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Introduction

1 Généralite sur les récepteurs

La communication, du latin communicare (« mettre en commun, faire part de, partage »), dérive
de communis, qui est l'action de communiquer, de transmettre des informations ou des
connaissances a quelqu'un ou encore de les mettre en commun s’il y a échange. Cette action de
communiquer permet depuis tout temps d’échanger ou de transmettre une information. Chez
I’'homme, la communication a permis I'’émergence des sociétés par la mise en commun de biens,
de points de vue, ou le besoin de se réunir a des fins sécuritaires. Mais surtout, la communication
a permis d’ériger des ponts entre les étres vivants autorisant la transmission des savoirs acquis,

et d’améliorer la compréhension de I'autre et du monde environnant.

Au niveau cellulaire, les membranes constituent une barriere rendant les cellules imperméables
a leurs environnements proches. Sans communication, les amas de cellules se développeraient
de maniere anarchique et ne pourraient former des tissus jouant un role d’une dimension
macroscopique. Ainsi, aucun organisme pluricellulaire n’aurait pu se développer. C’est pourquoi
la nature, I’évolution, a développé une stratégie permettant I'ancrage de protéines jouant le réle
de porte dans les membranes tout en élaborant des voies de communications (Alberts et al, 2002)
facilitant les échanges entre le milieu intracellulaire et le milieu extracellulaire. La communication
cellulaire dépend de deux molécules : le messager, qui est le support de I'information, et le

récepteur de ce message.
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Figure 1 Les trois classes des récepteurs membranaires : A) les récepteurs canaux (ionotropiques) B) les récepteurs couplés au
protéine G (métabotropiques C) les récepteurs lié aux enzymes, dont certains ont une activité enzymatique intrinseque a gauche
et d’autre s’associe a une enzyme a droite (Alberts et al, 2002)

Ce systeme est basé sur la distance entre I'émetteur et le récepteur. La distance contribue a
caractériser le messager. Si la distance est faible (20 nm) le message est un neurotransmetteur
lors d’une transmission synaptique. Cette transmission est portée et est régulée par des cellules
nerveuses, les neurones. Ces derniers activés par une excitation exogene, un signal électrique se
propage le long d’un axone. En fin de course axonal, cette impulsion provoque la libération des
neurotransmetteurs dans la fente synaptique, activant les récepteurs des cellules nerveuses

postsynaptiques.

Si la distance n’excede pas les 100 um la transmission est paracrine et est supportée par une
messager chimique local. Pour pouvoir fonctionner, les molécules secrétées ne doivent pas étre
capables de se diffuser trop loin, sous peines d’étre absorbés par des cellules voisines ou détruites
par des enzymes extracellulaires. Au-dela de cette distance, les transmissions sont endocrines. La

signalisation endocrine dépend des cellules endocrines. Ces dernieres sécretent des hormones
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dans la circulation sanguine qui sont ainsi distribuées largement dans tout le corps. La
transmission peut alors s’effectuer par les cellules arborant le messager a leur surface et
éventuellement se propager par le biais de gap jonction permettant la relation de cytoplasmes

de deux cellules en contact direct.

Les messagers ciblent des protéines réceptrices ancrées a la surface des cellules. Ces récepteurs

appartiennent a 'une des trois classes définies par leurs mécanismes de transduction (Figure 1)

Les récepteurs couplés a une protéine G (RCPG) forment un systéme protéique complexe
permettant la transmission d’un signal a travers la membrane cellulaire (Figure 1b) (Kobilka,

2007). La traduction du message se déroule en trois parties :

- Premierement, par l'activation du récepteur transmembranaire se déroulant dans la
partie extracellulaire. Cette protéine est composée de sept segments transmembranaires
contenant une partie pouvant lier la protéine G.

- Dans un second temps, le récepteur activé va pouvoir changer de conformation et
permettre le transfert de I'information a la protéine G. La protéine G est un hétérodimere
composé d’une sous unité a et d’une sous unité By qui lie la GTP. Quand il y a fixation de
la molécule informative le changement de conformation spatiale se transmet a la sous-
unité Ga. Celle-ci échange GDP contre GTP et simultanément elle se dissocie du dimere
GpBy.

- En dernier lieu, la dissociation de la sous-unité Ga va induire I'activation d’une protéine

enzymatique effectrice ou alors d’un récepteur ionique.

Les récepteurs liés aux enzymes (Figure 1C) (Alberts et al, 2002) fonctionnent soit comme
des enzymes ou soit ils sont directement associés a une enzyme lorsque lorsqu’ils sont activés.
Leurs structures sont composées de simples protéines transmembranaires dont le site de liaison
du ligand se situe dans la partie extracellulaire. Marqué par une hétérogénéité structurale, les

récepteurs liés a I'enzyme sont toutefois en majorité des protéines kinases ou associés a des
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protéines kinases. Suite a I'activation des récepteurs, les kinases provoquent la phosphorylation

de I'ensemble des protéines dans les cellules cibles.

Les récepteurs directement liés au canal ioniques ou récepteurs ionotropiques (Figure 1A) (Purves
et al, 2001; Lemoine et al, 2012) sont des protéines dont la partie transmembranaire est
hydrophobe. L’activation par un ligand permet I'ouverture ou la fermeture d’un canal ionique
modifiant transitoirement la perméabilité ionique de la membrane. Ces récepteurs canaux sont
représentés majoritairement par la grande famille des LGICs (Ligand Gated lon Channels). lls
existent trois membres de cette grande famille se différenciant par une stcechiométrie
d’assemblage des sous unités. Ces trois membres sont les récepteurs pentamériques

(communément appelés Cys-loop), tétramériques et enfin trimériques (Figure 2).

A C
Nl
N
Out C:
1{2]3 |4
Q0000 O0000 00000
In A 7 .
' ACh ATP

(or others)
L]

Figure 2 Représentation schématique de la topologie membranaire et de I'assemblage des sous-unités des trois familles des LGIC :
(A) les récepteurs Cys-boucle, (B) iGluRs, et (C) les récepteurs P2X. Les résidus de cystéine conservés engagés dans des ponts de
disulfure sont représentés par des cercles jaunes, et les extrémités N- et C-terminale et les liaisons transmembranaires sont
également indiquées. Out et in, respectivement, a l'extérieur et a l'intérieur de la cellule adapté de (Lemoine et al, 2012)
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1.1 Ligand-Gated Ion Channel

1.1.1 Les récepteurs pentamériques

Les récepteurs Cys-Loop sont des protéines transmembranaires issues de I'oligomérisation de
cing sous unités adjacentes (Figure 2A). lls sont activés par des neurotransmetteurs au niveau
extracellulaire. Les membres de cette famille comprennent les récepteurs de la sérotonine (le
récepteur 5-HT3), de I'acétylcholine (les récepteurs ACh nicotinique), de la glycine (les récepteurs
Gly), de I'acide gamma-aminobutyrique (les récepteurs GABAa, GABA() et enfin les récepteurs
activés par le zinc (les récepteurs ZAC). Tout cela définit 'ensemble des récepteurs pentamériques
du régne des vertébrés. Chez les invertébrés, les récepteurs peuvent étre activés par les mémes
neurotransmetteurs mais aussi par d’autres comme : les EXP-1, MOD-1, pHCl, HistCl, RDL, GluCL
et SsCL (Gurel et al, 2012; Thompson et al, 2010; Althoff et al, 2014; Beg & Jorgensen, 2003). Des
protéines semblables ont été identifiées chez les procaryotes, les récepteurs GLIC (Corringer et

al, 2010, 2012).

Tous les récepteurs Cys-Loop partagent une structure pentamérique commune entourant le pore
du canal ionique. Leurs activations sont médiées par un neurotransmetteur qui se fixe dans le
domaine extracellulaire I'ectodomaine (ECD). Cette activation, pouvant étre excitatrice ou
inhibitrice selon la sélectivité, permet le passage des cations et anions. Deux autres domaines
caractérisent chaque sous unités, dont le domaine transmembranaire TDM composés de quarte
hélices (M1-M4) enchéassés dans la membrane permettant le passage des ions. Le troisieme
domaine, le domaine intracellulaire (CIM) constitue le portail d’entrée des ions dans les cellules.

Ce dernier domaine est composé par la boucle intracellulaire des M3-M4 (Figure 2A).

La stcechiométrie d’assemblage et les neurotransmetteurs caractérisent les différents membres

des récepteurs Cys-Loop. Ces membres sont représentés :

- Les récepteurs cationiques excitateurs 5-HT3 (Barnes et al, 2009) qui sont composés de cing

sous unités différentes (hnommées A-E), pouvant former un récepteur homopentamérique ou
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hétéropentamérique. La détermination de la distribution cellulaire des récepteurs 5-HT3
montrent que ces récepteurs sont exprimés dans le systeme nerveux central. Dans la partie du
nucleus tradus solitarius (NTS), le récepteur 5-HT3 est impliqué dans l'initiation et la coordination
de reflexe vomitif. Un polymorphisme des récepteurs montre une incidence des récepteurs 5-HT3

dans les désordres psychiatriques tels que la schizophrénie ou les troubles bipolaires

- Les récepteurs cationiques nicotiniques de I’acétylcholine musculaires (Albuquerque et al,
2009) se constituant de 5 sous unités (al, B1, 6, y et €) pouvant formé deux sous types
différents al, B1, 6 et y ou al, B1, 6 et €, chacune dans la stcechiométrie de 2 : 1 : 1 : 1. Par
contre, les nACh neuronaux peuvent étre des homopentameres ou des hétéropentameres
composés de sept sous unités (a2, a3, a4, a5, a6, a7, a9 et al0). Ces récepteurs excitateurs
nicotiniques ont une large implication dans des processus physiopathologiques de par leurs
diversités et leurs localisations. lls sont impliqués dans la neurotransmission synaptiques et
peuvent étre une cible pharmacologique pour combattre certaines maladies comme Alzheimer,

Parkinson ou la schizophrénie(Schliebs, 2005; Smeal et al, 2008; Koukouli et al, 2017).

-Les récepteurs anioniques inhibiteurs GABAa s’organisent en 19 sous unités (ai-s, B1-4, V13, 6, €,
T, p1-3 et B). Cependant, la plupart des récepteurs chez les mammiferes se composent de deux
alphas, deux béta et un gamma ou delta. Ce situant majoritairement au niveau du cerveau, les
récepteurs GABAAsont la cible thérapeutique de plusieurs molécules comme les Benzodiazépines

traitant I'anxiété (Olsen & Delorey, 1999; Olsen et al, 1991).

L'ensemble de ces caractéristiques font des récepteurs CYS-Loop des cibles thérapeutiques
importantes dont découle la découverte de plusieurs médicaments. Ces trouvailles se sont

accélérées depuis le début des années 90.
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1.1.2 Les récepteurs tétramériques

Les récepteurs ionotropiques du glutamate sont constitués de quatre larges sous unités qui
forment le canal ionique. Les récepteurs tétramériques, possédent une grande homologie de
séquences, sont composés des récepteurs AMPA (acide alpha-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazolepropionique), kainate, NMDA (acide N-méthyl-D-aspartique), et 6. Les récepteurs du
glutamate partageant une structure similaire. Chaque unité est composée d’'un domaine
extracellulaire aminoterminal (ATD), d’un domaine de liaison du ligand extracellulaire (LBD), d’'un
domaine transmembranaire (TMD), et d’'un domaine intracellulaire carboxy-terminal (CTD)

(Figure 2B).

Partageant une structure commune, les récepteurs du glutamate se différencient par la spécificité

des agonistes caractérisant chague membre.

Les récepteurs cationiques kainates sont des récepteurs qui lient le glutamate, mais se
caractérisent par la liaison d’'une molécule exogéne : le Kainate. Le canal ionique se forme au
niveau des TMD (par les hélices M1, M3 et M4) issus de quatre sous unités adjacentes et sélectives
aux ions sodium et potassium. Les récepteurs kainates sont formés d’'une combinaison de 5 sous
unités (GluK1-GluK5) pouvant former des récepteurs homo ou hétérotétrameriques. Ces
récepteurs ont une action présynaptique et postsynaptique mineurs mais sont incontournables

dans le fonctionnement de la plasticité synaptique.

Les récepteurs NMDA sont des canaux sélectifs au Na*, K* et Ca?*. Ils sont composés de sept sous
unités différente (GIuN1, GIuN2A-GIuN2D, GIuN3A et GIuN3B). Les récepteurs NMDA
fonctionnels nécessitent I'assemblage de deux sous-unités GIuN1 conjointement avec soit deux
sous-unités GluN2, soit une combinaison de sous-unités GIuN2 et GluN3. De plus, 'activation
nécessite la fixation combinée du glutamate et de la glycine. L’activité des récepteurs NMDA est
important au niveau du développement du cerveau (Ewald & Cline, 2009). Au niveau synaptique,
les récepteurs jouent clairement un role dans la maturation des synapses glutaminergique. lls
sont également déterminants dans le dysfonctionnent des neurones épineux de tailles moyenne

(MSN)et dans la mort dans la maladie Huntington (Fernandes & Raymond, 2009).
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Les récepteurs AMPA possédent quatre sous-unités différentes de GIuAl a GluA4 et peuvent
former a la fois des homo- et des hétéromeéres. Contrairement au récepteurs NMDA, ces
récepteurs ne nécessitent pas un coagoniste. Comme les autres récepteurs du glutamate, les
AMPA sont impliqués dans la plasticité synaptiques et la mémoire (Compans et al, 2016). Dans
les synapses, le dysfonctionnement du trafic des récepteurs, de leurs nombres et de leurs variétés
joue un réle critique dans plusieurs maladies neurodégénératives (Henley & Wilkinson, 2013).

1.1.3 Les récepteurs trimériques

En fin, la derniére classe de récepteurs canaux dépendants de ligands sont caractérisés par une
structure trimérique (Figure 2C). Chaque sous-unité a une grande boucle extracellulaire et deux
segments transmembranaires. Les membres de cette famille comprennent les canaux ioniques
les canaux P2X (North, 2002), contrélés par I'ATP extracellulaire, que je vais caractériser dans la

suite des chapitres
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2 Les récepteurs P2X

2.1 Role physiologique des récepteurs P2X
2.1.1 L’ATP, une molécule pas comme les autres

Comme nous I'avons vu dans les chapitres précédents, la communication est nécessaire au bon
fonctionnement de notre organisme. Partant du lien entre le messager et les récepteurs nous
avons vu qu’il existait une grande diversité de canaux ioniques dépendant d’un ligand.
Néanmoins, les messagers se caractérisent aussi par une grande diversité de molécules

impliquées, et notamment les purines et les pyrimidines.

C’est en 1844 que la guanine fut isolée pour la premiére fois par Unger des matieres fécales
d’oiseaux marins du guano péruvien (Unger, 1846). A la fin du XIXe siécle, les principales purines
et pyrimidines furent découvertes, notamment par Ludwig Karl Martin Leonhard Albrecht Kossel
(Burnstock & Verkhratsky, 2012a). De la découverte de I'adénosine monophosphate en 1929, il
ne fallut que deux ans pour la que l'adénosine 5'-triphosphate (ATP) soit découverte en 1929,
(Fiske & Subbarow, 1929; Lohmann, 1929). La découverte de I'ATP fut le théatre de la bataille
entre plusieurs équipes. Le point de discorde fut I'attribution de la primauté de la découverte

(Maruyama, 1991).

La molécule d’ATP est composée d’une adénine liée par I'azote 9 au carbone 1’ d’un ribose. Ce
dernier est relié par le carbone 5’ a un groupement triphosphate. Ce dérivé de purine est connu
pour étre la molécule énergétique des organismes vivants. En I’ATP occupe une place centrale
dans le support de l'information génétique, le métabolisme, le transfert d’énergie, et ainsi que
dans la plupart des réactions de biosynthése intracellulaire. Or, 'ATP est capable d’activer des

récepteurs purinergiques P2 parmi lesquels on distingue les récepteurs P2Y métatropiques qui

21



sont couplés aux systemes des protéines G, et les récepteurs P2X ionotropiques, capables de

former des canaux ioniques (Burnstock, 1972).

2.1.2 Lesrécepteurs purinergiques

La caractérisation des récepteurs transmembranaires dépend fortement de I'agoniste qui permet
leur I'activation. En outre, les structures et les moyens de transduction du signal permettent une
classification précise des récepteurs et notamment des récepteurs purinergiques. Les récepteurs
purinergiques se divisent en deux classes différentes : les récepteurs P1 activés par I'adénosine
et les récepteurs P2 activés par I’ATP. Les récepteurs purinergiques sont composés de récepteurs

métatropiques et de récepteurs ionotropiques.

Les récepteurs métatropiques P1 et P2Y sont tous deux des RCPG ; Les récepteurs P1, liant
I’adénosine, sont constitués de quatre membres (A1, Az, Azg, A3). Le premier sous type fut cloné
en 1989 par hasard apres le clonage de quatre autres RCPG issus de la thyroide de chien (Libert
et al, 1989). Les récepteurs P1 peuvent former des récepteurs homomériques ou
hétérométriques. Associés a des protéines Gi1 ou Gs, les récepteurs P1 influencent la
concentration cAMP dans le cytosol. Les récepteurs P2Y sont eux composés de huit sous types
(P2Y1,2,4,6,11-14) associés a plusieurs types de protéines G (Gs, Gi/o, Gq/11, et G12/13). Ces
récepteurs sont notamment impliqués dans la régulation des récepteurs calciques voltages

dépendant.

Les récepteurs ionotropiques P2X sont issus de I'oligomérisation de trois sous types identiques
(homotrimériques) ou différents (héterotrimérique) encodés par sept genes différents (P2X1-7)

(North, 2002) (Tableau 1).

22



Géne Chromosome Nombre des acides aminés

P2X1 17p13.3 399
P2X2 12¢24.33 472
P2X3 11q12 393
P2X4 12g24.32 389
P2X5 17p13.3 455
P2X6 22q11.21 379
P2X7 12q24 595

Tableau 1 : Localisation chromosomale des genes P2X d’humain tableau adapté (Burnstock & Verkhratsky, 2012b)

Issus de combinaisons foisonnantes, une grande variabilité de récepteurs en découle (Tableau 2).
Or, il est important de noter que les sous unités P2X6 ne peuvent former que des récepteurs
héterotrimérique. Une trop faible expression de surface est sans doute la cause de problémes de
détections cellulaires. Les récepteurs P2X ont des canaux archétypaux sélectivement perméants
au cation Na®, K*, Ca**. Contrairement a d’autres récepteurs LGICs, leur découverte est assez
récente et remonte principalement aux années 80-90, P2X1 (Valera et al, 1994), P2X2 (Brake et
al, 1994), P2X3 (Chen et al, 1995), P2X4 (Bo et al, 1995), P2X5 et P2X6 (Collo et al, 1996), P2X7
(Surprenant et al, 1996). Ces récepteurs sont caractérisés par un simple ancrage membranaire ou
chaque sous unité est composée par deux segments transmembranaires. Les branches
phylogénétiques sont anciennes au méme titre que les récepteurs glutaminergiques. L'origine
phylogénétique des récepteurs est antérieure a celui de la divergence entre le regne végétal et
animal. On les retrouve dans les premiers eucaryotes, en plus de leurs existences dans les plantes

(North, 2002; Kaczmarek-Hajek et al, 2012). En revanche, ils sont absents chez les procaryotes
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P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X6 P2X7

P2X1 + + + - + + .
P2X2 + + - + + -
P2X3 + - + - -
P2X4 + + + -
P2X5 + + -
P2X6 - -
P2X7 +

Tableau 2 Heteromérisation des récepteur P2X déterminé dans les cellules HEK293 adapté de (Torres et al, 1999)

2.1.3 Distribution cellulaire et roles physiologiques des récepteurs P2X

Les récepteurs P2X sont abondamment exprimés dans beaucoup de tissus, soutenus par un

nombre important de combinaisons d’oligomérisation.

Ainsi, ces récepteurs se retrouvent notamment dans les SNC (P2X2, P2X4, P2X6), dans les muscles
lisses (P2X1, P2X2), dans les cellules de prolifération de la peau (P2X5), dans les cellules
rétiniennes de Miller (P2X3), dans les cellules du systéme immunitaire (P2X7). Cette distribution
cellulaire induit indéniablement une grande variété de roles physiopathologies imputés aux P2X.
Dans ce contexte, il est évident qu’une coordination de I'information est nécessaire et rend
déterminant le role de la communication par les récepteurs. En tant que messager, I’ATP peut
porter plusieurs informations différentes qui selon le sous type et la localisation peut induire
différents résultats. L’équilibre des voies de signalisation étant primordiale pour la survie
d’organismes pluricellulaires, la régulation de la traduction des récepteurs P2X dans les voies

pathologiques du corps apparait comme une nécessité d’un fonctionnement optimal (Tableau 3).
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Récepteur

P2X1

P2X2

P2X3

P2X4

P2X5

P2X6

P2X7

Exemples de localisation

Muscles lisses, plaquettes, cervelet, neurones de la corne dorsale
de la moelle épiniére Neurone sympathique, adipocytes, Muscle

cardiaque Oreilles interne

Principale fonction

Contraction du muscle lisse, activation des

plaguettes

Muscles squelettiques, SNC, rétine, cellules chromafines, ganglions
autonomes et sensoriels

Neurone sympathique et parasympathique

Neurone rétinienne et ceil

Cartilage, sperme

Transmission sensoriel, Modulation des

fonction synaptique

Neurones sensoriels, neurones du noyau du tractus solitaire,
quelques neurones sympathiques et parasympathique

Cellules rétiniennes de Miiller

Muscle cardiaque Cholangiocytes

Médiation de la transmission sensorielle

Facilite la libération de glutamate dans le SNC

SCN, testicules, colon, Lesneurones entériques

Microglie Organe olfactif, Cellules sécrétoires exocrines

Modulation de I'inflammation chronique

Modulation de la douleur neuropathique

Neurone sympathique etparasympathique

Cellules en prolifération de la peau, de l'intestin, de la vessie, du

thymus et de la moelle épiniére, muscle cardiaque, Kératinocytes

Inhibition de la prolifération cellulaire

Augmentation de la différentiation cellulaire

SNC, Neurone sympathique

SNC, motoneurones de la moelle épiniere Muscles squelettique

durant le développement muscle cardiaque cellules épithéliales

Fonctionne comme un récepteur
hétérométrique en combinaison avec les

sous unités P2X2 et P2X4

Neurone sympathique

Cellules apoptotiques du systéeme immunitaire, du pancréas etde la

peau, Microglie, Oligodendrocytes, Erythrocytes

Médiation de I'apoptose

Prolifération cellulaire

Libération de cytokines pro inflammatoires

Tableau 3 Distribution et fonction des récepteurs P2X adapté de (Burnstock & Verkhratsky, 2012b; Burnstock, 2008a)
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Les récepteurs homomériques P2X1 contribuent a la vasoconstriction des muscles lisses
vasculaires. Ce phénomene est consécutif a une activation par I'ATP, libéré par les nerfs
sympathiques paravasculaires. Ces mémes récepteurs montrent une importante influence dans
I'autorégulation microvasculaire rénal suite a une augmentation de la pression néphrétique
(Burnstock, 2008b). La présence du récepteur P2X2 dans SNC, et spécifiquement dans le cortex
cérébral, 'hippocampe et le bulbe olfactif montrent I'importance de ce récepteur associé ou non
a d’autres sous types dans la modulation synaptique et la transmission sensorielle. Le récepteur
P2X3 seul ou oligomérisé avec P2X2 est aussi associé a la transmission sensorielle et est
notamment exprimer sur la langue, contribuant a la sensation du goQt. Les P2X5 sont exprimés
dans les neurones sensoriels impliqués dans la détection de l'ischémie musculaire, tandis que le
récepteur P2X4 dans les cellules rénales va contribuer au transport du sodium épithélial et
I'activité des ENaC (canal sodique épithélial), permettant de maintenir un équilibre du sodium
dans le rein (Schwiebert & Kishore, 2001). La fonction du P2X6 est largement méconnu, mais il a
été démontré qu'ils sont exprimés par association avec P2X2 et P2X4 dans les neurones moteurs
de la moelle épiniére et joue un réle de relais d'information nociceptive le long de la voie de la
douleur (Masin et al, 2006; Trang & Salter, 2012). Les récepteurs P2X7 sont connus pour leurs
implications dans la mort cellulaire ou le systtme immunitaire par leur contribution dans la

libération de molécules inflammatoires, les interleukines.

Outre leurs rbles physiologiques (Tableau 3), les récepteurs P2X sont impliqués dans certaines
pathologies. Leur contribution dans la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson montrent

I'importance de I’étude de ces récepteurs ionotropiques.

La contribution des récepteurs P2X est par exemple observé dans la nociception. La nociception
correspond a I'ensemble du processus de transmission sensoriel aboutissant a la douleur (quel

soit aigu ou chronique)

La libération de I’ATP, dans le milieu extracellulaire lors d’une lésion cellulaire par exemple, va
activer les récepteurs P2X3 et P2X2/3 situé dans la terminaison nerveuse sensorielle (Wirkner et
al, 2007). L'influx ionique va induire une dépolarisation de la membrane entrainant un potentiel

d’action le long des neurones présynaptiques. Ce potentiel d’action va entrainer une
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accumulation des ions calciques et permettre la libération de I’ATP et le glutamate dans la fente
synaptique. Ces neurotransmetteurs libérés entrainent a leurs tour une activation des récepteurs
P2X (P2X2, P2X4, P2X6) et glutaminergiques, situé sur les neurones post synaptiques de la corne
dorsale. Cette transmission permettra I'activation de la zone du cerveau induisant la douleur par
une dépolarisation membranaire. L'ensemble de ce processus est entretenu et amplifié par
I'intermédiaire des récepteurs P2X3 présynaptiques. L'inhibition ce cette transmission est médiée
par libération du GABA par les interneurones. L’activation des récepteurs anioniques du GABA
entrainera une hyperpolarisation de la membrane postsynaptique (Lemoine et al, 2012) (Figure

3).

Periphery Spinal cord (dorsal horn)

Damaged cell

P2X2,P2X4,P2X6

(To Thalamus)
Neuropathic pain

Hyperexcitability

— Depolarization

]/ Postsynaptic
dosal horn
neuron

Inhibitory
interneuron

Activated microglia

. ATP ) P2 00 «ce2

Glutamat
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® GABA/Glycine
v BDNF m GABA R/GlyRs

Figure 3 L’implication des récepteurs P2X dans la nociception et dans la douleur neuropathique : Mécanismes moléculaires et
cellulaire sous-jacents de la douleur neuropathique impliquant des LGIC dans le systeme nerveux périphérique et la moelle
épiniére.(Lemoine et al, 2012)
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Comme décrit précédemment, les récepteurs peuvent s’associer par une
heteromérisation des sous unités, mais une autre association peut permettre une contribution
conjointe dans certains réles physiologiques par la présence homomériques simultanée de deux
sous types dans certains tissus. La localisation conjointe des récepteurs P2X4 et P2X7 dans la
microglie (Visentin et al, 1999) permet d’entrevoir un réle combiné. L'augmentation de la
concentration de I’ATP extracellulaire entraine tout d’abord I'activation non cytolytique des
récepteurs P2X4, plus sensibles a I’ATP, avant qu’une plus grande concentration détectée par le
P2X7 entraine la mort cellulaire. Cette contribution conjointe liée a une fonction
physiopathologique importante des récepteurs P2X, la douleur neuropathique (Bernier et al,
2012) La douleur neuropathique n’est pas liée a des stimuli mais a des influx nerveux provenant
des nerfs périphériques. Elles s’opposent en cela aux douleurs par excés de nociception, dont
I'origine est une sensibilisation des nocicepteurs qu’entretient généralement un processus
inflammatoire (douleur traumatique notamment postopératoire, douleur rhumatologique,
douleur cancéreuse, douleur d’origine physique comme celle d’une brilure, etc.) (Baron, 2006).
En réponse a une lésion dans I'un des nerfs périphériques, la microglie de la corne dorsale est
activée. Les récepteurs P2X4 et P2X7 qui sont impliqués dans |'activation de la microglie
permettant la libération du BDNF (brain-derived neurotrofic factor). Une fois libéré, la BDNF va
induire une dépolarisation de la membrane des neurones voisins grace a l|’activation des
récepteurs a activité tyrosine kinase (TrkB) qui vont dans un second temps inhiber I'expression
de co-transporteurs potassium chlore KCC2. Ce qui va inverser les courant anionique
gabaergiques dans les neurones postsynaptiques, conduisant a désinhibition du systéme
GABAergiques et glycinergiques et hyperexcitabilité neuronales (Lemoine et al, 2012; Tsuda et

al, 2003; Inoue et al, 2004; Coull et al, 2005; Jarvis, 2010; Bernier et al, 2012) (Figure 3).
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2.1.4 Aspect pharmacologique

La pharmacologie est une branche de la biologie, s’attachant a la compréhension de I'interaction
entre des molécules et des organismes vivants. Cet outil a permis, par I'utilisation de diverses
molécules, et par la compréhension de leurs actions sur les cibles étudiées, le développement de

médicaments.

Les médicaments agissant sur les canaux ioniques sont parmi les thérapies les plus anciennes avec
la quinine, la procaine et le curare. En plus de visée thérapeutique, la pharmacologie a permis la
compréhension de certaines voies de communication ainsi que la classification de I'ensemble des

Ligand Gated lon Channel.
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Les récepteurs canaux P2X constituent une classe de récepteurs liants I’ATP, mais surtout
contribuent a de nombreux réles physiopathologiques (Figure 3). Le développement de stratégies
thérapeutiques visant les récepteurs P2X accusent un retard par rapport aux autres LGICs. Ces
derniers sont déja la cible de médicaments largement prescrits comme les benzodiazépines ou
des inhibiteurs calciques. Les études visant a la détermination d’agonistes et d’antagonistes sont
en croissance constante, portées par les déterminations cristallographiques structurales et

I"utilisation de méthodes de criblages haut débit.

En plus de l'intérét thérapeutique, le développement de ligands permet de caractériser et
différencier les différentes sous unités. C’'est pourquoi il est important de différencier les divers
ligands des récepteurs selon leurs sélectivités élargies a I'ensemble des récepteurs ou ciblant un

seul sous-type.

L'agoniste principale des récepteurs P2X est I'ATP endogene dont |'affinité est proche du
micromolaire pour les récepteurs P2X1 a P2X6. Ce sont des concentrations de l'ordre du
millimolaire qui permettent I'activation du récepteur P2X7. Cette différence permet de
discriminer le récepteurs P2X7 des autres récepteurs de la famille des P2X. Comme il est décrit
dans les parties précédentes, I'ATP permet d'activer les récepteurs métabotropiques P2Y et
spécifiguement les sous types P2Y2, P2Y4 et P2Y11 (Wildman et al, 2002). Cette faible sélectivité
a encouragé les études et le développement de différents agonistes. Les principaux agonistes

développés sont issus de modification chimique de I'ATP (Tableau 4).

Le 2-meSATP (2-methylthioATP), issue d'une modification au niveau de I'adénine, est au méme
titre que I'ATP un agoniste entier qui cible I'ensemble des récepteurs P2X. Contrairement au of3-
meATP (a,B-méthyléne-ATP), issus de la modification au niveau des phosphates, qui cible
seulement les sous types homomériques P2X1, P2X3, P2X5 et les sous types hétérométriques
P2X2/3. De plus, le BymeATP (B, y-méthyléne-ATP), cible préférentiellement les sous type P2X1
et P2X5. Le Bz-ATP (2’(3’) -O-4-benzoylbenzoyl-ATP) obtenu par une modification au niveau du
ribose, est un agoniste ciblant les récepteurs P2X, mais offrant une affinité plus importante que

I'ATP pour le récepteur P2X7. L'ap-meATP et le BymeATP semblent ne pas interagir avec les P2Y
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contrairement au Bz-ATP qui cible P2Y11 et P2Y13 (Lewis et al, 1995; Wildman et al, 2002; Lynch
et al, 1999; Donnelly-Roberts et al, 2009; He et al, 2003).

Sous-unité des récepteurs P2X

P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X7
Composés CEso (LM)
ATP 0.1-0.7 2-8 1 1-10 0.5-4 2.4mM
2MeSATP 0.1-1 1 0.3 10.100 0.5 200
afmeATP 0.1-1 >100 1-2 >300 10 >300
B,y-meATP 2 >300 >300 >300 10 >300
ATPyS 1 10 10 - 0.5 -
Ap3A 5 -
Ap4dA 0.04 15 1 2-10 0.3 -
Ap5A 1-3 1 0.7 -
Ap6A 1 1.5 5 -
BzATP 0,7-24 6-30 - 3 - 10
CTP - - - 200 - -

Tableau 4. Pharmacologie des récepteurs P2X: Les agonistes adapté de (Coddou et al, 2011)

A l'heure actuelle, aucun agoniste ne cible préférentiellement un sous type, ce qui ne permet pas

de discriminer les différents sous types au sein de I'organisme.
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Des antagonistes des récepteurs P2X (Tableau 5) ont été congus sur la base de modifications sur
I’ATP. Le TNP-ATP (trinitrophényl ATP) et les dérivés di et mono phosphate ont une action
inhibitrice sur les récepteurs P2X1, P2X3, et P2X2/3 avec une affinité de I'ordre du nanomolaire
(Virginio et al, 1998b). D’autre part, I’ATP oxydé agit comme un bloqueur spécifique du récepteur
P2X7 de souris (Michel et al, 2000). L'utilisation de I'IP5 (inositol pentakisphosphate) permetune
inhibition des courants P2X1 et P2X3 (King et al, 1999). L'IP4 (inositol tetrakisphophate) inhibe

préférentiellement le récepteur P2X3 (King et al, 1999).

La suramine, une molécule polysulfonée, est I'une des antagonistes compétitifs des récepteurs
les plus utilisés. Mais contrairement aux deux derniers exemples, la suramine ne cible pas
spécifiguement les récepteurs P2X mais permet aussi I'inhibition de la protéine G, de protéases,
et de la tyrosine phosphatase. En plus de son action d’inhibiteur, la suramine permet la
stimulation des récepteurs de la ryanodine. Son mode d’action sur les récepteurs P2X dépend des
sous type visés. Ainsi selon les modifications apportées aux différents sous types, on observe une
sensibilité variable. Ce qui indique que les régions d’action varient selon différents sous types

(Evans et al, 1995; Wildman et al, 2002; Lewis et al, 1995; Brake et al, 1994).

Des dérives de la suramine (le NFO23, NF449, NF864) présentent une activité antagoniste des
récepteurs P2X. Le NF023 par exemple, inhibe plusieurs P2XR homomériques et hétéromériques
exprimés dans des ovocytes de Xenopus laevis , mais il est plus puissant sur P2X1R (Soto et al,
1999). NF279 n'affecte pas l'activation des récepteurs de l'adénosine et présente une faible
activité inhibitrice sur les P2YR et les ectonucléotidases, et mais il produit un effet antagoniste les
P2XR (Damer et al, 1998) montrant un plus grand effet a P2X1R et P2X7R (Klapperstlick et al,
2000; Donnelly-Roberts et al, 2009)

Le PPADS (Pyridoxal 5-phosphate L'acide 6-azophényl-2 ', 4'-disulfonique) bloque les P2X1Rs,
P2X2Rs, P2X3R et P2X5Rs homomériques, ainsi que les récepteurs P2X2/3, P2X1/5 et P2Y1
hétérométriques, alors qu'il est faible ou inefficace en tant qu'antagoniste chez les récepteurs
P2X4 de rat, de P2X6, de P2X7 et plusieurs récepteurs P2Y. Des études réalisées afin de
déterminer le site d’action a permis d’exposer la région 81 a 183 de récepteurs P2X4 (Garcia-

Guzman et al, 1996), et spécifiguement ’A126 (Michel et al, 2008), comme contributrice a
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I'insensibilité au PPADS. Le PPNDS (l'acide pyridoxalphosphate-6-azophényl-2 ', 5'-disulfonique)
dont la structure est proche du PPADS, permet une inhibition plus importante des réponses des
récepteurs P2X. Son action sur les P2Y est 50 fois moins importante. D’autres dérivés du
pyrridoxol phosphate semble avoir une activité inhibitrice prometteuse (MRS2220, MRS2159 et
MRS2257).

La classe des composés anthraquinoniques est également utilisée pour inhiber P2X. Des
différences existent selon I'isomeére utilisé. Ainsi les effets antagonistes de la RB-2 ont été
observés dans diverses réponses physiologiques médiées par I'ATP, telles que la contraction du
muscle lisse de la vessie urinaire chez le rat (Hashimoto & Kokubun, 1995), les potentiels de
jonction inhibitrice du caecum du rat (Manzini et al, 1986) et 'influx ioniques dans les cellules

actiniques parotides de rat (Soltoff et al, 1990)

Sous-unité des récepteur P2X

P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X7

Classe des
Composés Clso (uM)
composés
TNP-ATP 0.0006 2 0.0009 15 0.6-0.7 >30
OATP - - - - - 100-
300
Dérivée ATP et
nucléotides Ip4l 0.6 Inactif 1 1.7 - -
Ip5lI 0.003 Inactif 3 0.002 - -
Suramine 1-2 10 3 >300 2-3 >300
Suramine et
NF023 0.2 - 8.5 >100 - -
analogues
NF279 0.02 1 2 - - 3-20
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Pyrridoxol

phosphate et

analogues

Dérivés

d’anthraquinones

Analogues du

tréméthoprime

Divers composés

organiques

NF449

NF770

NF776

NF778

PPADS

PPNDS

MRS2220

MRS2159

MRS2257

RB-2

PSB-1011
ou RB4

PSB-10211

RO-4

RO-51

RO-85

RO-
0437626

KN-62

A-317491

0.005 - 3 - - -

- 0.019 - - - -

- 0.097 - - - -

- 0.140 - - - -

1 1-3 1.5 >300 0.2-0.6  10-45
0.015 - - 1-10
10 - - -
0.009 - 0.150 - 5

- - 30 - -

- 05 45 - - -

0.4 0.079 0.5 >10 - 10

- 0.086 - - - -
>100 - 0.013 - - -
>10 - 0.01 - - -
>10 0.032 0.03 >10 >10 >10
3 - - - - -

- - - - - 10
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Paroxétine - - - 2 - -

BBG >5 1.4 >10 3-100 0.5 0.002-
0.7

Tableau 5 Pharmacologie des recepteurs P2X: Antagoniste adapté de (Coddou et al, 2011; Burnstock & Verkhratsky, 2012a)

Contrairement aux agonistes, le développement d’antagonistes a permis I'émergence de
molécules sélectifs pour un seul sous types. Cependant, les agonistes et les antagonistes ne
représentent pas les seules molécules permettant la régulation et la différenciation des
récepteurs P2X. En effet, I'effet de modulateurs allostériques (Tableau 6) permet de contribuer a

caractériser les récepteur P2X.

Une des premieres descriptions de la modulation allostérique fut celle de I'implication de
composés exogenes dans la régulation de 'activité enzymatique (Monod et al, 1965). L'activité
enzymatique dépend non seulement de la disponibilité du substrat mais aussi de I'activité
certaine se fixant sur des sites indépendants. Plus tard, cette définition fut étendue a I'action de
coopération positive dans la liaison de deux molécules I'acétylcholine sur les récepteurs
nicotiniques (Changeux et al, 1968, 1969). Dans le cas des récepteurs ionotropiques P2X, ilexiste

plusieurs types de modulateurs allostériques.

Une des caractéristiques des récepteurs P2X est leurs modulations par des ions métalliques. Mais
surtout les effets obtenus sont différents selon le métal employé et les différentes sous unités
(Tableau 6). Plusieurs acides aminés jouent un réle important dans la modulation allostérique
des ions métalliques. L'ion zinc a des effets différents selon le sous type. Sur les récepteurs P2X1
et P2X7 le Zn®"va inhiber les courants, contrairement aux autres sous types ou il aura tendance a
les potentialiser (Wildman et al, 1999, 2002). Les ions cuivriques n’ont pas d’action sur les
récepteurs P2X1, P2X3, P2X5 mais contribuent a la modulation des autre sous types (Lorca et al,
2005; Acufia-Castillo et al, 2000). D’autres ions métalliques contribuent a la modulation
allostérique des récepteurs, notamment les ions mercuriques et I'ion cadmium (Coddou et al,

2005, 2009).
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L'IVM (ivermectine) est un modulateur allostérique spécifique des récepteurs homomeériques et
hétérométriques P2X4 de mammifére. L'IVM est un membre de la famille des avermectines ; Il
est largement utilisé comme agent antiparasitaire en médecine humaine et vétérinaire.
L'utilisation de I'lVM permet de potentialiser la réponse des récepteurs P2X4. Son site de fixation,
initialement situé dans les parties extracellulaires, se situerait plutot dans la partie

transmembranaire (lkeda, 2003; Priel & Silberberg, 2004; Khakh et al, 1999b).

Les protons extracellulaires permettent une régulation de I'ensemble des récepteurs P2X. Cette
absence de sélectivité n"empéche pas des effets différents selon les sous-types. Le pH acide induit
par les protons va potentialiser le courant sur le récepteur P2X2 alors qu’il va l'inhiber sur les
autres sous types. La fixation des protons est souvent localisée sur des résidus contenant des
acides carboxyliques et des histidines (Clarke et al, 2000; Clyne et al, 2002; Gerevich et al, 2007;
Yan et al, 2005).

D’autres modulateurs allostériques existent, comme le H202, le monoxyde de carbone, les
phosphoinositides, ou des protéines kinases. Ils contribuent tous a la régulation des récepteurs
P2X. L'ensemble de toutes ces molécules permet de caractériser I'ensemble des récepteurs P2X.
De plus, faute de trouver le candidat idéal dans les agonistes ou les antagonistes, les modulateurs
allostériques peuvent étre employés dans des voies thérapeutiques visant spécifiquement les

récepteurs P2X.
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Sous-unité des récepteur P2X

P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X7
Composés CEso
Zinc(uM) 1* 30° 10° 5P 10° 80*
Cuivre (M) - 3P - 10* - 2°
Cadmium (uM)  * 3° * 20 100*
Mercury* (LM) 3° 10* 10*
Protons (pH) 6.3* 7.3° 6* 6.8* -* 6.1*
H202 (mM) - 0.3° - 1* - -
Co * * -
IVM (uM) Pas Pas 3* - Pas

d’effet  d’effet d’effet

Ethanol *

Tableau 6 Pharmacologie des récepteurs P2X : Modulateurs allostériques : Inhibiteur (*), potentiateur (*)

2.2 Propriété moléculaire, fonctionnel et biophysique du pore

2.2.1 Structure des récepteurs P2X

La premiere structure cristallographique fut seulement publiée en 2009 (Kawate et al,

2009). Dans un premier temps dans un état fermé, puis en 2012 (Hattori & Gouaux, 2012) co-

38



cristallisé avec I’ATP dans son site de fixation dans un état ouvert confirmant ainsi les résultats
précédemment obtenus au sein de notre laboratoire (Jiang et al, 2011). Pour obtenir ces cristaux,
la séquence fut néanmoins tronquée au niveau du C-ter et du N-ter, laissant une incertitude
structurale pour cette partie importante du récepteur. Or depuis 2016, une nouvelle structure
cristallographique a permis de retirer une partie du voile concernant les segments intracellulaires
(Mansoor et al, 2016). Une autre structure publiée en 2016 a permis de révéler la topographie
tridimensionnelle du récepteur P2X7 (Karasawa & Kawate, 2016) venant compléter les premiéres
structures cristallisant les récepteurs P2X4 (Figure 5A/C). (Kawate et al, 2009; Hattori & Gouaux,
2012) et P2X3 (Mansoor et al, 2016) (Figure 5B/D).

.4
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Figure 5 Architecture des récepteur P2X. Structure cristallographique du A) P2X4 du poisson zébre (AN27/AC24) C) P2X3 d’humain
(AN5AC33). Vue du haut C) P2X4 et D) P2X3. E) Zoom sur la partie du bouchon cytoplasmique (CAP) F) sous unité homologie avec
un dauphin(Hattori & Gouaux, 2012)
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Chaque sous-unité est donc composée de trois parties : |'ectodomaine, la partie
transmembranaire porté par deux segments TM1 et TM2 et la partie intracellulaire. La forme
générale de chaque sous-unité est comparable a celle d'un dauphin composé d'un corps, d'une

téte, d'une queue, d'une nageoire dorsale et deux nageoires (Figure 5F).

2.2.1.1 La partie extracellulaire '’Ectodomaine

La large boucle extracellulaire compose la plus grande partie de la protéine (280-300 acides
aminés). Elle est longue de 70 A et est composée de résidus hautement conservés, organisés en
une structure rigide en feuillet B et stabilisés par cing liaisons disulfures. L’ectodomaine contient
le site de fixation des différents agonistes et antagonistes mais surtout le site orthostérique qui
se situe a l'interface deux sous unités adjacentes. Au nombre de trois, les sites de fixation de
I'agoniste naturel sont contenus dans une poche. Cette poche est formée par des résidus
fortement conservés dont chaque acide aminé joue un réle dans la stabilisation de I'ATP. Les
résidus lysines 70, 72, 316 et les résidus asparagine 296 et arginine 298 participent a la
stabilisation des trois phosphates contenus dans I’ATP. Les résidus lysine 70, thréonine 189
forment des liaisons hydrogénes avec la base de I'adénine. Et enfin les résidus leucine 191 et
isoleucine 232 coordonnent I'adénine (Figure 6d) (Jiang et al, 2011; Hattori & Gouaux, 2012;
Chataigneau et al, 2013; Habermacher et al, 2016a). En plus du site de fixation de I'ATP,
I’ectodomaine comporte les portes d’entrées des ions extracellulaires. Deux voies potentielles a
travers lesquelles les ions peuvent accéder au pore ont été identifiées : une voie centrale, par
laguelle les ions entrent dans le canal verticalement par l'intermédiaire de trois vestibules
connectés et positionnés le long de I'axe central du récepteur, ou alternativement, une voie
latérale située au-dessus de la zone Gate. Cependant, les études d'accessibilités MTS et les calculs
d'énergie électrostatique libre (Kawate et al, 2011; Samways et al, 2011) suggerent fortement
gue les ions extracellulaires utilisent la voie latérale, entrant dans le canal préférentiellement par

des ouvertures appelées fenestrations, avant de s'écouler par le pore ionique lui-méme.
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Figure 6 Site de fixation de I’ATP. a) et b) Représentation en potentiel électrostatique. c) Les régions formant la poche de fixation
de I’ATP. d) Vue rapproché du site de fixation (Hattori & Gouaux, 2012)

Les fenestrations sont fondamentales dans la voie de perméabilité cationique. Elles sont situées
au niveau de la membrane et au niveau latéral des récepteurs P2X. La partie haute de la protéine
(le corps du dauphin), constituant I'ectodomaine est prolongée par les deux segments

transmembranaires.
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2.2.1.2 Le domaine transmembranaire, zone du Gate

Les domaines transmembranaires mesurent en moyenne 28 A et traversent la membrane
sous un angle d'environ 45° par rapport au plan de la membrane. La partie transmembranaire,
dans I'’ensemble hydrophobe, est constituée de deux domaines transmembranaires organisés en
hélice alpha. La taille de ce domaine est suffisamment long pour traverser la membrane de part
en part. La région du domaine transmembranaire rappelle la forme d’un sablier formé par les 6
hélices alpha de I'ensemble des 3 sous unités. Dans chaque sous unité, TM1 est positionné a la
périphérie de TM2 dont I'association avec les autres hélices forment le pore ionique. Le pore du
récepteur est délimité par la région hydrophobe entre la leucine 340 et I'alanine 347. Le pore est
centré sur le résidu alanine 344 ou le diametre a ce niveau est le plus court. Le domaine
transmembranaire se prolonge dans la partie intracellulaire pour terminer par le domaine
terminal. Des études de SCAM (scanning cysteine accessibility method) ont été produites afin de
permettre la compréhension de la contribution du domaine transmembranaire et spécifiquement
le TM2 (Samways et al, 2014). La découverte de nombreux hit le long de TM2 en découle. Les
cystéines introduites a chaque chaine latérale unique entre la thréonine 336 et la phénylalanine
346 sont accessibles a la modification par des composés réactifs aux thiols. De plus, des études
avec trois agents thiol réactif, MTSEA +, MTSET + et MTSES- ont permis d’exposer le réle
important des résidus Isoleucine 328, asparagine 333 et thréonine 336 thréonine 339, Serine 340,
Glycine 342, et I'acide aspartique 349 sur les récepteurs P2X2. (Rassendren et al, 1997a)
(Samways et al, 2014)

2.2.1.3 La partie cytoplasmique

La partie cytoplasmique ou capuchon cytoplasmique (Figure 5E) (Mansoor et al, 2016)
inclut des éléments de structure secondaire provenant des deux extrémités, comprenant deux
brins B séquentiels de I'extrémité N et un brin B de I'extrémité C. Chacun des trois feuillets B

incorpore un brin B de chacune des trois sous-unités, illustrant comment les sous-unités du
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récepteur se chevauchent et créent un maillages complexe sur le c6té cytoplasmique de la
membrane. Depuis la publication de la structure cristallographique du récepteur P2X3 possédant
la partie transmembranaire entiére et une grande partie de la partie intracellulaire, nous
connaissons I'importance de ce bouchon cytoplasmique. Toute cette partie va donc jouer un réle
dans la stabilisation de I'état ouvert mais aussi dans le passage des ions dans la partie
cytoplasmique. Complétant les données des anciennes structures, cette nouvelle structure
montre que la sortie des ions du pore dans le cytoplasme s’effectue par des fenestrations latérales
de forme triangulaire formé par les hélices TM2 et le bouchon cytoplasmique et des

phospholipides de la membrane.

2.2.1.4 Le processus d’ouverture du canal : Le Gating

Le processus d’ouverture du canal est un mouvement complexe de I'ensemble de la protéine.
L'ATP extracellulaire va se loger a l'interface de deux sous unités adjacentes, dans une poche
communément appeler machoire. Suite a la fixation de I’ATP, la machoire va se refermer suite au
rapprochement de la téte et de la nageoire dorsale. Ceci va initier tout un mouvement dans la
partie du domaine transmembranaire et cytoplasmique. Le mouvement combiné de la nageoire
dorsale et de la nageoire gauche va induire un fléchissement de la partie basse du corps. Cela se

traduit par:

- Une rotation dans le sens inverse des aiguilles d'une montre de TM2 pour ouvrir le
port dans un mouvement analogue a l'iris.

- Un changement de pas hélicoidal pour un virage de TM2 d'une hélice alpha a une
hélice 3 10.

- La formation du bouchon cytoplasmique, qui ancre les surfaces cytoplasmiques des
domaines transmembranaires et fournit des fenestrations cytoplasmiques a travers

lesquelles les ions sortent du pore.
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2.2.2 Sélectivités ioniques

Afin de caractériser et différencier les récepteurs P2X, I'utilisation des différents ligands et de
modulateurs permet en partie d’apporter une partie de la solution. Cependant, un autre
parameétre communément utilisé pour distinguer les sous unités P2X consiste a mesurer la
désactivation et désensibilisation des canaux (Figure 7). Les récepteurs P2X1 et P2X3 subissent
une désensibilisation trés rapide de I'ordre de centaines de millisecondes, avec un temps de
récupération extrémement lente. Les récepteurs P2X2, P2X4 et le P2X2/3 présentent une
désensibilisation plus lente, tandis que le récepteur P2X7 ne présente aucune désensibilisation

(North, 2002).

P2X, P2X5 P2X3 P2X, P2Xg P2X,
U r VJ1 nA
2s
J1 nA

20s
Figure 7 Désensibilisation des différents récepteurs P2X. Application courte (haut) et longue (bas) (North, 2002)

La caractérisation des courants ioniques est obtenue par une technique d’électrophysiologie, le
Patch Clamp. Rappelons que le courant ionique est induit par un mouvement des ions a travers
les membranes selon un gradient électrochimique. Ce gradient électrochimique ioniques favorise,

dans le cas des canaux cations sélectifs, I'afflux de cations provoquant une dépolarisation et une
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élévation de la concentration du Ca”" Cette dépolarisation est suffisante pour déclencher une

propagation du potentiel d’action.

La technique de Patch Clamp fut utilisée la 1° fois par Neher et Sakmann en 1976 (Neher &
Sakmann, 1976) afin de résoudre les courants transitant a travers les canaux, activés par
I'acétylcholine dans des patch de la membrane du muscle squelettique de grenouilles. La
technique consiste a mettre en continuité électrique une micro pipette et les membranes
cellulaires. La technique repose sur l'utilisation de la loi d’'Ohm avec U=R.Il. Il existe plusieurs
configurations du Patch Clamp (Figure 8). Le whole cell ou cellule entiere permet de mesurer
I’ensemble des courants portés par les canaux a la surface d’une cellule. Cette configuration
permet d’avoir un controle sur le milieu extracellulaire et intracellulaire. Le cell attached ou
cellule attachée permet de mesurer les courants de I'ensemble des recepteurs prient sous la
pipette pouvant aller au canal unique. Dans ce cas, aucun contréle du milieu intracellulaire n’est
possible car, contrairement au whole cell, la membrane reste intacte. L’avantage est que cela ne
perturbe pas le cytosquelette. Les configurations Outside-out et Inside-out permettent la mesure
du courant d’un seul canal. lls sont le résultat de I'arrachement d’un fragment de la membrane.
La différence notable de ces deux techniques est la face en contact avec la pipette. L'Outside-out
permet la mesure de l'action de ligand ou modulateur sur des récepteurs dans la partie
extracellulaire. Dans le cas Inside-out, quand le patch est obtenu, I'étude se porte sur la partie

cytoplasmique. Cette technique permet de quantifier les courants ioniques des récepteurs P2X.
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Figure 8 Les différentes configurations du Patch Clamp (Veitinger, 2011)

La technique de Patch permet donc de mesurer I'ensemble du flux ionique transitant a travers la
membrane plasmique et notamment dans les canaux des récepteurs P2X. Ces derniers sont
généralement décrits comme des canaux cationiques non sélectifs. Dans des conditions
physiologiques, les récepteurs P2X sont tous exclusivement perméant au Na*, K* et Ca%*. Certains
récepteurs P2X5 recombinants ne sont plus cations sélectifs car en plus des cations ils présentent
une perméabilité anionique telle qu’au CI'. Différentes études en canal unique ont permis de
caractériser les sélectivités des récepteurs P2X. Les premieres études s’intéressant a la
perméabilité qui permit de mettre en évidence une séquence de perméabilité pour les recepteurs
P2X (Ding & Sachs, 1999). Ainsi, les P2X sont perméants au K* > Rb* > Cs* > Na* > Li*. A cela se
rajoute des tests en présence de cations organiques de tailles variables, qui montrent que les

récepteurs P2X2 sont imperméables aux NMDG®, au Tris, au TMA" et au TEA®. Les cations
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divalents, selon leurs concentrations, bloquent le canal et notamment le Mn*" Mg®" Ca®*, Ba**.

La maniere exacte dont les P2XR a sélectivité cationique prédominent entre les cations et les

anions n'a pas encore été déterminée de maniere adéquate.

Récepteur La perméabilité calcique
P2X1 3.6-3.9
P2X2 2.2-2.9
P2X3 1.2
P2X4 4.2-4.6
P2X5 n.d.
P2X7 35

Tableau 7 Perméabilité calcique

Les récepteurs P2X ont une sélectivité similaire aux cations monovalents, mais arborent des
différences dans la sélectivité aux cations divalents. Les récepteurs P2X1 et P2X4 présentent une
perméabilité calcique supérieure aux autres récepteurs P2X (Tableau 7). Certains acides aminés
ont un role important dans cette perméabilité calcique. Plus précisément, il a été prouvé que la
substitution des résidus polaires Thréonine 336, Thréonine 339 et Sérine 340 avec des résidus
N

hydrophobes d’une taille similaire supprimait presque entierement la sélectivité entre Ca** etNa

(Migita et al, 2001).

Plutét qu'un locus structural spécifique existant pour la sélectivité ionique, les données suggerent
gu'un certain nombre de sites existent : a l'intérieur de la voie de perméation a canal ouvert,
certains a l'intérieur des portails latéraux et d’autres profondément dans le pore
transmembranaire étroit. Ils contribuent a cette propriété essentielle du canal ionique. En effet,
la sélectivité et la conductance des ions semblent étre des propriétés dynamiques des récepteurs

P2X (Khakh & Lester, 1999; Samways et al, 2012).
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Les récepteurs P2X sont donc prédisposés a s’organiser en plusieurs états allostériques. L'état de
repos fermé imperméant aux cations se modifie suite a I'activation des récepteurs par I’ATP. Le
canal s'ouvre et passe dans un état |11 perméant aux petits cations. Selon le sous type et la durée
d’application de I'agoniste, certains canaux se désensibilisent passant d’un récepteur dans un état
I1 a un état désensibilisé. Ces trois états allostériques du récepteur sont communs a I’'ensemble

des récepteurs P2X, a I'exception du sous type P2X7 qui ne présente aucune désensibilisation.

Par ailleurs, des études ont montré que certains sous types présentent une perméabilité aux gros
cations a partir d’un certain temps d’application de I’ATP. Cet état particulier de conductance,

autrement appelé état 12, sera largement détaillé dans la partie suivante.
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3 La dilatation du P2X, un état controversé

3.1 Brefhistorique

Afin de bien comprendre la notion de dilatation, il est nécessaire de comprendre d’ou vient ce
terme et quelles ont été les différentes étapes sous-jacentes a la découverte de cet état de
conductance particulier. Cette découverte fut obtenue en plusieurs étapes. La 1% premiere étape
fut I'observation par Cockcroft et Comperts en 1979 de la perméabilisation membranaire des
mastocytes (Cockcroft & Gomperts, 1979). Il a en effet été démontré que la perméabilisation est
induite par la mise en présence d’ATP, permettant |'évacuation de produits phosphorylés issus du
métabolisme intermédiaire. Associé a l'activation des récepteurs P2, la perméabilisation
membranaire fut par la suite étudiée par des mesures d’incorporation et de fluorescence par le
biais de colorants de tailles moléculaires importantes de plusieurs centaines de dalton. L'ATP a

consécutivement causé I'incorporation :

- D’un colorant cationique (bromure d’éthidium) par les mastocytes (Gomperts, 1983).
- De colorants anioniques tels que le jaune Lucifer et le 6-carboxyfluoreceine par les

mastocytes (Bennett et al, 1981) et les macrophages (Steinberg et al, 1987).

Tres rapidement cette perméabilisation fut liée au récepteur P2Z, terme employé pour la
premiere fois en 1990 (Soltoff et al, 1990). Le récepteur P2Z a permis de mettre en relation la
forte sensibilité a I’ATP, la perméabilisation membranaire et la mort cellulaire observée durant
les différentes expériences. Afin de décrire spécifiquement le passage des grosses molécules, le

terme de Z Pore fut employé.

Durant de nombreuses années le récepteur P2Z fut considéré distinctement des récepteurs P2X
et P2Y, sensibles a I’ATP. Ces caractéristiques de perméabilisation ont en outre focalisé I'attention
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sur le récepteur P2Z, et c’est seulement en 1996 que le récepteur P2Z (identifié comme P2X7)
(Surprenant et al, 1996) a été cloné. En effet le récepteur P2X7 montrait des caractéristiques
similaires au récepteur P2Z et notamment le changement de perméabilité en fonction du temps.
Apres une longue application d’ATP, les récepteurs P2X7 deviennent perméant a un c. Ce fut la
1% preuve que le canal de I'un des récepteurs P2X devenait perméant a un colorant cationique

(le YO-PRO-1), par un changement de sélectivité.

ere

Cependant la 1" occurrence du mot dilatation pour décrire ce phénomene survient en 1999, avec
la publication de deux articles majeurs (Virginio et al, 1999b; Khakh et al, 1999a). Ainsi la dilatation
décrit le phénoméne du passage de cations organiques de grosses tailles dans le pore des
récepteurs P2X2 et P2X4. Ces cations de grosses tailles, et le NMDG" particuliérement, possédent
tous une taille supérieure au diametre du pore suite a leurs activation par I’ATP. La dilatation
exprimait la notion d’expansion du pore par mécanisme progressif sous I'application prolongé
d’ATP. Mais surtout un changement de sélectivité du canal, passant d’'une perméation sélective
au petit cation (état du canal nommé I11) a un canal non sélectif aux molécules pouvant mesurer
plusieurs centaines de dalton (état du canal nommé 12). Par la suite, de nombreux articles furent
publiés, confirmant I’existence de cet état de conductance particulier du canal. La multiplication
des conditions expérimentales ainsi que la variété des espéces et systemes d’expression a permis
d’ancrer la dilatation des pores P2X dans les thémes de recherches des 20 derniéres années. De
plus, 'augmentation du nombre de publications a permis par la méme occasion I'émergence d’un
débat sur le mécanisme de dilatation. Et notamment sur deux mécanismes distincts ; le premier
appelé le « gating model » correspond a une expansion intrinséque du pore permettant le passage

des gros cations par le récepteur et le second, nommé « pannexin model », qui coincide avec le

recrutement d’un autre canal que les molécules de grandes tailles traversent.
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3.2 Le mécanisme de dilatation

Comme nous I'avons vu la découverte de la dilatation des pores des récepteurs P2X, coincide avec
la découverte des différentes sous-unités. Dans ce chapitre je vais discuter du phénomeéne de
dilation dans son ensemble. Je commencerais par décrire les techniques employées pour la
caractérisation de la dilatation, afin de nous familiariser avec certaines notions techniques. Puis
nous allons voir les aspects cellulaires, et pharmacologiques de la dilatation en montrant la
diversité des résultats pour introduire le débat sur mécanisme sous-jacent. Je finirai par décrire

les aspects moléculaires.

3.2.1 Caractérisation de la dilatation deux techniques de choix

La découverte et la compréhension de la dilatation fait intervenir plusieurs techniques. La

caractérisation du passage des grosses molécules fut tout d’abord caractérisée par fluorescence.

La fluorescence est une émission lumineuse provoquée par une étape d’excitation pouvant étre
effectuée de diverses manieres. Une des manieres est d’utiliser une source lumineuse. Les
photons qui en sont issus apportent I'énergie permettant aux molécules fluorescentes de se
trouver dans un état électroniquement excité (aprés absorption de I'énergie d’'un photon). Cet
état se trouve souvent étre un état singulet gu’on note SO*. Le retour a un état fondamental
s’effectue par émission d’'un photon qui peut étre enregistré a certaines longueurs d’ondes

(émission) (Lakowicz, 2013).
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Figure 9 Fluorescence : Diagramme simplifié de Jablonski illustrant les transitions des états énergétiques

Les molécules fluorescentes utilisées, sont souvent des intercalants d’ADN qui émettent a des
longueurs d’ondes spécifiques (Figure 10C). Dans le cas du YOPRO-1 (Figure 10D), la molécule est
utilisée a la base comme marqueurs d’apoptose cellulaire. Cependant, dans le cas de la
caractérisation de la dilatation, le YOPRO-1 est utilisé comme marqueurs de perméabilité
membranaires de grosses molécules. Les cellules exprimant les récepteurs étudiés ne permettent
pas le passage du YOPRO a travers la membrane sans activation. Suite a l'activation des
récepteurs P2X par I’ATP extracellulaire, le récepteur se dilate et le YOPRO-1 passe le pore du
canal en s’intercalant entre deux bases azotées empilées au coeur de la double hélice d’ADN.
Suite a une excitation a 491nm, la fluorescence du YOPRO-1 est mesure a 509nm. Les avantages
de cette technique sont les conditions non invasives de la mesure (la structure des cellules n’est
pas modifiée) et I'utilisation de conditions se rapprochant des conditions physiologiques. Par
contre, un des désavantages de cette technique est I'observation indirecte de la dilatation. En
effet, la molécule a besoin de s’intercaler dans 'ADN pour qu’on puisse observer la
fluorescence. D’autre molécules ont été utilisées en dehors du YOPRO-1 comme le jaune Lucifer,

le bromure d’éthidium, le 6-carboxyfluorecein (6-FAM) ou I'iodure de propidium.

Une autre méthode est utilisée pour caractériser la dilatation et la mesure de la variation de

perméabilité grace a l'utilisation de I'électrophysiologie Patch Clamp (Figure 8).

Avant de pourvoir caractériser le changement de sélectivité, le potentiel d’inversion

mesuré nous renseigne sur la perméabilité relative d’un ion par rapport un autre (figure 10A).

Le potentiel d’inversion noté Ein ou Erey est la valeur du potentiel de membrane auquel il n'y a
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pas de flux net (global) d’'un ion particulier d’'un compartiment cellulaire vers a l'autre.
Concretement, a la valeur du potentiel d’inversion d’un courant porté par un ion, le gradient
électrochimique de I'ion est nul. Dans le cas d’une solution bi ionique, les changements observés
du Erev doivent refléter soit un changement dans la sélectivité ionique des canaux du récepteur,
soit un changement des concentrations d'ions sur les deux cotés de la membrane. Cette nouvelle
valeur du potentiel correspond a la somme des tous les flux d’ions perméants. La valeur du
potentiel d’inversion dépend donc des ions perméants de part et d’autre de la membrane, mais
aussi du facteur correspondant a leur capacité relative a franchir le canal. Ce facteur, dans le cas
de deux ions perméants X et Y contenu dans deux milieux compartimentés, correspond a un
rapport de perméabilité Py/P,. La valeur de ce facteur indique directement la perméabilité de I'ion

X par rapport a l'ion Y.
Ce facteur est :

- Egala1quandles deuxions perméants passent le canal de laméme maniére ou quand
les deux ions sont identiques de part et d’autre de la membrane.

- Inférieur a 1 pour tout ion X moins perméant que Y.

- Egal a 0 quand l'ion X est complétement imperméant.

- Supérieur a 1 pour tout ion X est plus perméant que Y.

Ayant déterminé expérimentalement la valeur du potentiel d’inversion, il est possible de
déterminé le rapport de perméabilité deux ions grace a I'’équation de GOLDMAN HODGKIN KATZ,

formule dans le cas deux ions. (Joffre, 2001)

RT  (Pg[Bt]e + P4[A*]i)
Erev =—1Ln -
zF Pg[B*]i + Py[ATt]e

RT  (Pg[Bt]e + P4[A*]i)
Erev =—1Ln -
zF Pg[B*]i + Py[ATt]e

Equation 1 GOLMAN HODGKIN KATZ
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Dans le cas des récepteurs P2X, le potentiel d’inversion est mesuré en présence NMDG" (Figure
10B) extracellulaire. Initialement le NMDG" est utilisé pour des tests de perméabilité car il était
connu comme imperméant au canal sodique. Mais en substituant le Na+ extracellulaire par du
NMDG" sur des cellules surexprimant certains récepteurs P2X, il fut mis en évidence que le
potentiel d’inversion se déplace (shift) vers des valeurs plus positives. Or, comme nous I’avons
vu, le Erev est directement relié a la perméabilité relative des ions considérés. Dans le cas du

récepteur P2X7 ce changement de Ey correspondait a une augmentation de perméabilité des

NMDG" dans le canal ionique.
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Figure 10 Différentes techniques de caractérisation de la dilatation. A) Enregistrement en Patch clamp ; Suite a I'application
prolongé de I’ATP, le potentiel d’inversion change vers des valeurs plus positives indiquant une augmentation de la perméabilité
au NMDG" des récepteurs P2X2 B) Structure du NMDG. C) Mesure d’incorporation du YO-PRO-1. D) Structure du YO-PRO-1
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3.2.2 Aspect cellulaire de la dilatation

Le phénomeéne de dilatation est un mécanisme dont la variabilité d’observation apporte
guelques incertitudes dans le traitement et I'interprétation des données recueillies. La dilatation
n’a pas été observée a chaque fois qu’elle a été étudiée. Beaucoup de variables rentrent en
compte. Les sous unités, les systemes d’expression et les espéces étudiés montrent que la
dilatation n’est pas un mécanisme universel. Le changement de sélectivité des pores ioniques est
observé chez les récepteur homotrimériques P2X2, P2X4, P2X5, P2X7 (Virginio et al, 1999b; Khakh
et al, 1999a; Rassendren et al, 1997b; Bo et al, 2003); et chez les récepteurs héterotrimérique
P2X2/3 et P2X2/5 (Khakh et al, 1999a; Virginio et al, 1998a; Compan et al, 2012). Les récepteurs
P2X1 et P2X3 ont également été étudiés (Fisher et al, 2004; Khakh et al, 1999a; Virginio et al,
1998a), néanmoins la désensibilisation observée chez ces récepteurs ne permet pas d’étudier la
variation de la perméabilité au NMDG" au cours du temps. Cependant, des courants portés par le
NMDG" sont enregistrés chez le récepteur P2X1, sans pouvoir quantifier le mécanisme dynamique
de dilatation.(Evans et al, 1996). Une différence de la dilatation dans les différentes sous unités
est 'observation d’un courant biphasique lors des enregistrements en électrophysiologie Patch
Clamp. Seules les sous unités P2X7, P2X4, et P2X2/5 présentent ce courant biphasique (Virginio
et al, 1999a; Toulme et al, 2010; Browne et al, 2013; Compan et al, 2012)

De maniére tres claire, en plus d’'une distinction entre les différentes sous-unités, la dilatation est
marquée par des différences entre plusieurs especes d’'un méme sous- type. En effet, chez le
récepteur P2X7, les trois espéces étudiées (rat, humain et souris) ne présentent pas la méme
dilatation (Hibell et al, 2000). Ainsi un classement sur I'importance de la dilatation montre que
I'orthologue P2X7 du rat présente une dilation plus conséquente que celui de I’humain, qui lui-
méme se dilate plus que celui de la souris. Bien sir, le systéme d’expression employé a pu au
départ induire en erreur I'observateur. Les différents orthologues ayant été étudiés a chaque fois
dans différents systemes d’expression. Cependant, une étude conduite sur la dilatation sur les
différentes espéces montre que dans les mémes conditions expérimentales, les différences

observées entre les différents orthologues est confirmé (rat » humain > souris). Une piste pour
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expliquer cette différence, est la présence d’'une mutation (le proline 451 leucine chez la souris)

(voir partie 3.3).

Le récepteur P2X2, majoritairement étudié sur I'orthologue de rat, est marqué par la présence
d’une différence majeure entre le rat et la souris. En effet, étudié dans les mémes conditions, sur
I'orthologue de souris le recepteurs ne présente aucune dilatation contrairement au récepteur
P2X2 de rat. Des tests effectués en biologie moléculaire a montré que I'absence de dilatation chez
la souris n’est pas influencée pas les conditions expérimentales mais correspondait a des

différences au niveau de la structure moléculaire (Eickhorst et al, 2002).

Le récepteur P2X4 présente une dilatation dans tous les orthologues étudiés. Cependant le
récepteur P2X4 exprimé dans les cellules C8B4 de microglie (Toulme et al, 2010) présente aucune

incorporation de YOPRO-1-1.

Le récepteur P2X5 présente une dilatation chez 'humain (Bo et al, 2003) et chez le crapaud .
Cependant la cinétique d’établissement de la dilatation est instantanée chez |’"humain
contrairement a l'orthologue du crapaud. Sur le P2X7, P2X2, P2X4 et P2X5 de crapaud,
I'établissement de I’état perméant au NMDG" est dépendant du temps. La différence entre les
deux especes du P2X5 peut étre due au systeme d’expression utilisé. L'orthologue humain
HP2X5 est exprimé dans les cellules HEK293 tandis que celui du crapaud fP2X5 |'est dans des

ovocytes de grenouilles (Tableau 8)

La diversité des systemes d’expression utilisés pour I'étude de la dilatation ne montre aucune
différence notable. La dilatation est observée par exemple, dans le cas du récepteur P2X7, a la
fois dans un systéme Natif comme J774 (lignée cellulaire de souris) ou de macrophage et des
systémes tels que HEK293. Ces observations montrent que la dilatation ici n’est pas tributaire

d’un systéme expression précis (Tableau 8).
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Récepteurs

P2X2

P2X4

P2X5

P2X7

Systeme d’expression
HEK 293 (rat, souris),

ovocyte(rat), neurone(rat)

Références

(Eickhorst et al, 2002; Virginio et al, 1999b;
Khakh et al, 1999a)

HEK 293 (rat, souris), ovocyte
(rat)
C8B4 (rat), neurone (rat)

microglie (souris)

(Toulme et al, 2010; Khakh et al, 1999a;
Zemkova et al, 2015; Shinozaki et al, 2009;
Bernier et al, 2012)

HEK 293 (humain), ovocyte

(crapaud)

(Bo et al, 2003; Jensik et al, 2001)

HEK 293(rat, humain,
souris), cellules microgliales
NTWS8 (sourit), THP-
1(humain), neurone de
I’hippocampe (rat), GTI (rat),
macrophages (souris), 1774
(souris), RAW264.7 (souris),
ovocytes (rat, souris), ovaire

d’Hamster chinois

(Chessell et al, 1998; Gu et al, 2009; Virginio
etal, 1997; Hibell et al, 2000; Yan et al, 2008,
2010; Khadra et al, 2013; Browne et al, 2013;
Petrou et al, 1997; Coutinho-Silva &
Persechini, 1997; Faria et al, 2005; Alves et
al, 2014; Pelegrin & Surprenant, 2006;

Cankurtaran-Sayar et al, 2009)

Tableau 8 Récapitulatif des espéces employées durant la caractérisation des récepteurs P2X

En plus des divers aspects cellulaires pouvant contréler la dilatation, la densité des

récepteurs exprimés a la surface des cellules peuvent aussi jouer un réle important (Fujiwara &

Kubo, 2004, Li et al, 2015; Sun et al, 2013). Ainsi, un fort niveau d’expression éléve le potentiel

d’inversion de maniére plus importante qu’avec un systeme de niveau faible (Figure 11). Le niveau

d’expression joue aussi un réle sur la dépendance de la dilatation au temps. En effet, les canaux

des récepteurs P2X2 montrent habituellement une faible perméabilité 3 NMDG" immédiatement

apres l'application de I'ATP, méme lorsque le niveau d'expression est élevé. La perméabilité au

NMDG" a ainsi été nettement augmentée dans le temps lorsque le niveau d'expression était élevé.

57



Low expression High expression
154
10- Z
—- >R 5
< R
8 g °
-104~
-0.8-‘ L i T T 1 -15 1 ' T T 1
-90 -70 -50 -30 -90 =70 -50 -30
voltage (mV) voltage (mV)
B C
-504  High expression
— —{—0
> -55-
E
g -60- a.eza
5 -
§_ -65 - §
— =
B -70- a.
o
>
2 .75+ 'A“ e
Low expression
-80 R T v T v T T 1 I 1
0 10 20 30 (s) 0 10 20 30 40 5

Na' inward current (pA)

Figure 11 Influence du niveau d’expression sur la dilatation. Mesure des potentiels d’inversion a) Faible expression aucune

dilatation B) Forte expression, augmentation de perméabilité C) Comparaison des potentiels d’inversions selon le niveau
d’expression

D’autres études portant sur le P2X7 établissent un lien direct entre certaines mutations
provoquant une sous expression du récepteur P2X7 et I'incorporation de YOPRO-1 et d’autres
colorants (Sun et al, 2013). Notamment, les mutations Y336T et Y343L induisant une diminution
de I'expression de surface par rapport au P2X7 de type sauvage. Des expériences portant sur ces
mémes mutations soumises a des tests d’incorporation de colorant montrent une diminution de

I'incorporation aux colorants.

Des études portant sur  l'utilisation de LPS  (proinflammatory  bacterial

lipopolysaccharides)(Bernier et al, 2012) confirment que la densité des canaux exprimés joue une
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role sur la dilatation. En effet, le LPS est connu pour augmenter |'expression de surface des
récepteurs P2X4. Des cellules traitées avec le LPS présentent une plus grande incorporation de

YOPRO-1 et de ce faite une plus grande dilatation des pores.

3.2.3 Modulation allostérique de la dilatation

Comme nous I'avons vu, la dilatation est modulée par plusieurs facteurs. Des expériences

sur l'influence des cations divalents sur la dilatation, ont montré, au méme titre que le
phénoméne de gating, une inhibition des courants portés par le NMDG" et I'incorporation de

YOPRO-1. Les ions Ca”**, Mg*, Zn*, Cu®" et protons inhibent I'incorporation de YOPRO-1 de
maniéres concentration dépendante dans le cas du récepteur P2X7 (Virginio et al, 1997). Ces
résultats se confirment sur le récepteur P2X4 ou le Ca’* et le Mg2+ inhibent tres fortement
I'incorporation de YOPRO-1 et de fluorescence rouge (Shinozaki et al, 2009; Bernier et al, 2012).
C’est pourquoi les expériences en présence de NMDG+ sont souvent effectués en présence de
concentration faible voir nul de cations divalents. Cette inhibition pouvant prévenir d’un effet
bloquant du canal ou du changement d’affinité de I’ATP. Selon la concentration des cations
divalents, I’ATP change de forme et n’a plus la méme affinité avec les récepteurs étudiés. L’ affinité
de I’ATP joue un role tres important, car selon le nombre de sites occupés par I’ATP, la dilatation
ne présente plus les mémes caractéristiques. L'ATP joue donc un rdle sur la modulation de la
dilatation. En effet la dilatation n’a besoin que 2 ou 3 sites soient occupés pour présenter une

dilatation.

Le Na" extracellulaire joue aussi un réle trés prépondérant dans le phénoméne de dilatation. Sur
les récepteurs P2X7, la présence de sodium en grande quantité peut inhiber la dilatation.
Plusieurs suppositions pour expliquer ce réle ont été mises en avant. La présence d’'un site
orthostérique du sodium sur le récepteur, changeant les caractéristiques du récepteur pendant
la fixation du BzATP (Jiang et al, 2005), en est une. Afin d’obtenir une dilatation, le Na* doit alors

se détacher de son site pour permettre au récepteur d’évoluer d’un état cation sélectif vers un
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état perméant au gros cation. Des conditions hyposodiques sont donc nécessaires pour ce

processus (Figure 12).

ATP ATF
out Na

closed

open2 | <« -
NMDG

ATP

Figure 12 Diagramme schématique illustrant la dépendance du récepteur P2X7 au sodium. Haut, solution de sodium extracellulaire.
Gauche, état de repos, canal fermé ; Pas de liaison ATP liée au sodium. Droit, canal ouvert, perméable aux petits cations ; Lié a
I'ATP, lié au sodium. Bas, extracellulaire NMDG®. Droite, canal ouvert, perméable au NMDG" ; ATP lié, sans liaisons sodium. Gauche,
canal ouvert, perméable au NMDG"; Aucun ATP lié, aucun sodium lié.(Jiang et al, 2005)

Outre linfluence des cations extracellulaires, des molécules inhibitrices peuvent sélectivement
inhiber I'état dilaté. La calmidazolium représente bien cette caractéristique, car cette molécule
inhibe I'incorporation sans avoir d’effet sur la perméation cationique. La colchicine a aussi une
influence sur la dilatation en inhibant I'incorporation des colorants sur les recepteurs P2X2 et

P2X7 (Marques-da-Silva et al, 2011)

Comme nous I'avons vu sur le récepteur P2X4 de rat, I'ivermectine potentialise la réponse. Des
études montrent que I'ivermectine par la méme occasion augmente l'incorporation du YOPRO-1

(Zemkova et al, 2015 ; Bernier et al, 2012).

Les molécules telles que des PIPs (phosphoinositides) peuvent avoir une influence positive sur la

dilatation. En effet, I'utilisation du Wortmannin, un inhibiteur ciblant des enzymes contrélant la
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synthése de PIPs peut diminuer voire inhiber complétement la dilatation. Les enzymes PI3K et
Pl4k (phosphoinositide 3-kinase et phosphoinositide 4-kinase) permettent la synthese de PIPs.
Cette inhibition montre le lien entre la dilatation sur les récepteurs P2X4 et les PIPs. Une influence
négative sur l'incorporation de YOPRO-1 est aussi visible en présence de BX430, un inhibiteur
connu des récepteurs P2X4 dont le mécanisme exact est encore a I'étude. Pendant une utilisation
avec de l'ivermectine I'effet est d’autant plus important (Ase et al, 2015). D’autres molécules
comme PEG (Polyéthyléne glycol)(a partir d’une certaines tailles) peuvent inhiber la dilatation
, hotamment en bloguant le passage de gros cations ou l'incorporation de YOPRO-1(Virginio et

al, 1999a).

3.2.4 Ladilatation un mécanisme controversé

La variabilité des résultats (cinétique, sous unité, espéce) observé pendant les études de la
dilatation récepteurs P2X a soulevé des interrogations. Et spécifiquement sur la voie de passage
des grosses molécules (dont des colorants) Le passage de ces molécules est-t-il vraiment d( a la
dilatation intrinséque du pore ? Ou est-t-il, le fait, d’'une protéine en lien directe avec I'activation

des récepteurs P2X ?

La premiere hypotheése suggérée fut que I'état moins sélectif du canal du récepteur P2Z/P2X7
(Virginio et al, 1997), était d0 a une augmentation de I'oligomérisation des canaux existants, de
sorte que le diamétre du pore augmenterait a mesure que |'oligomérisation se poursuivait. A
cette époque aucune structure cristallographique n’était publiée. Suite a I'article de Lewis en
1995(Lewis et al, 1995) , il a été défini que le récepteur pouvait étre formé par plusieurs sous-
unités et que ce nombre pouvait varier. Cette hypothése, fut trés rapidement rejetée car la
cinétique du changement de sélectivité sur le récepteur P2X7 est trop rapide pour correspondre

a une augmentation des sous-unités composant le récepteur.
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Suite aux différentes observations sur la dilatation des récepteurs P2X7, I’hypothese portant sur
le recrutement d’une autre protéine permettant la dilatation émergea. Et de ce fait, les petits
cations et celui des grosses molécules (colorants) emprunteraient respectivement deux voies
différentes. Plusieurs arguments permettent de confirmer cela. Notamment ['utilisation de
calmidazolium qui permet I'inhibition du canal ionique du récepteurs P2X7 a plus de 95% sans
pour autant avoir d’influence sur I'incorporation de YOPRO-1 (Virginio et al, 1997). De méme, le
passage de colorant anioniques tels que le jaune Lucifer (voir 3.1), n’ont pour I'instant aucune
explication. De plus, des tests utilisant des mutations ou des délétions dans le domaine C-terminal
a permis l'inhibition de la dilatation des pores P2X7 mesuré par les courants portés par le passage
du NMDG". Cependant, ces mémes mutations n’induisent aucune inhibition de I'incorporation
du YOPRO-1. Au contraire, une augmentation de l'incorporation fut observée par rapport au
récepteur P2X7 sauvage (Jiang et al, 2005). Ces observations dissocient la variation de
perméabilité du NMDG" et I'incorporation de colorant tel que le YOPRO-1. De plus, I'absorption
de colorant (et I'augmentation de la perméabilité du NMDG+) n'est pas universellement observée
dans les cellules ou I'activation des récepteurs P2X7 provoquent un courant de cations interne
typique (Petrou et al, 1997) et peut étre dépendante de la densité d'expression (Fujiwara & Kubo,
2004) (Pelegrin & Surprenant, 2006; Locovei et al, 2007). De surcroit, il existe des divergences
entre les résultats caractérisés par I'incorporation de YO-PRO-1 et la dilatation caractérisés par
les courants portés par NMDG" quand ils sont comparés directement (Jiang et al, 2005). Enfin la
mesure de la perméabilité relative par substitution compléte des ions extracellulaires (par
exemple, avec du NMDG") est couramment utilisée pour la caractérisation biophysiques des
canaux. Mais cela peut entrainer des complications lorsque I'élimination des petits cations
habituels (sodium, calcium, magnésium) a des effets sur les récepteurs. Le réle critique du sodium
extracellulaire est clairement observé lorsque le récepteur P2X7 est activé par agoniste dansune
solution sans sodium: le canal ne se ferme pas lorsque I'agoniste est enlevé, jusqu'a ce que le
sodium extracellulaire (ou cations divalents) soit également restauré (Jiang et al, 2005; Compan
et al, 2012). Contrairement a de telles études, les mesures de I'absorption du colorant sont
typiquement réalisées avec des concentrations micromolaires ajoutées a une solution

extracellulaire physiologique.
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Les récepteurs P2X7 sont connus pour se coupler a plusieurs autres molécules effectrices
intracellulaires (North, 2002), dont certaines ont été impliquées dans |'absorption du YOPRO-1
(Donnelly-Roberts et al, 2004). Des candidats potentiels a la voie d'absorption des colorants ont
été proposés (Schilling et al, 1999). Il s'agit notamment de la protéine membranaire pannexin-1,
avec laquelle le récepteur P2X7 est souvent associé (Pelegrin & Surprenant, 2006; Locovei et al,

2007).

Les pannexines ont été initialement identifiées en 2003/2004 par une faible homologie de
séquence avec les canaux de gap jonction d'invertébrés, les innexines (Baranova et al, 2004).
Comme les innexines et les connexines, des canaux gap jonctions de mammiféres et les trois
membres de la famille pannexin (panx1,2,3) partagent une topologie membranaire similaire
constituée de quatre domaines transmembranaires, de courts segments extracellulaires et des
terminaisons C et N intracellulaires (Figure 13). Ayant aucune homologie de séquence avec les
connexines, les pannexines font parties cependant de la méme famille moléculaire que les
innexines et les connexines (Yen & Saier, 2007). Les pannexines sont exprimées dans les cellules
immunitaires, endothéliales, épithéliales et de I'épiderme (Yen & Saier, 2007; Bruzzone et al,

2003).
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Panxi Panx2 Panx3

Figure 13 Structure des pannexin un hémicanal (Penuela et al, 2013)

L'utilisation d’'un ARN interférant faible (ANSI) dirigé contre panxl, d’un peptide inhibiteur
mimétique panx1 (peptide 10panx1) ou de CBX inhibent tous I'absorption de colorant médiée par
P2X7 mais pas les courants membranaires ou le flux de calcium dans les cellules HEK 293 dans les

macrophages humains surexprimant la Panx1 et le récepteur P2X7.

Cependant de récentes études remettent en cause, I'importance de la PANX-1 pour la voie de
passages du YOPRO-1 dans les macrophages murins. Des analyses de transcriptases inverses (RT-
PCR) ont montré que la pannexine n’est pas exprimé dans les macrophages. Une incorporation
de YOPRO-1 est pourtant observée. Montrant ainsi que I'influence de la pannexine n’est pas une
condition Sine qua non a I'incorporation de colorant pour les récepteur P2X7 (Alberto et al, 2013).
Des études utilisant des ovocytes n’exprimant pas nativement la pannexine comme systéme
d’expression des P2X7 montrent aussi une dilatation, sans aucune perturbation de I'incorporation
des colorants (Khakh et al, 1999a; Smart et al, 2003; Paukert et al, 2002). De plus, |'utilisation de

CBX n’induit pas complétement une inhibition de I'incorporation du YOPRO-1, mais un délai dans
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I’'observation de la fluorescence. Ceci traduit, dans certains cas, que le mécanisme de dilatation
n’est pas nécessairement d au recrutement d’une autre protéine. Donc dans le cas de I'étude de
la dilatation sur les récepteurs P2X7, les deux hypotheses sont simplement complémentaires.
Ainsi le pore du récepteur P2X7 peut se dilater et laisser les grosses molécules passer mais il peut

aussi recruter une protéine dans la quelles les grosses molécules traverseraient la membrane.

L’étude du phénomene de dilatation sur les sous type 2 et 4 marque une différence importante
avec le récepteur P2X7, car aucune contribution d’'une autre protéine et spécifiquement la
pannexine n’a été prouvée (Chaumont & Khakh, 2008; Bernier et al, 2012). Dans le cas d’une
utilisation d’inhibiteur de pannexin aucun effet sur I'incorporation de YOPRO-1 et les courants
ioniques n’a été observé. De plus de nombreuses études tendent a prouver que la dilatation du
pore est un mécanisme d’expansion du pore. Des techniques optiques montrent des

mouvements des hélices simultanément au passage de grosses molécules.

Par exemple, deux phases de changements conformationnels sont observées en AFM (Atomic-
Force Microscopy) sur le P2X4, 'une correspondant au passage de petits cations et l'autre a la
dilatation, sans aucune contribution de la pannexin (Shinozaki et al, 2009). Mais surtout cette
technique permet une visualisation directe de I'expansion du pore directement lié a
I'incorporation du ETBr. De plus, des observations en FRET utilisant le tag CXXXC fixé sur le N et
C terminal montrent que des changements confromationels des terminaisons N et C sont
nécessaires pour que les canaux P2X2 puissent entrer dans un état 12 (Chaumont & Khakh, 2008).
L’analyse de courants trés faibles portés par le NMDG", enregistrés en configuration canal unique
sur le P2X2 et P2X7 (Ding & Sachs, 1999; Riedel et al, 2007), ont démontré le role inhérent des
pores des récepteurs P2X. Cependant, les caractéristiques dynamiques de la dilatation n’ont pas

été observées sur ces tests

En plus de ces observations directes, d’autres arguments abondent dans le sens d’une dilatation
intrinseque. Les mesures du passage de MTSEA-biotine ou de MTS-rhodamine dans le récepteur
P2X7 dans le lequel des acides aminés préalablement choisi ont été substitués par des cystéines
ont provoqué un blocage de courant induit par I’ATP. Ces molécules de tailles voisines au YOPRO-

1 se lient covalemment avec des cystéines. lls ont été montré que les passait a travers le pore
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(Browne et al, 2013). Ces résultats viennent confirmer des résultats semblables obtenus sur le
récepteur P2X2 avec le MTSET, MTS-TPAE et le Texas Red-MTSEA (Li et al, 2010). Aux vues de ces
différents arguments, I’"hypothése expliquant le mécanisme de perméation de grosses molécules
dépendrait des conditions et des sous types étudiés. Concernant le récepteur P2X7, les deux
hypothéses semblent complémentaires (Pelegrin & Surprenant, 2006; Browne et al, 2013). Pour
ce qui est des sous types P2X2 et P2X4, I'expansion du pore est I'explication la plus
probable(Chaumont & Khakh, 2008; Shinozaki et al, 2009).

Panx-1 model Gating model
P2X  Panx-1

Q
S
w
o) I
G) | ,“‘ y
o i
ie] ' n
O ms ms
) ?ATP ATP
o Na Na
S Y
7 [
- e
S /
Q.
@) S . S ;
) organic .| organic
% Na cations Na" ¥ cations
ﬁ A [ ‘\‘-‘
o |
c | B
5 N
QL
O

Figure 14 Illustration de la différence entre les deux modeles (Chaumont & Khakh, 2008)

3.2.5 Approche de biologie moléculaire pour la compréhension de la dilatation

L'approche moléculaire de la dilatation a permis de cerner toute une cohorte de positions
impliquées dans la régulation de la formation des pores dilatés. Des mutations dans la structure
du récepteur perturbent directement I'établissement de I'état 12 (Tableau 9). Ceci confirme de
fait I'implication direct du pore dans le passage des grosses molécules. Ces mutations peuvent
soit potentialiser la dilatation ou soit complétement lI'inhiber. Par exemple, la mutation G342A
inhibe I'incorporation de YOPRO-1 dans le récepteur P2X2(Khakh & Egan, 2005) ainsi que dans le

récepteur P2X4 muté de maniére équivalente par une tyrosine(Khakh et al, 1999a). A I'inverse,
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le mutant N333A potentialise lui la dilatation sur le P2X2. Plusieurs parties de la structure des

récepteurs P2X étudiés montrent clairement I'implication de segments transmembranaires. Des

constructions chimériques basé sur le P2X2 du rat et sur celui de la souris permet au sous type de

souris d’exposer une augmentation de I'incorporation de YOPRO-1. Mettant en lumiére le role

important des segments transmembranaires TM1 et TM2. Le role spécifique du segment TM2 est

directement prouvé lors de la substitution de certains acides aminés formant le pore. Les

mutations ciblant les acides aminés dans la lumiére du canal sont prédominantes dans la

modulation de la dilatation. Cette modulation est soit di un mécanisme favorisant certain

mouvement des hélices soit a I'encombrement stériques des résidus employé (Yan et al, 2008).

Influence sur

Informations

Récepteurs  Especes _ . Mutation ) _ Référence
la dilatation complémentaires
R374K, L406P, A413T, P426S, Ces mutants permettent au  (Eickhorst et al,
S429P, S4321, D444G P2X2 de souris de dilaté et 2002)
Souris Potentialisation
montre la contribution du C
ters dans dilatation
N333 (A, G,N,D, E K, S, Q); Incorporation du YOPRO  (Virginio et al,
T336 (A, G, N, D, E, K, S, Q); augmenté et montre un  1999b)
Potentialisation
L338 (A,G,N, D, E K, S, Q) large shift avec I'alanine
;G342 (A N, D, E K, S, Q)
1432S, G444D M430R Mutation dans la partie TM1  (Eckhart et al,
Inhibition
Inhibe la dilatation 2002)
T18A/P2X2-PH/P2X2-PH + UTP Pas de dilatation (T18A)dGa (Fisher et al,
une désensibilisation  2004)
Inhibition
importante DILATATION
P2X2 /P2X2-PH + UTP
Rat H33C et S345C et C48C Le pond compose deces (Heymann et
Aucune trois mutants ne change rien al, 2013)
a la dilatation du pore
K369Q et K365Q Ces mutant augmententla  (Fujiwara &
Inhibition désensibilisation et  Kubo, 2006)
diminuent la dilatation
1328A/C et R371stop Les mutations sur 1328 (Fujiwara &
influencent la dilatationen  Kubo, 2004)
diminuant I'expression de
Inhibition

surface
Troncature aprés r371ne

change rien
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Inhibition

TM1(F31A, R34A, Q37A,
Y43A.F44A, K53A)
TM2(1328A, 1332A,  S340A,

G342A, W350A, L353A)

Mutation qui inhibe ou

réduise la dilatation

(Khakh & Egan,
2005)

Y42A, E51A, 1337A

Ces mutant en combinaison

(Zemkova et al,

Potentialisation avec de IVM montrent une  2015)
P2X4 dilatation
G347Y et G347K G347Y inhibe la dilatation (Khakh etal,
Inhibition
quand el G347K potentialise ~ 1999a)
P2X7 DELTA C ter Le Cter manquant réduit (Surprenant et
I'incorporation de YO-PRO-1  al, 1996)
Inhibition
et aucune dilatation
observée en patch
Délétion de de la région riche Inhibe la dilatation (Pelegrin &
Inhibition en cystéine dans la ¢ terminal Surprenant,
2009)
Rat
D352N et D352K Facilitation du passage de (Browne et al,
Potentialisation
colorant anionique 2013)
P2X7
G345Y (Monif et al,
Inhibition
2009)
T15(A,V,S, T, W, E, K) Plus I'acide aminé est grand (Yan et al,
Inhibition plusil aura une influence sur ~ 2008)
le courant biphasique
Q332P, Y336T, S342F, Y343L Diminue l'incorporation de  (Sun et al,
Inhibition colorant, lien avec  2013)
Souris I'expression de surface
P451L Diminue l'incorporation su  (Adriouch et al,
Inhibition
YO-PRO-1 2002)
) Comparaison avec d’autres Importante du CTER (Rassendren
Humain especes et al, 1997b)

Tableau 9 Récapitulatif des mutations ayant une influence sur la dilatation des différents sous unité P2X. L’utilisation terme
potentialisation peux exprimer I'apparition ou une augmentation. Le terme inhibition peux exprimer la disparition totale ou

diminution

3.3 Lerole physiologique de la dilatation

La découverte de la dilatation fut une étape majeure dans la compréhension du récepteur P2X,

apportant un nouveau point de vue sur le mécanisme d’ouverture et de perméabilité. Il reste

cependant une étape importante dans la validation du mécanisme de dilatation. La détermination
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de son rble physiologique reste une étape nécessaire a la compréhension entiere des
caractéristiques des récepteurs P2X. Les nombreuses études portant sur le sujet furent tres
longtemps limitées en suppositions. La dilatation des pores P2X7 est un processus inhérent a la
fonction immunitaire. Des récentes publications suggérent que la dilatation des pores P2X7 est
impliquée dans le passage des lipopolysaccharides extracellulaires et active les NLRP3 lescellules
inflammatoires. L’activation des NLRP3, localisés sur les Inflammasomes dans les cellules
immunitaires, conduit a la sécrétion d’interleukin-1B, un important médiateur de I'inflammation

qui recrute d’autres cellules immunitaires (Figure 15) (Schroder & Tschopp, 2010).
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Figure 15 Implication des récepteurs P2X7 dans l'activation des NLRP3 : Libération des interleukines par I’actvatiion des NLRP3
(Schroder & Tschopp, 2010)
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D’autres réles sont attribués a I'ouverture a I'état 12 mais restent peu clairs, la dilatation est
souvent connue pour étre un déclencheur d’une variété de processus physiopathologiques,
comprenant notamment, le phénomeéne de blebbing sur le récepteur P2X7 (Virginio et al, 19993;
Pfeiffer et al, 2004; Roger et al, 2008), I'excrétion microvésicule (Chaumont & Khakh, 2008), la

libération de molécules de signalisation des interleukines, et la mort cellulaire.

Cependant, l'une des preuves directes d’une implication de la dilatation dans un roéle
physiopathologique est I'implication des récepteurs P2X7 dans la médiation des effets des

dommages nerveux dans les douleurs chroniques (Sorge et al, 2012).

La douleur chronique est une maladie du systeme nerveux central. Elle est définie comme «
douleur sans valeur biologique apparente qui a persisté au-dela du temps normal de guérison des
tissus ». Durant depuis au moins 6 mois, ce type de douleur peut étre nociceptif ou
neuropathique, c'est-a-dire manipulé par un nerf dysfonctionnel ou un groupe de signaux
nerveux. Les personnes souffrantes de douleurs chroniques signalent souvent une hyperalgésie
(augmentation de la sensibilité a la douleur), une allodynie (augmentation de la réponse de la
douleur a des stimuli généralement non douloureux) ou une dysesthésie (sensations anormales
désagréables). La douleur chronique peut également provenir d'autres types de douleur et est

souvent neuropathique

La douleur chronique est trés variable entre les individus, tout comme la réponse aux
analgésiques. Bien qu'une grande partie de la variabilité de la douleur chronique et de la réponse
analgésique soit héréditaire, la compréhension des déterminants génétiques sous-jacents a cette
variabilité est rudimentaire. Cependant, une étude portant sur la variabilité au sein de la
séquence codante du gene codant pour le récepteur P2X7 a permis d’établir un lien direct entre

le phénomeéne de dilatation des pores et la douleur chronique chez I’homme et la souris.

Chez ’'homme, suite a une mastectomie (chirurgie mammaire suite a une tumeur maligne), de
nombreuses femmes présentent des douleurs chroniques post mastectomie. La variabilité de la
sensation de la douleur est directement liée au polymorphisme génétique du récepteur P2X7. Les
alléles tyrosine 155, connues pour étre hyperfonctionnelle (Bradley et al, 2011), induisent une

augmentation des douleurs chez lafemme, par rapport aux alleles histidine 155. Réciproquement,
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les alleles histidines 270, connues pour étre hypofonctionnelle, montre une diminution des
douleurs par rapport aux femmes porteuses de I'allele arginine 270. Le lien entre la dilatation et
la variabilité génétique a été confirmée dans la méme étude, spécifiqguement chez les patientes
souffrantes d’arthrose, une maladie inflammatoire chronique montrant une variabilité dans la
charge douloureuse. Chez I’lhumain, les porteurs de I'alléle HIS 270 présentent une diminution de

la dilatation.

Chez la souris, les porteuses de la mutation P451L (connue pour avoir une modulation négative

sur la formation des pores dilatés) ont montré une diminution de I'allodynie inflammatoire.

Ces résultats confirment que I’hypersensibilité a la douleur est directement liée a la capacité des

récepteurs P2X7 de permettre la dilatation.

Ces études soulignent I'importance de développer une voie thérapeutique ciblant les récepteurs
P2X et plus largement la dilatation. De plus, a la vue du déterminisme génétique dans le cas de la
douleur chronique (Sorge et al, 2012), il serait intéressant par la méme occasion de développer

une méthode de prévention de sensibilité a la douleur.

3.4 Le changement de sélectivité, une caractéristique partagée par d’autres canaux

ioniques

De nombreuses expériences ont été effectuées afin de savoir si tous les récepteurs canaux
observaient un changement de sélectivité de leurs pores. Ainsi les récepteurs de la sérotonine
5HT3 et recombinant nicotiniques a42 ne montrent aucun changement de leurs sélectivités

durant leurs activations. En présence de NMDG+ extracellulaires, aucune évidences
expérimentales n’a permis de déceler un changement de sélectivité de leurs canaux ioniques
(Virginio et al, 1999b; Khakh et al, 1999a). Cependant des résultats similaires ont été rapidement
observés sur d’autres canaux ioniques (Khakh & Lester, 1999). Notamment sur les récepteurs ASIC
(Lingueglia et al, 1997) ou I'on observe un changement de sélectivité des récepteurs
hétérométriques MDEG1/MDEG2. D’autres récepteurs possédent aussi la capacité de dilatation
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de leurs pores transmembranaires, et particulierement les récepteurs TRP (Transient Receptor

Potential).

3.4.1 Lesrécepteurs ASIC

Les récepteurs ASIC (Acid Sensing lon Channels) sont des canaux sodiques. Leur activation est
médiée par le pH extracellulaire et forme, avec les récepteurs VR (récepteurs ionotropiques des
vanilloides), les deux types de récepteurs sensibles aux protons. La structure des récepteurs ASIC
est composé d’une oligomérisation de trois sous unités. Chaque sous unité est composée de deux
domaines transmembranaires encadrant une large boucle extracellulaire. A ce jour on récence 5
genes paralogues chez les vertébrés. Les sous unités peuvent s’assembler en homo ou
hétéromeres, ce qui leurs permet d’avoir une plus grande diversité structurale et fonctionnelle
(Figure 16). Les récepteurs ASICs sont exprimées dans les systémes nerveux périphériques et
centrales. lls sont impliqués dans divers réles neuronales comme la plasticité synaptique, la
mécanosensation, la chimiosensation et la nociception. Les courants ioniques des ASIC
présentent des différences. Ainsi le courant induit par les ASIC1 présente un courant rapide et
transitoire (pH 5 6,2), tandis que le récepteur ASIC3 produit un courant biphasique, un courant
entrant transitoire (pH 6) suivit d’'un courant stable plus lent (pH 4,5)(Abdelhamid & Sluka, 2015;

Hanukoglu, 2016; Baconguis et al, 2014; Jasti et al, 2007).

Associé au ASIC2B, le courant ASIC3 est modifiée, la deuxieme phase devient plus sensible au pH.
De plus, le courant du récepteur homotrimérique ASIC3 est sodique, sa variante héterotrimerique
est cationique non sélective. Ainsi sans parler de dilatation, les récepteurs ASICs sous la forme
d’un hétérotrimere ASIC3/ASIC2b, présente un changement de sélectivité ionique, passant d’un
récepteur sodium sélectif a un canal non sélectif (Lingueglia et al, 1997). Le r6le de ce changement

de sélectivité reste encore non résolu. De plus, le mécanisme de la douleur acide est inexpliqué,
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et le commutateur dans la sélectivité ionique peut servir de médiateur a ce type de douleur. Des
expériences définitives sont attendues, mais si cela est vrai, les canaux ASIC3/ASIC2b agissent
comme des détecteurs d'activité afférents primaires.(Abdelhamid & Sluka, 2015; Hanukoglu,

2016)

130 A

Figure 16 structure cristallographique des récepteurs DeltaASIC1:(Jasti et al, 2007)

3.4.2 Lesrécepteurs TRPV1

Les récepteurs TRPV1 (Transient receptor potential channels vanilloid 1) sont des canaux cations
sélectifs, appartenant a la famille des TRPV constituée de six membres (TRPV1, TRPV2, TRPV3,
TRPV4, TRPVS5, TRPV6). Les récepteurs TRPV sont tous activés par la chaleur et peuvent étre activé
par des molécules vanilloides comme les capsaicine et le resiniferatoxine pour le récepteur TRPV1
notamment. La structures du TRPV1 est un tétramere dont chague monomeére est composé six
domaines transmembranaires (TM). La région du pore est localisée entre le TM5 et le TM6.
Toutes les sous unités présentent plusieurs sites de phosphorylation pour la PKA (Protein Kinase

A), la PKC (Protein Kinase C) et la CaMkll (Ca2+/calmodulin-dependent kinase Il), ainsi que de
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nombreux sites de glycosylation. Les TRPV1 sont impliqués dans les douleurs neuropathiques,
I'inflammation neuronique, et la médiation du nociception (Levine & Alessandri-Haber, 2007;

Danigo et al, 2013; Cao et al, 2013).

Comme la plupart des canaux TRP, TRPV1 est un canal cationique non sélectif. Aucune différence
de perméabilité n’existe entre Na+ et K+. Cependant les ions calcium présentent une perméabilité
10 fois plus importante que les autres cations. Une des caractéristiques notables de TRPV1 est la
variation de sélectivité de son canal. Lors d'une activation prolongée avec des vanilloides, la
perméabilité aux grands cations, tels que la N-méthyl-D-glucamine (NMDG") ou le colorant de
propidium YO-PRO1, augmente malgré le fait que le canal continue d'exclure les anions. Ces
perméabilités dynamiques sont dépendantes de la concentration de I'agoniste et de l'identité de
cet agoniste. Effectivement, des concentrations élevées de capsaicine évoquent facilement une
grande augmentation de la perméabilité, contrairement a des faibles concentrations qui n’en
provoquent pas. Cette affirmation peut cependant changer quand, a de faibles concentrations
d’agonistes, le récepteur est phosphorylé par le PKC. C'est uniquement a cette condition que le
récepteur devient perméant aux gros cations. L'utilisation d’autres agonistes (comme la chaleur
ou le camphre) n’évoquent cependant pas de changement de sélectivités. Par la suite, d’autre
récepteurs de la famille des TRP ont montrés un changement de sélectivité, notamment les
récepteurs TRPV3 et TRPAL. Afin de bien comprendre le mécanisme sous-jacent a ce changement
de sélectivité, de nombreuses études sur les TRPV1 ont montré I'importance de plusieurs sites
notables, grace a des mutants entrainant des gains de fonction. Par ce biais, il a été mis en
évidence que la tourelle du pore (N628P et S629A), I'hélice du pore (F638A) et le filtre de
sélectivité (M644A) ont des rbles déterminants dans ce mécanisme. Bien que la contribution des
chaines latérales joue un rdle dans la compréhension de cet état de conductance, aucun
mécanisme ne permet a I'heure actuelle d’expliquer ce phénomene (Banke et al, 2010 ; Chung

et al, 2008 ; Cao et al, 2013).

Ces exemples de canaux ioniques présentant un changement de sélectivité de leurs pores, est
important. Que ce soit pour un changement favorisant le passage de cations divalents ou celui de
molécules de grosses tailles, le changement de sélectivité, et/ou de dilatation pour certains
récepteurs canaux, existe et montre I'importance de leurs compréhensions.
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3.5 Bouleversement du paradigme du mécanisme de dilatation

« Le terme de paradigme, mis en avant par Thomas Samuel Kuhn (Kuhn, 1996), en 1962 dans La
structure des révolutions scientifiques, est maintenant couramment employé pour désigner une
maniére de voir ou une méthode a suivre. Pour Kuhn, il s'agit de I'ensemble des principes et
méthodes partagés par une communauté scientifique. C'est un modeéle a suivre qui, pour un

temps, fait autorité, puis sera remplacé par un autre. »

La dilatation des récepteurs P2X est caractérisé par le passage de grosses molécules sensé ne pas
pouvoir passer quand le récepteur est dans son état 11 sélectif au petit cation. De plus, on observe
une variabilité importante de |'observation de ce mécanisme, provenant des conditions, des sous
unités, des espéeces, des systémes d’expressions employés et de la compréhension méme du
mécanisme sous-jacent. Mais surtout I'emploi du terme dilatation exprime un processus
temporel. Dans le cas des récepteurs P2X, ceci se traduit par une augmentation de la perméabilité

dépendante du temps.

Or dans le cas du mécanisme de dilatation, le changement de paradigme intervient en 2015 avec
la publication de I'article de c (Li et al, 2015). Dans cet article, les auteurs renversent le modéle
de sélectivité ionique dépendant du temps. Longtemps, les deux techniques employées pour
caractériser la dilatation ont exposé un sélectivité ionique dynamique. L’étude del’'incorporation
du YOPRO-1 se déroule sur la base d’une cinétique lente. Cette cinétique est due tout d’abord a
la technique elle-méme. En effet, le YOPRO-1 comme vue précédemment (3.1.1), a besoin de
s’intercaler dans I’ADN pour pouvoir émettre de la fluorescence. Dans le cas de la technique
d’électrophysiologie Patch Clamp, la mesure de la perméabilité au NMDG' montre une

dépendance au temps d’application de I'ATP.

Les conditions ioniques asymétriques du NMDG" extracellulaire et du Na®, dans le milieu

intracellulaire, induisent un artéfact de mesure. Suite aux premiers articles et les divers tests, le
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shift du Erev vers des valeurs moins négatives correspondait a une augmentation de la

perméabilité du canal au NMDG" dans les solutions bi-ioniques.

Or, dans des conditions symétriques de NMDG"* (NMDG"nt/ NMDG ex7) et suite & une activation
des récepteurs P2X2, les cinétiques d’activation sont semblables aux cinétiques d’activation en
condition symétrique sodique. Ces résultats indiquent que la conductance du canal pour les gros
cations s’active presque aussi rapidement que pour les petits cations. De plus, des tests ont
permis de montrer que le changement du potentiel d’inversion est d(i a un changement des
concentrations d’ions sur les deux c6tés de la membrane. Ceci s’explique par un phénomene de
déplétion sodique (une sortie massive de Na®). De plus, I'expression de surface  module
considérablement cette déplétion essentiellement sodique. C’'est ce qui explique les diverses

observations et le role de I'expression dans les précédentes publications sur la dilatation.

Cette nouvelle vision du processus de dilatation, permet d’entrevoir tous les résultats sous un
nouvel angle. Les conditions employées ont surement induit certains observateurs en erreur. Les
tests sur les différents sous types effectués sous le prisme dynamique de la dilatation sont a
renouveler en conditions symétriques, permettant ainsi de confirmer ou d’infirmer les précédents
résultats. Les résultats obtenus en Single Channel sont par la méme occasion a revoir sous un

nouveau jour.

Cette découverte a permis de relancer les débats et la compréhension de ce mécanisme
controversé, apportant de nouvelles informations sur la cinétique de dilatation. Serait-t-il
possible que I'implication d’autres réles physiologiques soit observable ? La détermination des
molécules physiologiques capables de passer le pore du canal pourrait donner un début de
réponse. En tous les cas, il est intéressant d’observer que certaines certitudes peuvent étre revues

voir récusées apres de nombreuses années.
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4 Les molécules photoisomérisables dans la
caractérisation des récepteurs P2X

La caractérisation des divers récepteurs sensibles aux neurotransmetteurs est confrontée a un
mangque de sélectivité lors de I'utilisation de molécules conventionnelles. En regles générales, les
molécules employées permettent de cibler un ensemble fini des récepteurs d’'une méme famille
mais ne permet pas de discriminer un seul membre de cette méme famille. Dans le cas des
récepteurs purinergiques, I'utilisation de I’ATP active I'’ensemble des récepteurs ionotropiques
P2X et certains métabotropiques sans discrimination. Certes, il existe a I’'heure actuelle des
molécules capables de cibler préférentiellement un type de récepteurs, mais les molécules
employées ne sont pas capables de cibler un seul récepteur dans une zone bien délimitée. Cette
non-sélectivité engendre des effets secondaires lors de l'utilisation de molécules a visée
thérapeutique. L'emploi d’une stratégie appelée pharmacologie optogénétique, permettant le
contrble des protéines par la lumiére, permet de contourner ce probleme. Dans cette partie, je
vais exposer brievement la notion de pharmacologie optogénétique dans un cadre plus large, afin
d’introduire I'utilisation des molécules photoisomérisables pour le contrble spatio-temporel des

récepteurs P2X.

4.1 Outils photochimiques pour le controle neuronal

La pharmacologie optogénétique est une stratégie faisant intervenir un ensemble d’outils
photochimiques permettant le contréle par la lumiere de protéines transmembranaires.
L'utilisation de ces outils se retrouve dans trois types approches : I'optogénétique,
I’'optopharmacologie (subdivisé en deux : les ligands cagés et les ligands photochromiques) et la

pharmacologie optogénétique (Figure 17).
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a Optogenetics b Optopharmacology Optopharmacology C Optogenetic pharmacology
Exogenous opsin + Endogenous channel + Endogenous channel + Genetically tagged channel +
endogenous photoswitch exogenous caged compound  exogenous photoswitch exogenous photoswitch
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Figure 17 Outils pour le photocontréle des recepteurs a) Optogénétique. b) Optopharmacologie c) Pharmacologie op togénétique
(Kramer et al, 2013)

4.1.1 L’Optogénétique

-L’Optogénétique est définie comme la combinaison de méthodes génétiques et optiques pour
obtenir un gain ou une perte de fonction d'événements bien définis dans des cellules spécifiques
de tissu vivant.(Deisseroth, 2011) Cette stratégie s’appuie sur 'utilisation de I’expression d’une
opsine microbienne dans les neurones(Terakita, 2005). Les opsines incluant les
channelrhodopsines-2 et les halorhodopsines constituent une famille de protéines a sept hélices
transmembranaires. Les génes d’opsine se divisent en deux familles distinctes : les opsines de
types 1 (microbienne) et les opsines de type 2 (animales). Les membres de cette famille de
protéines ont besoin, pour devenir sensible a la lumiere, de I'association d’un cofacteur : le
rétinal. Le rétinal, une des trois formes de la vitamine A, se lie covalemment en créant une base
de Schiff avec une lysine localisée dans I’hélice sept. La lumiere captée par le rétinal va induire un
réarrangement structural et entrainer soit le passage d’ions, soit I'activation de messagers
secondaires. L’utilisation d’optogénétique peut étre utile pour I'excitation neuronale ou a
I'inverse, I'inhibition neuronale (Boyden et al, 2005; Zhang et al, 2006; Tye et al, 2011; Witten et
al, 2010). Par ailleurs, la résolution moléculaire du fonctionnement des récepteurs n’est pas

permise par ce biais.
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4.1.2 L’optopharmacologie

-L’optopharmacologie est une stratégie employant des molécules photosensibles agissant sur des
récepteurs dans un systéeme neuronal. Dans ce cas, |'utilisation de la lumiére va permettre de
résoudre le probléme de sélectivité régional par la possibilité de cibler une zone précise. La
stratégie optopharmacologie la plus utilisée est celles des ligands cagés. La molécule employée
est composée d’une cage sensible a la lumiére emprisonnant des ligands. L’activation de ces cages
permet la libération rapide de ligand avec une précision spatiale et temporel. Cette stratégie est
employée pour la libération de glutamate, de gaba entre autres (Lutz et al, 2008) L’utilisation de
ligands photochromiques (PCL) représente la seconde stratégie de I'optopharmacologie. Ce sont
des composés sur lesquels, le ligand pouvant étre un agoniste, un antagoniste ou un bloqueur du
canal, est attaché un groupe photoisomérisable qui contréle la présentation de ce ligand sur son
site. Un exemple d’utilisation de cette stratégie est le blocage des canaux potassiques, sodiques
et calciques(Mourot et al, 2013). Une différence marquante entre les ligands photochromiques
et les cages est la réversibilité du processus. En effet, l'utilisation de molécules
photoisomérisables permet, selon I'isomere (qui dépend de la longueur d’onde), de présenter ou

pas le ligand face au site.

4.1.3 Lapharmacologie optogénétique

-La pharmacologie optogénétique est une combinaison de lumiére, de chimie et de génétique en
résolvant simultanément les problémes de spécificité des sous-types et du ciblage cellulaire. Pour
ce faire, la stratégie utilisant des PTL (photoswitchable tethered ligand) consiste a lier
covalemment une molécule photosensible contenant un ligand a une protéine. La protéine cible

est astucieusement génétiquement modifiée afin d’exposer un site d’ancrage (une cystéine) de

cette molécule a proximité du site de fixation du ligand. Ce principe fut employé la 1% fois sur les
récepteurs potassiques voltages dépendants (les Shakers) (Banghart et al, 2004), cette protéine

modifiée fut appelé SPARK. La molécule photoisomérisable (MAQ) contenait un ligand (un
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groupement ammonium quaternaire) qui selon la longueur d’onde bloquait I'activité du canal.
Cette stratégie fut étendue aux récepteurs ionotropiques du glutamate(LiGluR). Contrairement
aux récepteurs potassiques, les molécules (MAG pour maléimide azobenzéne glutamate) utilisées
sont désignées pour induire une ouverture allostérique du canal (Volgraf et al, 2006). D’autres
récepteurs ionotropiques peuvent étres régulés par la lumiére, notamment les récepteurs
nicotiniques de I'acétylcholine (le LinAChRs avec le MAACh) et du GABAa (Tochitsky et al, 2012;
Kramer et al, 2013). En plus de récepteurs a canaux ioniques, la pharmacologie optogénétique fut

développée sur les récepteurs métabotropiques du glutamate (Levitz et al, 2013).

Trés récemment cette stratégie fut employée sur des récepteurs P2X pour photoréguler

I'ouverture et a permis d’apporter des informations fonctionnelles.
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Figure 18 Principales molécules photoisomérisables
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4.2 Le controle des récepteurs P2X par la lumiere

La combinaison de la spécificité de la génétique et la précision de la lumiére contribue a la
puissance de la stratégie employant les PTL. La structure des molécules utilisées dans le controle
des récepteurs P2X reste identique a celle utilisée pour les autres récepteurs. Les molécules sont

constituées de trois fonctions :

Une fonction maléimide qui permet la fixation du PTL sur la protéine. Le maléimide est trés réactif
vis a vie des thiols contenu dans les cystéines. La partie génétique de la stratégie de la
pharmacologie optogénétique est effective par la modification de certains acides aminés, situés
dans une zone proche du site d’intérét des ligands, en cystéines. La liaison covalente entre le

maléimide et la cystéine s’effectue par une réaction d’addition de Michael.

Une fonction azobenzéne autorisant une isomérisation du PTL par l'action de la lumiére.
L'azobenzéne comprend deux anneaux phényles liés par un double pont N=N. Sous I’action d’une
irradiation a 380nm, I'isomeére cis est favorisé. L’irradiation a 500 nm favorise I'isomeére trans.
Une transition cis trans est aussi obtenue par une détente thermique car I'isomere trans est plus
stable thermodynamiquement. L'utilisation de [l'ultraviolet peut entrainer des dommages
cellulaires. C'est pourquoi le cas échéant, des substitutions des groupements azobenzéne
permettent de déplacer les longueurs d’onde d’irradiation vers le rouge et remédier a tout
probleme de cytotoxicité. Les substitutions peuvent étre des espaceurs permettant ainsi de
moduler la taille des PTL. L'utilisation de I'azobenzéene est commune au PTL et PCL et permet donc

d’avoir un contréle temporel et spatial des récepteurs (Figure 19B).

Le ligand est la partie du PTL qui va interagir avec la protéine cible. Le ligand peut prendre la

forme d’un agoniste, d’un antagoniste, ou d’un bloquant du canal.

Dans |'objectif de contréler les récepteurs P2X, un dérivé de la stratégie des PTL fut
développé en 2013 par notre laboratoire (Lemoine et al, 2013). La molécule utilisée, le MEA-

TMA (maléimide éthyléne azobenzene triméthyl ammonium), est semblable au MAQ employé
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dans la stratégie du blocage des récepteurs potassiques (Figure 19A). La zone ciblée par cette
stratégie est la partie du pore et non la partie du site de fixation de I’ATP comme sur les autres
récepteurs transmembranaires vu précédemment. Se démarquant par cette spécificité, le MEA-
TMA permet la photorégulation du pore par isomérisation de son coeur azobenzéne. C’est un
ensemble de positions mutées en cystéines qui permet le pontage et la régulation du récepteur
P2X2 de rat. Cette stratégie innovante permet le contréle de l'ouverture du récepteur en
s’affranchissant de I'emploi d’ATP. Une autre approche utilisant des BMA (bis-maléimide
azobenzene) fut employée pour photoréguler les récepteurs (Browne et al, 2014). La
particularité de cet outil est la réalisation d’'un double pontage grace a la présence de deux
fonctions maléimides entourant le coeur azobenzene. Ciblant toujours la zone de I'ouverture
cette nouvelle stratégie permet par la méme occasion d’importer des informations sur les

mouvements des hélices transmembranaires (Figure 19A).

En 2016, une autre publication issue de notre laboratoire utilise le MAM (maléimide azobenzéne
maléimide), semblable au BMA, mais dont la partie entre I'azobenzéne et les maléimides est
complétée par une unité glycine permettant d’avoir une molécule plus grande. L'emploi du MAM
a permis d’apporter des informations importantes sur les mouvements des hélices TM2 lors de
I'ouverture des récepteurs (Habermacher et al, 2016b) (Figure 19A). Cela notamment par la
détermination de deux mouvements des hélices (un vertical et un horizontal), et par I'apport

d’information de distance améliorant les données des structures cristallographiques (Figure 19C).
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Figure 19 Contréle des récepteurs P2X par la lumiére A Structure chimique des molécules développée pour les P2X B Isomérisation
cis-trans, différence de longueurs d’onde pour I'isomérisation cis trans entre le BMA et les deux autres molécules. C Représentation
schématique des différents mouvements permettant I’ouvert du pore découvert grdce au MAM

L'utilisation de la lumiére pour le controle des récepteurs constitue une stratégie de choix pour
permettre le contréle spatio-temporel en s’affranchissant de I'utilisation de I'agoniste naturel. De

plus, cette approche apporte des informations structurales sur les divers récepteurs.
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Objectif de la these

Les récepteurs P2X font I'objet d’une attention particuliere depuis leurs découvertes. De
nombreuses études portant sur leurs structures, leur fonctionnement et leurs réles nous a permis
de caractériser un certain nombre d’aspect des récepteurs P2X. Le processus de dilatation des
récepteurs P2X ne fait pas l'unanimité dans le monde scientifique malgré de nombreuses
expérimentations depuis une vingtaine d’années. Comme nous I’avons vu dans la partie 3, la
caractérisation de cet état de conductance particulier est portée par un grand nombre de
résultats variés mais qui entrainent indubitablement un certain nombre de questions. La
dilatation n’est pas une caractéristique uniformément observée selon les sous-types, les espéces,
I'expression de surface, ou méme les conditions expérimentales. La compréhension du
mécanisme de dilatation reste donc controversée et incertain. Ces incertitudes nous amenent a
se poser la question de savoir si la dilatation est un phénomeéne réel ou le résultat de différentes
conditions expérimentales. Durant I'ensemble de ma these, mon objectif a consisté a comprendre

les différents mécanismes de la dilatation des récepteurs P2X.

La premiére partie de ma these s’est concentrée a déterminer des conditions permettant de
piéger |'état dilaté. Pour cela, j’ai d’abord étudié la dilatation sur les récepteurs zfP2X4 et
particulierement sur les constructions qui ont permis I'‘obtention de structures
cristallographiques. Par la suite, toujours dans une volonté de piéger un état dilaté, j’ai utilisé des
molécules photoisomérisables développés au sein de mon laboratoire afin d’avoir un controle
spatiale et temporel de I'ouverture des récepteurs P2X. Et enfin, suite au changement de
paradigme survenu en 2015 (Li et al, 2015), il était important de caractériser le mécanisme

dilatation a la lumiére de ces nouvelles conditions.
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Résultats

5 Etudes la dilatation sur les différentes constructions du
récepteurs zfp2x4

5.1 Contexte et stratégie

Au début de ma these, il existait une structure cristallographique de I'état fermé résolu en
absence d’ATP, et une structure co-cristallisée avec de I’ATP dans un état ouvert. Les informations
issues de ces structures nous permettent de comprendre I'organisation générale des récepteurs
P2X et nous apportent une partie de compréhension des transitions de I’état fermé a I’état ouvert
(11). Les deux structures cristallographiques ont nécessité deux constructions ayant des domaines
cytoplasmiques tronqués. Les constructions zfP2X4-A (NterA27aa, CterA8aa) pour I'état fermé et
le zfP2X4-C (NterA27aa, terA24aa) pour I'état ouvert (Figure 20). Il est intéressant de noter qu’en
paralléle de la résolution de la structure a I'état ouvert des tests en perméabilité sur zfP2X4-C ont
permis de démontrer que cette construction ne présentait pas de dilatation (Hattori & Gouaux,

2012).

N113 187 N113 187R

N78K
N78 213 N213

NH2 COOH NH2 ~  COOH
zfP2X4-A zfP2X4-C

Figure 20 Illustration de différentes constructions du zfP2X4 : Construction zfP2X4-A tronqué en (NterA27aa, CterA8aa). C
Construction zfP2X4-C tronquée en (NterA27aa, CterA24aa) et mutée en N78K et N197R. Le point vert correspond aux sites
glycosylations et les points bleu les mutations.
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Notre objectif premier est de trouver un moyen de piéger I'état dilaté et de confirmer son
existence. Pour cela nous avons décidé d’étudier la dilatation sur les différentes constructions du
récepteurs zfP2X4 et notamment la construction A par électrophysiologie et par mesure de

fluorescence pour in fine pouvoir cristalliser I'état dilaté, s’il existe.

5.2 Matériels et méthodes

Enregistrements électrophysiologiques. Dans nos expérimentations, les pipettes de patch-clamp
(résistance de pipette : 3-5 MQ) contiennent une solution dite intrapipette qui, une fois la
membrane cellulaire rompue, dialyse la cellule. Trois types de milieux ont été utilisés selon les
besoins. Milieu extracellulaire NMDG : 160mM, 10mM de HEPES, et 10 mM de glucose. Milieu
extracellulaire NES :140 mM de NaCl, 2.8mM de KCl, 2mM de MgCl2, 2mM de CaCl2, 10mM de
HEPES, et 10 mM de glucose. Milieu intrapipette 140mM de CsCl, 10mM de MgCl2, 5mM de
d’EGTA.

Fluorescence La fluorescence est mesurée a I'aide d’un microscope Leica DM IRBE2 équipé d’un
objectif a immersion (40x 1.25 HCX PL APO) ; la capture d’images se fait par utilisation de la
cameéra Leica DC 350 FX. La source lumineuse est du Xénon bulb XBO 100 Watts. La fluorescence
du YO-PRO-1 (Fig.6) (un intercalant de I’ADN, analogue du propidium (4-[(3-methyl-2(3H)-
benzoxazolylidene)methyl]-1-[3-(triethylammonio)propyl]diiodid)) est mesurée pour une seule
cellule dans le champ optique ; le marqueur est caractérisé par des longueurs d’onde d’excitation

et d’émission de 491 nm et 509 nm, respectivement.
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5.3 Résultats

Avant d’étudier les différentes constructions nous avons voulu étudier le processus de
dilatation sur le récepteurs P2X2 de rat afin de pourvoir mettre au point les conditions d’études
(Virginio et al., 1999). Nous avons effectué I’enregistrement des courants ioniques sur des cellules
HEK293 exprimant le récepteur rP2X2 aprés transfection. Les courants ioniques ont été mesurés
en configuration cellule entiére. Dans le milieu extracellulaire, tous les ions Na* ont été substitués
par des ions NMDG" (Matériels et Méthodes) afin d’étudier la dilatation des pores. De plus, afin
de s’affranchir des courants ioniques attribuables a des courants transitant par des canaux
potassiques de type voltage-dépendants (Yu & Kerchner, 1998), le milieu intrapipette est un
milieu riche en CsCl (aprés substitution équimolaire du KCl par le CsCl) ; en effet, lesCs* bloquent

les canaux potassiques permettant donc de s’affranchir des courants transitant par les canaux Kv.

L’application de 100 uM d’ATP (40 s) sur une cellule, dont le potentiel de membrane est imposé
initialement a -60 mV, induit I'apparition d’un courant sortant transitoire suivi d’'une composante
entrante de courant (Figure 21A, résultat de gauche). Durant I'application d’ATP, des variations
de potentiel de membrane sont imposées a la cellule sous la forme de rampes (-100 a +50 mV
pendant 200 ms, 4 rampes aux temps 1s, 10s, 20s, 30s depuis le début de I'application d’ATP). La
mesure des courants ioniques enregistrés consécutivement a ces rampes et le report de
I'intensité de courant en fonction du potentiel de membrane permet d’obtenir les courbes
courant-potentiel (courbes 1/V, Figure 21A, résultat de droite). Nous constatons lors de
I’application de I’ATP un changement du potentiel d’inversion. L’examen des courbes I/V montre
un changement du Ereyau cours du temps (de —63.9 + 2.03mV, initialement, a —20.925 + 1.5mV,
pour la derniére rampe, n=4). Cette variation du potentiel d’inversion est le signe du processus

de dilatation des récepteurs P2X2. Le processus de dilatation est confirmé par I'évolution de la

perméabilité du pore au NMDG" (de Pnmpc+/cs+=0,06420.017 & Pnwmpe+/cs+=0,353+0.010 en fin

d’acquisition).
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Nous avons ensuite étudié la dilatation en mesurant les courants sur des cellules TSA transfectées
par le plasmide zfP2X4-C, selon le méme principe que précédemment (solution extracellulaire
riche en NMDG®, milieu intrapipette riche en CsCl ; rampes de -100 & +50 mV pendant 200 ms, 4
rampes aux temps 1, 6, 11, et 16 secondes depuis le début de I'application d’ATP) Dans ces
conditions, I"application d’ATP (100 uM) n’induit pas de courant (Figure 21B,résultat de gauche).
Il n’est donc pas possible de déterminer des valeurs de potentiel d’inversion sur les courbes I/V
correspondantes. Pour vérifier la bonne expression et le fonctionnement des récepteurs zfP2X4-
C, des tests ont été effectués avec un milieu riche en NaCl (NES ; intensité moyenne de courant
en réponse a I'’ATP (100 uM) : — 33.25 + 3.32 pA, n =4) (Figure 21B résultat de droite)). Ces
résultats montrent que le récepteur a une activité trés faible mais que le processus de dilatation
n’est pas observé. J'ai fini par caractériser la dilatation sur les récepteurs zfP2X4-A, les courants
ont été mesurés sur des cellules TSA transfectées par le plasmide zfP2X4-A, avec un protocole
similaire a celui utilisé pour les récepteurs zfP2X4-C. Dans ces conditions, I'application d’ATP (100
puM) entraine I'apparition d’un courant entrant (Figure 21C, résultat de gauche). Les courbes
courant-potentiel sont caractérisées par des valeurs de potentiel d’inversion trés proches les unes
des autres (de -17.6.% 3.37mV, initialement, a -10,4 £ 2.76mV, pour la derniere rampe, n =8).
Nous ne constatons aucune une évolution de la perméabilité du pore au NMDG' (de
PnvpG+/Na+=0.40£0.01 a Pnmpe+/na+=0,53£0.01 en fin d’acquisition) et une absence de déplacement
de ces valeurs sur I'axe des abscisses. Les résultats suggérent une dilatation instantanée du

pore avec d’emblée, une forte perméabilité pour le NMDG".
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Figure 21 Caractérisation du passage du NMDG" en électrophysiologie : A Les courants sont mesurés pendant 30 seconde en
NMDG" puis pendant 40 secondes d’application en présence d’ATP sur des cellules HEK293 exprimant le récepteur P2X2. (Résultat
de gauche) L’ATP induit un courant sortant puis rapidement rentrant. (Résultat de droite) Courbe I/V sur la méme cellule obtenue
a partir de rampes de 500ms. 1 application de la rampe 1 s aprés I’ATP puis tous les 10 sec. B (Résultat de gauche) Les courants
sont mesurés sur des cellules TSA exprimant le récepteur zfP2X4-C pendant 1 seconde en NES puis pendant 1 seconde en NMDG"
puis 20 secondes d’application en NMDG" en présence d’ATP. L’ATP induit peu de courant sortant. (Résultat de droite) Test du bon
fonctionnement du récepteur. Courant rentrant aprés application de I'ATP du récepteur (milieu riche en Na®). Mesure prise sur la

méme cellule. C (Résultat de gauche) Les courants sont mesures sur cellules TSA exprimant le récepteur zfP2X4-A pendant 1
seconde en NES puis pendant 1 seconde en NMDG" puis 20 secondes d’application d’ATP. L’ATP produit un courant entrant.
(Résultat de droite) Courbe I/V sur la méme cellule obtenue a partir de rampes de 500ms. 1

application de la rampe 500 ms en
NMDG", 1s aprés I’ATP puis tous les 5 s.

Afin de confirmer I'ensemble de ces résultats nous avons décidé de mesurer l'incorporation de

YO-PRO-1. Dans ce protocole, les cellules sont exposées a un milieu extracellulaire riche en
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NMDG"'de méme composition que la solution utilisée en patch et contenant du YO-PRO1 (100

M) pendant 5 minutes ; elles sont ensuite exposées & une solution riche en NMDG" et contenant
de I’ATP (100 pM, 10 minutes) en plus du YO-PRO1. L'acquisition des images est faite a une
fréquence de 0,03 Hz dans la premiére phase (en NMDG" seul) puis a 0,2 Hz (en NMDG" + ATP).
Les résultats montrent une augmentation importante de la fluorescence émise par les cellules

apres application d’ATP (Figure 22A) pour les cellules exprimant le récepteurs P2X2

Sur le récepteur P2X2, I'analyse des variations de fluorescence montre une augmentation de la
fluorescence, environ 2 minutes 30 secondes aprés |'application de I’ATP suivie d’une phase de
stabilisation du signal indiquant I'incorporation du YO-PRO-1 dans le noyau cellulaire (Figure 22A).
Ces résultats sont représentatifs de 5 observations. Sur le récepteur P2X4-C, 'application d’ATP
(100 uM) n’induit I'apparition de fluorescence que trés tardivement (aprés 8 minutes) et
I'intensité du signal reste faible, avec la solution riche en NMDG" (Figure 22B). Ces résultats
confirment ceux obtenus en électrophysiologie, aucune dilatation n’est observée. Sur le
récepteur zfP2X4-A, les résultats montrent une augmentation importante de la fluorescence
émise par les cellules aprés application d’ATP, ce qui est semblable aux résultats obtenus avec le
récepteur rP2X2. L’analyse de la fluorescence montre une augmentation du signal, environ 2
minutes 30 secondes aprés I'application de I’ATP suivie d’'une phase de stabilisation du signal
indiquant lI'incorporation du YO-PRO-1 dans le noyau cellulaire (Figure 22C) Ces résultats sont

représentatifs de 4 observations.
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Figure 22 Mesure de I'incorporation du YOPRO-1 : A- (Résultat de gauche) Les cellules exprimant le récepteur rP2X2 sont incubées
dans une solution riche en NMDG+ contenant du YO-PRO-1 (2 uM) pendant 10 minutes ; elles sont ensuite soumises a une
application d’ATP (100 uM) pendant 10 minutes. La premiére image correspond a la lumiere transmise ; les images en fluorescence
ont été obtenues pendant I'application de I'’ATP aux temps indiqués en secondes. Le YO-PRO-1 est présent dans toutes les
conditions. L’ATP est appliquée au temps 0 s. Les images ont été obtenues en microscopie a épi-fluorescence avec un objectif a
grossissement 40X. Augmentation de l'intensité du YO-PRO-1 (Résultat de droite) La courbe correspondante représente I’intensité
relative de fluorescence exprimée en fonction du temps. B Les cellules exprimant le récepteur zfP2X4-C ne montrent aucune
incorporation. C Les cellules exprimant le récepteur zfP2X;-A montre une incorporation semblable au récepteur rP2X2. D
comparaisons des conditions extracellulaires Les cellules exprimant le récepteur zfP2X4-A (zébré noire) et zfP2X4-C (rouge)

. . . . + " . . . + .
sont incubées dans une solution riche en Na" selon le méme protocole. Meilleur incorporation en NMDG" extracellulaire

Afin de tester 'influence du Na® sur le phénoméne de dilatation. J’ai reproduit ces tests avec un
milieu riche en Na® (solution NES) sur le zfP2X4-A. L'ATP (100 uM) induit une augmentation du

signal de fluorescence émis par les cellules transfectées avec le récepteur zfP2X4-A. L'étude des
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données montre qu’en milieu riche en NMDG", la cinétique est accélérée par rapport aux données

recueillies en NES pour le récepteur zfP2X4-A (Figure 22D).

5.4 Discussions

Nos résultats nous ont permis de mettre en évidence, pour la premiere fois, I'existence d’un
phénoméne de dilatation pour les récepteurs zfP2X4-A. Nous avions choisi d’étudier le récepteur
P2X2 en premier car il nous était important de mettre en places les meilleures conditions
possibles pour I'observation de la dilatation. C’était de surcroit un moyen qui nous permettait de
nous familiariser et d’appréhender au mieux le mécanisme de dilatation. Dans cette partie nous
avons pu déterminer la perméabilité au NMDG" du récepteur au cours du temps et le caractére
dynamique de la dilatation (Pnmpc+/cs+=0,064+0.017 a Pnmpe+/cs+=0,353+0.010). Cette variationau
cours du temps peut s’interpréter comme le résultat de I'ouverture progressive du pore au fur et
a mesure de I'exposition de la dilatation. Contrairement au P2X2, nos résultats sur le zfP2X4-A
montrent que le Erey ne subit qu’une faible variation au cours du temps et une perméabilité
immédiatement importante au NMDG". Ceci peut étre interprété par le fait que le récepteur est
d’emblée perméant au NMDG" et donc dans un état dilaté. Ceci rapprocherait le récepteur
zfP2X4-A du récepteur humain hP2X5 caractérisé, lui aussi, par un état dilaté instantané (Bo et

al., 2003).

Par la méme occasion nous confirmons que le récepteur zfP2X4-C ne présente pas de dilatation
(Hattori and Gouaux, 2012). De plus I'analyse des résultats obtenus en fluorescence permet de
confirmer les différents résultats obtenus en électrophysiologie. La cohérence des résultats
obtenus par deux techniques différentes est évidement un avantage certain dans l'interprétation
qu’on en fait. Les résultats obtenus avec des solutions extracellulaires riches en Na* montrent un
décalage dans le temps de l'incorporation de YO-PRO-1 par les cellules en comparaison aux
résultats obtenus avec un milieu riche en NMDG". Il peut donc étre suggéré que les ions Na*
ralentissent probablement ce processus et par conséquent le phénomene de dilatation. Cette

hypothése est conforme a d’autres études, ou il a été observé que les ions Na* sontresponsables
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d’une inhibition conséquente de la perméabilité au NMDG" pour les récepteurs P2X2/5 et P2X7
et d’'une moins grande efficacité d’incorporation de YO-PRO-1 par les récepteur P2X2/5 et P2X2
(Compan et al, 2012).

Ces données soulévent un certain nombre de questions et notamment les résultats obtenus sur
le zfP2X4-C. Outre les différences structurales entre les constructions A et C, nous avons constaté
une diminution des courants observés en présence d’ATP plus importante pour la construction C.
Ces faibles courants nous ont posés énormément de probleme pour la caractérisation de la
dilatation. Pour pallier a ce probléme de courant nous avions commencé a utiliser de I'lVM pour
potentialiser les courants. Nous avions remarqué des différences entre les constructions du
récepteurs P2X4 et la version sauvage (résultats non illustrés ici). Nous avions multiplié des
conditions afin d’améliorer les conditions d’observation cependant nous avons pris la décision de
stopper ce projet car 'optimisation devenait couteuse en temps. Surtout que I'ablation de
certaine partie du récepteur pouvait introduire des artefacts de résultats nous induisant en

erreur.

6 Utilisation des molécules photoisomérisables pour le
contrble des récepteurs P2X

6.1 Contexte et stratégie

Notre laboratoire se situe a l'interface de la chimie et de la biologie. Cette spécificité a
permis la publication de deux articles portant sur le développement d’outils optogénétiques
permettant le controle des récepteurs P2X2 (Lemoine et al, 2013; Habermacher et al, 2016b). La
stratégie des « photo-tweezer » développée par la doctorante Chloé Habermarcher a permis
notamment de comprendre I'implication des hélices TM2 et |la découverte des mouvements

impliqués dans I'ouverture du pore P2X. En utilisant cette stratégie, le pore peut étre ouvert ou
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fermé en réponse a la lumiére, a condition qu’'un MAM (dénommé ici MAM3) soit lié de maniere
covalente entre une paire de résidus modifiés par une cystéine située a une distance appropriée.
Un mouvement horizontal des hélices TM2 est consécutif a un double pontage horizontal entre
deux sous-unités de mutants cystéines, induit par le MAM. L’ouverture du pore est le résultat du
passage du MAM d’un isomére cis (version courte) a I'isomére trans (version longue), qui induit
un écartement des hélices TM2 'une par rapport a I'autre. Le mouvement vertical, consécutif a
un double pontage vertical du MAM, est le résultat du passage du MAM d’un isomére trans a un
isomere cis. Ceci a pour conséquence un rapprochement des hélices TM2 grace a un mouvement

de torsion.

Nous avons décidé d’utiliser cette stratégie et des dérivés du MAM pour piéger I'état 12. Pour
cette partie du projet j’ai utilisé 5 molécules (nommé MAM1 a 5), synthétisées par la doctorante
Laurie Peverini, ayant des tailles différentes afin d’incrémenter la distance entre les deux
maléimides (Figure 23). En jouant sur la taille nous espérions discriminer le passage des petits
cations et des gros cations du type NMDG". Car en plus de pouvoir contréler I'ouverture et la

fermeture du récepteur P2X2 en s’affranchissant de [I'utilisation de I’ATP, nous avions
I'opportunité d’avoir une regle moléculaire en jouant sur la taille des espaceurs. La stratégie
employée s’est articulée autour des mouvements horizontaux et verticaux des hélices TM2
permettant 'ouverture du récepteur. L'idée est simple : afin d’étudier la dilatation nous allons
utiliser des molécules photoisomérisables de grandes tailles pour investiguer le mouvement
horizontal et permettre un écartement plus important des hélices TM2. D’une maniére analogue
I'utilisation des molécules photoisomérisables plus courtes se justifie afin d’investiguer les

mouvements verticaux dans le but de rapprocher les hélices TM2.
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Figure 23 Structure chimique des différents MAM utilisées

6.2 Matériels et méthodes

Enregistrements électrophysiologiques : Deux types de milieux ont été utilisés. Milieu
extracellulaire NMDG" : 160mM, 10mM de HEPES, et 13 mM de glucose. Milieu extracellulaire
NES :140 mM de NaCl, 2.8mM de KCI, 2mM de MgCl2, 2mM de CaCl2, 10mM de HEPES, et 10 mM
de glucose. Milieu intrapipette 140mM de CsCl, 10mM de MgCI2, 5mM de d’EGTA. Les conditions
d’incubations pour les molécules photoisomérisables sont respectivement MAM1 10 uM pendant
10 min, 1% de DMSO final dans NES, MAM2 10 uM pendant 10 min, 1% DMSO dans NES et MAM3
3 pendant 20 min, DMSO a 1% dans NES, MAM4 50uM pendant 20 min, 1% DMSO dans NES,
MAMS5 50uM pendant 20 min, 1% DMSO dans NES et ATP 3 puM. Les effets de la lumiere sur
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I'activité du récepteur ont ensuite été mesurés en utilisant des enregistrements de Patch clamp
en configuration cellules entieres a365 nm (2s, 17,7 mW / mm2), 530 nm (4 s, 13,3 mW / mm?2)

ou 455 -nm (2's, 39,5 mW / mm2) pour obtenir des photorégulations.

6.3 Résultats

Au sein du laboratoire, nous avons une banque assez importante de plasmides codant pour des
récepteurs P2X2 possédant une ou plusieurs mutations cystéines. L’'ensemble des mutants a été
généré sur le récepteur P2X2-3T dont trois cystéines endogénes furent remplacées par des
thréonines. Afin d’augmenter le nombre de position qui permettent la photorégulation, j’ai lancé
un criblage sur un ensemble de mutants au niveau du pore et particulierement autour des résidus
1328 et S345. Pour ce faire j’ai utilisé les 5 MAM (Figure 24) en notre possession. Les mutants
utilisés sont composés d’une combinaison de simple et double mutant sur TM1 et TM2. Sur un
ensemble de 40 combinaisons j’ai obtenu 24 photorégulations. L’ensemble des résultats obtenus
confirment les mouvements moléculaires précédemment publiés (Habermacher et al, 2016b)
c’est-a-dire une ouverture gouvernée soit par un pontage horizontal soit par un pontage vertical.
Afin de piéger I'état dilaté j’ai dissocié les deux types de pontages en les étudiant séparément.
J'ai utilisé deux groupes de mutants : un premier groupe de simples mutants ol un seul résidu est
muté en cystéine permettant I'accroche d’une seule molécule photoisomérisable et un deuxieme
groupe de doubles mutants ou trois molécules photoisomérisables peuvent potentiellement se
fixer. Jai donc testé le premier groupe de mutant afin de pouvoir me concentrer sur le
mouvement horizontal des hélices (Figure 24D). J'ai incubé les différents mutants avec les MAM
(voir matériels et méthodes pour les conditions d’incubation) puis j’ai appliqué de la lumiére en
commencant par irradiation UV puis visible. Sur un ensemble de 18 simples mutants introduits
sur TM1 ou TM2 (Y47C, S326C, 1328C, P329C, 1332C, T336C, Y43C, D57C, S58C, T330C, 1331C,
N333C, L334C, A335C, L338C, T339C, S345C, L347C) seul 6 mutants présentent une
photorégulation (Y47C, S326C, 1328C, P329C, 1332C, T336C) (Figure 24C). Sur I'ensemble des

mutants, il s’est avéré que le mutant 1328C présentait les plus forts courants de photorégulation
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(Figure 24A). C’est pourquoi j’ai décidé de tester la dilatation en substituant le Na* extracellulaire
par du NMDG". Suite a I'activation de nos récepteurs par la lumiére, aucun courant rentrant porté
par le NMDG" n’est enregistré lors de la premiére activation, (Figure 24B). Au contraire nous
observons un courant sortant porté par le Na*, mais suite a plusieurs applications de ce protocole
lumineux j’ai constaté une diminution progressive de ce courant sortant jusqu’a la disparition
totale du courant, de plus dans certain cas j'ai pu observer de trés faible courant rentrant. Cette
derniére observation se produisant suite I'application, d’un grand nombre, du protocole

lumineux. Il s’est donc avéré que ce mouvement correspondant a un écartement des hélices

horizontal ne permettait pas d’observer un courant net et important de NMDG"
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Figure 24 Investigation des mouvements horizontaux des hélices TM2 : A Traces électrophysiologiques enregistrées lors
d’irradiation 525, 365nm en absence d’ATP sur des cellules exprimant le mutant 1328C avec des différents MAM et S345C avec le
MAM3. B Trace électrophysiologiques représentatif des courants induit par la lumiére en présence du NMDG" sur le mutant 1328C.
C Vue latérale du domaine transmembranaire de la structure de rayons X liée a ATP zfP2X4 codées par couleur par sous-unité. Les
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résidus sélectionnés et représentés par des sphéres indiquent les substitutions en cystéine. La couleur verte indique les positions
qui photorégulent et I’autre couleur indique les positions qui ne photorégulent pas. D Vue du haut du mutant 1328C

J'ai par la suite ciblé le mouvement vertical par I'intermédiaire de mutations de deux acides
aminés positionnés afin que les molécules photoisomérisables puissent ponter. J'ai testé un
ensemble de 17 mutants (1332C/V51C, 1332C/Y47C, A335C/V51C, 1332C/S345C, 1328C/S345C,
1328C/F346C, S326C/S58C, S326C/N333C, 1332C/Q52C, 1332C/D57C, 1332C/S58C) dont seuls 6

mutants présentaient une photoregulation (1332C/V51C, 1332C/Y47C, A335C/V51C, 1332C/S345C,
1328C/S345C, 1328C/F346C) (Figure 25D). Je me suis focalisé sur la paire 1328C/S345C (Figure 25A)
pour la détection de la dilatation car soit les courants de photorégulation (1328C/F346C) étaient
trop faibles soit les mutants se trouvaient sur deux segments transmembranaires différents
impliquant une analyse plus complexe des mouvements sous-jacents (A335C/V51C). Il est
important de noter que seules les MAM2 et MAM3 ont permis de ponter, sur le mutant

1328C/S345C, les deux cystéines.

Jai a nouveau substitué le Na* par NMDG" afin de détecter la dilatation du pore.
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Figure 25 Investigation des mouvements horizontaux des hélices TM2 : A traces électrophysiologiques enregistrées lors
d’irradiation 525, 365nm en absence d’ATP sur des cellules exprimant le mutant 1328C/S345C avec les MAM2 et MAM3 (Na+
externe). B trace électrophysiologiques représentatif des courants induit par la lumiére en présence du NMDG™ sur le mutant
1328C/S345C avec le MAM2 et MAM3.C Données regroupées, présentées en tant que valeurs individuelles du Ee, et en moyenne *
sem, obtenues avec le MAM?2 (couleur rouge n = 11 patches) et le MAM3 (couleur bleu, n = 9) D Vue latérale du domaine
transmembranaire de la structure de rayons X liée a ATP zfP2X4 codées par couleur et par sous-unité. Les résidus sélectionnés et
représentés par des spheéres indiquent les substitutions en cystéine. La couleur verte indique les positions qui photorégulent et
I'autre couleur indique les positions qui ne photorégulent pas. E Vue latérale des mutants I1328C et S345C

En utilisant le MAM2 et le MAM3 nous observons une entrée de NMDG" consécutif a une
irradiation dans I’'UV. Pour quantifier la dilatation et comparer I'effet des deux MAM j’ai mesuré
le potentiel d’inversion avec le MAMZ2. Lors de I'analyse des résultats, J’ai comparé mes résultats
obtenus avec les résultats de la doctorante Chloé Habermarcher (Habermacher et al, 2016b), j’ai
constaté aucune réelle différence (MAM2 Erevmoyen=53.6mV, Pnmpe+/cs+=0,1233, N=12 ; MAM3
Erevmoyen=-49,6mV, Pnmpe+/cs+=0,1474, N=9). Nous avions postulé que I'utilisation du MAM2 étant
plus petit que le MAM3, augmenterait la dilation, il s’est donc avéré aucune différence notable
(Figure 25C).
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6.4 Discussions

Comme il I'est déja décrit dans des précédentes publications, I'utilisation de molécules
photoisomérisables constitue un outil puissant pour le controle des récepteur P2X. Son utilisation
pour piéger la dilation s’est avérée intéressante. Dans un premier temps nous avons confirmé
gu’il existait deux mouvements des hélices permettant I'ouverture du pore. Cest deux
mouvements ont permis de piéger deux états d’ouvertures différentes. Un état ouvert consécutif
a un mouvement horizontal permettant I'observation de courant porté des petits cations. Mais
également un état ouvert qui fait suite au mouvement vertical des hélices perméant aux cations
de grosses tailles de types NMDG". Nous avons certes déterminé un mécanisme piégeant I'état
dilaté, cependant il reste un certain nombre de questions auxquelles il est important de répondre
afin de clarifier certaines zones d’'ombre. Nous pensions qu’augmenter la taille des MAM lors du
pontage horizontal et notamment sur le mutant 1328C permettrait d’écarter suffisamment les
hélices afin de piéger I'état 12. Or aucune combinaison n’a pas permis d’observer un courant
NMDG®. Des analyses en dynamique moléculaire ont révélé que le MAM4 et le MAMS5
présentaient une trop grande flexibilité. Cette analyse montre que les tailles des molécules
(MAM4, MAMS5) n’ont peut-étre pas autant d’influence sur I'écartement des hélices dans le
pontage horizontal. Ceci peut fausser notre interprétation et notamment sur la différenciation

des deux mouvements.

La comparaison du MAM2 et MAMS3 pour I'investigation du pontage verticale lors de I’analyse de
la perméabilité est confronté a un probléme de différence de marquage. En effet, il n’est pas exclu
qgue la différence structurale des molécules influence le taux marquage de nos molécules. Les
résultats obtenus avec les deux molécules sont donc certainement a améliorer. Durant cette
partie de ma thése j’ai investigué des mouvements induit par le pontage de cystéine se trouvant
sur TM1 et TM2, j’ai observé des courants activés par la lumiére. Les mutants 1332C/V51C,
I1332C/Y47C, A335C/V51C représentent cette configuration. Nous avons décidé de ne pas
continuer sur cette voie car nous avons voulu nous focaliser sur le mouvement des hélices TM2.

Ce choix est fondé par la composition du pore formé par les segments TM2 de chaque sous-unité.

100



De plus, le mouvement induit par le pontage de cystéines situés sur les deux segments TM1 et
TM2 crées un certain nombre de combinaison. Les MAM peuvent se fixer sur des cystéines situées
sur la méme sous unités ou sur des sous unités différentes. La discrimination de ces deux pontages
nécessitait des manipulations complémentaires. De plus il est important de compléter ces
résultats en mesurant la fluorescence afin de confirmer ou infirmer ces hypotheses. J'avais
entamé les premieres expériences en fluorescence, cependant a la publication de I'article (Li et

al, 2015), nous avons décidé d’étudier la dilatation grace a ces nouvelles conditions.
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7 Etude de la dilatation a la lumiere du changement de
paradigme

7.1 Contexte et stratégie

La publication de (Li et al, 2015) a considérablement remis en cause notre perception du
mécanisme de dilatation. En effet, la dilatation fut longtemps décrite comme le résultat d’'une
augmentation progressive du pore. Pour rappel, les auteurs de cet article ont prouvé que le
changement du potentiel d’inversion en fonction du temps est d aux conditions expérimentales.
Or depuis le début, la dilatation fut étudiée en condition asymétrique, c’est-a-dire
NMDG"exr/Na’int. Le changement d’Erev n’est pas une augmentation de perméabilité au NMDG"
mais une sortie massive de Na'int vers le milieu extracellulaire suite a I'activation des récepteurs
P2X. En utilisant des conditions NMDG* symétriques (NMDG exr/NMDG' 1), deux évidences
apparaissent ; la premiére est que le récepteur montre aucune variation de la perméabilité au
NMDG" et le deuxiéme est que I’analyse des courants en configuration cellule entiére montre que

le pore est directement perméant au NMDG".

C’est pourquoi, en collaboration avec la doctorante Laurie Peverini, nous avons décidé d’étudier
la dilatation a la lumiére de cette nouvelle condition. En utilisant la configuration ‘Outside out’
nous avons voulu tester les cinétiques d’activation du récepteur P2X2 et déterminer la

conductance des courants unitaires. L'utilisation des molécules photoisomérisables nous a par

ailleurs permis d’étudier les mouvements moléculaires conduisant au passage du NMDG".

7.2 Matériels et méthodes

Enregistrement électrophysiologique. Configuration ‘Outside out’. La solution extracellulaire

contenait 132,6 mM de NaCl ou NMDG 0,3 mM de CaCl2, 0,25 mM de MgCl2, 10 mM de HEPES,
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pH 7,3. La solution intrapipette contenait soit 132,6 mM NMDG, 9,46 mM HEPES et 10 mM EDTA,
ajustée a pH 7,3. Ou NaF 132,6 mM, HEPES 9,46 mM et EDTA 10 mM, ajusté a pH 7,3 avec NaOH.

Configuration cellule entiere. La solution externe normale (NES) contient 140 mM de NaCl, 2,8
mM de KCI, 2 mM de CaCl2, 2 mM de MgCl2, 10 mM de glucose, 10 mM de HEPES, ajustée a pH
7,3 avec du NaOH. La solution interne normale (NIS) contenait KCl 140 mM, MgCl2 5 mM, EGTA
5 mM, HEPES 10 mM, ajustée a pH 7,3 avec du NaOH. Pour les expériences de photorégulation
les conditions sont : Milieux intrapipette 140 mM NMDG, 10 mM HEPES et 10 mM EDTA, pH ajusté
avec HCl a 7,3 ; milieux extracellulaire 140 mM NMDG et 10 mM HEPES, pH 7,3 ou 140 mM de
NaCl et 10 mM de HEPES, pH 7,3. Pour les expériences de perméation de la Spermidine, les
conditions sont : milieu intrapipette 33 mM de spermidine, 10 mM d'HEPES et 10 mM d'EDTA, pH

ajusté a 7,3 ; milieu extracellulaire contient 33 mM de spermidine et 10 mM de HEPES, pH 7,3.

Les conditions d’incubations pour le molécules photoisomérisable sont respectivement MAM1 10
UM pendant 5 min, 1% de DMSO (final dans NES), MAM2 10 puM pendant 10 min, 1% DMSO dans
NES et MAM3 3 pendant 20 min, DMSO a 1% dans NES et ATP 3 uM. La densité de courant a été

obtenue en divisant le courant par la capacité de la membrane cellulaire.

Fluorescence. Pour le double mutant 1328C / S345C, les cellules ont d'abord été incubées avec 10
MaM-2 en présence de 3 M d'ATP pendant 10 minutes et lavées avec du tampon NES. Ensuite,
les cellules ont été incubées avec YO-PRO-1 (10 pM dans le NES), et apres 10 minutes
d'incubation, les cellules ont été irradiées a 365 nm pendant 5 s. Pour les mutants simples 1328C
et S345C, le méme protocole a été réalisé, sauf que I'activation a été réalisée parirradiation a 530
nm et que les cellules ont été brievement pré-irradiées a 365 nm avant l'incubation de YO-PRO-1
afin de réinitialiser I'azobenzéne dans I'état cis. Dans des expériences de contrble avec le P2X3-

3T, l'incorporation de YO-PRO-1 10 uM a été mesurée en réponse a ATP 30 uM.

L'analyse des données. Toutes les expériences ont été réalisées au moins quatre fois a partir d'au
moins deux transfections, et les valeurs sont présentées sous forme de moyenne * s.e.m. Pourla
modélisation, les valeurs de répartition des configurations cis et trans sont présentées sous forme
de moyenne +s.e.m Le nombre de cellules ou patches utilisés pour les expériences est fourni dans
le texte ou la légende de la figure correspondante.
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7.3 Reésultats

7.3.1 Détermination des cinétiques d’activations en condition symétriques

Afin de tester ces nouvelles conditions nous avons décidé d’utiliser la configuration ‘outside out’,
nous permettant d’étudier les courants ioniques a I’échelle de canal unique. Nous avons tout

d’abord déterminé les constantes d’activation des récepteurs afin de comparer les vitesses

d’établissement du courant suite a 'activation des récepteurs en présence NMDG" ou Na*.

Nous avons transfecté des cellules HEK-293 avec des plasmides codant pour le P2X2-3T de rat,
qui présente une conductance unitaire plus importante que le récepteur P2X2 sauvage. En
condition symétrique, nous avons éprouvé énormément de difficultés pour stabiliser le patche en
configuration ‘outside out’. Nous avons utilisé du F dans le milieu intrapipette en tant que contre-
ions du NMDG" qui a permis d’augmenter la résistance du seal. Sur des patches contenant de
nombreux canaux, une application de 3 uM d’ATP induit le développement rapide d’un courant
rentrant NMDG®, pour un potentiel de membrane a-120 mV (constante d'activation T nmps+= 203
+47 ms, n = 9 patches, Figure 26A, gauche, et Figure 26C et 26D). Les courants NMDG" sont restés
constants pendant la durée d’application de 6 s. L'augmentation de la concentration d’ATP a 10
UM induit une diminution de la constante d’activation (tnvpe+ = 36 £ 4 ms, n = 10 patches a 10

UM, Figure 26D).

Afin de comparer les courants NDMG" et les courants Na* avec les mémes conditions (3 uM d'ATP,
-120 mV), nous substituons le NMDG"exr par du Na'ext (Na ext/NMDG*in7) sur les mémes patches.
L’application de I’ATP induit un courant rentrant Na* plus important que le courant NMDG" (|

nvnG+/1 Na+ = 9.7 £ 1.7%, n = 9 patches, Figure 26A). Cette différence est attendue car la force
motrice électrochimique est en faveur de I'influx de Na * dans une solution asymétrique Na'exr/
NMDG" 1. La constante d’activation du récepteur en présence de Na® est similaire au NMDG"
(tna+ =235+ 74 ms a 3 uM d’ATP, n = 9, Figure 26A). Pour confirmer ces résultats nous avons

augmenté les concentrations d’ATP. Cette augmentation de la concentration induit une
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diminution de la constante d’activation (tna+ =271 4 ms a 10 uM, n = 10 patches, Figure 26D). Par
la méme occasion nous constatons que la concentration n’a aucun effet sur le ratio Ina:/ Inmpe+

(11.4 £ 0.6%, n = 9). Ces résultats indiquent que le canal du pore P2X2 est simultanément

perméable au Na* et au NMDG" lors de son activation.
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Figure 26 L'activation rapide de I'ATP des récepteurs P2X2-3T induit une perméation instantanée et stable de NMDG®.A

L'application rapide d'ATP (3 M, traces bleues) sur un patche a récepteur multiple de cellules HEK-293 exprimant le récepteur P2X2-
3T évoque des courants NMDG " (gauche) et Na * (droite) rapides enregistrés & -120 mV. Le patch a d'abord été baigné dans une
solution extracellulaire de NMDG* (NMDG” oyt / NMDG in, & gauche), puis rapidement échangé avec une solution extracellulaire de
Na * (Na+ out/ NMDG “jn, & droite). Notez la différence dans I'échelle. B Superposition des courants normalisés NMDG ’ (trace noire)
et Na* (tracé gris) représentés en (A) dans une échelle de temps logarithmique C Détermination de la constante d'activation en
ajustant les courants NMDG” (gauche, trace noire) ou Na * (droite, trace grise), induite par ATP 3 mM (traces bleues). Les courants

ont été enregistrés a partir du méme patch a -120 mV en utilisant le méme protocole que celui décrit dans la Figure 26A. Les
courbes rouges indiquent les traces ajustées. D Données groupées, présentées en tant que valeurs de tindividuelles et en moyenne

+ sem, obtenues & 3 mM (n = 9 patchs) et 10 mM ATP (n = 10) dans NMDG " oy:/ NMDG" ;, (lignes noires et points) Et dans Na * out/
NMDG",, (lignes grises et points).

Pour continuer la caractérisation du passage du NMDG", nous avons déterminé lesconductances
unitaires en présence de NMDG" et de Na“, et pour cela nous avons utilisé des patches contenant
trés peu de canaux afin de pouvoir discerner I'ouverture d’un seul canal. Lors de I'application de
1 uM d’ATP, nous avons détecté aucune ouverte ou fermeture en condition symétrique
(NMDG ext/NMDG n1).  Or, quand nous sommes passés en condition asymétrique

(Na*ext/NMDG" 1), des courants monocanaux furent mesurés (conductance moyenne de 65+ 9

pS, n=6 patches, 1 uM d’ATP données filtrées a 1 kHz). Sur ces mémes patches nous avons filtré
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les enregistrements avec une bande passante plus faible (100 Hz) car nous voulions savoir si
I’absence d’ouverture, en présence de NMDG"™ n’était pas d(i & des courants trop faibles noyés
dans le bruit de I'enregistrement. Suite a ce changement de filtre nous avons observé des
courants unitaires discernables résolus dans une solution symétrique (NMDG ext/NMDG"in7)
(Figure 27A). La mesure des courants unitaires représente une valeur moyenne de 0,43 + 0,03 pA
(3,6 £0,2 pS, n = 6 patches). Cette valeur représente environ 5.5% de la conductance unitaire des
courants Na®, ce qui est trés proche de la valeur obtenue a partir des courants multicanaux. Nous
observons a nouveau que I'augmentation des concentrations d’ATP a 10 ou 30 uM n’influencent

pas le ratio Ina+/ Invpe+, Suggérant que des concentrations proches de la valeur saturante

n’augmente pas la conductance NMDG" (Figure 27).

Nous avons donc déterminé la conductance unitaire des courants NMDG®, cependant la

conductance unitaire du Na®* fut déterminé en condition asymétrique (Na'exr/NMDG"int). Pour
pouvoir comparer les deux conductances et déterminer leurs passages a travers le pore, il est

important de se trouver dans les mémes conditions afin d’avoir un élément de comparaison, c’est
pourquoi nous avons déterminé la conductance sodique en condition symétrique (Na exr/Na‘int)
(44 + 6 pS, n = 4 patches a 1 pM ATP). La conductance unitaire du courant NMDG"
(NMDG ext/NMDG"nt) est environ 12 fois plus faible que la conductance unitaire du courant Na*
en condition symétrique (Na'exr/Na’inT). A partir de ces valeurs, nous avons conclu que les ions
NMDG" traversent le pore du canal ouvert a des taux extrémement faibles (~ 2,7 x 10° ions NMDG"
par seconde par canal 8-120 mV avec 132,6 mM NMDG") comparé au Na* (~33 x 10°ions Na* par

seconde par canal a -120 mV avec 132,6 mM de Na®). Nous observons donc que le NMDG" peut

traverser un pore ouvert suffisamment large pour permettre son passage a de plus faibles
concentrations que celui du Na*, mais que le pore est immédiatement perméant au NMDG", au

méme titre que le Na".
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Figure 27 Conductance unitaire des courants NMDG® & partir de patchs externes exprimant le récepteur P2X2-3T. A Les
enregistrements canal unique d'un patch en configuration outside out enregistré a -120 mV activé par 1 uM ATP, d'abord dans
du NMDG" . /NMDG";, (a gauche), puis dans Na*,,. /NMDG", (droite). Les données ont été filtrées & une fréquence finale (fc) de
1 kHz (traces du haut) ou 100 Hz (traces du bas). Les ouvertures des canaux (o) sont indiquées par les lignes en tirets rouges. Les
courants de référence, qui correspondent aux canaux fermés (c), sont indiqués par les lignes en pointillés noirs. B Histogrammes
d'amplitude en tous points des courants Na* (canal supérieur, fc = 1 kHz) et NMDG * (bas, fc = 100 Hz) obtenus & partir du
panneau A. Les gaussiennes centrées a 0 pA représentent des canaux fermés. Dans ce patch, la conductance unitaire moyenne
des courants Na * dans Na*,,; / NMDG 7, est de 68 pS, alors que celle des courants NMDG * dans NMDG" ,,,/NMDG";, est de 3,9
pS. € On a déterminé I'amplitude de courant unitaire a partir des enregistrements canal unique aux concentrations d'ATP
indiquées dans NMDG" ,,,/NMDG",, (noire) et Na',,,/NMDG",, en (gris) enregistrées a -120 mV. Données, présentées sous forme
de valeurs individuelles et sous forme de moyenne + s.e.m. (N = 6, 4 et 5 patchs pour 1, 10 et 30 uM d'ATP, respectivement). D
Enregistrement canal unique du courant de P2X2-3T induit par 1 uM d'ATP enregistré en Na”,,. /Na”;, & -120 mV. Les données ont
été filtrées a une fc finale de 1 kHz. Les ouvertures des canaux (o) sont indiquées par la ligne pointillée rouge. Le courant de base,
qui correspond aux canaux fermés (c), est indiqué par une ligne noire en pointillés. (E) Histogrammes d'amplitude en tous points
des courants Na* canal unique. Pour ce patch, la conductance unitaire moyenne du courant de Na® est de 52 pS.
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732 Comparaison du mécanisme sous-jacent au passage du NMDG* et du Na*

Nous avons ensuite utilisé les molécules photoisomérisables afin de déterminer les mouvements
moléculaires conduisant a la perméation du NMDG" (NMDG "ext/NMDG"nt). Sur I'ensemble des
MAM en notre possession nous avons sélectionné le MAM1, MAM2 et MAM3 afin de pouvoir
incrémenter le diamétre du pore car contrairement aux molécules plus grandes, les simulations
en dynamique moléculaire montrent que ces trois molécules sont plus rigides et permettent de
discriminer les isoméres cis et trans. Comme lors de mes précédents travaux, nous nous sommes
focalisés sur la partie du pore autour des résidus 1328 et S345 qui peuvent ponter horizontalement
et verticalement par rapport au plan de membrane. Nous avons testé 13 simples et doubles
mutants sur le récepteur P2X2-3T exprimé dans les cellules HEK-293. Chaque mutant fut traité
avec chaque molécule photoisomérisable entrainant 42 combinaisons différentes incluant le
controle P2X2-3T. Afin de pouvoir comparer les différents résultats obtenus avec les MAM nous
avons normalisé les courants NMDG" avec les courant portés par le Na* (Invpe+/Ina+). Cette

normalisation nous permet de nous affranchir des différences éventuelles de marquage.

Nous avons testé I'ensemble des mutants en réponse a I'ATP, afin de confirmer leurs
fonctionnements et nous permettre I'obtention des ratios Invpc+/Ina+. L'analyse des ratios montre
gu’ils sont semblables a ceux mesurés en configuration ‘Outside out’ (valeur comprise entre 4%
et 15%). De plus, afin d’avoir un contréle négatif nous avons testé les MAM sur le P2X2-3T et nous

avons constaté aucune photorégulation.

Sur un ensemble des 39 combinaisons testées, nous observons une photorégulation sur 27
combinaisons différentes. Cependant, les expériences de contréle ont révélé que de nombreux
courants de photorégulations générés a partir de doubles mutants (12/19) avaient des profils
d'activation qui étaient similaires au mutant simple homologue (case marquée par un astérisque
dans la Figure 28E). Cela signifie que les courants de photorégulations résultants correspondaient
un simple pontage entre deux cystéines identiques marquant ainsi le nombre limite de doubles
pontages. Parmi les mutants simples et doubles restants, la moitié (7/15) a présenté des courants

NMDG" induits par la lumiére, avec un ratio Invps +/ Ina+ Supérieur a 5% (moyenne 9 + 3%) proche
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de celui des contréles avec I'ATP (Figure 28E). Nous avons décidé d’exclure le ratio des deux
combinaisons 1332C/F346C incubés avec le MAM2 et MAM3. Bien que les deux combinaisons
montrent un ratio Inmpc +/ Ina+ SUpérieur a la moyenne, I'utilisation des MAM semble affecter les

courants portés par le Na* et pourrait induire une incertitude dans la mesure des ratios (Figure

28D).
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Figure 28 La perméation NMDG" opére avec des mouvements moléculaires similaires & la perméation de Na®. A Structures
chimiques des MAM a I'état trans. B isomérisation cis-trans de I'azobenzéne induite par les longueurs d'onde indiquées de lumiére.
L'isomérisation cis-trans est induite par irradiation a 455 nm pour MAM-1 ou 530 nm pour MAM-2 et MAM-3. C Vue latérale des
trois hélices TM2 transmembranaires de la structure de rayons X liée a I'ATP hP2X3 codées par couleur par sous-unité. Les résidus
sélectionnés pour la substitution de la cystéine sont indiqués par des sphéres sur les monomeres A et B et, pour plus de clarté, ils
ont été convertis en une numérotation rP2X2 équivalente. Des fleches rouges doubles indiquent des pontages horizontaux et
verticaux possibles, par rapport au plan membranaire, entre les cystéines utilisées. D Courants lumineux macroscopiques
enregistrés a -60 mV a partir de cellules HEK-293 exprimant les mutants indiqués traités avec les MAM indiqués. Les cellules ont
d'abord été baignées dans une solution extracellulaire de NMDG” (& droite), qui a ensuite été rapidement échangée contre une
solution extracellulaire de Na® (& droite). L'illumination a été effectuée, comme indiqué, & 365 nm (barres violettes) et & 455 nm
(barres bleues) ou 530 nm (barres vertes) pour induire les états cis et trans de I'azobenzéne, respectivement. Les fleches violettes
indiquent un éclairage court (80 ms). Pour les mutants simples traités par les MAM, les cellules ont été brievement pré-irradiées a
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365 nm (80 ms) avant les enregistrements. E Carte de chaleur des courants NMDG™ normalisés avec courants Na* (a gauche) et
avec la densité des courants Na* (a droite) enregistrés dans les conditions indiquées. Toutes les photorégulations enregistrées pour
les mutants simples ont été induits par la configuration trans, alors que tous les photorégulations détectés pour les doubles
mutants ont été induits par la configuration cis, a l'exception de ceux indiqués par des astérisques qui répondaient a la
configuration trans, de maniére similaire a leur mutant unique Homologues 1328C, P329C ou I1332C. Les cases grises indiquent q ue
InvDG + / INa + NE peut pas étre déterminé. Dans les témoins, 30 uM d'ATP, appliquée sur des cellules non traitées, a suscité des
réponses qui se situent entre 32 a 92% de la réponse maximale (pour chaque case, n = 4-7 cellules).

Nous avons constaté par la méme occasion que les deux mouvements moléculaires, que nous
avons vu précédemment et permettant I'ouverture du récepteur, admettent une perméation au
NMDG®. Ainsi nous observons que le mouvement horizontal issue du pontage horizontal de
simple mutant (1328C traité avec MAM-2 ou MAM-3 et 1332C traité avec MAM-1) ont induit une
perméation au NMDG"* au méme titre que le mouvement vertical issu d’'un double pontage
réticulé (1328C / S345C traités avec n'importe quel MAM et 1332C / S345C traités avec MAM-2).
On note une corrélation claire entre les courants de NMDG" et de Na*, ou les courants sodiques
ont toujours été observés lorsque des courants NMDG" sont enregistrés. Inversement, aucun
courant de NMDG" n'a été enregistré lorsqu’aucun courant de Na® n'a été enregistré. Ceci indique
que la perméabilité du NMDG" et |'ouverture du canal permettant le passage des petits cations
fonctionnent avec des mécanismes similaires. Contrairement a mes précédents résultats et a ceux
issus de la publication du doctorant Chloé Habermarcher, nous observons une perméabilité au
NMDG" lors du mouvement horizontal. La raison de cette différence est inconnue, mais étant
donné que la perméabilité NMDG" a été obtenue en mesurant Ery & partir d'expériences en
condition asymétrique, il reste possible que sa perméabilité soit sous-estimée, soulignant en
outre la nécessité d'utiliser des solutions symétriques pour mesurer les événements de

perméation directe.

La corrélation entre les courants NMDG" et Na® induits par la lumiére n’est pas systématiquement
vérifiée. Dans le cas de 3 combinaisons sur 11, nous observons un courant sodique (dont la

densité est supérieure a 3 pA/pF) avec parallelement une absence ou quasi-absence de courant

NMDG". Nous observons ces résultats a la fois dans le pontage verticale (1332C/ S345C traité avec
MAM-3) et horizontale (1328C et P329C traité avec MAM1). Nous remarquons aussi que la
longueur des molécules photoisomérisables ont une influence sur le ratio. Une augmentation de
la taille du MAM (MAM1 a MAM2 a MAM3) augmente le ratio Invpc+/Ina+ de 0 @ 7% pour le

mouvement horizontal autour du simple mutant 1328C. Une diminution de la taille de MAM
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(MAM3 a MAM?2)) augmente le ratio Invpc+/Ina+ de ~ 0.2 3 ~ 6% pour le mouvement vertical autour
du double mutant 1332C/S345C. Ces données révelent donc I'existence d'états partiellement
ouverts perméants au Na* et non au NMDG", ce qui indique en outre que la perméabilité des
grosses molécules est influencée par de petites variations de la distance séparant les hélices TM2

délimitant le pore.

7.3.3 Les mouvements induits par la lumiere permettent I'incorporation du YO-PRO-1 dans

des conditions physiologiques

Afin de pouvoir confirmer les données obtenues par électrophysiologie patch-clamp, nous avons
mesuré I'absorption de colorant YO-PRO-1 dans des conditions physiologiques, ou Na* a remplacé
NMDG". Par cette occasion nous voulions des conditions ne perturbant pas l'intégrité

membranaire des cellules. Lutilisation du NMDG" se justifie afin de pouvoir se rapprocher de

conditions physiologiques.

Nous nous sommes concentrés sur la paire 1328C et S345C incubée avec le MAM2, dont le ratio
Inmpc+/Ina+ €St le plus important et dont la densité de courant sodique est la plus forte. Suite a une
irradiation de 365nm sur le double mutant 1328C/S345C, nous observons une augmentation de
I'incorporation du YOPRO-1. Cette incorporation est similaire a celle induit par 30 uM sur le P2X2-

3T (Figure 29C) constituant notre controle positif.

En revanche, aucune incorporation de YO-PRO-1 n'a été observée dans les cellules exprimant les
simples mutants 1328C ou S345C incubés avec MAM-2 qui ont été éclairées a 530 nm, aprés une
courte pré-irradiation a 365 nm avant I'application du YO-PRO-1 afin de réinitialiser I'azobenzene
dans I'état cis (Figure 29D, E). Bien que ces données de fluorescence soient en accord avec les

données de patch-clamp, I'absence d'apport de YO-PRO-1 pour 1328C semblait détonner avec la

perméabilité au NMDG" enregistrée.
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Figure 29 Les changements structuraux des hélices TMZ2 induisent une absorption de colorant cellulaire dans des conditions
physiologiques. A Série chronologique d’incorporation du YO-PRO-1 dans des cellules HEK-293 exprimant le récepteur P2X2-3T
(rangée supérieure) et le double mutant 1328C / S345C traité avec MAM-2 (rangée inférieure). La fluorescence (en unités
arbitraires) a été acquise avant et pendant l'activation de I'ATP (30 uM) ou légére (365 nm pour 5 s) qui a débuté a 0 s comme
indiqué. Sur la gauche sont représentées les microphotographies correspondantes sous lumiére transmise. B Vitesse
correspondante d'incorporation du YO-PRO-1 dans des cellules (n = 15 cellules) exprimant le récepteur P2X2-3T en l'absence
(orange) ou en présence (rouge) d'ATP. La fléche indique I'heure a laquelle I'ATP a été appliqué. C Vitesse d’incorporation du YO-
PRO-1 dans des cellules exprimant le double mutant 1328C / S345C traité avec MAM-2 en l'absence (bleu clair) ou présence (bleu
foncé) d'irradiation @ 365 nm (n = 18 cellules). La fleche indique le moment auquel les cellules ont été brievement irradiées. D
Méme protocole que dans (C) pour des cellules exprimant le mutant simple 1328C traité avec MAM-2, sauf que l'irradiation s'est
produite a 530 nm (n = 12 cellules). (E) Méme protocole que dans (D) pour des cellules exprimant le mutant simple S345C traité
avec MAM?2 (n = 18-21 cellules). Pour les panneaux (D) et (E), les cellules ont été brievement pré-irradiées a 365 nm pendant 2 s
juste avant l'application de YO-PRO-1. Les zones ombrées indiquent la moyenne * s.e.m.

Cependant, une analyse minutieuse a montré, pendant et aprées irradiation des cellules exprimant
le mutant 1328C traité avec MAM-2, une inactivation rapide des courants induits par la lumiére
(courant résiduel mesuré 18 s apreés la fin de l'irradiation : 3 £ 3%, n = 5) (Figure 30A). Tandis que
des courants stables ont été enregistrés pour le double mutant 1238C / S345C incubé avec le
méme MAM (69 + 7%, n = 4). (Figure 30B). L'activation temporaire du simple mutant empéche
une accumulation importante de YO-PRO-1 dans les cellules, une hypothése qui explique
facilement I'absence apparente d’incorporation du YO-PRO-1. L’ensemble, des résultats
fournissent la preuve le que le passage de grosses molécules induite par la configuration cis du

MAM2 se produit dans des conditions physiologiques.
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Figure 30 Test de stabilité des courants induit par la lumiére sur les simples et doubles mutants cystéines. A Courants photo-induit
macroscopiques enregistrés a -60 mV a partir de cellules HEK-293 exprimant le mutant simple 1328C B Courants photo-induit a
partir de cellules HEK-293 exprimant le double mutant 1328C / S345C. Avant les enregistrements, les cellules ont été pré-irradiées
a 365 nm (pour 1328C) ou 525 nm (pour 1328C / S345C).

7.3.4 Dynamique moléculaire de la perméabilité au NMDG*

Grace a une collaboration avec le laboratoire de Marco Cecchini (ISIS, Strasbourg), nous avons
lancé des études en dynamique moléculaire (MD) afin d’obtenir des informations sur le
mécanisme de perméation de NMDG" dans les récepteurs P2X. Les études ont été effectuées a
partir du modeéle du récepteur zfP2X4 dans un état ouvert ponté verticalement avec trois MAM?2
sur la combinaison 1336C/N353C (équivalent 1328C/S345C). Sur une durée de 50 ns, les
événements de perméation du NMDG" ont été enregistrés en présence d’un grand potentiel de
membrane (jusqu’a -2 V). Lors de I'analyse des résultats, nous observons que le récepteur zfP2X4
est perméant au NMDG" avec un taux de perméabilité de 7x10” s™*. La mesure du ratio du passage
des ions NMDG"/Na* est semblable au résultat obtenu en configuration Outside out, bien que la
valeur absolue soit supérieure. Ceci est probablement di a des valeurs extrémes de la force

motrice électrochimique qui ont été utilisées en MD (Figure 31).
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Figure 31 Mécanisme de la perméation NMDG" révélée par des simulations MD.A Instantanés & différents moments de simulation.
B La distance de bout en bout de NMDG™ (colonne de gauche) et I'angle formé par I'axe longitudinal de NMDG® avec I'axe paralléle
au plan de membrane (milieu) sont affichés par trame de la simulation pour toutes les molécules de perméant.

Il est important de noter que ces simulations montrent que la différence de perméabilité

observée pour le Na* par rapport 8 NMDG" est due & un mécanisme de perméation plus complexe

pour le NMDG" qui nécessite une sélection basée a la fois sur sa conformation moléculaire et sur

son orientation en traversant le pore. Pour que le NMDG" puisse traverser le pore, le cation

organique doit ainsi adopter une conformation complétement étendue (d > 7,5 A) et présenter

I'azote chargé vers le bas, le long du gradient électrochimique (6 <-50 °) (Figure 31). De plus, les
+

simulations ont indiqué qu'avant de remplir la conformation perméable, le NMDG ~ a

échantillonné plusieurs conformations et orientations. Ceci diminue considérablement sa

perméabilité en accord avec la faible conductance unitaire des courants portés par le NMDG" en

configuration ‘Outside out’.

7.3.5 Perméabilité des récepteurs homomériques P2X

Comme nous I'avons vu précédemment grace a la configuration ‘outside out’, la perméabilité aux
grands cations se développe en quelques millisecondes lors de I'application de I'ATP, et cela en

paralléle avec la perméabilité aux petits cations. Nous nous sommes demandés si ce processus

114



est également vrai pour les autres membres P2X, en particulier pour les récepteurs P2X1 et P2X3
présentant une désensibilisation rapide, qui étaient présumés étre des pores « non dilatants ».
Nous avons enregistré les courants des cellules HEK293 transfectées avec les récepteurs P2X1,
P2X3, P2X4, P2X5 et P2X7 de rat, en condition NMDG" symétrique (NMDG "exr/NMDG*in7). Nous
avons observé, pour I'ensemble des récepteurs étudiés, un courant NMDG" sauf pour le récepteur
P2X1 qui, pour une raison inconnue, n’est pas fonctionnelle en condition NMDG" (Figure 32A).
Nous voullimes savoir par la méme occasion si ce processus pouvait s’étendre sur d’autres P2X
issus d’autre espéces, car nous savions que certains isoformes présentaient des différences. C'est

pourquoi nous avons aussi testé ces conditions sur les récepteurs P2X2 et P2X3 d’humain. Or,

+

comme chez les orthologues rat, les deux récepteurs humains présentent des courants NMDG
(Figure 32B). Il faut retenir que le récepteur P2X3 de rat et d’humain est perméant au NMDG",
signifiant que le récepteur désensibilisé a la capacité de laisser passer de gros cations a traversle

pore et que le changement d’espéce dans ce cas ne perturbe pas nos résultats.
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Figure 32 Les récepteurs P2X sont perméables aux cations organiques. A Courants macroscopiques enregistrés a -60 mV a partir
de cellules HEK-293 exprimant les récepteurs P2X de rat indiqué. Les enregistrements ont d'abord été réalisés en NMDG" out /
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NMDG", symétrique en solution (traces noires), puis en solution Na* out/ NMDG;, (traces grises). La concentration en ATP était de
30 uM pour rP2X3, rP2X4 et rP2X5, et 300 uM pour les récepteurs rP2X7. Pour les récepteurs rP2X3, les applications d'ATP étaient
espacées d'au moins 3 minutes. B Les courants macroscopiques enregistrés a -60 mV a partir de cellules HEK-293 exprimant les
récepteurs P2X3 humains

Nous avons vu dans la partie sur la dilatation (3.2.5) que des mutants pouvaient inhiber le passage
du NMDG". Afin de tester cette caractéristique nous avons transfecté le récepteur P2X2 portant
la mutation G342A. Ce mutant a été spécifiquement choisi suite a des inhibitions observées sur
le sous type P2X2 portant la mutation G342A. La mutation de cette position sur d’autre sous type
et spécifiquement le G347Y sur le récepteur P2X4 présente également une inhibition de la
perméabilité du NMDG", montrant ainsi I'importance de cette position largement conservé chez
les récepteurs P2X (Khakh et al, 1999a). Nous avons observé un courant NMDG" en condition
symétrique sur le mutant G342A mais présentant une forte désensibilisation (Figure 33A). Afin de
pouvoir pousser nos investigations plus loin, nous avons testé ces mémes conditions sur le
récepteur P2X2 portant la mutation G342P. Ce mutant est connu pour augmenter I'affinité de
I’ATP(Habermacher et al, 2016b). Suite a I'application de I’ATP nous avons observé un courant
NMDG" moins désensibilisant que le mutant G342A (Figure 33B). Afin de pouvoir comparer les
résultats obtenus sur ces deux mutants nous avons déterminé les ratio Invog + / Ina +. Aucune
différence notable n’est observée quand on compare le G342A (16.3 + 5.1 %, n = 5 patches) et
G342P (12.2 + 4.1 %, n = 5 patches) connu pour augmenter I'affinité apparente de I’ATP. Ces
résultats montrent clairement que la mutation G342A n’a pas d’influence sur la perméabilité du

NMDG".
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Figure 33 Les mutants G342A et G342P sont perméant aux gros cations Des courants macroscopiques ATP-gated enregistrés a -
60 mV a partir de cellules HEK-293 exprimant les mutant indiqués. Les enregistrements ont d'abord été réalisés en NMDG" out
/NMDG";, (traces de gauches), puis en solution Na*ou: /NMDG" j, (traces de droites). La concentration en ATP était de 30 uM pour
pour les deux mutants. A Enregistrement des courant du mutant G342A Pour le mutant G342A, les applications d'ATP étaient
espacées d'au moins 3 minutes. B Enregistrement des courant du mutant G342P

Nous avons certes déterminé et caractérisé le passage du NMDG®, mais il est important de
caractériser la capacité des composés naturels a traverser le pore. Nous avons sélectionné la
Spermidine, une polyamine connue pour sa capacité a moduler de nombreux pores, car il
présentait des charges positives et partageait une taille similaire a celle du NMDG". Afin d’étudier
son passage a travers les pores, nous avons produit des solutions de Spermidine afin de se trouver
en condition spermidine symétrique (Sperexr/Sperint). Nous avons observé des courants rentrant
de spermidine suite a une application rapide d'ATP dans des cellules exprimant les récepteurs
P2X2 et P2X3 d’humains tandis que le potentiel de membrane était maintenu a -60 mV (Figure
34). De plus, des études en MD ont permis de montrer que le zfP2X4 dans |'état ouvert est aussi
perméant a la Spermidine. Les simulations indiquent que le taux de perméation (5 x 10%s-1) est
7 fois plus rapide que celui de NMDG". La structure symétrique de la spermidine, en plus de la
présence de charges positives aux extrémités, fait vraisemblablement disparaitre les barriéres
pour la perméation di a la conformation et I'orientation, augmentant ainsi drastiquement sa
perméabilité par rapport au NMDG" malgré une taille similaire. Ces données révélent donc une

nouvelle signalisation impliquant le passage de gros cations a travers les récepteurs P2X.
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Figure 34 Les récepteurs P2X sont perméables aux cations organiques naturels. A Courants macroscopiques enregistrés dans une
solution symétrique de spermidine a -60 mV a partir de cellules HEK-293 exprimant les récepteurs P2X humains indiqués. La
concentration en ATP était de 30 uM. La densité du courant de spermidine était la suivante : hP2X2 : 43 + 4 pA / pF (n = 5 cellules)
; HP2X3 : 6 + 2 pA / pF (n = 7 cellules). Pour toutes les traces, I'application d’ATP a duré 5 s.

7.4 Discussion

Nos résultats présentés ici fournissent une preuve que la liaison d’ATP sur les récepteurs P2X
entraine une ouverture rapide (échelle de la milliseconde) des pores perméants aux gros cations.
Cette constatation importante remet en question la précédente opinion prédominante qui
suggére que |'état ouvert 11 est seulement sélectif pour les petits cations, tels que Na*, K* et Ca**.
En MD, nous fournissons des preuves évidentes que le NMDG" et la spermidine cationique
peuvent traverser le pore du récepteur a I'état ouvert. Le flux du NMDG" est significativement
plus bas que celui de Na®, car le premier a besoin d’adopter une conformation et une orientation
spécifique pour traverser le pore du canal. Notamment une conformation entiérement linéaire
et une orientation ou le groupement d'azoté chargé positivement doit pointer vers le bas le long
du gradient électrochimique. Un mécanisme complexe de perméation semble donc avoir lieu
pour NMDG", ol la nécessité d’une conformation linéaire et la sélection d'une orientation
spécifique dans la partie la plus étroite du pore introduisent des barrieres significatives qui
entravent sa perméabilité. En conséquence, ces exigences moléculaires ralentissent le débit
global du flux NMDG *. Ces résultats semblent concorder avec la faiblesse des courants unitaires

du NMDG" que nous avons présenté comme d’autres I'ont déja fait (Ding & Sachs, 1999; Riedel

+

et al, 2007) Une information importante de notre étude est que le passage du NMDG" et du Na
opeére avec des mouvements similaires. Pour ce faire, nous avons utilisé trois MAM de différentes

tailles appliquées sur un ensemble de 13 mutants. Nous constatons que sur un ensemble de 39
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combinaisons, seulement sept sont perméants au NMDG'. La spécificité des molécules
photoisomérisables employées et les résultats montrant une influence de la taille des espaceurs
démontrent que I'emploi de ces molécules n’induit pas de désordre dans la protéine, et peuvent
étre utilisées comme un outil pour apporter des informations sur les mouvements moléculaires.
Nous avons identifié deux mouvements moléculaires qui conduisent au passage du NMDG" des
pores : un mouvement horizontal correspondant a un écartement des hélices TM2 et un
mouvement vertical correspondant a un rétrécissement de la distance séparant les extrémités de
I’"hélice TM2. Nous avons constaté qu’un mouvement horizontal insuffisant ou des mouvements
verticaux inappropriés de deux hélices TM2 adjacentes ne permettent pas I'établissement d’un
courant NMDG" mais sont sans influence sur le courant Na*, ce qui suggére que le pore est
partiellement ouvert. Une autre variation, par seulement quelques A, des hélices adjacentes
permet au pore de devenir perméable au NMDG", laissant supposer que la taille du pore
détermine la conductance NMDG™ La pertinence physiologique de ces états partiellement
ouverts non dilatés demeure incertaine. Nous avons étendu nos expériences sur I'ensemble des
récepteurs homomériques et déterminé que méme le récepteur désensibilisant P2X3 était
perméant au NMDG". De plus, la mutation G342A connue dans la littérature pour inhiber la
dilatation montre aucune influence sur la perméation au NMDG. Indiquant que les mutations
ayant une influence sur la perméabilité du NMDG en condition asymétriques NMDG *out/Na'in

doivent étre étudier a a lumiere des nouvelles conditions.

Enfin, nous avons découvert que la spermidine est capable de pénétrer dans I'état ouvert. Les
polyamines sont bien connues pour moduler I'activité de nombreux canaux ioniques, y compris
les canaux ioniques synaptiques. Il est important de noter que méme des récepteurs
désensibilisants, tels que le hP2X3, qui ont été considérés jusqu'ici comme des pores "non
dilatants", sont capables d'activer brievement leurs pores a |'état ouvert, permettant un
écoulement transitoire de spermidine. Cette constatation a une signification physiologique
considérable car elle révele un réle insoupconné des polyamines dans la signalisation P2X. Plus
généralement, elle augmente la possibilité que |'activation des récepteurs P2X puisse permettre
I'échange entre les cellules d'autres cations physiologiques, tels que les acides aminés. Nous

suggérons donc que, a c6té du réle critique de la perméation des cations inorganiques, le passage

119



de métabolites de petites tailles, comme la spermidine, a travers le pore P2X ouvert peut
contribuer a d'autres réponses physiopathologiques. Nos résultats ouvrent ainsi de nouveaux

horizons dans la signalisation P2X.

Ces résultats font I'objet d’une révision a PNAS
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Pore dilation is thought to be a hallmark of purinergic P2X re-
ceptors. The most commonly held view of this unusual process
posits that under prolonged ATP exposure the ion pore expands
in a striking manner from an initial small-cation conductive state
to a dilated state which allows the passage of larger synthetic
cations, such as N-methyl-D-glucamine (NMDG*). However, this
mechanism is controversial and the identity of the natural large
permeating cations remains elusive. Here we provide evidence
that, contrary to the time-dependent pore dilation model, ATP
binding opens an NMDG* permeable channel within milliseconds,
with a conductance that remains stable over time. We show that
the time course of NMDG* permeability superimposes that of Na*
and demonstrate that the molecular motions leading to the perme-
ation of NMDG* are very similar to those that drive Na* flow. We
found, however, that NMDG™* ‘percolates’ ten-times slower than
Na* in the open state, likely due to a conformational and orien-
tational selection of permeating molecules. We further uncover
that several P2X receptors, including those able to desensitize, are
not only permeable to NMDG*, but also to spermidine, a natural
cation involved in ion channel modulation, revealing a previously
unrecognized P2X-mediated signaling. Altogether, our data do not
support a time-dependent dilation of the pore on its own, but
reveal that the open pore of P2X receptors is wide enough to
allow the permeation of large organic cations, including natural
ones. This permeation mechanism has considerable physiological
significance.

Pore dilation | Purinergicreceptor | Photoswitches | YO-PRO uptake |
Spermidine

P2X receptors are non-selective cation channels activated by
adenosine 5'-triphosphate (ATP). They are integral membrane
proteins and form a family of trimeric receptors composed of
seven subunits (P2X1-P2X7) that are involved in a wide range
of physiological and pathological processes, including pain sen-
sation, hearing protection, taste, modulation of neurotransmitter
release, hypertension, inflammation and neuropathic pain (1-5).
P2X receptors have, therefore, attracted attention as promising
therapeutic targets (5, 6). Supported by recent X-ray structures
(7-11), a functional receptor is composed of three subunits that
assemble in the cell membrane as a homo- or heterotrimer
to form a central transmembrane pore (12, 13). Each subunit
comprises two transmembrane helices, named TM1 and TM2,
which are linked by an extracellular domain, where the ATP-
binding sites are nestled. In response to a short application of
ATP, the pore rapidly opens on the millisecond timescale—a
process known as gating—to a state that is selective to small
inorganic cations, such as Na*, K* and Ca" ions. The flow of
these cations is estimated to occur at relatively high conduction
rates between 6 to 20 x 10° ions per second at a given driving force
amplitude (14-16). This rapidly affects the ion balance of the cell,
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and consequently initiates signal transduction. This open state is
sometimes referred to as I; state (2).

A remarkable feature of P2X receptors is that longer ATP
application causes a striking time-dependent pore dilation of the
channel. This process, named pore dilation, is observed only for
selected subtypes, notably homomeric P2X2, P2X4 and P2X7
and heteromeric receptors P2X2/3 and P2X2/5 (17-21). Different
possible mechanisms have been proposed to explain pore dilation
(22, 23), but the most prevailing one posits that the open pore
of the initial I; state progressively dilates for several seconds to
form an enlarged pore, denoted I, state, that is permeable to
large organic cations such as N-methyl-D-glucamine (NMDG™),
or fluorescent dyes such as ethidium bromide and YO-PRO-1 (2).
As these cations are larger than small inorganic ions, they are
believed to be impermeable to the I; state. This belief has been
supported by many biophysical studies, including atomic force mi-
croscopy (AFM), patch-clamp electrophysiology, fluorescent dye
uptakes and real time conformational change measurements (17,
18, 24-31). However, the molecular mechanism of pore expansion
is still unclear.

Very recently, a study has challenged the pore dilation
paradigm (32). The study suggests that the slow transition towards
the I, state is not caused by a progressive change in the perme-
ability ratio of NMDG™ relative to Na*, which is usually deter-
mined by measuring the hallmark shift in equilibrium potentials

Significance

Unlike many ion channels whose pore conductances remain
relatively stable over time, it is thought that prolonged ATP ap-
plication to P2X receptors causes a striking increase over time
in the permeability of large molecules, a process dubbed pore
dilation. However, this mechanism remains poorly understood
and highly controversial. Here we employ different methods
spanning photochemistry, molecular biology and biophysics
to show that contrary to current belief, rapid activation by
ATP allows the stable passage of large molecules through the
P2X pore. We further discover that spermidine, a large cationic
species known to modulate other ion channels, is able to
transit through many P2X receptors, including those thought
to be non-dilating. Our data thus reveal a novel P2X mediated
signaling.
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Fig. 1. . Rapid ATP activation-of P2X2-3T receptors induces instantaneous and stable permeation of NMDG?. (A) Fast application of ATP (3 pM, blue traces)
to a multiple-channel-containing outside-out patch from HEK-293 cells expressing the P2X2-3T receptor evokes rapid NMDG™ (left) and Na* (right) currents
recorded at -120 mV. The patch was first bathed in extracellular NMDG" solution (NMDG*,«/NMDG*;,, left), and then rapidly exchanged to extracellular Na*
solution (Na*,u,t/NMDG*;,, right). Note the difference in current scale. (B) Superposition of normalized NMDG* (black trace) and Na* (grey trace) currents
shown in (A) in logarithmic time scale. (C) Single-channel recordings from an outside-out patch recorded at -120 mV of currents elicited by 1 pM ATP, first
in NMDG"*,,t/NMDG*;,, solution (left), and then in Na*,,t/NMDG™;, solution (right). Data were sampled at 10 kHz and filtered at a final corner frequency (f.)
of 1 kHz (top traces) or 100 Hz (bottom traces). Channel openings (o) are downward deflections indicated by the red dashed lines. Baseline currents, which
correspond to closed channels (c), are indicated by the black dashed lines. (D) All-points amplitude histograms of single-channel Na* (top, f. = 1 kHz) and
NMDG"* currents (bottom, f. = 100 Hz) obtained from the patch shown in panel C. Distributions were fit by a sum of four Gaussians for Na* currents and three
Gaussians for NMDG™* currents (blue lines). Gaussians centered at 0 pA represent closed channels. For this patch, the mean unitary conductance of Na* currents
in Na*ut/NMDG™;, is 43 pS, whilst that of NMDG" currents in NMDG" 5 ,t/NMDG*;, is 4.0 pS.

by patch-clamp electrophysiology under bi-ionic conditions, but
rather by a dramatic, unappreciated change of the concentrations
of these ions inside the cell. In addition, pore dilation has never
been observed at the single-channel level (16, 33), and no crystal
structure of a dilated state has been reported to date, making
the study of this peculiar state particularly difficult. Finally, the
physiological relevance of P2X pore dilation remains unclear, es-
pecially due to the unknown identity of the natural molecules that
permeate through the dilated state. A recent work has, however,
shown that genetically determined P2X7 dilated pore formation
regulates variability in chronic pain sensitivity (34). The study
revealed that in women having undergone a mastectomy there is
a genetic association between lower pain intensity and the hypo-
functional His270 (rs7958311) allele of P2RX7 gene, suggesting
that selectively targeting P2X pore formation may be a new
strategy for individualizing the treatment of chronic pain. The
concept of pore dilation of P2X receptors has remained a matter
of controversy for almost 20 years, and as such, understanding
of this molecular mechanism with new approaches represents a
challenging and pertinent issue.

In this paper, we discover the molecular mechanism of per-
meation of large organic cations in P2X receptors. Contrary
to the prevailing assumptions, we provide evidence by single-
channel recordings that the pore does not undergo a time-
dependent dilation upon opening, but rather enters rapidly, in
response to ATP binding, a state that allows the stable passage of
large organic cations. In addition, we designed and used photo-
switchable cross-linkers of different lengths to probe conforma-
tional changes of engineered cysteine-substituted P2X2 recep-
tors that are associated with NMDG™* and YO-PRO-1 perme-
ability. We demonstrate that the molecular motions leading to
the permeation of these large organic cations are very similar
to those that drive Na* flow. We further reveal by Molecular
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Dynamics (MD) simulations a complex mechanism for NMDG™*
permeation, which involves both a conformational and orienta-
tional selection of the permeating molecules. Finally, we uncover
that desensitizing P2X receptors have the capacity to transiently
conduct NMDG™ ions in response to ATP binding, and identify
spermidine as a natural large molecule able to permeate selected
human P2X pores. Our results underscore an unappreciated
novel P2X signaling.

Results

ATP gates a pore that is immediately permeable to NMDG*

In a recent study carried out in P2X2 receptors, it has
been shown that ATP gates macroscopic currents in symmetric
NMDG™ solutions (32). To determine whether this occurs at the
level of the single channel, we employed the outside-out config-
uration of the patch-clamp technique that enables fast solution
exchange at the cell membrane on the millisecond time-scale. We
used symmetric NMDG™ solutions, in which NMDG" is present
in both the external (outside) and internal (inside the pipette)
solutions (NMDG™ o,i/NMDG*},), and thus represents the only
carrier of cationic currents. To increase seal resistance and patch
stability, fluoride ions (F) were used as internal counter ions
to NMDG" cations (see Methods). We transiently transfected
human embryonic kidney (HEK-293) cells with plasmids encod-
ing the rat P2X2-3T, which is a cysteine-less mutated recep-
tor that retains wild-type P2X2 functionality (35), but displays
increased single-channel conductance (36). In a first series of
experiments, we used excised outside-out patches that contained
multiple channels and observed robust inward NMDG™ currents
that developed rapidly following fast perfusion of 3 pM ATP,
while holding the voltage to -120 mV (activation time constant
TnvpG+ = 203 £ 47 ms, n = 9 patches, Fig. 1A, left, and Fig. S1A
and B). NMDG" currents remained constant during the 6-s time
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Fig. 2.

. NMDG" permeation operates with similar molecular motions to Na* permeation. (A) Chemical structures of MAMs in the trans state. (B) Cis-trans

isomerization of the azobenzene induced by the indicated wavelengths of light. The backward cis-trans isomerization is induced by irradiation at 455 nm
for MAM-1 or 530 nm for MAM-2 and MAM-3. (C) Side view of the three transmembrane TM2 helices of the hP2X3 ATP-bound X-ray structure (PDB ID:
5SVK) (10) shown in ribbons and color-coded by subunit. Residues selected for cysteine substitution are indicated by spheres on monomers A and B, and for
clarity, they were converted to equivalent rP2X2 numbering. Double red arrows indicate possible horizontal and vertical MAMs cross-linking, relative to the
membrane plane, between engineered cysteines. (D) Macroscopic light-gated currents recorded at -60 mV from HEK-293 cells expressing the indicated mutants
treated with the indicated MAMs. Cells were first bathed in extracellular NMDG* solution (NMDG*,,t/NMDG*;,, left), which was then rapidly exchanged for
extracellular Na* solution (Na*,u,t/NMDG*;,, right). lllumination was carried out, as indicated, at 365-nm (violet bars) and 455-nm (blue bars) or 530-nm (green
bars) to elicit the cis and trans states of the azobenzene, respectively. Short illuminations (80 ms) are indicated by violet arrows. For MAMs-treated single
mutants, cells were briefly pre-irradiated at 365 nm (80 ms) before recordings. (E) Heat map of NMDG™ currents normalized to Na* currents (left) and of
Na* currents density (right) recorded in indicated conditions. All light-gated currents recorded for single mutants were induced by the trans configuration,
whereas all light-gated currents recorded for double mutants were elicited by the cis configuration, except those indicated by asterisks which responded to
the trans configuration, similarly to their single mutant counterparts 1328C, P329C, or 1332C. Grey boxes indicate that Iyvpg+/Ina+ C@nnot be determined. In
controls, 30 yM ATP, applied on untreated cells, elicited responses that range between 32 to 92% of the maximal response (see Table S2) (for each box, n =

4-7 cells).

application. Increasing ATP concentration consistently decreased
activation time constants (Tnmpc+ = 36 = 4 ms, n = 10 patches
at 10 uM, Fig. S1B). These data show that ATP rapidly gates an
NMDG"* conductance which remains stable over time.

We next compared these NMDG™ currents to those carried
by Na* at the same potential, by rapidly exchanging (less than
1 second) external NMDG* for Na* (i.e. Na*ou/NMDG™ ),
and then challenging again the same patch with 3 pM ATP.
Robust inward Na™ currents were recorded that were larger than
NMDG™ currents (I nmpG+/I Na+ = 9.7 2 1.7%,n = 9 patches, Fig.
1A, right). This enhancement is expected since the electrochem-
ical driving force is in favor of Na* influx in Na* o, /NMDG*;,
solution. Comparison of normalized ATP-gated Na™ currents to
ATP-gated NMDG™ currents revealed similar onsets of inward
currents (Fig. 1B), quantified by similar activation rates (Tna+ =
235 £ 74 ms at 3 uM ATP, n = 9, Fig. S1A and B). Increasing
ATP concentration also consistently decreased activation time
constants (Tna+ = 27 £ 4 ms at 10 pM, n = 10 patches, Fig. S1B),

Footline Author

with no substantial change of the ratio Invpg+/Ina+ (11.4 £ 0.6%,
n = 9). These results indicate that the ATP-gated P2X2 open
pore is simultaneously permeable to both Na* and NMDG™*. The
similarity of the activation rates determined in both solutions at a
given ATP concentration suggests similar gating kinetics and that
the difference in current ratio must be due to different rates of
permeation of these ions.

To determine NMDG™* permeation rates, we measured uni-
tary conductance of NMDG™ current from outside-out patches
that contained single channels, using the same protocols as
described for patches that contained multiple channels. In
NMDG™ 0 i/NMDG™,, barely visible single openings and clos-
ings were detected following 1 pM ATP application, while ro-
bust single-channel currents were recorded in Na* ,,/NMDG™;,
(Fig. 1C, top traces) with a mean conductance of 44 + 8 pS
(n = 7 patches, data filtered at 1 kHz). However, when the
same recordings were further filtered at a much lower bandwidth
(100 Hz, see Methods), discernable unitary currents were then
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Fig. 3. . Structural changes of TM2 helices induce cellular dye uptake in

physiological conditions. (A) Selected time series of YO-PRO-1 dye uptake
in HEK-293 cells expressing the P2X2-3T receptor (upper row) and double
mutant 1328C/5345C treated with MAM-2 (bottom row). Fluorescence (in
arbitrary units) was acquired before and during ATP (30 uM) or light (365 nm
for 5 s) activation that started at 0 s as indicated. On the left are shown the
corresponding microphotographs under transmitted light. (B) Corresponding
rate of YO-PRO-1 dye uptake in cells (n = 15 cells) expressing the P2X2-
3T receptor in the absence (orange) or presence (red) of ATP. The arrow
indicates the time at which ATP was applied. (C) Corresponding rate of dye
uptake in cells expressing the double mutant 1328C/S345C treated with MAM-
2 in the absence (light blue) or presence (dark blue) of irradiation at 365
nm (n = 18 cells). The arrow indicates the time at which cells were briefly
irradiated. (D) Same protocol as in (C) for cells expressing the single mutant
1328C treated with MAM-2, except that irradiation occurred at 530 nm (n =
12 cells). (E) Same protocol as in (D) for cells expressing the single mutant
S345C treated with MAM-2 (n = 18-21 cells). For panels (D) and (E), cells were
briefly pre-irradiated at 365 nm for 2 s just before YO-PRO-1 application.
Shaded areas denote mean + s.e.m.

resolved in symmetric NMDG™ solution (Fig. 1C, bottom traces).
These small unitary currents were always recorded in patches that
responded to ATP in Na* oy (16 out of 24 examined patches; the
remaining 8 patches were unresponsive to ATP and no unitary
NMDG™ currents were detected), and they were not observed
in the absence of ATP (Fig. S1D). All-points histogram analysis
revealed that the mean conductance of these unitary currents
was 3.3 = 0.6 pS (mean amplitude of 0.40 + 0.04 pA, n = 6
patches) that represented 7.5% of the unitary Na* currents, a
value that was close to that of the ratio Invpg+/Ina+ determined
from multi-channel currents (Fig. 1D and Fig. S1C). Increasing
ATP concentration to 10 or 30 uM did not change the ratio of the
mean conductance of NMDG™ relative to Na*, suggesting that a
near saturating concentration of ATP does not increase NMDG™*
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Fig. 4. . Mechanism of NMDG* permeation revealed by MD simulations. (A)
Snapshots at different simulation times. (B) End-to-end distance of NMDG*
(left column) and angle formed by the longitudinal axis of NMDG* cation
with the axis parallel to the membrane plane (middle) are displayed per
frame of the simulation for all permeant molecules. Data were collected from
four different NMDG" concentration and membrane potential simulation
setups: 1 M at -1V (red dots), 0.15 M at -1V (green), 0.15 M at -1.5 V (blue),
and 0.15 M at -2 V (cyan). Molecular snapshots of NMDG* conformations and
orientations corresponding to extreme values for these two observables are
shown on top. Indicated numbered dots in yellow are snapshots from panel
A. HOLE profile of the zfP2X4 open-state model after 50 ns of equilibration
(right column). The simulation results indicate that the ion pore of the ATP-
bound state is sufficiently wide to allow for the passage of large organic
cations.

conductance (Fig. S1C). Compared to recordings carried out in
symmetric Na* solution (43 + 6 pS, n = 4 patches at 1 pM
ATP, Fig. S1E), the unitary conductance of NMDG™" currents
was about 13-times lower than that of Na* currents. From these
values, we conclude that NMDG™ ions flow through the ATP-
gated open pore at extremely low rates (~2.5 x 10° NMDG™ ions
per second per channel at -120 mV with 132.6 mM NMDGY)
compared to Na* (~32 x 10°Na* ions per second per channel
at -120 mV with 132.6 mM Na*). Given the fact that NMDG™*
can rapidly transit through the ATP-gated receptor channel, our
data demonstrate that the open pore is wide enough to allow its
passage on the millisecond time scale.

Molecular motions underlying NMDG* permeation are sim-
ilar to those underlying Na* permeation

‘We next sought to determine the molecular motions that drive
permeation of NMDG™. We used our recent “opto-tweezers”
strategy that enabled us to probe the gating mechanism of
P2X2 receptors by using light to open and close the pore (36).
This strategy entails the use of a synthetic semi-rigid azoben-
zene cross-linker, 4,4'-bis(maleimido-glycine) azobenzene, called
MAM (named hereafter MAM-3), which is covalently tethered
between a pair of engineered cysteine-substituted residues lo-
cated at an appropriate distance apart. Light stimulation at spe-
cific wavelengths can then be used to force parts of the protein to
come closer together or move farther apart due to isomerization
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Fig. 5. . P2X receptors are permeable to natural organic cations. (A) Macro-
scopic ATP-gated currents recorded at -60 mV from HEK-293 cells expressing
the indicated rat P2X receptors. Recordings were first made in symmetric
NMDG*,,t/NMDG*;, solution (black traces), and then in Na*,w/NMDG";,
(grey traces) solution. ATP concentration was 30 pM for rP2X3 and rP2X4,
and 300 uM for rP2X7 receptors. For rP2X3 receptors, ATP applications were
spaced at least by 3 minutes. (B) Macroscopic ATP-gated currents recorded in
symmetric spermidine solution at -60 mV from HEK-293 cells expressing the
indicated human P2X receptors. ATP concentration was 30 pM. Spermidine
current density was as follows: hP2X2: 43 + 4 pA/pF (n = 5 cells); hP2X3: 6 + 2
PA/pF (n = 7 cells). For all traces, ATP application lasted 5 s.

of the azobenzene between defined trans and cis configurations
(Fig. 2 A and B). These light-driven motions provide a faithful
readout of the molecular movements induced by ATP (36, 37).

We focused on the region of the pore that is particularly
effective for manipulating molecular motions by light, i.e. around
residues 1328 and S345 that can be cross-linked horizontally
or vertically relative to the membrane plane by MAM-3 (36)
(Fig. 2C). To increase the chance of trapping any incremen-
tal increase of the pore diameter, we synthesized two shorter,
more rigid photo-switchable cross-linkers, named MAM-1 (also
known as BMA (37)) and MAM-2, in which the cysteine-reactive
maleimides are either directly attached to both extremities of
the azobenzene core (MAM-1) or indirectly at one of the two
extremities by a glycine unit (MAM-2) (Fig. 2A and Fig. S2-S4).
As aresult, the two end-to-end maleimides are incrementally sep-
arated by 2 A between any two consecutive MAM:s in their trans
configuration (Fig. S5). The end-to-end distance distributions in
the cis configuration were significantly broader and more difficult
to interpret. We produced thirteen single and double cysteine
mutants in the P2X2-3T background that were expressed in HEK-
293 cells, and individually treated with each photo-switchable
cross-linker, giving rise to forty-two different combinations, in-
cluding controls on the P2X2-3T (Fig. 2E). Effects of light on
receptor activity were then assayed using whole-cell patch-clamp
recordings on 365-nm (80 ms or 2 s, 17.7 mW/mm?), 530-nm
(2 or 4 s, 13.3 mW/mm?) or 455-nm (2 s, 39.5 mW/mm?) illu-
mination cycles to elicit photocurrents in symmetric NMDG™*
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solutions. These currents were normalized to those carried by
Na* (Inmpc+/Ina+ ), following the rapid exchange of cells to a
Na*,u/NMDG™;, solution.

The screening revealed four important findings. First, all
mutants responded to ATP and were permeable to NMDG™*
when ATP was used as agonist, with Inmpc+/Ina+ ratios that were
similar to those recorded in outside-out patches (between 4 and
15%, Fig. 2E and Fig. S6A and Table S1). In control experiments,
no light-gated currents were observed with P2X2-3T incubated
with any MAM (Fig. 2E and Fig. S6B). Second, only a few of
the cysteine mutants (7 combinations out of 39) showed reliable
light-induced NMDG™ currents, with a Invpg+/Ina+ Tatio > 5
(mean 9 * 3%) that was close to that of ATP controls (Fig. 2E).
Indeed, most of the cysteine mutants responded to light following
incubation with MAMs (27/39), but control experiments revealed
that many of the light-gated currents originating from double mu-
tants (12/19) had activation profiles that were similar to those of
one of their single-mutant counterparts (asterisk-labelled boxes
in Fig. 2E). In addition, two other combinations—I332C/F346C
incubated with MAM-2 or MAM-3— which displayed the high-
est Inmpc+/Ina+ ratios were discarded because MAM treatment
appeared to dramatically reduce light-gated Na* currents which,
in turn, may introduce uncertainty regarding ratio measurements
(Fig.2D and E).

Third, two phenotypes were observed in light-induced
NMDG™" currents: horizontally cross-linked single mutants
(I328C treated with MAM-2 or MAM-3, and 1332C treated with
MAM-1) were activated in the frans configuration of the azoben-
zene leading to an NMDG™" permeability, while vertically cross-
linked double mutants (I328C/S345C treated with any MAMs,
and 1332C/S345C treated with MAM-2) were activated in the
cis configuration (Fig. 2 D and E). Conversely, backward iso-
merization of the azobenzene from frans to cis, in the case of
horizontally cross-linked mutants, or cis to trans configuration, for
vertically cross-linked mutants, closed the pore, and an additional
illumination cycle revealed full reversibility of the light-gated
NMDG™ currents. Supported by inter-subunit cross-linking (Fig.
S6C), these data demonstrate that the opening of the NMDG™-
permeable pore involves two molecular motions: i) a specific
vertical shortening of the distance between extracellular and
intracellular ends of adjacent TM2 helices, and ii) an outward
separation of the extracellular ends from two adjacent TM2
helices.

Fourth, a clear correlation between light-gated NMDG™ and
Na* currents was observed, whereby Na™ currents were always
observed in the case of NMDG™ currents and, inversely, no light-
gated NMDG™ currents were recorded when no light-gated Na*
currents were recorded, indicating that the molecular mechanism
underlying NMDG™* permeation is very similar to that underlying
Na* permeation.

Unlike our previous work (36), we found substantial NMDG™
permeability in mutant I328C cross-linked horizontally with
MAM-3. The reason for this discrepancy is unknown, but given
that NMDG™ permeability had been obtained by measuring Eey
from bi-ionic experiments (36), it remains possible that its per-
meability was underestimated, further stressing the need to use
symmetric solutions to measure direct permeation events.

Occurrence of partially open states

The correlation between light-gated NMDG* and Na* cur-
rents was, however, not perfect. The results revealed that in
three out of eleven combinations that displayed sizeable light-
gated Na* currents (current density > 3 pA/pF), no or very small
light-gated NMDG™" currents were recorded (Invpg+/Ina+ Were
equal or close to zero, Fig. 2E). These data were observed in
both vertical (1332C/S345C treated with MAM-3) and horizontal
(I328C and P329C treated with MAM-1) cross-linking. Of note,
increasing the length of the ‘tweezers’ in the horizontal 1328C
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cross-linking from MAM-1 to MAM-2 to MAM-3, increased
the ratio Inmpg+/Ina+ from 0 to ~7% (Fig. 2D). Likewise, de-
creasing the length of the ‘tweezers’ in the vertical 1332C/S345C
cross-linking from MAM-3 to MAM-2, also increased the ratio
InMDG+/INa+ from ~0.2 to ~6%. Although we cannot rule out the
hypothesis that the presence of MAM is specifically interfering
with the bulkier NMDG™, these data suggest the existence of
partially, Na*-selective open states that are not permeable to
NMDG".

Light-induced motions gate dye uptake in physiological con-
ditions

To further confirm data obtained by patch-clamp electro-
physiology, we measured YO-PRO-1 dye uptake in physiological
conditions, where Na* replaced NMDG™. We focused on the
pair I1328C and S345C treated with MAM-2, which gave both the
highest Inmpg+/Ina+ Tatio and the most robust light-gated Na™
current density. Robust dye uptake following a pulse of 5 s of light
at 365-nm was observed for the double mutant 1328C/S345C (Fig.
3 A and C). These uptakes were light-dependent and were similar
to those induced by 30 pM ATP on the P2X2-3T background
(Fig. 3 A and B). In contrast, no dye uptake was observed in
cells expressing the single mutant I328C or S345C incubated with
MAM-2 that were illuminated at 530 nm, following a brief pre-
irradiation at 365 nm before YO-PRO-1 application in order to
reset the azobenzene in‘the cis state (Fig. 3 D and E). While these
fluorescence data were in agreement with patch-clamp data, the
lack of YO-PRO-1 intake for I328C seemed to be in contrast to
the recorded NMDG™* permeability. However, a careful analysis
showed a rapid inactivation of light-gated currents during and
after irradiation of cells expressing the 1328C mutant treated
with MAM-2, whereas stable light-gated currents were recorded
for the double mutant 1328C/S345C incubated with the same
photo-cross-linker (Fig. S7B). The transient light-gated activation
of the single mutant likely prevents substantial accumulation
of YO-PRO-1 into cells, a hypothesis that readily explains the
apparent lack of dye uptake. All together, these results provide
evidence that YO-PRO-1 uptake induced by the cis configuration
of MAM-2 tethered to the 1328C/S345C double mutant occurs in
physiological conditions.

Molecular dynamics simulations of NMDG™* permeation

To obtain insights into the permeation mechanism of large
organic cations in P2X receptors, NMDG* conductance was
explored by all-atom Molecular Dynamics (MD). For this pur-
pose, an atomistic model of the open state of zfP2X4 equili-
brated with three MAM-2 vertically cross-linked between 1336C
and N353C (i.e. equivalent to I1328C and S345C in rP2X2) was
simulated in the presence of a membrane potential generated
by a constant electric field (see Methods). In order to capture
NMDG™ permeation events on the simulation timescale (i.e. <
50 ns), the ion channel devoid of the extracellular domain was
simulated in the presence of a large membrane potential (up
to -2 V), in the absence of MAM and with harmonic restraints
on the backbone atoms to preserve its open-pore conformation.
The MD results show that our open-state model of zfP2X4 is
permeable to NMDG™ (Fig. 4 and Video 1) with a permeation
rate of 7 x 10" s}, which is approximately one order of magnitude
lower than that simulated in the presence of Na* (Table S1). Of
note, these results closely match the ratio measured from single-
channel recordings, although the absolute values obtained from
modeling were largely higher than those determined experimen-
tally. This is likely due to the non-physiological value of the elec-
trochemical driving force that was used in MD. These simulations
reveal that the difference in permeability observed for Na* versus
NMDG™ is due to a more complex permeation mechanism for the
latter, which involves a selection for permeation based on both the
molecular conformation and the orientation of the organic cation
relative to the pore axis. By monitoring the end-to-end distance
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and the orientation of NMDG™ along a series of successful
permeation events sampled by MD, we found that to be able to
cross the constriction point the organic cation must adopt a fully
extended conformation (d > 7.5A) and have the charged nitrogen
atom facing downwards along the electrochemical gradient (6
< =50%) (Fig. 4). In addition, the simulations indicated that be-
fore populating a permeable conformation, the flexible NMDG*
needs to sample several conformations and orientations, which
significantly hinders its permeability, consistent with low unitary
conductance of single-channel NMDG™" currents. Hence, the
simulation results confirm that the open-channel state elicited by
MAM is permeable to NMDG™* and provide an atomistic picture
of the permeation mechanism.

Permeation of YO-PRO-1 was also investigated by MD, how-
ever, in sharp contrast to results obtained for NMDG™, no per-
meation event was sampled under similar simulation conditions
(see Table S1).

Selected homomeric P2X receptors conduct large natural
molecules in response to ATP

Our data reveal that the permeability to large cations devel-
ops within milliseconds upon ATP application, with the same time
course as permeability to small cations. We thus asked whether
this process is also true for other P2X members, especially for
the fast-desensitizing P2X1 and P2X3 receptors, which were pre-
sumed to be ‘non dilating’. To this end, we recorded ATP-gated
currents in HEK cells transfected with rat P2X1, P2X3, P2X4,
P2X5, P2X7, human P2X2 and P2X3 receptors in symmetric
NMDG™ solutions (Fig. 5A and Fig. S8). We observed fast and
robust NMDG™ currents for all these P2X receptors, expect for
P2X1, which for unknown reasons was not functional in sym-
metric NMDG™ solution (no ATP-gated current was observed in
the control solution Na* o,i/NMDG*},). Importantly, we provide
evidence that NMDG™ can permeate the rat and human P2X3
receptors, demonstrating that these desensitizing P2X receptors
do indeed carry the ability to rapidly enter a state that is wide
enough to allow the passage of large molecules.

Finally, having shown that rapid activation of P2X receptors
allows permeation of NMDG™, we sought to determine which
natural compounds can transit through the pore. We focused
on positively charged compounds that share a similar size to
NMDG™. We selected spermidine, which is a natural polyamine
known to modulate many ion channels (38), and produced sym-
metric spermidine solutions (see Methods). We observed robust
inward spermidine whole-cell currents following rapid applica-
tion of ATP in cells expressing the human P2X2 and P2X3 recep-
tors while the membrane was held at -60 mV (Fig. 5B). Of note,
MD simulations show that the ATP-bound, zfP2X4 open state is
also permeable to spermidine (Video 2). In addition, the simula-
tions indicate that its permeation rate (5 x 10 s™") is 7-fold faster
than that of NMDG™" under the same membrane potential. The
symmetrical structure of spermidine in addition to the presence of
positive charges at the extremities make both the conformational
and orientational barriers for permeation almost vanish, thus
drastically enhancing its permeability relative to NMDG™ despite
their similar size. These data therefore uncover a novel P2X
signaling, in which large molecules can rapidly permeate through
the pore in response ATP binding.

Discussion

In this paper we uncover the molecular mechanism underlying
the permeability of P2X receptors to large organic cations, and
identify an important natural ion channel modulator able to flow
through the ATP-gated pore. Our data tackle the pore dilation
paradigm, which has remained for nearly 20 years, one of the most
enigmatic features of ionotropic purinergic receptors (19, 20).
Until recently, the dogma concerning pore dilation was that the
channel undergoes a progressive expansion, over time reaching a
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diameter wide enough to allow permeation of large cations, such
as NMDG™ and YO-PRO-1. However, a recent study challenged
this model by elegantly demonstrating that P2X channels rapidly
develop an NMDG™ current upon ATP binding and lack the slow
phase of pore dilation (32). Our results are not only consistent
with this study, but further establish that, in striking contrast to
current beliefs, the open state that is reached upon milliseconds
following ATP binding is also permeable to large molecules. This
important finding raises considerable questions concerning the
previously predominant view which suggested that the initial I;
open state is only selective to small cations, such as Na*, K*
and Ca’*. The immediate implication of our results is that the
structure of the open pore of the ATP-bound state must be
sufficiently wide to accommodate large molecules. From the X-
ray structures of the ATP-bound zfP2X4 receptor (8), and very
recently the ATP-bound human P2X3 (hP2X3) receptor (10), this
seems to be the case, as the minimal cross-section of an extended
NMDG" (6 A x 6 A x 12.5 A) is less than the diameter of the

open pore (~7 A for zfP2X4 and 6.4 A for hP2X3). However,
reliable NMDG™ permeation by MD simulations cannot be made
on the zfP2X4 X-ray structure because the pore systematically
collapses within a few ns (< 5) of equilibration (36), likely due to
the lack of the intracellular. domain which was removed for crys-
tallization purposes (8). By using an improved model of the open
state of zfP2X4 (36), which was equilibrated by 50-ns MD in a
physiological environment and stabilized by three vertically cross-
linked MAM-2 molecules, we provide clear evidence that both
NMDG™ and the natural cation spermidine may flow through the
ion pore of the ATP-bound state. We found, however, that the
flow of NMDG™ was significantly lower than that of Na™, as the
former needs to ‘snake’ through the permeating pathway in a fully
linear conformation, with the positively charged nitrogen head
group pointing downward along the electrochemical gradient.
The conformational confinement to this extended form, along
with specific orientational constraints in the narrowest region
of the pore, introduces significant barriers which hinder cation
permeability, thus revealing a complex mechanism for NMDG™*
permeation. These molecular requirements therefore cause a
decrease in the overall rate of NMDG™ flow. This conclusion
is fully consistent with the low unitary conductance of single-
channel NMDG™ currents that we (present study), and others
(16, 33, 39), have measured for P2X2 and P2X7 receptors.

In contrast to NMDG™, we were unable to sample perme-
ation events for YO-PRO-1 in MD simulations. Because the
minimal cross-section of the dye (7 A x 8 A x 19 A) reaches the

outer limits of the open pore (~7 A), it is possible that YO-PRO-
1 needs to sample more conformations and orientations before
a successful permeation can occur, a process that would take
considerably more time. As a result, the flux of this fluorescent
dye would be extremely low, likely below that of NMDG™. Such a
molecular sampling-limited step may help to explain the apparent
delayed entry of fluorescent dyes that were typically used for
monitoring P2X apparent pore dilation.

An important finding of this study is that the molecular
motions driving NMDG™* conductance are very similar to those
that lead to Na® flow. By using our recently reported “opto-
tweezers” approach (36), we tested the ability of three photo-
switchable cross-linkers of different lengths to optically control
NMDG™ permeability of thirteen cysteine mutants. We observed
reliable NMDG™ permeation with only seven out of the thirty-
nine tested combinations, and found a clear correlation between
light-gated NMDG™ currents and light-gated Na* currents. The
specificity of cross-linked residues and the size dependence of the
MAMs strengthen the conclusion that the employed ‘tweezers’
do not induce disorder in the protein, but rather can be used as
mechanical actuators to justly monitor naturally relevant motions.
We identified two molecular motions that lead to permeation
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of large organic cations: a horizontal outward separation of the
extracellular ends of TM2 helices, and a vertical motion, in which
the N- and C-termini of TM2 helices from adjacent subunits
come closer together or change their orientations relative to one
another, most likely through a change of the helical structure.
Importantly, such similar molecular motions were also identified
during channel gating (36), suggesting that ATP binding drives the
rapid opening of a pore that is simultaneously selective to both
small and large cations. As we do not have evidence for a time-
dependent increase of the permeability of large cations, our data
thus support the conclusion that pore dilation is not an intrinsic
property of the channel itself. However, we do not rule out the
possibility that pore dilation does exist, but if this were the case,
it must require a regulatory element that is external to the P2X
pore and which would be lost in our experimental conditions.

One intriguing feature of the mechanism revealed by the
“opto-tweezers” approach is that it raises the possibility to open
the channel in a state that is not fully open. We found that
an insufficient horizontal outward separation, or inappropriate
vertical motions of two adjacent TM2 helices failed to open
NMDG™ conductance, but not Na* conductance, suggesting that
the pore is partially open. A further variation, by only a few A,
of adjacent helices induced-an NMDG™ permeation in addition
to the Na* flow, thus allowing the pore to become fully opened.
The physiological relevance of these partially open states remains
unclear, but they might be related to dynamic changes of other
biophysical properties of P2X receptors, such as ATP potency and
rectification, as reported previously (40, 41). Another possibility
would be that these partially open states might correspond to
the actual I, state. However, we do not favor this hypothesis
because we provide no evidence that ATP binding naturally drives
the opening of the channel in partially open states that are only
selective to small cations.

Finally, we have identified spermidine as a natural cation able
to permeate through the ATP-gated open state. Polyamines are
well-known to modulate the activity of many ion channels, includ-
ing synaptic ligand-gated ion channels (38). Importantly, we show
that even desensitizing receptors, such as hP2X3, which have been
considered thus far as “non-dilating” pores, are able to briefly
activate their pores in an open state, allowing for a transient flow
of spermidine. This finding has considerable physiological signif-
icance because it discloses an unsuspected role of polyamines in
P2X signaling, and more generally because it raises the possibility
that activation of P2X receptors may allow for the exchange
of other physiological molecules between cells, such as amino
acids. Notably, a recent study exploited the large-pore property of
P2X receptors to deliver small membrane-impermeable drugs to
diseased retina cells (42). We thus propose that besides the critical
role of the permeation of inorganic cations, the passage of small
sized metabolites, like spermidine, through the ATP-gated open
P2X pore may contribute to alternative physiological responses.
These findings open up new horizons in P2X signaling.

Materials and Methods

Chemical synthesis. All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, Fluka,
Across or Alfa Aesar in analytical grade. An Agilent LC-MS RRLC 1200SL/ESI
QTof 6520 was used for ESI analysis. '"H NMR and '*C NMR were run at
400 and 100 MHz, respectively, on a Avance" 400 NMR spectrometer from
Brucker. Coupling constants (J) are quoted in Hz and chemical shifts (5) are
given in parts per million (ppm) using the residue solvent peaks as reference
relative to TMS.

For MAM-1 synthesis, 498 mg (2.348 mmol) of (E)-4,4'-(diazene-1,2-
diyl)dianiline and 462.3 mg (4.715 mmol, 2 eq) of maleic anhydride were
mixed in 20 mL of anhydrous THF and left one hour at 4°C. The resulting
product was centrifuged (4 minutes, 8,000 g) and the precipitate was resol-
ubilized in 20 mL of anhydrous THF. Then, 0.5 mL (5.324 mmol, 2.3 eq) of
acetic anhydride and 50.2 mg of sodium acetate were added. The mixture
was heated under microwave conditions (20 min, 110°C). Distilled water was
added (100 mL) and after centrifugation (10 min, 8,000 g), the precipitate
was resolubilized in 100 mL of methanol and an orange solid was obtained
by slowly adding cold water. After filtration, purification was carried out
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by Flash-column chromatography (silica) with dichloromethane and ethyl
acetate (gradient 100:0 => 95:5). After evaporation of the solvent, the pure
MAM-1 was obtained as a bright orange solid (36% yield). NMR "H (cDCl3):
3 (ppm) 8.01 (4H, d, J = 8.8 Hz), 7.55 (4H, d, J = 8.8 Hz), 6.88 (4H, s). NMR "3C
(CDCl3): & (ppm) 169.16, 151.23, 134.42, 133.72, 126.22, 123.70. (ESI-HMRS):
(m/z, [M+H]"): calculated for CoH13N4O4* . 373.0859 found : 373.0932.

For synthesis of intermediate (1), 398 mg (1.875 mmol) of (E)-4,4'-
(diazene-1,2-diyl)dianiline and 726.8 mg (4.7 mmol, 2.5 eq) of 2-(2,5-dioxo-
2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)acetic acid were solubilized in a mixture of anhy-
drous DMF/acetonitrile. 1.108 g (4.7 mmol, 2.5 eq) of HATU and 0.65 mL of
anhydrous triethylamine (4.7 mmol, 2.5 eq) were then added. The mixture
was agitated at room temperature for 20 h. After extraction (NaHCO3, 3x
ethyl acetate), the crude product was washed with acetone. The supernatant
was purified by Flash-column chromatography (silica) with ethyl acetate and
heptane (60:40). An orange product was obtained (compound 1, 51% yield).
NMR "H (acetone-dg): & (ppm) 9.66 (1H, s), 7.78 (2H, d, J = 9.3 Hz), 7.76 (2H,
d,/J=9.3Hz),7.71 (2H, d, J=8.9 Hz), 7.01 (2H, 5), 6.78 (2H, d, J = 8.9 Hz), 4.41
(2H, s). NMR '3C (DMSO-d6): & (ppm) 170.64, 165.11, 152.47, 139.70, 138.55,
136.20, 134.95, 128.15, 125.90, 123.50, 122.23, 118.86, 112.85, 112.52, 68.49,
55.81, 32.08, 29.58.

For synthesis of MAM-2, 200 mg (0.5725 mmol) of (1) was mixed
with 112.3 mg (1.145 mmol, 2 eq) of maleic anhydride and heated under
microwave conditions (110°C, 90 min) in acetone. The obtained precipitate
was filtered and resuspended in acetone, then heated 5 min at 60°C with
0.12 mL of triethylamine (0.8588 mmol, 1.5 eq). 0.54 mL of acetic anhydride
were then added (5.725 mmol, 10 eq) with a catalytic amount of manganese
acetate (Ill) and the mixture was heated under microwave conditions (90
min, 110°C). After addition of water and filtration, 46.1 mg of MAM-2 was
obtained (19% yield). NMR "H (DMSO-d6): & (ppm) 10.66 (1H, s), 7.97 (2H, d,
J=8.8Hz),7.92 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.79 (2H, d, / = 8.8 Hz), 7.58 (2H, d, J =
8.8 Hz), 7.23 (2H, s), 7.16 (2H;,'s), 4.34-(2H, s). NMR 3C (acetone-d6): 5 (ppm)
171.30, 170.38, 166.17, 152.11, 149.51, 142.76, 135.71, 135.60, 135.25, 127.78,
124.83, 123.80, 120.53, 41.46. (ESI-HMRS): (m/z, [M+H]*): 429.1073 calculated
for C22H15N505+, found: 429.1069.

The synthesis of MAM-3 was carried out as previously described (36).

Molecular biology. Cysteine mutations were introduced into a rP2X2
receptor background in which Cys9, Cys348 and Cys430 were mutated to
threonine (P2X2-3T) (35) using KAPA HiFi HotStart PCR kit (Cliniscience,
France). All mutations were confirmed by DNA sequencing (GATC-Biotech).

Expression in cultured cells. Human embryonic kidney (HEK-293) and
TSA-201 cells were cultured and transiently transfected using phosphate
calcium procedure with the pcDNA3.1(+) vectors (0.05-0.1 pg for single
channel recordings, 0.3 pg for whole-cell recordings and 10 pg for cell surface
cross-linking) and a vector encoding a green fluorescent protein (0.3 pg), as
previously described (43).

Patch-clamp electrophysiology. Single-channel recordings using
outside-out configuration were carried out using HEK-293 cells at room
temperature 24 h after transfection. Recording pipettes pulled from
borosilicate glass (Harvard Apparatus) were coated with Sylgard 184 (Dow
Corning Co.) and fire polished to yield resistances of 10-20 MQ (Sutter
model p-97). The holding potential was -120 mV. The extracellular solution
contained 132.6 mM NaCl or NMDG (Sigma), 0.3 mM CaCl,, 0.25 mM MgCl,,
10 mM HEPES, pH 7.3 adjusted with NaOH (for NaCl solution) or HCl solution
(for NMDG solution). The intracellular solution contained either 132.6
mM NMDG, 9.46 mM HEPES, and 10 mM EDTA, adjusted to pH 7.3, first
approximately with a 5% HF solution, then more precisely with 0.5% HF
with Polypropylene (PP) pipettes (Dominique Dutscher, France) or 132.6
mM NaF, 9.46 mM HEPES, and 10 mM EDTA, adjusted to pH 7.3 with NaOH.
Osmolarity was adjusted to 290-310 mOsmol kg™ with glucose. Data were
acquired with a patch-clamp amplifier (HEKA EPC 10) using PATCHMASTER
software (HEKA Co.), sampled at 4-10 kHz and low-pass filtered at 2.9 kHz.
For off-line analysis, data were refiltered to give a cascaded filter corner
frequency (f.) of either 1 kHz or 100 Hz. For data analyses, FitMaster (HEKA
Electroniks, v2x73,2) and IGOR PRO (WaveMetrics, v6.37A) softwares were
used. Channel events were detected by using TAC software (Bruxton Co.)
and conductance levels were measured by all-points amplitude histograms
fitted to Gaussian distributions. Fitting procedures to access the time
constant were based on the single-exponential decay equation function:
It = lgp + A exp(-t/1), where | is the instantaneous current, Ip and A are
the residual current and maximal amplitude, respectively, t is the time in
seconds, and T is the time constant in seconds.

Whole-cell recordings were performed 24-48 h after transfection in HEK-
293 cells. Normal external solution (NES) contained 140 mM NacCl, 2.8 mM
KCl, 2 mM CaCly, 2 mM MgCl,, 10 mM glucose, 10 mM HEPES, adjusted to pH
7.3 with NaOH. Normal internal solution (NIS) contained 140 mM KCl, 5 mM
MgCl;, 5 mM EGTA, 10 mM HEPES, adjusted to pH 7.3 with NaOH. For MAMs
incubation, cells were incubated before recordings at room temperature
with, respectively, MAM-1 (10 uM for 5 min, 1% final concentration of DMSO
in NES), MAM-2 (10 uM for 10 min, 1% DMSO in NES), and MAM-3 (3 uM for
20 min, 1% DMSO in NES) and 3 uM ATP. After treatment, cells were washed
out with NES. Patch pipettes contained 140 mM NMDG, 10 mM HEPES and
10 mM EDTA, pH adjusted with HCl to 7.3. To measure NMDG* permeation,
extracellular solution contained 140 mM NMDG and 10 mM HEPES, pH 7.3.
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The solution was then exchanged to NaCl solution containing 140 mM NacCl
and 10 mM HEPES, pH 7.3. For control experiments, these solutions were sup-
plemented with 30 uM ATP. For spermidine permeation experiments, whole-
cell recordings were performed 24-48 h after transfection. Patch pipettes
contained 33 mM spermidine, 10 mM HEPES and 10 mM EDTA, pH adjusted
to 7.3 with HCl. The extracellular solution contained 33 mM spermidine and
10 mM HEPES, pH 7.3, supplemented with 30 uM ATP. Osmolarity of all these
solutions was adjusted as described above. Current density was obtained by
dividing the current by the cell membrane capacitance.

Cell-surface cross-linking. Cross-linking of cell-surface receptors was per-
formed as follows. TSA-201 cells in dishes were transfected with pcDNA3.1(+)
vectors containing the mutant constructs. After 24 h or 48 h, cells in dishes
were washed with ice cold PBS that contained 154 mM NaCl, 2.68 mM
KCl, 4.2 mM NayHPO4, 1.47 mM KH;PO4, pH 7.0, supplemented with 1
mM MgCl, and 0.4 mM CaCl,. Then, cells were incubated under gentle
agitation with 50 pM photo-switchable cross-linker in the presence of 3 yM
ATP in ice-cold PBS, for 20 minutes (MAM-3) or 15 minutes (MAM-1, MAM-
2). Quenching of unreacted MAM solution was carried out by a 10-minute
incubation with 10 mM N-acetyl-L-cysteine methyl ester (Sigma-Aldrich), in
ice cold PBS, pH 8.0. Dishes were rapidly washed with PBS and incubated
with a thiol-cleavable, membrane-impermeant reagent sulfosuccinimidyl-2-
(biotinamido)ethyl-1,3-dithiopropionate (Sulfo-NHS-SS-Biotin, ThermoFisher
Scientific, France) in PBS at pH 8.0 for 30 minutes under gentle agitation.
Unreacted Sulfo-NHS-SS-Biotin was quenched by incubation with 20 mM
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Biosolve Chemicals) in ice-cold PBS, pH
8.0 for 10 minutes. Cells were solubilized in lysis buffer and the supernatant
was incubated overnight with neutravidin-agarose beads (ThermoFisher Sci-
entific, France) as previously described (43). Protein samples were separated
on 4-15% SDS-PAGE gels in Tris/Glycine/SDS running buffer (Bio-Rad, France).
Samples were transferred to a nitrocellulose membrane as described (43),
which was then incubated in TPBS (PBS supplemented with 1% nonfat dry
milk, 0.5% bovine serum albumin, and 0.05% Tween 20) in order to block
the membrane. The membrane was incubated in TPBS buffer overnight at
4°C with mouse anti-c-Myc antibody (ThermoFisher Scientific, France) diluted
at 1:2,500. After three washes with TPBS, the blot was incubated with
peroxidase-conjugated sheep anti-mouse antibody for 2 h (dilution 1:10,000;
GE Healthcare life Sciences, France) at room temperature and washed a
further three times with TPBS, and developed using Amersham ECL Prime
Western blotting detection reagent (Dominique Dutscher, France).

Fluorescence measurements. Fluorescence was measured using an
Olympus IX73 (Olympus LUCPlanFLN 20x/0.45 PH1) with ProgRes MF-cool
camera. Images were captured at 0.5 Hz. For each experiment, YO-PRO-
1 (ThermoFisher) fluorescence was measured from three single cells per
field with excitation at 455 nm (ET-EGFP filter, Chroma). For the double
mutant 1328C/S345C, cells were first incubated with 10 pM MAM-2 in the
presence of 3 uM ATP for 10 minutes and washed with NES buffer. Then,
cells were incubated with 10 pM YO-PRO-1 in NES, and following 10 minutes
of incubation, cells were irradiated at 365 nm for 5 s. For single mutants
1328C and S345C, the same protocol was carried out, except that activation
was achieved by 530 nm irradiation and that cells were briefly pre-irradiated
at 365 nm before YO-PRO-1 incubation in order to reset the azobenzene in
the cis state. In control experiments with the P2X3-3T, the incorporation of
10 uM YO-PRO-1 was measured in response to 30 uM ATP.

Molecular modeling. The end-to-end distances for the free MAM-1 and
MAM-2 molecules in solution (~10,000 atoms with water molecules) were
obtained from all-atom Molecular Dynamics (MD) simulations performed
with ACEMD (44). Height 100 ns-long unrestrained MD simulations were
computed in the NVT ensemble at 310 K for the cis and trans configurations
and for the R/R, S/R, R/S, and S/S stereoisomers. The mean distances between
the S-S atoms were computed by averaging over the four stereoisomers for
a total of n = 200,000 per cis or trans configuration. Normalized probability
distributions of the S-S distance were obtained by clustering all distance
values using a bin width of 0.5 A. The permeation mechanism of Na*,
NMDG*, YO-PRO-12* and spermidine* in P2X was explored by all-atom MD
simulations starting from a relaxed open-state model of zfP2X4 stabilized by
three vertical MAM-2 photo-switchable cross-linkers fused at the positions
1336C/N353C in cis configuration. The latter model (~138,000 atoms) was
produced following the procedure described previously (36), with a few
differences: (i) three MAM-2 (instead or MAM-3) cross-linkers were fused
to zfP2X4 with the glycine unit placed downward near N353C; (ii) the 2-ns
equilibration MD was followed by a production of 50 ns with no positional
restraints; (iii) in addition to the distance restraints mimicking the internal
TM1/TM2 Cd?* binding site (45), the symmetry of the P2X trimer was loosely
controlled by using the “Symmetry Restraints” command in NAMD with
force constants of 0.25 and 1.0 kcal/mol/A? for the extracellular and the
transmembrane domains, respectively; (iv) the side chain of L351 involved in
the new TM2-TM2 interface was simulated using four non-interacting copies
(46) together with the R/R, R/S, S/R, and S/S stereoisomers of MAM-2.

For the MD simulations of cation permeation, two modifications were
introduced in the resulting model of the P2X open state. First, the MAM-2
linkers were removed (while keeping the mutated residues into cysteines)
to minim the physiological conditions. Second, the extracellular domain
of the receptor was deleted to reduce the size of the system and to
enhance the sampling of permeation events on the simulation timescale.
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This modification was done by keeping residues [28-59] and [333-365] and
introducing a peptide bond between D59 and F333 at the top of the trans-
membrane domain. The resulting structure was energy-minimized for 5000
steps with NAMD 2.11 (47) using the CHARMM force-field version 36 (48).
NMDG*, YO-PRO-1%* and spermidine3* parameters were obtained from the
CHARMM general force-field (49). During all simulations, harmonic restraints
(5 kcal/mol/A?) on the backbone atoms were applied to preserve the config-
uration of the transmembrane domain as in the MAM2-equilibrated model.
The receptor was then embedded into a pre-equilibrated 1-palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC) lipid bilayer, solvated with TIP3P
water molecules and NaCl at 0.15 M or 1 M concentration using VMD (50).
To study permeation of large organic cations, Na* ions were replaced by
NMDG*, YO-PRO-1%* or spermidine3+ (51). All simulations were performed
with periodic boundary conditions and Particle Mesh Ewald long-range
electrostatics. The system (~ 90,000 atoms) was minimized during 5,000
steps, briefly thermalized (600ps) to 300K and equilibrated for 2 ns in the
NPT ensemble at 1 atm pressure. Production runs were performed in NVT
ensemble imposing a membrane potential to increase the ion permeation
probability on the simulation timescale. The membrane potential Vp, was
generated by introducing a constant electric field £, on all atoms along the
z -axis perpendicular to the membrane plane (52): E, = Vi /L, where L, is the
size of the simulated system in the z direction. The membrane potential was
set to the following voltages: -2, -1.5 and -1 V. Analysis of ion permeation was
done using Tcl scripting in VMD, whereas the pore profiles were computed
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by the program HOLE (53). The End-to-End distance of permeant NMDG" is
computed at each simulation step as the distance between the two terminal
carbons. To compute the horizontality we selected a vector from the center
of mass of the molecule to the terminal carbon linked to the nitrogen, then
the complement of the polar angle is computed. The z-coordinate of the
center of mass of permeant NMDG" is plotted in function of the two previous
observables.

Data Analysis. All experiments were performed at least four times from
at least two transfections, and values are presented as mean * s.e.m. For
modeling, values of distribution of cis and trans configurations are presented
as mean * s.e. The number of cells or patches used for the experiments is
provided in the text or corresponding figure legend.

Supplementary Information is available in the online version of the
paper.
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Fig. S1. Kinetics and unitary conductance of NMDG* currents from outside-out patches expressing the P2X2-3T recep-
tor.

(A) Determination of the activation time constant t by fitting NMDG" currents (left, black trace) or Na* currents (right, grey
trace), induced by 3 uM ATP (blue traces), to a single-exponential decay function. Currents were recorded from the same patch
at -120 mV using the same protocol as described in Figure 1A. Red curves indicate fitted traces. (B) Pooled data, presented as
individual © values and as mean + s.e.m., obtained at 3 uM (n = 9 patches) and 10 uM ATP (n = 10) in NMDG*  /NMDG*,
solution (black lines and dots) and in Na*  /NMDG", solution (grey lines and dots). (C) Unitary current amplitude determined
from single-channel recordings at indicated ATP concentrations in NMDG*  /NMDG*, solution (black) and in Na* /NMDG*_
solution (grey) recorded at -120 mV. Data, presented as individual values and as mean + s.e.m. (n = 7 patches for all ATP
concentrations, except for 1 and 30 uM ATP in NMDG*OM/NMDG*in for which n = 6, because NMDG™ currents cannot be
clearly resolved in the seventh patch), acquired in NMDG* /NMDG* and in Na* /NMDG", solutions were sampled at 10
kHz and filtered at a final f_of 100 Hz (black lines and dots) or 1 kHz (grey lines and dots), respectively. Representative recor-
dings are shown next to the relevant mean values for each concentration, except for 1 uM ATP for which representative traces
are already shown in Figure 1C. (D) Top, single-channel recording of P2X2-3T current elicited by 1 uM ATP recorded in
symmetric NMDG*  /NMDG", solution at -120 mV. Data were sampled at 10 kHz and filtered at a final f_of 100 Hz. Note the
absence of unitary currents in the absence of ATP, whereas discernable channel openings (downward deflections indicated by
red dashed lines and denoted o, to 0,) are visible following fast application of ATP. Baseline current, which corresponds to
closed channels (c), is indicated by a black dashed line. Bottom, corresponding all-points amplitude histogram of single-chan-
nel NMDG* currents. Distributions were fit by a sum of nine Gaussians. For this patch, the mean unitary conductance of
NMDG* current is 3.6 pS. (E) Top, single-channel recording of P2X2-3T current elicited by 1 uM ATP recorded in symmetric
Na* /Na*, solution (see Methods) at -120 mV. Data were filtered at a final f of 1 kHz. Channel openings (o) are downward
deflections indicated by the red dashed line. Baseline current, which corresponds to closed channels (c), is indicated by a black
dashed line. Bottom, corresponding all-points amplitude histogram of single-channel Na* currents. Distributions were fit by a
sum of three Gaussians. For this patch, the mean unitary conductance of Na* current is 38 pS.
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Fig. S2. Chemical synthesis of azobenzene cross-linkers MAMs.

a) 1. maleic anhydride, THF, 60 min, 4°C; 2. Acetic anhydride, sodium acetate (cat.), THF, 20 min,
110°C MW. b) 2-(2,5-diox0-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)acetic acid, HATU, DIPEA, ACN/DMEF, 20
h, RT. ¢) 1. maleic anhydride, acetone, 90 min, 110°C MW ; 2. Et3N, acetone, 5 min, 60°C ; 3.acetic
anhydride, manganese acetate (cat.), acetone, 90 min, 110°C MW. d) 2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-

pyrrol-1-ylacetic acid, HATU, DIPEA, ACN/DMF, 20 h, RT.
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Fig. S4. 'H and *C NMR of MAM-2.
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Fig. S5. Distribution of cis and frans configurations for MAM-1 and MAM-2.

Normalized probability distributions for the end-to-end distance of thiol conjugated MAM-1 (A) and MAM-2 (B) in
solution in trans and cis configurations. Shown is the S-S distance computed from two sulfur atoms of the four stereoiso-
mers (R/S, S/R, R/R and S/S indicated by *) following reaction with maleimides as shown in inset. The error bars denote
the standard deviation (n = 4) for the stereoisomers. Distribution for MAM-3 is described elsewhere (36).
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Fig. S6. Molecular mechanism of NMDG* permeation through the lens of ‘opto-tweezers’.
(A) Macroscopic ATP (30 uM)-gated currents recorded at -60 mV from HEK-293 cells expressing the P2X2-3T. Cells
were first bathed in extracellular NMDG* solution (NMDG*, /NMDG", , left), and then rapidly exchanged to extracellular
Na* solution (Na* /NMDG*" , right). (B) Macroscopic light-gated currents recorded at -60 mV from HEK-293 cells
expressing the indicated mutants treated with the indicated MAMs. Recordings were made as described in panel (A).

[lumination was carried out, as indicated, at 365-nm (violet bars) and 455-nm (blue bars) or 530-nm (green bars) to elicit

the cis and trans states of the azobenzene, respectively. Short illuminations (80 ms) are indicated by violet arrows. For

single treated mutants treated, cells were briefly pre-irradiated at 365 nm (80 ms) before recordings. (C) Western blot

analysis of cell-surface MAMs cross-linking of the indicated P2X2-3T constructs expressed in TSA-201 cells, after
treatment with MAM-1, MAM-2, MAM-3 or without MAM (indicated by /). Monomer, dimer and trimer are indicated.
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Fig. S7. Stability of the light-gated currents in single and double cysteine mutants treated with MAM-2.

Macroscopic light-gated currents recorded at -60 mV from HEK-293 cells expressing either the single mutant I328C (A) or
the double mutant 1328C/S345C (B) treated with MAM-2. Illumination at 530 nm (green bar) or 365 nm (violet bar) for 5
seconds induced either transient (I328C, remaining current measured 18 s after the end of irradiation: 3 + 3%, n = 5) or
stable light-gated currents (I328C/S345C, 69 = 7%, n = 4). Before recordings, cells were pre-irradiated at 365 nm (for
1328C) or 525 nm (for 1328C/S345C). Internal pipette contained NIS and extracellular bath contained NES (see Methods).
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Fig. S8. P2X receptors are permeable to natural organic cations.

Macroscopic ATP-gated currents recorded at -60 mV from HEK-293 cells expressing the human P2X3 receptors (A) or
rat P2XS5 receptors (B). Recordings were first made in symmetric NMDG*  /NMDG*, solution (black traces), and then in
Na* /NMDG* (grey traces) solution. ATP concentration was 30 uM. For hP2X3 receptors, ATP applications were spaced

out

by 3 minutes. For all traces, ATP application lasted 5 s.



Discussion générale

Au cours de ma thése, la parution d’un article (Li et al, 2015) a été un tournant important
car il a démontré que 'augmentation de la perméabilité du NMDG" mesurée grace au Erey était
un artéfact di aux conditions bi-ioniques (NMDG"exr/Na“int). Or nos résultats nous ont permis
d’aller plus loin en mettant en évidence que le pore des récepteurs P2X est perméant, a la fois
aux petits et aux gros cations et ce a la méme échelle de temps. Nous pouvons dire que la
dilatation n’est pas une caractéristique intrinséque du pore car la dilatation implique une
dimension temporelle de I'expansion du pore permettant I'augmentation progressive de la
perméabilité NMDG". Or nous montrons clairement que les taux d’activation en présence de
NMDG" et Na* sont semblables sans réelle influence de la concentration de I’ATP. Ce qui indique
gue dans nos conditions, le phénomene de dilation n’existe pas. Mais surtout nous démontrons
gue les récepteurs P2X ne possédent pas d’état de conductance 12, le passage des petits et gros
cations s’effectue par le canal simplement ouvert. Bien s(ir nous n’excluons pas I’'hypothese d’une
oscillation tres rapide de la taille du pore permettant le passage des cations inorganiques rendant
plus difficiles le passage des grosses molécules. De plus, si la dilatation existe elle nécessiterait le
recrutement d’une protéine tiers comme la panexine associée aux récepteurs P2X7. Cette

dilatation permettra le passage de molécule encore plus grosse.

Durant ces expériences, nous avons quantifié le passage du NMDG" par rapport au Na* montrant
que le Na* est environs 10 fois plus perméant que le NMDG". La dynamique moléculaire a permis

de modéliser ce passage et montre que le NMDG" doit adopter la bonne conformation et
orientation pour le passage a travers le pore ce qui explique les résultats de conductance obtenu

en électrophysiologie.

Ces résultats sont importants car ils nous permettent d’appréhender les différents résultats
obtenus durant mes différents projets. Notamment j’ai confirmé que la construction zfP2X4-Cne
présentait aucun courant rentrant induit par le passage du NMDG'. Or dans ces mémes
expériences j’ai testé la réponse ATP en présence de Na* de cette construction pour vérifier son

activité, j’ai constaté des faibles courants (—33.25 + 3.32 pA). Or si nous analysons ces résultats a
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la lumiere des nouvelles données. Nous pouvons dire simplement que le nombre d’acide aminé
tronqué diminue fortement I’expression de surface du zfP2X4-C (Kawate et al, 2009) ; ce qui induit
une diminution drastique des courants enregistrés. Et comme nous |'avons vu, le NMDG" est 10
fois moins perméant que le Na®, ce qui pourrait expliquer que nous n’observons aucun courant
porté par le NDMG" car la limite technologique nous empéche de le quantifier. Dans le méme
projet, j’ai montré que la construction zfP2X4-A basée sur nos mesures de variation du Ere ne
montrait pas d’augmentation de la perméabilité. Mais surtout, j’en suis arrivé a la conclusion que
le pore était directement perméant au NMDG", Cette caractéristique partagée avec le récepteur
P2X5 (Bo et al, 2003)est intrigante car dans les conditions ioniques (NMDG *exr/Na’inT) nous nous
attendons & une sortie massive de Na* et donc un courant sortant puis rentrant or ce n’est pas le
cas. Il est donc important de comprendre cette différence portée par ces deux récepteurs. Une
piste envisagée est, comme pour de la construction zfP2X4-C, celle I'expression de surface.
L'ablation de certaines parties des domaines cytoplasmiques sur la construction zfP2X4-A
entraine une diminution de son expression de surface, pas assez pour qu’on puisse encore
discerner les courants NMDG" mais suffisante pour altérer la variation du Erev. Le mécanisme sous-
jacent de cette altération n’est pas clair. L'influence de I'expression de surface est décrite en
conditions bi-ioniques dans un précédent article (Fujiwara & Kubo, 2004). lls montrent clairement
gue la diminution de I'expression de surface a tendance a empécher toute variation du Erey, ce
gue nous interprétons dés lors comme une inhibition de la dilatation. Nos expériences en
conditions symétriques sur le récepteur P2X5 (NMDG "exr/NMDGint) montrent un passage du
NMDG" mais n’apportent pas d’informations complémentaires permettant de comprendre cet
intriguant phénomeéne. C'est pourquoi il est important d’étudier les différences structurales

portées par ces deux récepteurs, car ils peuvent aboutir a une autre explication montrant une

influence de la zone de sélectivité du pore perméant au NMDG".

L'utilisation de la stratégie employant les MAM s’est avéré intéressante, elle a permis de
confirmer 'existence des deux mouvements permettant une ouverture du canal. Cependant,
nous avons remarqué que contrairement a mes précédents résultats en condition bi ionique
(NMDG exr/Na*inT), les deux mouvements induisent le passage net du NMDG". La différence est

seulement observée sur le mouvement horizontal lors des tests de perméabilité au NMDG" en
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condition asymétrique dans mon précedent projet. En effet, nous observions lors de I'application
du protocole un fort courant sortant porté par le Na* puis un trés faible courant rentrant NMDG"
consécutif a I'application d’un nombre important du protocole lumineux. Au regard de nos
derniers résultats, il est tres facile d’expliquer ces données. En effet, suite a une déplétion sodique
trop importante favorisée par ce mouvement horizontal, nous observons un courant sortant
important. Ce mouvement est cependant immédiatement perméant au NMDG" mais le courant
résultant est masqué par la composante sodique. Et c’est seulement aprées plusieurs applications
du protocole et la sortie massive du Na® intracellulaire que nous pouvons observer un faible
courant de NMDG". l’autre information importante est la différence entre le mouvement vertical
et horizontal en condition bi-ionique. En effet pourquoi observe-t-on une déplétion lors du
mouvement horizontal et pas vertical ? Il serait intéressant de comprendre moléculairement

pourquoi le mouvement horizontal facilite la sortie de sodium.

Une autre observation remarquable obtenue grace a cette stratégie est l'influence qu’a
I'incrémentation de la taille du pore grace aux différents MAM sur le ratio Inmpc+/Na+. Ainsi si le
mouvement est suffisamment important nous obtenons des ratios similaires aux expériences en
ATP, comme si nous avions atteint I'ouverture maximale et naturel du pore. Dans les cas ou le
ratio calculé est plus faible cela peut démontrer que I’écartement des hélices par la lumiéere n’est
pas suffisant pour que le NMDG" puisse passer correctement. Cette information est importante
car cela démontre que le pore peut étre ouvert grace aux molécules photoisomérisables et donc
perméant aux petits cations mais pas assez pour permettre le passage de gros cations. Ce qui
indique que, outre I'orientation et la conformation des molécules, la taille du pore joue aussi un
role dans le passage des cations organiques. Un test pourra permettre de confirmer cette
hypothése, en faisant muter certains acides aminés situés dans la lumiéere du pore, cela permettra
I"'augmentation artificielle de la taille du pore. En utilisant par exemple les mutants N333A, T336A,
L338C connu pour faciliter le passage du YO-PRO-1 (Virginio et al, 1999a). Il s’agira d’utiliser ces
mutants en enregistrant la conductance du NMDG" en configuration ‘outside out’ et vérifiant si

la valeur obtenue est supérieure a celle de référence dans mes travaux.

Le passage de gros cations pose la question du réle physiologique sous-jacent. Outre le fait que
nous avons découvert que la spermidine, une molécule physiologique, peut traverser le pore, il
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est important de comprendre les divers résultats mettant en évidence un lien entre la dilatation
et la douleur neuropathique (voir 3.3) et ce, a la lumiére du changement de paradigme. Prenons
I'exemple de la mutation H155T issue d’un polymorphisme génétique sur les récepteurs P2X7
d’humain, présenté comme augmentant la dilation et la perception de la douleur (Sorge et al,
2012). Or I'allele T155 est hyperfonctionnelle, montrant des courants ATP plus importants que
I'allele H155. De plus, nous savons que lI'expression de surface de l'allele H155 est moins
importante que I'allele T155 (Bradley et al, 2011). En partant de nos résultats sur la perméabilité
et ces données sur I'expression de surface, il est possible de comprendre I'influence réelle de ces
mutations. Ainsi I'augmentation de surface induit une augmentation des courants transitant par
les récepteurs P2X7. Et partant du postulat que le ratio est identique entre les alléles,
I’'augmentation des récepteurs adressés en surface des cellules induirait indubitablement une
augmentation du passage des molécules par effet conjugué de I'ensemble de récepteurs et non

par expansion intrinséque du pore.

Conclusion

En conclusion nous avons remis en question le paradigme de la dilatation proposé il y a presque
20 ans. Grace a cela nous sommes les premiers a avoir déterminé que les récepteurs P2X
devenaient rapidement perméants aux gros cations en paralleles des petits cations suite

I'application de I'ATP.

Nos résultats en dynamique moléculaire ont révélé que le flux du NMDG" est environ 10 foisplus
faible que celui du Na“, ce qui est la conséquence de la nécessité d’un criblage conformationel du

NMDG" au début pore. En tenant compte de ces résultats, nous avons pu apporter une explication
des données obtenues au début de ma thése. Mais aussi, nous sommes les premiers a avoir
étendu la caractéristique de perméabilité du pore aux gros cations a I'’ensemble des récepteurs

P2X homomériques.

Nous avons pu voir que l'utilisation des molécules photoisomérisables est un outil puissant car

elles nous ont permis d’avoir un contréle spatio-temporel du récepteur P2X2. Grace a cette
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stratégie nous avons montré que les petits cations et les gros cations partagent les mémes
mécanismes moléculaires aux niveaux des hélices montrant qu’a I'état ouvert, le pore est

perméant aux petits et gros cations et ce a la méme échelle temporelle.

La démonstration du passage de grosses molécules reste certes une information importante mais
souleve un certain nombre d’interrogations ; notamment sur I'intérét d’un tel passage. Les études
en Spermidine permettent d’ouvrir une nouvelle voie de signalisation impliquant les récepteurs
P2X. Elles ont pour objectif de montrer I'importance de nos travaux pour la compréhension du

role physiologique des récepteur P2X et donner un sens a cette perméabilité particuliere.

Il s’agira désormais de comprendre le réle physiologique de cette capacité permettant le passage
de molécules importantes. Il faudra notamment tester des mutations au niveau de la lumiere du
pore, et se concentrer sur la partie restrictive au passage du NMDG". Ces mutations devront
augmenter la taille du pore en limitant I'encombrement stérique dd a la chaine latérale des acides
aminés. Mais il faudra surtout analyser I'’ensemble des données obtenues ces derniéres années,
spécifiquement les mutations en se basant sur les nouvelles conditions expérimentales NMDG"

symétriques et déterminer par exemple leur contribution sur I’'expression de surface.
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o Etude moléculaire de la dilatation des
réecepteurs P2X

Résumé

Les récepteurs P2X sont des canaux cationiques non sélectifs, perméables aux ions Na+, K+ et Ca2+. Leur activation par
I’ATP, pour des potentiels de membrane proches du potentiel de repos des cellules, induit un influx de cations entrainant une
dépolarisation membranaire. Les récepteurs P2X, issus de I’oligomérisation de trois sous-unités identiques (homotrimeres) ou
hétérologues (hétérotrimeres), possedent tous une partie hydrophobe transmembranaire et une partie hydrophile et glycosylée
extracellulaire. Les récepteurs P2X sont impliqués dans de nombreux roles physiologiques, et possédent une grande distribution
tissulaire.
De plus depuis une vingtaine d’année un état de conductance particulier du canal a été découvert permettant le passage de grosses
molécules. Nommé état dilaté ou dilatation du pore, cette état conductance était considéré comme un processus lent dissocier de 1’état
de conductance permanentant le passage des du Na™.
Notre approche multiple nous a permis de comprendre le mécanisme de dilatation. Or suite & nos résultats en électrophysiologie, nous
avons montré que les récepteurs étaient immédiatement dilatés dans une échelle de temps de la milliseconde. Les résultats obtenus
avec nos molécules photoisomérisables ont permis de confirmer que la dilation était un processus rapide. Mais surtout de résoudre le
mécanisme moléculaire de 1’état dilaté. En effet sous I’effet de la lumiére, deux mouvements ont pu étre observés. Nous avons
déterminé qu’une polyamine, la spermidine, pouvait passer a travers le canal, ce qui n’avait jamais été démontré auparavant. Nous
pensons que ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives physiologiques dans la signalisation P2X.
Mots clés : P2X, Dilatation, Single Channel, Azobenzene, YO-PRO-1, Spermidine

Abstract

P2X receptors are nonselective cation channels, permeable to Na *, K * and Ca2 * ions. Their activation by ATP, for
membrane potentials close to the resting potential of the cells, induces an influx of cations leading to membrane depolarization. P2X
receptors, derived from the oligomerization of three identical (homotrimeric) or heterologous (heterotrimeric) subunits, all possess a
transmembrane hydrophobic domain and an extracellular hydrophilic and glycosylated domain. P2X receptors involved in many
physiological roles, and have a high tissue distribution.

Moreover, since twenty years, a particular conductance of the canal has been discovered allowing the passage of large molecules;
which named “dilated state or dilatation of the pore”, this conductance state was considered as a slow process dissociating from the
state of conductance which allows the passage of Na'.

Our several approach allowed us to understand the mechanism of dilation. However, following our results in electrophysiology, we
showed that receptors were immediately dilated in a millisecond time scale. Our results with our photoisomerizable molecules
confirmed that dilation was a rapid process. But above all, it solves the molecular mechanism of the dilated state. Indeed under the
effect of light, two movements could be observed. We determined that a polyamine, spermidine, could pass through the canal, which

had never been demonstrated before. We believe that these results open new physiological perspectives in P2X signaling.

Keywords: P2X, Pore dilation, Single channel, Azobenzene, dye uptake, Spermidine
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