hétéromére hP2X2:G353R (ratio 1:1) présente donc une perméabilité a la

spermidine plus faible que 'homomeére hP2X2, statistiquement significative.

Différents ratios de co-transfections ont ensuite été expérimentés dans le but de voir
I'influence de ceux-ci sur la perméabilité de la spermidine, soit en diminuant la quantité
transfectée de hP2X2, soit en augmentant la quantité transfectée de G353R ou les
deux. Apres avoir vérifié pour chaque cas que le potentiel d’inversion au début et la fin
du protocole en conditions symétriques n’était pas modifié, les perméabilités relatives
ont été calculées en présence de spermidine a partir du potentiel d’inversion obtenu.
Pour un ratio hP2X2:G353R de 0,3:1, la perméabilité relative moyenne est de Pspd/Pna
= 0,60 £ 0,04 mV ; pour le ratio 0,3:2, Pspda/Pna = 0,56 £ 0,04 ; enfin pour 1:3, Pspd/Pna
= 0,60 £ 0,02 (Figure 60.D). Pour chaque condition de co-transfections, il y a donc une
influence de G353R sur le passage de la spermidine. Cette influence ne varie

cependant pas en fonction des ratios.

La co-transfection des plasmides hP2X2 et V60L a également été réalisée dans le but

de mettre en évidence que la chute de la perméabilité relative de la spermidine
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observée pour I'hétéromere hP2X2:G353R est bien due a la présence de l'arginine.
La perméabilité relative calculée est de 1,08 + 0,12. Cette valeur est légérement

supérieure a celle obtenue pour ’'homomere hP2X2.

L’arginine G353R est donc responsable de la diminution de la perméabilité de la

spermidine au travers du récepteur qui la porte.

4.4.4 Etude de la rectification des courants

Au cours des enregistrements des différentes courbes I/V, nous avons constaté que
la présence de I'arginine dans les hétéroméres formés, présentait une rectification des
courants sortants plus importantes et donc de plus faible intensité que pour le

récepteur sauvage hP2X2.
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Figure 61 Rectification des courants. . A. Courbes |/V obtenues en condition Na* intra et extracellulaire pour le
récepteur sauvage hP2X2, pour les hétéroméres et pour 'lhomomére G353R. B. Analyse des courants sortants a
+70 mV normalisés par rapport a ceux obtenus pour ’homomeére sauvage, en haut et de ceux obtenus a -70 mV,
en bas. C. Calcul de I'index de rectification issu du rapport des courants a 70 mv par rapport aux courants entrants
a-70 mV.

L’intensité des courants entrants a -70 mV ainsi que les courants sortants a +70 mV
révele une diminution de ceux-ci des lors que le récepteur se compose d’au moins une
sous-unité G353R (Figure 61.A). En effet, les densités de courant de la co-transfection
avec un ratio 1:1 a -70 mV sont de -158,3 £ 42,2 et de 12,5 £ 5,9 +70 mV. En ce qui
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concerne la co-transfection 0,3:1, les densités de courants entrants sont de -121,1 +
34,6 a -70 mV, et les densités de courants sortants sont de 8,0 + 2,6 a +70 mV. Enfin
pour le ratio de co-transfection 0,3:2, les courants entrants sont de -85,1 + 27,5 et les
densités de courants sortants sontde 5,5 £ 2,6. Les courants obtenus pour ’homomere
muté G353R sont quasiment nuls, notamment pour les courants sortants (Figure
61.B).

Le taux de plasmides transfecté codant G353R a donc une influence progressive sur
les courants, qu’ils soient entrants ou sortants, puisqu’ils sont inférieurs aux densités
de courants obtenus pour le récepteur hP2X2 sauvage (-208,5 + 63,9 a-70 mV ; 71,9
+ 46,2 a 70 mV). Plus la quantité de G353R est importante, moins il y a de courants,

et plus particulierement de courants sortants.

A partir de ces données, I'index de rectification a été calculé en faisant un rapport des
densités de courants sortant a 70 mV et celles a -70 mV. |l diminue de 0,22 + 0,07
pour le récepteur sauvage a 0,07 + 0,01; 0,07 £ 0,01; 0,06 + 0,01 pour les co-
transfections 1:1; 0,3:1; et 0,3:2, respectivement. La mutation G353R, en plus de
présenter des courants plus faibles, expose une rectification entrante significativement

plus importante.

4.4.5 Etude de la perméabilité a de gros cations par la fluorescence

Comme décrit précédemment, la présence de G353R sur le récepteur P2X2 affecte la
perméabilité de la spermidine. Nous avons donc voulu voir I'influence cette mutation
sur le passage de gros cations par une autre technique que le patch-clamp, la
fluorescence. Le YO-Pro-1 est un marqueur fluorescent de ’ADN. C’est un cation de
taille importante (7A x 8A x 19A) qui s'intercale a 'ADN devenant alors fluorescent
lorsqu’il complexe 'ADN. Grace a la vidéomicroscopie, l'incorporation de YO-Pro-1 a
pu étre observée au cours du temps (acquisition des données réalisée par le docteur
Thierry Chataigneau). Aprés avoir vérifié que les cellules non-transfectées
n’émettaient pas de signal de fluorescence, due a I'absence d’incorporation de YO-

Pro-1, jai pu mesurer l'incorporation du cation pour chaque image acquise pour les
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cellules exprimant le récepteur hP2X2, I'hétéromére hP2X2 : G353R obtenu avec un
ratio de co-transfection 1:1 et sur ’lhomomeére G353R, avant et aprés application d’ATP
(Figure 62).

Le récepteur sauvage P2X2 montre une incorporation importante du YO-Pro-1 au
travers de son pore, aprés application d’ATP. En revanche, cette incorporation est
beaucoup plus faible pour les cellules exprimant 'hétéromére hP2X2 : G353R. Pour le
mutant G353R, il n’y a plus d’incorporation, I'allure de la courbe AF/At étant presque
superposable au contrdle réalisé en absence d’ATP. Une fois de plus, la présence de

I'arginine sur le récepteur affecte le passage de gros cations, ici le YO-Pro-1.

.ﬂ.TF' B 1.0+
ATP

ﬂE"
¥
= 06
--..-- “;’A_,
S

=3 0 3 & 9 12 15
Fl.mn.m--m AL ) Time (min)

Figure 62 Etude de l'incorporation du YO-Pro-1 et de I’effet de la mutation G353R. A. Séries de photographies
au cours du temps montrant 'augmentation progressive de la fluorescence due a I'incorporation du YO-Pro-1 aprés
une application d’ATP sur les récepteurs hP2X2 et hP2X2 : G353R. B. Courbes de la variation de la fluorescence
en fonction du temps pour hP2X2 (en bleu), hP2X2 : G353R (en orange), G353R (en vert) et pour le contréle hP2X2
sans ATP (en gris).

Nous avons également été curieux de voir I'incorporation de ce fluorophore sur
'hétéromére hP2X2 : V60L (Figure 63). Comme cet hétéromere présente une
perméabilité a la spermidine quasiment identique a celle de ’'homomeére hP2X2, nous
nous attendions a retrouver ce résultat et observer une augmentation de fluorescence

du méme ordre que le récepteur sauvage.
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Figure 63 Incorporation de YO-Pro-1 sur V60L. Courbes représentatives de 'augmentation de la fluorescence
en fonction du temps pour les différents récepteurs.

De maniére surprenante, la présence de V60L sur 'hétéromere affecte également
l'incorporation du YO-Pro-1. L’hétéromeére présente une intensité de fluorescence plus
faible que hP2X2 et 'homomére V60L ne permet pas au YO-Pro-1 de passer au
travers du pore. Cette derniére observation est certainement due a I'absence quasi-

totale d’ouverture en présence d’ATP.

4.4.6 Modélisation des récepteurs hP2X2 et G353R

L’hétéromére obtenu aprés co-transfection avec un ratio 1:1 présente donc une
diminution du passage de gros cations. Nous nous sommes demandés si cette
observation était due a un rétrécissement du pore ionique. En effet, la position G353
se trouve un tour d’hélice plus bas par rapport a la position la plus étroite du canal. De
plus, l'arginine est un acide aminé plus imposant en terme de longueur que la glycine.

Le docteur Antoine Taly a pu modéliser le récepteur hP2X2, sur la base de la structure
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cristallographique du récepteur hP2X3, ainsi que son équivalent muté, le récepteur
G353R.
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Figure 64 Modélisation du pore ionique. A. Représentation du volume du canal de hP2X2 (a gauche) et de
G353R (a droite). B. Graphique représentant le diamétre du pore selon la position dans le pore.

La représentation du volume du canal montre un rétrécissement au niveau de la
mutation (Figure 64.A). Cette observation est confirmée lors de l'analyse, ou la
superposition des deux courbes représentant le rayon du pore le long du canal, montre
nettement un rétrécissement, de 'ordre de 1 A, due a I'arginine en position 353. Le
diameétre du canal du récepteur sauvage dans sa zone la plus étroite est de 5,5 A et
chute a 4,6 A pour le récepteur G353R. |l est toutefois important de préciser qu’il ne
s’agit pas ici d'une moyenne des conformations possibles mais d’un état figé du

récepteur car aucune simulation de dynamique moléculaire n’a été réalisée.

Toutefois, I'ensemble de ces résultats démontrent que la mutation G353R, en
réduisant le diamétre du pore ionique, affecte le passage de gros cations tels que la
spermidine et le YO-Pro-1 mais n’a pas d’influence sur la perméabilité des petits

cations.
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4.5 Etude d’un possible lien dynamique entre les canaux Kird.1 et hP2X2

Comme décrit précédemment, la mutation G353R affecte la perméabilité de la
spermidine. Il est décrit dans la littérature que les polyamines sont importantes dans
le maintien du potentiel endocochléaire (Wang et al., 2009). L’absence de polyamines
dans la cochée provoque une compléte surdité chez les souris traitées. L'explication
liée a ce résultat serait 'importance des polyamines dans la régulation de canaux Kir.
Ces canaux n’ont pas de sensibilité propre au potentiel et n’ont pas de seuil d’activation
(Nichols and Lopatin, 1997). lls sont ouverts a tous les potentiels, mais leur
conductance diminue lorsque le potentiel de membrane dépasse le potentiel
d’équilibre de l'ion K*, et augmente quand le potentiel de membrane est inférieur a ce
potentiel d’équilibre. Dans les conditions physiologiques, ce sont les courants sortants
qui prédominent et qui participent ainsi a I'’établissement et au maintien du potentiel de
repos. Lors d’'une dépolarisation, la rectification entrante permet de limiter I'efflux de
potassium. Les polyamines sont connues pour entrainer une forte rectification des
courants de ces canaux (Lopatin et al., 1995). L'importance des canaux Kir dans le
maintien du potentiel endocochléaire a également été établit notamment via I'étude du
canal Kir4.1 (Marcus et al., 2002; Rozengurt et al., 2003). En effet, chez des souris ou
le gene KCNJ10 (Kir4.1) estinactivé, le potentiel endocochléaire est de 0 mV (comparé
a +80 mV en condition physiologique). La spermidine et les canaux Kir4.1 jouent donc
un réle crucial dans le processus d’audition et notamment dans le contréle du potentiel

endocochléaire.

Ces canaux Kir4.1 sont principalement présents au niveau du canal cochléaire, dans
les cellules de Deiters (Rozengurt et al., 2003) et de Hensen (Eckhard et al., 2012),
mais leur présence dans les cellules ciliées n’a pas été démontrée. Les récepteurs
P2X2 sont également présents dans ces cellules supportrices mais aussi dans les

cellules ciliées (Housley et al., 1999) et permettent la fluctuation de la spermidine.

Notre hypothése est donc la suivante : il pourrait y avoir un systeme de régulation de
la rectification par la spermidine des canaux Kir4.1 par les récepteurs P2X2. Pour un
son normal, en absence d’ATP, les récepteurs P2X2 seraient fermés, ne permettant

pas la sortie de spermidine qui bloquerait alors partiellement les canaux potassiques
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des cellules ciliées. L’entrée de potassium par les stéréocils dans la cellule induit donc
une dépolarisation menant a la transmission synaptique (Figure 65.A). Dans le cas
d’un exces sonore, 'ATP libéré dans I'endolymphe activerait alors les récepteurs P2X2
ce qui permettrait la sortie de spermidine et ainsi le déblocage des canaux Kir4.1,
permettant la sortie massive de potassium menant a I'effondrement du potentiel
endocochléaire et a l'arrét de la transmission synaptique (Figure 65.B). En présence
de la mutation G353R, seule une faible quantité de spermidine pourrait sortir, une
majeure quantité continuerait alors a bloquer les canaux potassiques. L'influx de
potassium ne pourrait pas étre court-circuité, induisant la dépolarisation de la cellule
et la transmission auditive (Figure 65.C). L’excés sonore transmis serait alors
responsable de 'endommagement de I'appareil auditif expliquant le phénotype des
personnes porteuses de cette mutation.
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Figure 65 Hypothése d'un lien dynamique entre Kir4.1 et hP2X2. A. Hypothése pour un son d’intensité normale
avec des canaux potassiques inhibés par la spermidine induisant une voie de signalisation normale. B. Lors d’un
son de forte intensité 'ATP activerait les récepteurs P2X2 laissant sortir la spermidine permettant le court-circuitage
du potassium et le blocage de la dépolarisation. C. La présence de G353R empécherait partiellement la spermidine
de sortir induisant la dépolarisation et la transmission de I'excés sonore.

Nous avons donc souhaité explorer cette hypotheése. Pour cela, dans un premier
temps, I'obtention et la caractérisation des canaux Kir4.1 a été nécessaire. Suite a

'achat d’'un plasmide contenant le géne codant Kir4.1 fusionné a une GFP, un sous-
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clonage dans un vecteur possédant un promoteur adapté a nos cellules a été
nécessaire. La visualisation de fluorescence au niveau de la membrane cellulaire a
permis de confirmer le bon adressage en surface des canaux, aprés transfection.

L’application d'une gamme de voltage permet d’obtenir des courants (Figure 66).
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Figure 66 Traces électrophysiologiques des canaux Kir4.1. Courants obtenus pour une gamme de potentiel
allantde -110 mV a 110 mV en présence d’une solution riche en potassium (a gauche) et en présence de potassium
et de barium (100 uM) (a droite)

Contrairement aux récepteurs P2X, les canaux Kir4.1 provoquent des courants de fuite
puisqu’ils sont en permanence ouvert. La stabilité du patch est donc obtenue en se
placant au potentiel d’équilibre de ces canaux, soit aux alentours de -40 mV. Lors de
I'application de la gamme de voltage allant de -110 mV a 110 mV en présence de la
solution dite KCI, des courants « pics » sont observables notamment pour des

potentiels positifs, profils caractéristiques des canaux Kir4.1.

Toutefois, les courants obtenus lors des variations de potentiels se compose des
canaux Kir4.1 surexprimés mais aussi des canaux voltage dépendant ubiquitaires a la
cellule. Il est donc nécessaire de pouvoir discriminer les courants portés par les canaux
Kir4.1, des autres canaux. Les canaux Kir4.1 sont connus pour étre spécifiquement
régulés par des cations extracellulaires, dont les ions Ba?* (Edvinsson et al., 2011). En

présence d’une solution KCI supplémentée de chlorure de barium, une majeure partie
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des courants est effectivement inhibée. Les courants induits par les Kir4.1
correspondent donc a la soustraction des courants totaux et des courants restant en

présence de barium.

Nous avons ensuite vérifié que nous retrouvons I'inhibition des Kir4.1 par la spermidine
dans des cellules co-exprimant les canaux Kir4.1 et hP2X2. Pour cela, I'analyse des
courants sur une gamme de potentiels allant de -100 mV a +90 mV (Figure 67.A) et
plus précisément a +50 mV, en présence ou en absence de spermidine intracellulaire

a éte réalisée (Figure 67.B).
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Figure 67 Inhibition partielle des Kir4.1 par la spermidine. A. Courbes I/\V des courants Kir4.1 avec une
solution KCI intracellulaire (en noir, n= 3) ou une solution KCI-Spermidine (en gris, n=5). B. Analyses des
densités de courants correspondantes, a +50 mV. *, p < 0,05

Les densités de courants portés par les canaux Kir4.1 en absence de spermidine sont
de 101,7 £ 22,7 (n = 5) a +50 mV alors que ceux obtenus en présence de spermidine
sont de 47,3 £ 19,3 (n = 7). Nous observons bien une inhibition partielle significative
des canaux Kir4.1 en configuration cellule entiére. Il est a noté que l'inhibition par la
spermidine intracellulaire est plus ou moins efficace en fonction des cellules (Figure
67.B).
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L’idée est donc de voir si nous sommes capables d’enregistrer une déplétion transitoire
de la spermidine en présence des récepteurs P2X2 qui serait plus faible en présence
de I'hétéromere hP2X2 : G353R. Les courants induits par Kir4.1 a +50 mV ont été
mesurés pendant 200 a 400 ms en présence d’ATP sur des cellules co-exprimant les
récepteurs Kird.1 et hP2X2 ou Ki4.1 et hP2X2:G353R (ratio 1:1) (Figure 68.A).
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Figure 68 Evolution au cours du temps des courants portés par Kir4.1. A. Protocole utilisé pour la mesure des
courants Kir4.1. Un pulse électrique a +50 mV est appliqué pendant 200 ou 400 ms apres ouverture des récepteurs
P2X2 par I'ATP. Les enregistrements en configuration cellules entiéres sont réalisés avec une solution
extracellulaire KCI puis KCI + Ba?* avec une solution intracellulaire KCl ou Spd pour des cellules exprimant Kir4.1
et hP2X2 ou Kir4.1 et hP2X2 : G353R. B. Analyses des courants obtenus en condition KClI intracellulaire (en haut)
(n=6 pour hP2X2 et n=9 pour hP2X2 : G353R) ou en condition Spd intracellulaire (en bas) (n=17 pour hP2X2 et
n=10 pour hP2X2 : G353R). C. Variabilité des courants portés par Kir4.1 en présence de hP2X2. Chaque courbe
représente une cellule.

En conditions contrdles, c’est-a-dire sans spermidine dans le milieu intracellulaire,
nous n’observons pas d‘évolution au cours du temps de ces courants que ce soit en

présence ou en absence de G353R (Figure 68.B, en haut).

En présence de spermidine intracellulaire, les résultats obtenus ne sont pas aussi
clairs. En effet, bien que la moyenne de la totalité des cellules analysées exprimant
Kird.1 et hP2X2 ne montre pas d’augmentation des courants Kir4.1 au cours du temps
(Figure 68.B, en bas), I'étude individuelle des cellules présente une grande variabilité.

Une partie des cellules montrent une augmentation de I'intensité des courants Kir4.1
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au cours du temps pendant I'enregistrement en présence d’ATP. Cependant, nous
observons également des cellules n'ayant pas d’évolution au cours du temps mais
également certaines dont les courants Kir4.1 diminuent (Figure 68.C). Cette grande
variabilité n’est pas présente pour les cellules surexprimant les canaux Ki4.1 et

I'hétéromére hP2X2 : G353R, ou aucune évolution temporelle n’est enregistrée.

Nous avons ensuite décidé de réaliser cette expérience avec des conditions inversées,
c’est-a-dire avec une solution extracellulaire contenant de la spermidine et un milieu
intrapipette qui n’en contient pas. Par conséquent, I'entrée de spermidine via les
récepteurs P2X2 en présence d’ATP pourrait inhiber les canaux Kir4.1. Les courants
Kir4d.1 avant et apres application d’ATP ont donc été mesurés. Malheureusement,
malgré des temps d’application d’ATP longs ou répétés, aucune inhibition au cours du

temps n’est observée.

Nous n’avons donc pas réussi a mettre en évidence un lien dynamique clair entre les
deux canaux. L’électrophysiologie patch-clamp en condition cellule entiére en est peut-
étre la cause. En effet, dans cette configuration le milieu intracellulaire est rapidement
et en continu dialysé par le milieu intrapipette. Ainsi, si des molécules de spermidine
débloquent les Kird.1 en sortant par hP2X2, d’autres molécules pourraient
instantanément les remplacer et masquer linteraction entre les deux canaux. De la
méme maniére, la spermidine entrant par hP2X2 est sans doute rapidement dialysée

et ne peut pas inhiber les canaux Kir4.1.

C’est pourquoi, nous avons décidé d’utiliser la méthode de patch perforé. C’est une
variante du patch-clamp en configuration cellule entiére, mais a la place de rompre la
membrane cellulaire par succion, le patch se réalise par la création progressive de
pores dans la membrane par I'utilisation d’un antibiotique dans le milieu intrapipette,
ici 'amphotéricine B (Figure 69). Les pores créés sont perméants aux petits ions
monovalents tels que I'ion Na*, l'ion K* et I'ion CI- et ne permettant pas, a priori, le
passage d’ions divalents ou plus, comme la spermidine. La formation des pores donne
accés aux modifications électriques afin de pouvoir enregistrer les fluctuations
ioniques. De cette maniére, le milieu intracellulaire n’est pas dialysé par le milieu
intrapipette. La concentration de spermidine ubiquitaire aux cellules HEK293 ne sera

donc pas modifiée.
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Aprés perforation de cellules surexprimant Kir4.1 et hP2X2, les courants Kir4.1 ont été
mesurés avant I'application d’ATP afin de vérifier que la spermidine ubiquitaire a un
effet inhibiteur sur les Kir4.1. Cependant, le profil et l'intensité des courants obtenus
ne permettent pas de confirmer la présence d’une inhibition. En effet, les courants
moyens sont de 1,7 £ 0,9 nA, parfaitement identiques a ceux obtenus en cellule entiere
avec une solution intracellulaire sans spermidine (1,7 £ 0,9 nA). Toutefois, I'inhibition
peut étre faible et la sortie de spermidine pourrait augmenter ces courants. Nous avons
donc mesuré les courants Kir4.1 avant et apres application d’ATP afin d’'observer une
déplétion de la spermidine par les P2X2 et d’'observer la désinhibition des canaux

potassiques.
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Figure 69 Etude d'un lien dynamique par I'utilisation du patch perforé. A Schéma illustrant le patch perforé en

comparaison avec le patch-clamp en configuration cellule entiere. B. Courants potassium des canaux Kir4.1 avant
(en noir) et aprés (en rouge).

Malheureusement, les courants obtenus sont de méme intensité au début et a la fin
du protocole, aucune augmentation au cours du temps n’est observée, malgré des

applications d’ATP de plus en plus longues (n=3) (Figure 69).

Nos outils ne nous permettent pas de mettre en évidence un lien dynamique entre les

canaux Kir4.1 et les récepteurs hP2X2.
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5. Discussion

Les personnes porteuses des mutations V60L ou G353R sur leur récepteur P2X2
présentent une forme de surdité non syndromique liée a I'age. Afin de mieux
comprendre le phénotype induit par ces mutations, I'étude des propriétés biophysiques
a été investiguée. Les deux mutants présentent une expression de surface semblable
a celle de I'nomomeére sauvage et pourtant I'énergie apportée par 'ATP lié sur le
récepteur muté ne permet pas l'ouverture de son canal. L'utilisation d’une agrafe
moléculaire nous a permis d’outrepasser cette observation. En effet, en forcant
I'écartement des différentes sous unités par le changement conformationnel du MAM,
nous restituons le flux cationique au travers du canal des récepteurs mutés et plus
efficacement pour la mutation G353R. Le comportement de V60L et de G353R en
présence de MAM étant différent, nous pouvons suggérer que les deux mutations

présentent des mécanismes différents.

Comme décrit précédemment, le récepteur contréle 1339C/S356C présente une
grande variabilité dans les profils de marquage qui n’est plus présente pour le
récepteur 1339C/G353R/S356C. Cette observation suggére que l'arginine modifie
probablement la structure de I'hélice transmembranaire. En effet, il est connu que la
glycine, par son absence de chaine latérale, apporte de la flexibilité dans les structures
des protéines, son absence pourrait donc rigidifier I'hnélice. De plus, I'arginine est un
acide aminé polaire et chargé positivement qui pourrait apporter des interactions

électrostatiques supplémentaires avec d’autres acides aminés de I'hélice, la rigidifiant.

La comparaison des perméabilités relatives du récepteur sauvage P2X2 en présence
d’ATP et celles obtenues en irradiation lumineuse dans I'UV du récepteur contréle
1339C/S356C démontre que le MAM n’a pas d’influence sur le passage des petits ions
au travers du pore, faisant de lui un bon outil pour I'étude du récepteur G353R. De
plus, contrairement a 'utilisation de co-transfection, I'utilisation du MAM permet d’avoir
un contréle dans la stcechiométrie d'assemblage des trois sous-unités du récepteur,

puisque seul le plasmide codant le récepteur I339C/G353R/S356C est transfecte.
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Dans le cas de co-transfection de deux plasmides, ici celui codant hP2X2 et celui
codant G353R, quatre stoechiométries d'assemblage peuvent étre obtenues:
I'homomeére hP2X2, 'homomeére G353R et deux hétéroméres hP2X2 : G353R, I'un
avec une seule sous-unité mutée et l'autre avec deux sous-unités mutées.
Statistiquement, ces récepteurs sont répartis selon la loi binomiale. Ainsi avec un ratio
1:1, la probabilité d’obtenir 'lhomomeére sauvage est de 12,5%, celle d’'un hétéromére
est de 75% et 12,5% pour ’lhomomeére G353R. Au sein des hétéroméres la moitié des
75% correspond a I'hétéromére portant une seule sous-unité mutée et les 37,5%
restant a 'hétéromeére portant deux sous-unités mutées. Au sein d’'une méme cellule,

il y a donc une variabilité de récepteurs P2X2.

Il est tout de méme intéressant de les étudier puisque d’un point de vue physiologique,
la co-transfection mime le génotype des patients atteins de ces mutations qui sont

hétérozygotes.

Il existe des mutations qui auraient pu nous permettre de discriminer les différents
récepteurs. En effet, sur le récepteur P2X2 de rat, la mutation K69A abolit la réponse
ATP du récepteur (Jiang et al., 2000b). La co-transfection de I'équivalent de cette
mutation sur le récepteur humain, K80A, et de G353R aurait pu permettre I'obtention
de 'homomere K80A, inactif en présence d’ATP, 'homomeére G353R, faiblement
fonctionnel et 'hétéromére K80A : G353R, qui présenterait probablement des courants
ATP normaux. Par manque de temps, je n’ai pas pu finir d’obtenir le plasmide codant
K80A, néanmoins jai tenté la co-transfection de K69A (rP2X2) et de G353R (hP2X2).
Malheureusement, les cellules co-transfectées ne présentent pas de courants ATP.
est connu également que la mutation K366A sur le récepteur rP2X2 ne permet pas
'adressage en surface de ce mutant (Chaumont et al., 2004), I'équivalent K377A
pourrait éliminer la formation de cet homomeére en surface. Malheureusement, aprées
avoir testé différentes conditions de mutagénése dirigée (oligonucléotides différents,
matrices différentes, concentrations différentes...), je n’ai pas pu obtenir ce mutant.
Enfin, une alternative aurait pu étre de générer des concatémeéres afin de choisir le
nombre de mutations portées par le trimére alors formé mais leur conception demande

du temps.
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Enfin, aucune étude ne prouve que les mutants V60OL et G353R forment bien des
hétéroméres avec le récepteur sauvage hP2X2. En effet, le fait de retrouver une
réponse ATP équivalente a hP2X2 non muté pour V60L et G353R ne permet pas de
confirmer la formation d’hétéromére puisque la formation de ’homomére hP2X2 et des
homomeéres V60L ou G353R dans une méme cellule pourrait également expliquer ce

résultat.

L’utilisation du MAM permet d’étudier qu’'un type de récepteur: I'homomere
I339C/G353R/S356C et ainsi éviter cette variabilité et le questionnement sur
I'existence de I'hétéromeére. Son utilisation a permis de mettre en évidence que la
mutation G353R, de maniére surprenante, n’affecte pas la perméabilité aux petits
cations et n’inverse pas la sélectivité du pore ionique. En effet, la présence d'une
charge positive dans la zone la plus étroite du pore, sur le récepteur P2X2 de rat
inverse sa sélectivité (Browne et al.,, 2011). Cela ne semble pas étre le cas pour

I’'homologue humain.

Par ailleurs, le MAM nous a permis de déterminer une perméabilité a la spermidine
fortement réduite pour la mutation G353R comparé au contréle. Cependant la valeur
obtenue par la lumiére pour I339C/S356C est de Pspda/Pna= 23,26 + 9,71. Cette valeur
signifie que pour le passage d’un ion sodium, environ 23 ions spermidine entrent dans
la cellule, ce qui est surprenant car il s’agit d'un gros cation. Cette valeur de
perméabilité relative est loin d’étre similaire a celle obtenue en condition physiologique
(ATP) pour hP2X2 qui est de de 0,83 + 0,08 mV. Le MAM pourrait donc exagérer le
passage de la spermidine au travers du pore par des mouvements différents de ceux
induits par 'ATP. Toutefois son utilisation nous a permis de constater cette chute de

perméabilité.

L’utilisation de co-transfection nous a permis de nous placer dans des conditions plus
physiologiques, afin d’activer les récepteurs par 'agoniste naturel. Malgré la variabilité
possible dans 'assemblage des hétéromeres, la diminution de la perméabilité relative
de la spermidine est de nouveau observée pour les différents ratios de co-transfection
testés. L’absence de baisse de cette perméabilité pour la co-transfection avec V60L,
confirme que I'arginine est bien mise en cause dans la perturbation du passage de la

spermidine.
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Le YO-Pro-1 est connu comme étant un fluorophore capable d’entrer dans la cellule
est de s’intercaler a 'ADN en présence de récepteurs P2X. Nous retrouvons ici ce
résultat pour des cellules transfectées avec le récepteur P2X2 humain. La co-
transfection avec la mutation G353R fait chuter de maniére significative la
fluorescence suggérant une forte diminution de la perméabilité du YO-Pro-1.
L’absence de fluorescence pour la transfection de G353R seul, est sans doute due a
'effet combiné d’'une réponse ATP beaucoup plus faible que celle du récepteur

sauvage et de la géne créée par la présence de trois arginines dans le canal.

De plus, de maniére surprenante, la co-transfection hP2X2 et V60L affecte également
l'incorporation du YO-Pro-1. Ce résultat suggére que, de maniére allostérique, la
mutation de la valine en leucine modifie le pore ionique. La spermidine étant plus petite
et dans une conformation plus allongée que le YO-Pro-1, cette modification n’affecte

pas sa perméabilité mais affecte celle du YO-Pro-1, plus encombrant.

La diminution de la perméabilité aux gros cations tels que la spermidine et le YO-Pro-
1 pour la mutation G353R évoque un rétrécissement du diameétre du pore, plus
important que pour la mutation V60L. La modélisation de ’'homomeére G353R révele
effectivement une réduction de presque 60% comparée a la taille du canal mesuré
pour hP2X2. Le diametre du pore en position 353 de I'hétéromere devrait étre de taille

intermédiaire et suffit a perturber le passage de gros cations au travers de celui-ci.

Cette perturbation pourrait donc avoir un réle important dans le contrdle du potentiel
endocochléaire en cas d’excés de stimulation sonore, qui expliquerait le phénotype
des personnes atteintes de cette mutation. C'est pourquoi nous avons voulu
explorer un possible lien entre cette diminution de la perméabilité de la spermidine et
la perte d’audition. Il est connu que la spermidine, dans l'organe de Corti, est
importante dans le maintien du potentiel endocochléaire via la régulation des canaux
Kir4.1. La co-transfection de cellule avec les canaux Kir4.1 et les récepteurs hP2X2,
sauvage ou muté nous a permis de retrouver cette régulation des canaux potassiques.
Toutefois, nos enregistrements en présence d’ATP ne permettent pas de confirmer la
désinhibition de ces canaux. Aucune augmentation des courants potassiques n’est
observée. Il est probable que la technique de patch clamp en configuration cellule

entiére ne rende pas possible la visualisation. La dialyse qui s’opére entre le milieu
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intrapipette et le milieu intracellulaire impliqgue une concentration constante en
spermidine. Ainsi, il est possible que méme trés localement, les mouvements de la
spermidine soient compenseés par la présence continue de spermidine contenue dans
la solution intracellulaire masquant les possible deplétion transitoires. L'utilisation de
la méthode de patch perforé n'a pas permis de remédier a ce probléme technique.
Néanmoins, I'utilisation d’une solution extracellulaire contenant de la spermidine aurait
pu étre utilisée en patch perforé dans le but de d’augmenter la concentration
intracellulaire de spermidine par les récepteurs P2X2 et ainsi observer une diminution
des courants potassiques. Par manque de temps, je n’ai pas pu tester cette
expérience. La concentration ubiquitaire de spermidine dans les cellules HEK, au vu
de nos résultats, n’est sans doute pas suffisante pour inhiber les canaux potassiques.
L’activité de I'ornithine décarboxylase est trés active dans la cochlée, la concentration
en spermidine y est donc probablement plus élevée. Notre hypothése pourrait donc
étre vérifiée par des enregistrements sur des lignées de cellules ciliées transfectées
avec Kir4.1 et hP2X2 ou avec I'hétéromeére hP2X2 : G353R ou encore directement sur
'organe de Corti de souris porteuses de la mutation G353R et de souris saines.
L’utilisation d’un inhibiteur de l'ornithine décarboxylase permettrait, en outre, de

confirmer un possible lien entre Kir4.1-spermidine-P2X2.
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CHAPITRE 3 : ETUDE DE LA CONDUCTANCE UNITAIRE DU NMDG*

Partie | : Mesure de la conductance unitaire du NMDG* (avec le Dr.

Laurie Peverini)

1. Contexte

Depuis plusieurs années, I'état ouvert des récepteurs P2X était décrit comme étant
d’abord un état permettant la perméation des petits cations (état I1) sodium, potassium
et calcium, puis que [l'application prolongée d’ATP permettait la perméation
progressive de plus gros cations tels que le NMDG™ ou certains fluorophores (état I2)
(Khakh et al., 1999a). Cependant le mécanisme relatif a ces changements de

conductances est débattu et controversé.

La perméabilité des cations volumineux est mesurée par électrophysiologie patch-
clamp (Khakh et al., 1999a; Virginio et al., 1999b). Cette méthode indirecte permet la
mesure de potentiels d'inversion grace a des conditions dites bi-ioniques, ou le NMDG*
est le seul ion perméant présent a l'extérieur de la cellule et le Na* le seul cation
perméable présent dans la solution intracellulaire. Selon I'équation de courant de
Goldman-Hodgkin-Katz, un changement du potentiel d’'inversion correspond a un
changement dans la perméabilité membranaire a condition que les concentrations
d'ions de chaque c6té de la membrane restent inchangées. L'évolution progressive et
positive du potentiel d’'inversion mesuré pendant de longues applications d'ATP a été
interprétée comme étant un changement de la perméabilité relative du NMDG* par

rapport au Na*.

En 2015, I'équipe de Swartz explique que ces mesures de potentiel d’inversion qui
caractérisaient cet état dilaté sont artefactuelles et n'ont pas été réalisées dans les
bonnes conditions. La modification du potentiel d’inversion n’est en réalité pas due a

un changement progressif de la perméabilité mais a une modification de la
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concentration ionique intracellulaire (Li et al., 2015a). L’hypothése est donc que I'état
l1 est directement pérméant aux gros cations. Au laboratoire, le Dr Laurie Peverini et
le Dr Mahboubi Harkat ont démontré, par I'utilisation de conditions NMDG™ symétrique
(intracellulaire et extracellulaire) et par 'application des molécules photoisomérisables,
que I'état dit « dilaté » n’est pas un état conformationnel distinct mais que moins de
NMDG™ semblait traverser le pore comparé au passage des petits cations. De plus,
des enregistrements en canaux multiples en configuration outside-out ont été
également réalisés. lls tendent a montrer que la cinétique d’ouverture en condition
NMDG™* extracellulaire (183 ms) est identique a celle en condition sodium
extracellulaire (123 ms) (Figure 70) (Harkat et al., 2017).
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Figure 70 Cinétique d'ouverture en condition outside-out multi canaux sur rP2X2-3T. A. Enregistrements en
conditions symétriques NMDG*int/NMDG*ext (& gauche) et en NMDG"in/Na*ext (a droite) sur une méme cellule. B.
Superposition des deux enregistrements NMDG"ext (en noir) et Na®ext (en gris) aprés normalisation

2. Strategie

Les cinétiques d’ouverture dans les deux conditions décrites précédemment étant
identiques, nous avons voulu déterminer la conductance unitaire, caractérisant le flux
ionique, de cet état supposé dilaté. En binbme avec le Dr. Laurie Peverini, nous avons
donc réalisé des enregistrements en configuration outside-out canal unique en
conditions NMDG*int/NMDG"ext et NMDG*int/Na*ext.
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3. Matériel et méthodes

Culture cellulaire et transfection

Les cellules sont cultivées de la méme maniére que dans le chapitre 1. La quantité
déposée de cellules sur les lamelles en verre est adaptée de maniére a obtenir des
amas cellulaires, facilitant techniquement I'obtention d’un patch en configuration canal

unique. La quantité de plasmide codant rP2X2-3T transfecté est entre 50 ng et 100 ng.

Enregistrements canal unique

Les courants sont enregistrés par la technique de patch clamp en configuration canal
unique sur des cellules fluorescentes prises dans un amas cellulaire. Les pipettes de
patch (15-30 MQ) contiennent une solution NMDG"int composée de 132,6 mM de
NMDG, 10 mM d’EDTA, 10 mM d’HEPES ajustée a pH 7.3 avec une solution de HF.
Aprés avoir atteint le gigaseal entre la pipette et la membrane cellulaire, la membrane
est rompue par succion puis étirée jusqu’a dissociation avec la cellule. Un potentiel de
membrane de -120 mV est appliqué par I‘amplificateur. Le patch est obtenu en
présence d’une solution extracellulaire NEScanal unique cOmposée de 132,6 mM de NaCl,
0,3 mM de KCI, 0,25 mM de MgCl2, 10 mM d’HEPES et ajustée a pH 7,3 avec une
solution de NaOH. Cette solution est ensuite changée pour une solution NMDG*ext
composée de 132,6 mM de NMDG, 0,3 mM de KCI, 0,25 mM de MgClz2, 10 mM
d’'HEPES et ajustée a pH 7,3 avec une solution de HCI en présence ou en absence
d’ATP (1-30 uM) ; ou peut étre changée pour une solution Na*ext composée de 132,6
mM de NaCl, 0,3 mM de KCI, 0,25 mM de MgClz, 10 mM d’HEPES ajustée a pH 7,3

avec une solution de NaOH supplémenté ou non d’ATP (1-30 uM).

Les données sont échantillonnées a 10 kHz, et un filtre a 2.9 kHz est appliqué. Lors
de I'analyse, les données sont de nouveau filtrées pour obtenir au final une fréquence
cutoff de 1 kHz ou 100 kHz. Les événements d’ouverture sont détectés en utilisant le
logiciel TAC (Bruxton Co.) et les conductances sont mesurées aprés analyse

gaussienne des histogrammes de distribution d’amplitude.
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4. Résultats

Nous avons réussi a enregistrer pour la premiére fois des courants portés par des

canaux unitaires en conditions NMDG* symétriques (Figure 71).
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Figure 71 Mesure de la conductance unitaire de NMIDG+. A. Enregistrements de canaux uniques en configuration
outside out aprés application d’ATP sur rP2X2-3T en conditions symétriques NMDG+int/NMDG+ext (& gauche) et en
NMDG+int/Na+ext (a droite) sur une méme cellule. c correspond a I'état fermé et les états O1 et O2 correspondent
respectivement a I'ouverture d’'un premier canal et d’'un deuxieme canal. B. Histogramme de 'analyse des conductances

correspondant aux traces du panel A.

Ceci nous a permis de déterminer une conductance unitaire du NMDG™ a partir de ces
courants. Il est a noter que les courants obtenus aprés I'application d’ATP 1 uM en
NMDG™* symétriques sont a peine visibles alors que ceux obtenus en Na*
extracellulaire sont plus robustes (Figure 71.A, en haut). Les conductances en
conditions sodiques peuvent alors étre déduites et sont de 44 + 8 pS (n=7) (Figure
71.B, en haut).

L’application d’un filtre a 100 kHz permet sur les deux conditions d’enregistrements de
discerner de maniére claires les ouvertures unitaires (Figure 71.A, en bas), et en
particulier celles obtenues en NMDG* symétrique ce qui nous a permis de mesurer

une conductance de ce cation qui est de 3,3 + 0,6 pS (n=6) (Figure 71, en bas).

Cette conductance NMDG" représente donc 7,5% des courants unitaire porté par le

cation sodium.
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Nous avons également testé différentes concentrations d’ATP afin d’en voir I'influence

sur 'amplitude des courants et donc sur la conductance (Figure 72).
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Figure 72 Influence de la concentration d'ATP sur la conductance unitaire de rP2X2-3T. Moyenne de
'amplitude des courants obtenus pendant une application d’ATP a 1 yM a gauche, 10 uM au milieu et a2 30 uM a
droite pour des conditions NMDG"int/ NMDG"ext (en noir) et NMDG"int/ Na*ext (en gris).

L’application d’ATP a 10 uM et 30 uM ne modifie pas de maniére significative I'intensité
des courants obtenus, ce qui implique que le ratio de la conductance en NMDG*
symétrique reportée a celle en condition Na*ext n’est pas modifié non plus. L’absence
d’évolution des courants unitaires lors de 'augmentation d’ATP signifie que le fait de
se placer dans des conditions proches des conditions saturantes en ATP n’augmente

pas la conductance du NMDG™,

L’utilisation d’'une solution NMDG" intracellulaire n’a pas non plus d’influence sur la
conductance du sodium. Nous avons mesuré la conductance sodique en condition
sodium symétrique et nous obtenons une valeur de conductance de 43 + 6 pS (n=4)

comparable a celle obtenue en conditions NMDG*int/ Na*ext.
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5. Discussion

Ces données démontrent que les ions NMDG? circulent a travers le pore avec plus de
difficulté que les ions Na*. Avec un potentiel de -120 mV et une concentration ionique
extracellulaire de 132,6 mM, le nombre d’ions par seconde pour le NMDG* déduit est
d’environ 2,5 x 10° pour chaque canal et est d’environ 32 x 10° pour le Na* mettant en
avant que le flux de NMDG™* est beaucoup plus lent que celui du Na*. La modélisation
moléculaire de la perméation du NMDG™ au travers du pore qui a été réalisée comme
expérimentation complémentaire par I'équipe du Dr Cecchini, confirme ses résultats et
révele que pour entrer dans la cellule la molécule a besoin de s’orienter d’'une maniére

précise, en conformation linéaire avec I'atome d’azote orienté vers le bas.

Les enregistrements en canal unique ainsi que I'étude des cinétiques en multi canaux,
mettent en avant I'absence d’augmentation de la perméabilité des gros cations au
court du temps et valident donc que la dilatation du pore ionique des récepteurs P2X
n'est pas une propriété intrinséque du canal lui-méme. Cependant, nous n'excluons
pas la possibilité que la dilatation des pores existe, mais si tel était le cas, elle doit
exiger un élément de régulation externe au pore P2X qui serait perdu dans nos

conditions expérimentales.
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Partie Il : Influence de la modification potentielle du pore ionique sur la

conductance du NMDG* (avec le Dr. Laurie Peverini)

1. Contexte

Apreés la publication des travaux décrits dans la partie |, les caractéristiques cinétiques
et de conductivités ont ouvert des pistes quant a I'exploration de la perméation du
NMDG®. Nos données ainsi que la modélisation moléculaire tendent a montrer que la
contrainte stérique imposée par le pore ionique pourrait étre la raison de la difficulté
du NMDG* a fluctuer au travers du canal, et plus particulierement au niveau des
résidus localisés dans la zone la plus étroite du canal. L'idée est donc de voir

I'influence de certains acides-aminés dans cette zone sur la conductivité du NMDG*.

Il est connu que les mutations 1328C, N333C et T336C sont accessibles aux agents
chimiques de type MTS et que leur réactivité sur ces cystéines inhibe partiellement la
réponse ATP (Rassendren et al., 1997). En combinant ces résultats avec I'étude des
structures cristallographiques, nous pouvons conclure que ces résidus sont orientés
vers l'intérieur du pore ionique et que la position 339 semble étre dans la partie la plus
étroite. Nous avons donc décidé de muter les acides aminés N333, T336 et T339
d’abord avec un acide aminé de petite taille, I'alanine afin de sélectionner la position
la plus efficace. Sur cette position d’autres acides aminés ont été introduit pour en voir

I'effet sur la conductance.

2. Matériel et méthodes

Mutagénese dirigee

Les mutations N333A, T336A, T339A, T33G et T339Q ont été introduite sur le

récepteur rP2X2 de la méme maniére que décrite dans le chapitre 1.
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Enregistrements cellules entieres et canaux uniques

Les enregistrements en configuration cellule entiéres ont été réalisé avec une solution
intrapipette NMDG*int composée de 140 mM de NMDG*, 10 mM d’HEPES, 10 mM
d’EDTA, ajustée a pH 7,3 avec une solution de HCI. Les solutions externes NMDG"ext
et Na*ext sont constituée respectivement de 140 mM de NMDG™, 10mM d’HEPES,
ajustée a pH 7,3 avec du HCI et de 140 mM de NaCl, 10 mM d’'HEPES, ajustée a pH
7,3 avec une solution de NaOH.

Les enregistrements en configuration canal unique sont réalisés dans les mémes
conditions que dans la partie | de ce chapitre dans tous les cas sauf pour rP2X4 ou 3

MM d’ivermectine a d( étre ajouté dans les solutions extracellulaires.

3. Résultats

Les enregistrements en configuration cellule entiére démontrent que la présence d’'une
alanine a la place de N333, T336 ou de T339 augmente les ratios des courants

obtenus en NMDG"ext par rapport a ceux obtenus en Na“ext.

En effet, une rapide analyse des ratios Inmpc+/INa+ montre qu’ils passent de 10% pour
le récepteur rP2X2 a 15 % pour la mutation N333A (n=3), a 16 % (n=3) pour T336A et
augmente en moyenne jusqu’a 24 % (n=6) pour T339A (Figure 73).
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Figure 73 Influence de la mutation T339A. A. Positionnement des différents résidus mutés orientés vers le
pore. B. Enregistrements en configuration cellule entiere en conditions NMDG+ext/NMDG+int (a gauche) puis
Na+ext/NMDG+int (a droite) pour rP2X2-3T (en haut) et rP2X2-3T/T339A (en bas).
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La mutation de cette thréonine en alanine a I‘endroit le plus étroit du pore permet un
passage plus important du NMDG"*. Cette position est donc intéressante pour I'étude
de la conductance du NMDG™* en fonction de I'acide aminé qui y est muté. Nous nous
attendons a ce que plus I'acide aminé est gros, plus le pore sera étroit et va donc créer
des contraintes supplémentaires dans le passage du gros cation. A linverse plus il

sera petit, plus le pore sera large, facilitant le passage du NMDG".

Ainsi, nous avons réalisé les mutations T339G et T339Q puis les enregistrements en
configuration canal unique ont été faits pour T339A, T339Q et T339G et rP2X2 (Figure
74).

L’analyse des conductances révéle que la mutation de la thréonine en alanine
augmente de maniére statistiquement significative la conductance unitaire du NMDG".
Elle est de 3,9 £ 0,1 pS (n=7) pour rP2X2 et augmente a 6,4 + 0,1 pS (n=13) pour
T339A (Figure 74, en haut). L'étude statistique des mutations T339Q et T339G ne
révéle pas de différences avec les conductances obtenues pour le récepteur sauvage.
Cependant, nous pouvons remarquer qu’'une tendance semble se dégager pour la
mutation T339Q. La conductance obtenue pour cette mutation est de 2,4 £ 0,1 pS
(n=8) (Figure 74.B, en haut).
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Figure 74 Influence des acides aminés en position 339 sur la conductance unitaire du canal. A. Enregistrements
et analyses en configuration canal unique pour la mutation T339A en conditions symétriques NMDG*in/ NMDG"ext (en
haut) et en NMDG"*in/Na*ext (en bas) sur une méme cellule. c correspond a I'état fermé et les états O1 et O2
correspondent respectivement a l'ouverture d’un premier canal et d’'un deuxiéme canal. B. Diagrammes des
conductances obtenues pour chaque condition. *, p<0,05

Concernant les conditions bi-ioniques NMDG"int/Na*ext, les mutations ne semble pas
avoir d’influence sur la conductance unitaire du sodium (Figure 74.B, en bas).
Conséquemment, les ratios Inmpc+/Ina+ suivent I'évolution observée lors de la mesure
des conductances du NMDG™ : ils sont de 7,4 £ 1,0 % pour rP2X2, de 18,4 £ 2,6 %
pour T339A, de 6,8 + 1,7 % pour T339Q et de 8,2 £ 1,0 % pour T339G.

Il semble donc que nous arrivons a modifier le diamétre du pore grace aux mutations
et que celui-ci influe directement sur la conductance unitaire du NMDG*, notamment

pour 'augmentation du canal par la mutation T339A.

Nous savons que les récepteurs P2X sont également perméant a la spermidine®*.
Nous avons donc été curieux de voir la conductance unitaire de ce gros cation sur les
mutants créés lors de I'étude de la conductance du NMDG* et de les comparer a celle
obtenue sur rP2X2 (Figure 75).
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Figure 75 Enregistrement préliminaire en canal unitaire de T339A en conditions symétriques SPD3*. Deux
ouvertures sont observables sur cet enregistrement indiquées par O1 et Oz en présence d’ATP. L’histogramme
correspond a I'analyse des conductances de cet enregistrement.

Les études préliminaires en conditions spermidine symétrique révélent que la aussi, la
présence de l'alanine a la place de la thréonine a un effet sur la conductance de ce
gros cation. En effet, pour le récepteur P2X2, nous obtenons une conductance unitaire
de 6,8 £ 0,2 pS (n = 2). La mutation T339A entraine une augmentation de 21% et
devient 8,7 £ 0,1 (n = 2).

Cependant, aprés plusieurs tentatives et la préparation d’'une solution intracellulaire
SpdF, seuls de rares patchs ont pu étre obtenus, les autres étant trop instables. Nous

avons donc abandonné l'idée de mesurer ces conductances pour les autres mutations.

Les résultats précédant sur la conductance du NMDG™ étant intéressants, nous avons
voulu les corréler avec un aspect plus physiologique. L'alignement de séquence
montre que I'acide aminé équivalent a T339 (rP2X2) sur rP2X4 est une alanine, sur
rP2X1 une arginine et sur rP2X7 une sérine. Le récepteur rP2X3 porte également une

thréonine en cette position (Figure 76).

T (TM2)
“OoU0000000000000"

rP2¥4 (330) DIIPTMINVGSGLALLGVATVLC
rP2X1 (326) DIIPTMTT [GIFGVATVLC
hP2X2 (336) SLIPTII! TSVGVGSFLC
rP2X2 (325) SLIPTIINLATRALISIGVGSFLC
re2¥3 (316) NIIPTIISSVAAFTSVGVGTVLC
rB2X7 (328) DIIQLVVYIGSTLSYFGLATVCI

Figure 76 Alignement de séquence de la partie TM2
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Nous avons donc tenté d’enregistrer des courants unitaires pour ces récepteurs.
Malheureusement, nous n’avons pas réussi a obtenir d’enregistrements exploitables
pour rP2X1, rP2X3 et rP2X7.

Toutefois, en ajoutant de livermectine dans les solutions extracellulaires, comme
décrit dans une publication récente (Wang et al., 2017), nous avons obtenu des
enregistrements en canal unique pour le récepteur rP2X4. Le récepteur hP2X2 dont

nous disposons a également été étudié (Figure 77).
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Figure 77 Etude de la conductivité unitaire de rP2X4 et hP2X2. A Enregistrements en configuration canal unique
en conditions symétriques NMDG*ex/NMDG"in ou bi-ioniques NMDG*ext/Na*in pour rP2X4 avec les histogrammes
de l'analyse. B. La méme chose pour hP2X2.

Les conductances pour rP2X4 sont de 4,4 + 0,1 pS (n=6) pour le NMDG* et de 16,5 £
0,4 pS (n=6) pour le Na* soit un ratio Inmpc+/Ina+ d’en moyenne 31,6 %. Concernant
hP2X2, nous obtenons une conductance NMDG" de 3,4 £ 0,0 pS (n=5) et de 55,2 +
0,9 pS (n=5) pour Na*, soit un ratio de 6,5 %.

Pour résumer, pour rP2X2 qui présente une thréonine, ce ratio est de 7,4 %. Le
récepteur hP2X2 présente ce méme résidu, pour lequel nous avons obtenu un ratio
proche de celui de rP2X2, de 6,5 %. Enfin, le récepteur rP2X4, qui porte une alanine

en cette position, voit son ratio augmenté a 31,6 %.
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4. Discussion

L’étude des conductances démontre que I'encombrement stérique de la partie la plus
étroite du pore a une influence sur la facilité du NMDG™* a fluctuer au travers du pore
ionique. En effet, c’est principalement lors du désencombrement de celui-ci que I'effet
est le plus flagrant. Le ratio des conductances obtenues en condition symeétrique
NMDG™* par rapport a ceux obtenus en conditions bi-ioniques représente une
augmentation de 149% entre le récepteur sauvage et la mutation T339A. De la méme
maniére 'augmentation entre rP2X2 et rP2X4 est de 327%. Cette augmentation
semble donc étre corrélée avec la présence d’'une alanine dans la partie la plus étroite.
Toutefois, pour rP2X4, les enregistrements ont été réalisés en présence d’ivermectine.
Ce potentiateur allostérique pourrait modifier les propriétés biophysiques du récepteur
et donc avoir une influence sur les conductances NMDG* et Na*. De plus, les
conductances en conditions symétriques pour ces deux récepteurs sauvages ne sont
pas si différentes I‘'une de l'autre (3,9 £ 0,1 pour rP2X2 contre 4,4 £ 0,1 pS pour rP2X4),
ce qui signifie que la grande différence des ratios Inmpc+/INa+ €st principalement due a
une modification de la conductance unitaire du sodium (54,8 + 1,4 pour rP2X2 et 16,5
1 0,4 pS pour rP2X4). Ces résultats suggérent néanmoins que la structure du pore et
notamment le diamétre de celui-ci sont différents pour les deux récepteurs P2X2 et
P2X4.

Les enregistrements en condition spermidine symétrique manquent de stabilité ce qui
suggére que cette molécule physiologique est probablement responsable
d’interactions qui défavorisent le maintien du patch. Toutefois, les résultats
préliminaires semblent concorder avec les résultats obtenus en présence du NMDG?,
ils pourraient alors expliquer le réle spécifique des différents P2X dans certaines voies

physiologiques impliquant la modulation par de gros cations physiologiques.
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Conclusion générale et perspectives

Au cours de ces travaux de thése, l'utilisation des outils photoisomérisables utilisés
par le laboratoire a permis de mieux comprendre certains aspects biophysiques des

récepteurs P2X.

Dans un premier temps, I'étude mécanistique du MEA-TMA covalemment lié sur le
récepteur P2X2 a permis de proposer I'hypothése selon laquelle cette molécule se
glisse entre les hélices transmembranaires dans l'isomére trans. En raison de
I'hydrophobicité de I'azobenzéne dans cet état, nous supposons que ce groupement
chimique se logerait alors dans les crevasses transmembranaires. L’'occupation de ces
crevasses stabiliserait I'état ouvert des récepteurs P2X, qui représenteraient donc une
zone intéressante pour la modulation de la désensibilisation. L’exploration de ce
domaine ainsi que celle du réseau d’interactions formé dans les parties intracellulaires
reste a étre approfondie afin de comprendre précisément quels sont les résidus
impliqués et quelles sont les interactions qui stabilisent I'état ouvert ou favorisent le

réarrangement protéique qui a lieu lors de la désensibilisation.

Dans un second temps, l'utilisation d’agrafes moléculaires sur des mutants du
récepteur P2X2 humain responsables d’une surdité non-syndromatique a permis d’une
part de s’affranchir de I'utilisation de I'ATP, qui ne permet pas d’activer ces mutants,
et d'autre part d’étudier leurs propriétés biophysiques. L'incorporation du MAM sur le
récepteur P2X2 humain et sa version mutée G353R a été obtenue avec succes, ne
révélant pas d’influence de la mutation G353R sur la perméabilité aux petits cations.
En revanche, l'utilisation du MAM a mis en avant une chute significative de la
perméabilité de la spermidine pour ce mutant. Cette diminution a été confirmée dans
des conditions plus physiologiques en mimant le génotype des patients
(hétérozygotes) par I'étude d’hétéroméres. Deux mécanismes ont ainsi pu étre mis en
évidence : la mutation G353R entraine une forte rectification qui altére I'activité de ces
hétéroméres a des potentiels positifs et cette chute de la perméabilité de la spermidine,
probablement par une réduction de la taille du diametre du pore, comme le suggérent
fortement la diminution de I'incorporation de YO-Pro-1 et la modélisation moléculaire.
Comme des mouvements de polyamines, telles que la spermidine, sont nécessaires a

la fonction auditive, ces changements de perméabilité pourraient donc expliquer le
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phénotype observé, notamment en créant un lien entre les récepteurs P2X et la
fonction auditive. La confirmation de cette hypothése par des expériences in vivo reste
une nécessité. La mutation V60L doit, quant a elle, étre exploitée. En affectant
également les courants induits par la lumiére, cette mutation ne semble donc pas

présenter le méme mécanisme que G353R.

Enfin, les agrafes moléculaires ont été d’'une aide précieuse pour remettre en cause le
phénoméne de dilatation progressive des récepteurs P2X en révélant qu’ils sont
perméant aux gros cations directement aprés l'application d’ATP. L’étude en
configuration canal unique a révélé que la conductance du NMDG* semble étre due a
une limitation structurale du pore ionique. La substitution du résidu le plus proche de
'axe de symétrie en résidus plus ou moins encombrants semble avoir tendance a
diminuer ou augmenter la conductance unitaire des gros cations. Cette tendance
pourrait expliquer des différences de perméabilités aux gros cations en fonction des

différents P2X, pouvant induire des réles physiologiques différents.

De maniere générale, l'utilisation d'outils photochimiques ainsi que la technique
d’électrophysiologie patch-clamp ont permis de connaitre un peu plus la relation

structure/fonction des récepteurs P2X.
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Résumé

Les récepteurs P2X, activés par 'ATP extracellulaire et cations non-sélectifs, sont impliqués dans de
nombreux réles physiopathologiques. Le manque de sélectivité de molécules pharmacologiques est
un inconvénient majeur pour leur étude. La résolution de leurs structures cristallographiques a permis
de les comprendre a I'échelle moléculaire, cependant les mécanismes impliqués dans les transitions
allostériques restent mal compris. Au laboratoire, deux outils, dérivés d’azobenzéne, permettant
I'activation des récepteurs P2X en absence d’ATP et par la lumiére ont été développés.

L’utilisation de ces outils ont permis I'étude de la transition allostérique de I'état ouvert a I'état
désensibilisé, mettant en avant une zone de régulation efficace dans les espaces transmembranaires.
De plus, leur utilisation a permis I'investigation biophysique d’une mutation présente sur P2X2 humain,
responsable d’'une surdité non-syndromatique. Cette mutation entraine un rétrécissement du pore,
impactant le passage de gros cations impliqués dans le processus d’audition. Enfin, la relation entre le
diamétre du pore ionique et le passage de gros cations a été établi.

Mots clés : P2XR, azobenzéne, désensibilisation, audition

Abstract

P2X receptors, activated by extracellular ATP and non-selective cations, are involved in many
physiopathological roles. The lack of selectivity of pharmacological molecules is a major drawback for
their study. The resolution of their crystallographic structures provided a molecular framework, but the
mechanisms involved in allosteric transitions remain misunderstood. In the laboratory, two tools,
derived from azobenzene, allowing the activation of P2X receptors in the absence of ATP and by light
have been developed.

The use of these tools allowed the study of the allosteric transition from the open to the desensitized
state, highlighting an effective regulatory zone in transmembrane spaces. In addition, their use
provided the biophysical investigation of a mutation present on hP2X2, responsible for non-syndromatic
hearing loss. This mutation leads to a narrowing of the pore, impacting the large cations flow involved
in hearing process. Finally, the relationship between the diameter of the ionic pore and the passage of
large cations has been established.

Keywords P2XR, azobenzene, desensitization, hearing




