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Introduction

Les canaux ioniques sont des constituants essedgslmembranes des cellules excitables,
participant a de nombreuses fonctions physiologicedes que la transmission nerveuse,
I'activité cérébrale ou l'activité cardiaque. Paroeitte classe de protéines membranaires, les
canaux potassiques sensibles a 'ATP, queKjouent un role primordial dans la sécrétion
pancréatique d’insuline et participent au contr@e tonus vasculaire ainsi que de
I'excitabilité des cellules musculaires cardiagee¢seuronales. Constitués de I'assemblage
unique d’'un récepteur membranaire appartenanfaardle des transporteurs a ATP-Binding-
Cassette (ABC), le récepteur des sulphonylurées,3RI'un canal potassique rectifiant
entrant, Kir6.2, ces canaux couplent le métaboliselilaire au potentiel membranaire et

constituent en ce sens un modéle naturel de biegapt

Le caractere unique de cet assemblage tient awd&n plus d’interagir physiqguement
avec Kir6.2, SUR est capable de réguler I'actiditécanal suite a la fixation de ligands: ainsi,
la fixation de nucléotides, d’activateurs ou d’imkéurs pharmacologiques a SUR entraine
des modifications des propriétés d’ouverture de6Rir Si les sites d’interaction de ces
effecteurs sont désormais connus, les mécanisnrekegmuels la communication s’établit
entre les deux sous-unités restent obscurs. Lai@renpartie de ce travail a donc été
consacrée a la recherche des déterminants moldsulatervenant dans le couplage
fonctionnel du récepteur des sulphonylurées SURcamal potassique rectifiant entrant
Kir6.2. Utilisant une stratégie chimérique, nou®ra identifié une région C-terminale de
I'isoforme SUR2A essentielle aux mécanismes d'atiibn du canal, assurant le lien entre la
fixation de ligands & SUR et I'ouverture de Kir6.2.

Parallelement a ce travail, nous avons utiliséenotmnaissance du modele du cangleK
pour développer, dans le cadre du projet européecepronics, un nouveau type de
biocapteur fondé sur le couplage fonctionnel eKiré.2 et d’autres récepteurs membranaires
substitués a SUR. L’essor du criblage haut-débimiddéécules pharmacologiques implique
une miniaturisation nécessitant un affranchisserdestsystemes de détection cellulaires ainsi
gue des techniques a base de fluorescence ouidaatité classiquement employés. De ce
fait, le développement de capteurs électriques catdées représente une solution
séduisante, et la mise au point de systémes imtegra puce électronique des récepteurs
artificiellement couplés avec des canaux ioniquams, lon Channel Coupled Receptors

(ICCR), pourrait constituer une alternative intégge aux technologies actuelles: la fixation
17
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d’un ligand spécifique sur le récepteur entraindiastivation du canal et I'apparition de flux
ioniques mesurables en temps reée l'interface électronique. Dans cette optique, &von

cherché a remplacer SUR par d’autres réceptedrsestcoupler fonctionnellement a Kir6.2.

Signal électrique

e[

Ligand

Biocapteur naturel

Canaux K ,1p

%&D d |

SUR + Kir6.2

P
haa 1

' Biocapteur artificiel
lon Channel Coupled Receptor

Récepteur-Kir6.2

Représentation schématique du canaldlbiocapteur naturel, et des biocapteurs électrigjue
artificiels basés sur son modeéle. La fixation dligand a SUR entraine I'ouverture de

Kir6.2. Dans le cas des biocapteurs artificiels,F’Sekst remplacé par un récepteur X.

Notre choix s’est porté sur les récepteurs couplés protéines G (GPCR). Ceux-Ci
constituent I'une des plus larges familles de rém@g membranaires, impliqués dans de
nombreux processus physiologiques (et patholog)gieds que le contréle de I'excitabilité
neuronale et cardiaque, et sont des cibles phatotagues majeures. De plus, certains
d’entres eux interagissent naturellement avec deaux ioniques et régulent leur activité, ce
qui en fait de bons candidats pour une telle apmrodinsi, par ingénierie protéique, nous
avons créé deux modeles d'ICCR impliquant respectant les récepteurs muscariniquge M

et dopaminergique D
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Introduction

1. Roles et caractéristiques générales des membranes

Toutes les cellules de I'organisme sont limitéesyree membrane plasmique hydrophobe
garantissant l'intégrité cellulaire et permettaat ¢dompartimentation, la régulation des
échanges cellule/environnement, ou encore le dentiés flux d’informations entre les
cellules. En plus de cette membrane plasmiquesdigles eucaryotes sont également dotées
de membranes internes délimitant des organiteaceltulaires et assurant quelques-uns des
réles fondamentaux des mitochondries, chloroplastdgsosomes.

La membrane plasmiqgue est principalement composgeligides (phospholipides,
glycolipides et cholestérol) organisés en deux litsi téte-béche formant une barriere
physique imperméable entre le milieu extracellel@t le cytoplasme. Les autres composants
essentiels de la membrane sont les protéines manil@s, assurant les fonctions de transport
et de communication avec le milieu extracellulaindispensables a la survie cellulaire.
Celles-ci peuvent étre intrinséques ou extrinsegedmn qu’elles traversent intégralement la
bicouche lipidique ou qu’elles soient périphériquetpeuvent étre glycosylées ou non.

Chaine

Protéine glycosylée

~ membranaire
Face extracellulaire

Glycoprotéine
membranaire

Canal Bicouche
ionique lipidique

Face cytoplasmique

Figure 1l: Représentation schématique de la membrane plasmiq

La nature lipidique de la membrane lui confére telative imperméabilité vis-a-vis des
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molécules hydrosolubles. Le transport des iongestrdolécules polaires telles que les sucres
ou les acides aminés est donc assuré par desmadtttansmembranaires spécialisées: les
transporteurs et les canaux ioniques. Les trarsartutilisent I'énergie de gradients de
concentration (transport passif) ou de I'hydrolgsel’ ATP (transport actif) pour faire passer
des ions ou des molécules d’'un coté a l'autre dadmbrane (vitesse de transport comprise
entre 10et 1G molécules par seconde). Les canaux ioniques Higsesser spécifiquement
des ions (flux allant jusqu’a 1@oir 10 ions par seconde) et leurs ouverture/fermeturé son
régulées par différents facteurs suivant la natiesecanaux considérés: variation du potentiel

membranaire, de la pression, ou encore fixation dgand.

2. Propriétés électrigues des membranes et canawniques

Les canaux ioniques sont des éléments essentiglsndmbranes des cellules excitables.
Permettant le passage d’ions (les ions ne diffupastspontanément a travers la bicouche
lipidique qui leur est imperméable), ils interviemb dans la modulation du potentiel de
membrane, engendrent des signaux électriques,gateré des flux d’ions. Ils contrdlent
également le volume cellulaire, I'excitation deutes nerveuses et musculaires (propagation
rapide de signaux électriques sur de longues distgn la transmission synaptique, la
contraction musculaire, et certains phénoménesédedtson entre autres activités (Hille,
2001).

L'étude de ces canaux repose essentiellement smesare des phénomenes électriques
gu’engendrent les flux ioniques qui les travers@iot courant électrique | (en amperes A)
est défini par un flux de charges passant par umt gonné par unité de temps (seconde): les
courants ioniques correspondent donc a des fluong'ipassant par un point donné (canal
ionique) par seconde, et sont généralement congmtie quelques picoampeéres (pA) et
guelques microampeéres (LA) suivant que I'on obsénativité d'un ou plusieurs canaux
simultanément. Par convention, lintensité | d’'uouant dit « entrant » (flux entrant de
cations ou sortant d’anions) est négative, et pespour un courant dit « sortant » (flux
sortant de cations ou entrant d’anions).

Comme toute particule chargée, un ion gagne ou gert¥nergie en se déplacant d’'un
point a un autre de potentiels différents, cettdince de potentiel étant no#®¥ (en volts,

V). C’est ce qui se produit lorsqu’un ion passend’diace a I'autre de la membrane plasmique

présentant des potentiels différents. Cette diffiéeede potentiel entre la face interne et la face
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externe de la membrane est appelée potentiel ddoraam noté E
“Veu (1)

On appelle généralement potentiel de repsléEpotentiel de membrane lorsque la cellule
est a I'état d’équilibre et qu’aucun courant net aarges ne traverse la membrane. Par
convention, on dit qu'on dépolarise la membranedaton applique un potentiel moins
négatif (ou plus positif) que,Eet qu’'on I'hyperpolarise lorsqu’on applique un gxttiel plus
négatif (ou moins positif). La valeur du potentisd membrane k dépend des potentiels
d’équilibres respectifs de I'ensemble des ions @amis présents de part et d’autre de la
membrane plasmique, et donc des concentrationsatsps de ces ions de chaque coté de la
membrane. Cette valeur se rapproche généralemegudtdatiel d’équilibre de I'ion x (g le
plus perméant (conductance ionique dominante), &gan la loi de Nernst (équatith)). Au
repos, la membrane étant plus perméable aux idngué N&, C&" et CI, le potentiel de
repos de la cellule est donc proche du potentigdidlibre de lion K, et est généralement

compris entre -50 et -80 mV.

Du fait de son épaisseur (3 nm environ) et de sggerméabilité aux ions, la membrane
plasmique peut étre schématiquement assimiléecanoiensateur de capacité C (en farads, F)
capable d’accumuler des charges (Q, en Coulomlas @ponse a I'application de variations
de potentielAV: plus la surface de la membrane est grande, &t ph capacité C est

importante.

_Q
C=r> @

Dans son état ouvert, un canal ionique peut égendé a une résistance. Par commodite,
on parle dans le cas des canaux ioniques de camhggtou G (en Siemens, S) plutdt que de
résistance R, la conductance étant l'inverse detdastance (G = 1/ R), pour exprimer la
facilité avec laquelle un courant traverse un ca@elte conductance est définie par la loi

d’Ohm (U = R.1), qui appliquée aux membranes bi@ags a la forme suivante:
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E =Rx| ou |=GxE (3)

ou la tension U (difference de potentiel électriqest remplacée par le potentiel de
membrane E (également différence de potentighVexy).

C
| | B &
eneee () 0eee
1 lifi_fi?{_i-'; " ;“ 3{5135;515%5
— b— vy S8
.3b 0 e © 00000
R=1/G Capacité  Conductance

(ou résistance)

Figure 2 : La membrane plasmique se comporte comme un ceatim électrique (capacité

C) monté en paralléle avec une résistance R (odwttance G).

On peut donc représenter un canal ionique comnercuit électrique avec une résistance
(ou conductance = canal), un interrupteur (étatedu¥ état fermé du canal) et une pile
(potentiel d’inversion du courant ionique). Si lnal est trés sélectif et perméable a un seul
type d’ion, le potentiel d’inversion est égal augrdiel de Nernst de I'ion considéré.

o ={ —t+— 0 ~o—0

Pile Résistance Interrupteur
Figure 3: Représentation schématique du circuit électriqeerespondant a un canal

ionique.

Dans les cellules eucaryotes, la distribution des de part et d’autre de la membrane est
inégale: les ions Na C&" et CI sont plus concentrés & I'extérieur qu'a lintériales
cellules, et inversement pour les ions(Kableau 1). Ces gradients de concentration, produits
de I'activité de transporteurs actifs et de I'impéabilité membranaire vis-a-vis des ions, sont

les moteurs des transferts ioniques passifs piusehh.
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Concentration intracellulaire Concentration exsthdaire
Na' 5-15 mM 135-145 mM
K* 140 mM 3.5-56 mM
Cr 5-15 mM 110 mM
ca* 0.1 M 1-2 mM

Tableau 1 : Concentrations moyennes des espéces ioniques lébfintérieur et a I'extérieur

d’une cellule de mammifére.

De ce fait, les ions K en excés a lintérieur de la cellule, ont ten@adcsortir par
diffusion passive sous l'effet de leur gradientcd@centration. Néanmoins, les flux ioniques
ne sont pas régis uniqguement par les gradientsighé@s: les ions étant des especes chargées,
leur répartition inégale de part et d'autre de lamrane induit I'apparition de gradients
électriqgues. La somme de ces deux gradients patenégfinir le potentiel électrochimique
d’équilibre de I'ion x considéré, ou potentiel derNst, indiquant la valeur de potentiel a

laquelle les gradients sont également opposés #tilepour cet ion sont nuls:

() o

avec k, le potentiel d’équilibre de I'ion x considéré

R, la constante des gaz parfaits

T, la température absolue (en kelvins, K)
z, la valence de I'ion x considéré

F, la constante de Faraday

[x]i et [X]e, concentrations intra- et extracellulaires denlloconsidéré
Un flux de 10 ions monovalents (cas duKpar seconde & travers un canal correspond &

un courant électrique d’une intensité de 1,6 pAntensité de courant unitaire i traduit la

facilité avec laquelle I'ion traverse le canal.eEdist décrite par la loi d’'Ohm:
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AV = (Em - Eion) = I’ion X iion (5)
donC iion = ion X (Em - Eion)
avec Yion, la conductance du canal (inverse de la résistapge
Em, le potentiel de membrane
Eion, le potentiel d’équilibre de l'ion

Em-Eion, la force électromotrice (driving force) appliqueé€ion

Si on généralise a I'ensemble de la cellule, Isieg¢ de courant | traversant I'ensemble

des canaux est notée:
ion = gion X (Vm - Eion) (6)
avec @n, la conductance pour I'ion considéré de I'ensendiele canaux de la cellule

On parle alors non plus de courants unitaires g&isourants macroscopiques.

Tres souvent, I'étude d’'un canal ionique donné @gsar la construction, grace a la
technique du patch-clamp (Neher et Sakmann, 1977 Gyactie Matériel et Méthodes), de
courbes de courant (I) représenté comme une fondiiopotentiel imposé (V), ou courbes
« |-V », constituant la signature du canal. Si erpkce en conditions équimolaires de part et

d’autre de la membrane, le flux de courant a tuercanal idéal suit alors la loi d’Ohm et la

pente de la droite obtenue correspond a la conglceyadu canal.
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i (pA)
Courant a
100 m sortant a
K* _
100 mM ]
K+
N N N N B 1
-80
100 m
K* —
Courant
10 mM / entrant
K* b

Figure 4 : Variation de courant en fonction du potentiel thembrane dans le cas ou les
concentrations en ionKsont identiques (a; E= 0) et différentes (b; E= + 60 mV) de part

et d’autre de la membrane. La pente donne la vatieula conductanceg
Le potentiel d’inversion mesurémous donne une indication sur la nature des flionsl

a l'origine du courant observé, tandis que la cata@hcey nous renseigne sur le nombre de

canaux ouverts par unité de surface membranaire.
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Les canaux K atp
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1. Architecture moléculaire des canaux Krp

Produits de l'assemblage unique d'un récepteur manalre de la famille des
transporteurs a ATP-binding cassette (ABC) et dlanal potassique, les canaux potassiques
sensibles a I'ATP (lkrp) sont des canaux potassiques rectifiant entrahibés par 'ATP et
activés par le MgADP. Cette sensibilité partic@i@ux nucléotides adénylés intracellulaires
leur confere un réle primordial au sein des ceflld&citables ou ils couplent le métabolisme
cellulaire au potentiel de membrane. Présents sBudgetissus variés tels que les muscles
cardiaques, les muscles squelettiqgues et mussksss|iles neurones ou encore le pancréas, ils
interviennent de ce fait dans de nombreuses famctssentielles telles que le contrdle de la
durée du potentiel d’action cardiaque, de la rdlarades muscles vasculaires lisses, de la

libération de neurotransmetteurs ou encore decl@tsen d’insuline.

1.1 Composition moléculaire et stoechiométrie du cé&nab

Les canaux Krp résultent de l'assemblage de deux sous-unités:atalcsélectif au
potassium rectifiant entrant Kir6.x[¥50 acides aminés), associé au récepteur des
sulphonylurées SURCL600 acides aminés). Suivant les tissus considéréstouve deux
isoformes différentes de Kir6.x€. Kir6.1 dans les muscles lisses et Kir6.2 dansalecpeas,
le cerveau, le cceur et les muscles squelettiques)ie isoformes de SUR.€. SUR1 dans le
pancréas, SUR2A dans le coeur et les muscles stipisdst et SUR2B au niveau des muscles
lisses des vaisseaux sanguins). De structure loétéroérique, les canaux sont constitués
d'un pore central formé de quatre sous-unités Ejréntouré par quatre sous-unités SUR
(Clementet al, 1997) jouant un réle régulateli@ure 5). L’ensemble forme un complexe
d’environ 950 kDa. La présence simultanée des deug-unités est indispensable pour que le
canal soit fonctionnel a la membrane plasmiqueg@diaet al, 1995a), et leur association
physique a été confirmée dans le cas du cangb Kardiaque par des études de co-
immunoprécipitation (Lorenz et Terzic, 1999).

A l'image de nombreux autres membres de la fani#le canaux potassiques rectifiant
entrants (Kir), Kir6.2 s’assemble en tétramere pfmumer le pore potassique central des
canaux Krp (Clementet al, 1997; Shyng et Nichols, 1997). La stoechioméfinale du
complexe a pu étre déterminée grace a l'utilisatentandems SUR1-Kir6.2 fusionnés: la

construction SUR1-Kir6.2 présente des propriétésilaires a celles des canaux natifs,
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contrairement aux tandems SUR1-Kir6.2-Kir6.2 neygdtant pas spontanément la formation
de canaux sauf si ils ont coexprimés avec SURLi i@difjue que chaque sous-unité Kir6.2
requiert une sous-unité SUR et suggere qu’une lsimmeétrie 1:1 est nécessaire pour le bon
fonctionnement des canaux (Clemestt al., 1997; Inagakiet al, 1997). La structure
octamérique du canalJdfe a été confirmée par des études biochimiques quineat que la
masse moléculaire du complexe est d’environ 950, kieaqui correspondrait a quatre sous-
unités SUR1 et quatre sous-unités Kir6.2 (Clenatial, 1997) Figure5).

Récepteur des sulphonylurées Canal K+ rectifiant entrant
SUR Kir6.2

Complexe
octamérigque

O Signal de rétention dans le réticulum endoplasmique =RKR

Figure 5: Topologie et stoechiométrie du canalafK Kir6.2 posseéde deux hélices
transmembranaires et un site de liaison des nuiclésf SUR possede trois domaines
transmembranaires (TMDO,1&2) et deux domaines desdn des nucléotides (NBD1&2)
comportant les séquences consensus Walker A, WRlkeLinker L (= signature ABC). La
présence de signaux de rétention dans le réticildadoplasmique sur les deux sous-unités

permet de restreindre I'adressage membranaire anaax de configuration octamérique.
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De plus, la structure tridimensionnelle du complexemicroscopie €électronique a basse
résolution (1) (Mikhailov et al, 2005) confirme cette stoechiométrie avec quatess

unités SUR englobant un pore central formé de qusatus-unités Kir6.2.

1.2 Assemblage et adressage

Les modalités d'assemblage du caimalvivo sont encore méconnues, mais certains
résultats suggerent que SURL interagit rapidemert &Kir6.2 monomérique dans le
réticulum endoplasmique, et non pas avec des tétemde Kir6.2, et stabilise cette forme
monomerique. La formation du complexe octamériqee ferait alors a partir de ces
hétéeromeres SUR1/Kir6.2 (Crane et Aguilar-BryanP80 Un certain nombre de zones
d’interaction entre sous-unités potentiellementesisen jeu au cours de cette assemblage ont
été rapportées: ainsi, le domaine N-terminal TMROS#R1 s’associe fortement a Kir6.2 et
module son adressage ainsi que ses propriétésattovy (Charet al, 2003; Fanget al,
2006), de méme qu'un segment cytoplasmique de SURHAANt les domaines TMD2 et
NBD2 interagit également avec Kir6.2 et perturtediessage du canal natif lorsqu’il est
coexprimé avec SUR2A et Kir6.2 (Rainbetval, 2004a/2004Db).

L’observation de Tuckeet al (1997) que Kir6.2 tronqué de ses trente-six é&si@-
terminaux est capable de former en absence de $JRahaux donnant lieu a des courants a
la membrane plasmique s’explique par la présenos des trente-six résidus d’'une séquence
riche en arginines de trois acides aminés, RKigure 5), qui agit comme signal de rétention
de la protéine dans le réticulum endoplasmiqueai@gueet al, 1999). Un signal identique
est présent chez SUR, localisé dans le segmenplagtaique reliant les domaines TMD1 et
NBD1. Ce signal interviendrait au moment de l'asskage des canauxafe et interagirait
avec des diméres de protéine 14-3-3 (Yearal, 2003): dans un premier temps, SUR1
masquerait stériqguement le signal de rétention 06.X puis 14-3-3 masquerait celui de
SUR1, permettant ainsi la sortie du réticulum emampique et I'adressage a la membrane

plasmique (Heusset al, 2006) Figure 6).
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v

|

Signaux de rétention = RXR 2

:é |

Figure 6: Modele hypothétique d'assemblage des canawge Kdans le réticulum

14-3-3 dimer

endoplasmique (d’'aprés Heusser et al., 2006). S&R4socie avec Kir6.2 et masque son
signal de rétention. 14-3-3 reconnait ensuite KIrpuis masque le signal de rétention de
SUR1, permettant la sortie du réticulum et l'adegps a la membrane plasmique du

complexe.

L’'assemblage hétérodimérique confirme l'idée sdiauelle une interaction transitoire
entre 14-3-3 et les dimeres SUR/Kir6.2 pourrai¢ @mn facteur clé de la rétention au niveau
du réticulum endoplasmique et du contrdle quakt® canaux natifs.

D’autres facteurs modulent également la présenleeraembrane plasmique des canaux
Katp par des mécanismes méconnus. Par exemple, I'apiphicde sulphonylurées permet de
rétablir I'expression a la membrane plasmique dega porteurs de mutations dans SUR1
prévenant leur association avec Kir6.2 (aral, 2004), de méme que le fait de diminuer la

température (Yangt al, 2005).
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2. Kir6.x, canal potassique rectifiant entrant

Les canaux Kir6.x appartiennent a la famille desaca potassiques rectifiant entrants (en
anglais: K inward rectifier, ou Kir). Il en existe deux isofoes chez 'homme, de
localisations tissulaires distinctes, Kir6.1 (Amé&@t al, 1996; Yamadaet al, 1997) et
Kir6.2 (Inagakiet al., 1995a, 1995b, 1995c; Sakwhal, 1995a, 1995b), I'isoforme Kir6.2
étant principalement exprimée dans les cell@ligsancréatiques, le cerveau, le coeur et le
muscle squelettique, tandis que Kir6.1 s’exprimeertellement dans le muscle lisse. Une
troisieme isoforme, Kir6.3, a récemment été idergifchez le poisson zébre (Zhastgal.,
2006). Les trois isoformes sont extrémement prodattepartagent 70 % d’identité de
séquence en acides aminés, les seules divergeacsdqdences entre ces isoformes étant
concentrées au niveau de la boucle extracelluitee les deux hélices transmembranaires
M1 et M2 et dans la partie C-terminale cytoplasreigue géne codant pour Kir6.Rchjl11)
est dépourvu d’introns et semble apparié a cel8dR1, puisqu'il le suit immédiatement sur
le chromosome 11 au niveau du locus 11p15.1 (Inagga., 1995b). Les génes codant pour
Kir6.1 (kcnj8), contenant 3 exons, et SUR2 sont eux localisésles.cchromosome 12,
respectivement aux loci 12p11.23 et 12p12.1 (Inaglél, 1995c; Chutkovet al, 1996).

2.1 Les canaux Kir
2.1.1 Famille des canaux Kir
La famille des canaux Kir humains comporte 17 mewslépartis dans sept sous-familles,

de Kirl.1 a Kir7.1 (Reimann et Ashcroft, 1999). Lems évolutifs entre ces diverses sous-

familles sont illustrées par I'arbre phylogénétiquésenté ekrigure 7:
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_|: Kirl.2/4.4
Kir{.3/4.2
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Kirg.1
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Figure 7: Arbre phylogénétique représentant les sous-familde canaux potassiques
rectifiant entrants Kir. Chaque sous-famille estnpmsée de membres partageant entre 50 et
60 % d'identité de séquence, et les différentes-familles présentent entre 30 et 40 %
d’identité entre elles (d’aprés Reimann et Ashcrb®99).

Les canaux Kir remplissent deux principaux réles/sphlogiques: ils stabilisent le
potentiel membranaire de repos proche du potestigguilibre du potassium, et ils assurent le
transport d’'ions Ka travers les membranes (Nichols et Lopatin, 19®upniket al, 1995).
Les differents membres de cette famille de canant saractérisés par des localisations
tissulaires et des taches difféerentes. La famiks danaux Kirl.x est impliquée dans le
transport au niveau des membranes transépithéliateparticulier dans le rein. La famille
Kir2.x contrble I'excitabilité du coeur et du ceate Kir3.x forme des canaux activés par des
protéines G et contrble les effets des récepteouplés aux protéines G sur I'activité du
coeur, des nerfs et des cellules neurosécrétritanddaet al., 1998). Kir4.1 semble jouer un
réle important dans la régulation de nombreusestimms au niveau des cellules gliales. Les
canaux potassiques sensibles a I'ATRX, composés des sous-unités Kir6.x et SUR, sont
régulés par les nucléotides cytosoliques et lientmétabolisme cellulaire a l'activité
électrique et au flux d’ions K(Ashcroft et Gribble, 1998). Ils interviennent notaent dans
la régulation de la sécrétion d’insuline au nivgencréatique, la réponse a une ischémie
cérébrale ou cardiaque et le contrdle du tonus waise des muscles lisses. Les rdles

physiologiques des canaux Kir5.x et Kir7.x n'ons gacore été pleinement élucidés.
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S’ils jouent des rbles divers, tous les canauxgéint néanmoins unis par des propriétés

communes, a commencer par leur capacité a exaneaeqtification entrante des courants.

2.1.2 Rectification

Les canaux Kir sont dits rectifiant entrants, edslire qu’ils favorisent les flux d’ions
entrants par rapport aux flux sortants. En d’auteesies, ils conduisent plus le courant quand
le potentiel de membrane est hyperpolarisé quedjilast dépolarisé. Cette propriété résulte
principalement d’'un blocage voltage-dépendant desrants sortants par des cations
cytoplasmiques, essentiellement le Mgt les polyamines, qui entrent dans le pore sous
I'effet du voltage et empéchent ainsi I'efflux dé (lichols et Lopatin, 1997; Doupni al.,
1995).

Mg 2#] (mM)
I1(nA) 0.6 0
0.1
0.2
03 - b Figure 8 : Le magnésium intracellulaire est responsable de
55 la rectification entrante. Les ions NMgbloquent la sortie
10.0 des ions K du canal Kirl.1 quand le potentiel est positif, de
_SIO 4;3 ,;0 8|0 facon dautant plus importante que sa concentration
V (mV) augmente. Ce blocage est dépendant du potentistjpei
038 7 les ions M§" affectent uniquement le courant sortant, et
que le courant entrant est peu modifié (d’apreshisit,
0.6 - 2000).

Aux potentiels positifs, ces cations interagisserdc des résidus chargés négativement de
I'hélice transmembranaire M2 et/ou de la partiee@rinale et obstruent le pore, induisant la
rectification entranteRigure 8). Il a été suggéré que les polyamines se liesitauC-terminal,
qui devient ainsi chargé positivement et qui agimme un domaine inactivateur en
bloquant le pore de son coté cytoplasmique de mam@iralogue a l'inhibition des canaux

potassiques voltage-dépendants (eeal, 1999).

2.1.3 Structure des canaux Kir
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Les canaux Kir sont des tétraméres de quatre sutéssuidentiques (homomeres) ou
distinctes (hétéromeres) qui ont chacune deux dmsaransmembranaires TM liés par une
boucle contenant la signature des canaux potassiG¥és ou GFG (Nichols et Lopatin,
1997; Doupniket al, 1995) Figure 9). Kirl.x, Kir2.x et Kir6.x sont des homotétrameras
vivo, a l'inverse des canaux Kir3.x qui existent soosrie d’hétéroméres dans le cerveau
(Kir3.1 et Kir3.2) et dans le coeur (Kir3.1 et Ki43.

Kir1.o Kirz.o Kira.o
Ir\'l'l i i-L"II I'“_'._ rnllll f
| | - — | —
¥ \J \J
@ Ractifization @ Rectification @ Rectification
H Fpp, ] PIF, =z 5 AP,
- 'f___" ~ e-""j Rectification
! R —
\\ (ATP "7 4
R =

Mg-ruclksctides
K*channel oosners

Figure 9 : Exemples de topologies de canaux Kir. Chaque-smité est constituée de deux
domaines transmembranaires reliés par une boucdimdat le pore. Les extrémités N et C-
terminale sont intracellulaires, avec une extrén@téer plus longue et contenant des résidus
impliqués dans l'interaction avec le BlPLes résidus impliqués dans la rectification, la
modulation par le PIR, I'inhibition par 'ATP ou par les protons sontdigués ainsi que les
régions impliquées dans la régulation par lg,Ges nucléotides, les ouvreurs potassiques ou
les sulphonylurées. RKR désigne le motif de réterau réticulum endoplasmique des sous-
unités SUR et Kir6.2 (d’apres Reimann et Ashcd®99).

Le cas des canaux Kir6.x est unique dans la mesurds s'associent a une sous-unité

régulatrice — le récepteur des sulphonylurées (SUBYur former un canal octamérique de
stoechiométrie 4:4 (Clemeat al.,, 1997; Ashcroft et Gribble, 1998).
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La publication des premiéres structures cristallipgrques de canaux potassiques a permis
de préciser I'organisation des canaux Kir. L'analgsstallographique de KcsA (Doyét al,
1998) — canal potassique de la bact&teeptomyces lividans révéle une architecture
tétramerique avec quatre sous-unités identiqugsosiées symeétriquement et délimitant un
pore central. Chaque sous-unité contient deux ésdidcransmembranaires (TM1 et TM2),
lites par une boucle de 30 acides aminés qui féenpere et contient la séquence signature
des canaux potassiques (GYG). Les quatre hélice® fbMnent un tipi inversé. Comme le
suggérait les analyses mutationnelles, le poredarmfiltre de sélectivité étroit (longuelis
A), proche de face extracellulaire, contenant kEsidus TVGYG conservés dans tous les
canaux potassiques. La sélectivité résulte deefamtion de I'ion K déshydraté avec les
groupes carbonyles des liaisons peptidiques relgsntésidus formant le filtre de sélectivité.
La chaine latérale de la tyrosine du motif GYG pmia I'extérieur de la lumiére du pore et
son interaction avec les résidus adjacents perméfixér le diamétre du pore pour une
chélation optimale des ions"’KSous ce filtre de sélectivité s'étend une laraté (10 A de

diameétre) composée de résidus hydrophobes.

A B
Q »
__=“' \.‘ -
n-‘ " q_sG d
~ 0 YA,
‘\‘ &, %
© ‘G 5
o ‘L"‘-V
H,0. 5
e 3 o .T"

nner helix

Figure 10 : Sites de liaison du Ksur KcsA. (A) Représentation de deux sous-ungésosA
disposées symétriguement, permettant de distindgiefiltre de sélectivité et la cavité
membranaire du canal (d'apres Gulbis et Doyle, 2008) Représentation du filtre de
sélectivité de KcsA avec les ions {-4) localisés au niveau des quatre sites desdiaj le
site 1 est proche de la face extracellulaire targlie le site 4 est proche de la cavité aqueuse
(d’aprés Morais-Cabral et al., 2001).
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En milieu aqueux, les ions'Ksont entourés par les atomes d’oxygéne des mekdigau
formant une sphére de solvatation. Le filtre dedélité de KcsA reproduit cette sphére de
solvatation Figure 10): chaque ion K est entouré par quatre atomes d’oxygénes (caresnyl
des résidus de la chaine principale formant leejiltll permet ainsi la déshydratation, le

transfert et la réhydratation d’un iorf Kn[110 ns.

Le filtre de sélectivité contient quatre sites ®e3ifs de fixation: deux ions se trouvent
simultanément dans le filtre de sélectivité, etspas d’'une premiére configuration #,0-
K*-H,0, ol les sites 4 et 2 sont occupés, a une coafigar HO-K*-H,0-K", ol les sites 3
et 1 sont occupés. L'arrivée d’un nouvel iohdépuis la cavité au niveau du site 4 entraine la

libération de I'ion K présent dans le site 1 dans le milieu extracéltu(&igure 11).

Extracellular
sites

Selectivity filter sites

Cavity

e 0 G060 O

AL W External

Directionof lon travel

Cuter configuration

Figure 11: Cheminement des
ions K a travers KcsA. a.On

distingue 7 sites principaux
pour les ions K le long du pore

(bleu). b. deux configurations
(inner et outer) sont envisagées
(Miller, 2001 ; Zhou et al.,

2001)

L’essentiel du mécanisme de conduction des iohddc¢rit chez KcsA est généralisable a
'ensemble des canaux potassiques. Initialementcartain nombre de travaux portant sur
Kir2.1 suggéraient I'existence de distinctions enés canaux Kir et KcsA, tant en termes de
taille du pore que de mécanisme de sélectiviteé darganisation des hélices
transmembranaires M1 et M2 (lat al, 1999; Silvermanmet al, 1998; Minoret al, 1999).

Néanmoins, le développement de stratégies de «ripekmoléculaire mettant en ceuvre des
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deérivés du méthanethiosulfonate a permis de moqtrerles structures et tailles respectives

des pores des canaux Kir, et plus largement deaugapotassiques, sont semblables
(Loussouarret al, 2001).

Depuis la premiere structure en trois dimensiongsahal potassique KcsA (Doyét al.,
1998) de nouvelles structures représentativesrdissgrandes familles de canaux potassiques
sont sorties : MthK, canal calcium-dépendant (Jienhgl, 2002) ; KAP et K,1.2, canaux
voltage-dépendant (Jiangt al, 2003; Longet al, 2007) et les canaux rectifiant entrants
KirBacl.1 (Kuoetal., 2003) et Kir3.1 (Nishid&t al, 2007) (la structure du canal bactérien
KirBac3.1 devrait également étre prochainementipabGulbiset al, en préparation). Méme
si l'architecture du pore est semblable, les stmast présentent une variabilité de

conformation considérabl&igure 12).

Figure 12: Architecture de
canaux K. Deux sous-unités
¥ 1 des trois familles de canaux’ K
1{“ sont representées et illustrent la
fmii variabilit¢  conformationnelle

qui les distingue (d'apres
Gulbis et Doyle, 2004).

Slide helix

Notre centre d'intérét étant les canaux Kir, noagsfocaliserons ici sur les structures des
canaux KirBacl.l et Kir3.1. La structure de KirBactonsiste en une section membranaire
en hélices: et en un domaine intracellulaire essentiellemanfeailletsp. On distingue cing
régions: le filtre de sélectivité, la cavité, I'ede, les liaisons flexibles et le vestibule
cytoplasmique FKigure 13). Cette structure permet lidentification de catsa
intramoléculaires qui sont responsables de la cetmpbcclusion du pore sur la face
intracellulaire de la membrane. Ces contacts soppasés étre « la porte d’activation » de

tous les canaux K
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Kir3.1 chimérique KirBac1.1

EXTRACELLULAR

INTRACELLULAR

(Nishida et al., 2007) (Kuo et al., 2003)

Figure 13: Structures des canaux potassiques rectifiantraems KirBacl.l et Kir3.1
chimérigue. Dans les deux cas, on distingue netiegieg domaines: le filtre de sélectivité,

la cavité, I'entrée, les liaisons flexibles et kstibule cytoplasmique.

Le canal KirBacl.1 adopte une forme de sablieyltést d’'une constriction du pore sur la
face intracellulaire due a un réseau de liaisondrdgenes impliqguant les domaines
intracellulaires. Trois ions occupent le filtre silectivité dans la structure de KirBacl.1, ce
qui correspond a la moyenne de deux configurations:ou un ion occupe le site central, et
une avec deux ions occupant deux sites distaritside

La structure du canal chimérique Kir3.1 a été alean remplacant les trois quarts du
pore transmembranaire de Kir3.1 par la zone égemal du canal bactérien KirBacl.3
(Nishida et al, 2007). Elle révele une grande similitude avecBHol.1 et un filtre de
sélectivité identique aux autres canauxdé structures connues, indiquant que la sélegtivit
au K requiert une conservation extréme de la structticémensionnelle. En outre, on
observe la présence de deux constrictions, au uniglagpaquet d’hélices cytoplasmique et a

'apex du pore cytoplasmique, pouvant jouer le didgoorte du canal.

2.1.4 Régulation et pathologies associées

2.1.4.a Régulation
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Les canaux Kir sont modulés par une grande vadiétégands intracellulaires, incluant le
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (RIPI'ATP, les protons et les sous-unité$yGdes
protéines G hétérotrimériques.

Le regulateur le plus commun des Kir est le Pt regule entre autres Kirl.1, Kir2.1,
Kir3.1/Kir3.4, et Kir6.2 (Huanget al, 1998). Une caractéristique de la plupart deceesux
est que leur activité s’éteint lentement apréscigrn du patch, phénoméne désigné par le
terme de « rundown » (Becq, 1996). Le « rundowrésulterait d’'une perte graduelle de
phospholipides membranaires (PIRuite a I'excision du patch. En effet, 'applicat de
PIP, ou de MgATP, qui augmente la formation de RdRdogéne, permet de se débarrasser de
ce phénomeéne (Hilgemann et Ball, 1996). Le,PdBrait donc une influence activatrice,
méme si il a également été décrit comme inhibaadtiVité de KirBacl.l reconstitué en
liposomes (Enkvetchakwdt al, 2005). A I'heure actuelle, la maniére dont Ié&Pactive
directement les canaux Kir reste méconnue. Laolmidu PIR aux canaux ferait intervenir
des interactions électrostatiques, des liaisonsdggohe et/ou des interactions hydrophodes
(Fan et Makielski, 1997) entre des résidus basiggdrophobes et hydrophiles et la téte
phosphate du PHPCe processus stabiliserait les canaux dans tic@téormationnel ouvert
(Huang, 2007).

Le PIR est également capable de moduler l'activité des iKdirectement. Ainsi,
I'activation des canaux hétéromériques Kir3.1/KdrPar les sous-unitéspg ou par le Na
dépend du PIP(Sui et al, 1998). Réciproquement, l'interaction entre |®,Rdt Kir3.x est
stabilisée par @ (Huanget al, 1998). Le phospholipide diminue également |si@iité des
canaux Krp pour I'ATP (Shyng et Nichols, 1998; Baukrowigt al, 1998). Le mécanisme
par lequel le PIP modifie la sensibilité a 'ATP n’est pas encorengo mais plusieurs
hypothéses ont été émises (Fan et Makielski, 19Byng et Nichols, 1998; Baukrowi¢t al.,
1998): (i) le PIR agirait de maniére indirecte sur la probabilitéuVerture du canal; (ii) le
PIP, et 'ATP seraient en compétition du fait d'un chaehement de leurs sites de liaison sur
Kir6.2 (Nichols, 2006); (iii) la diminution de laoacentration en ATP locale résulterait des

effets électrostatiques des charges négativesiu Pl

Les membres de la famille Kir3.x sont égalementulésy par les sous-unitésp{ de
protéines G hétérotrimériques. C’est notammenaede Kir3.1 qui présente deux motifs, un
au niveau du C-ter et un au niveau du N-ter, imygligjdans la liaison du complexgyG

(Yamadaet al, 1998). Les deux extrémités lienf3¥s méme si le C-ter a dix fois plus
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d’affinité pour le ligand (Huangt al, 1995). Les extrémités N-ter et C-ter se liergtlégent
entre elles, ce qui semble favoriser la liaisonGfiy. Kir3.2 et Kir3.4 possedent les mémes
motifs aux extrémités N-ter et C-ter proximales,isnae présentent pas les motifs a
'extrémité C-ter distale (Doupni&t al, 1995 ; Huanget al, 1995). L’activation par le GTP
des canaux cardiaques Kir3.1 + Kir3.4 montre unepeéativité positive et corrobore

I'hypothése selon laquelle quatr@{doivent se lier pour activer le canal.

2.1.4.b Pathologies associées aux canaux Kir

Un certain nombre de mutations dans les génes togaur les canaux Kir sont
responsables de maladies héréditaires chez I'hoetnohez la sourisT@bleau 2). Ainsi,
certaines mutations dans le géne codant pour lal ¢aril.1 sont associées au syndrome de
Bartter de type Ill, un désordre du tubule rénatacerisé par des rejets salés, une
hypocalcémie et une acidose métabolique. Les rontatde Kirl.1qui ont été analysées
fonctionnellement révelent soit une abolition smie diminution marquée des courants Kirl.1
(Derstet al., 1997).

Des mutations dans le gékenj2 codant pour le canal Kir2.1 sont associées a qlusi
pathologies: (i) syndrome d’Andersen (ou syndronobe QIT long 7), caractérisé par des
paralysies périodiques, ectopie ventriculaire, niyphies; (ii) syndrome du QT court ou
encore (iii) fibrillations atriales (Terziet al.,, 2008).

Le canal Kir3.2 est également associé a une pateotourine, dite des soungeaver La
sourisweaverrésulte d’'une mutation dans le pore de Kir3.2, gergnd le canal perméable
aux ions N& La mutation conduit & une mort sélective des oees du cerveau et ainsi a une
démarche ataxique caractéristique du phénotypaver Des animaux homozygotes knock-
out qui n’expriment pas Kir3.8e présentent pas d’ataxie et leur cerveau a umphologie
normale (Signorinet al, 1997). Ainsi, il semble que I'augmentation daflux de N&, plutot
gue la perte de Kir3.2, soit responsable de la meutonale chez les soungaver
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Canal Localisation Régulation Pathologies associées Références
tissulaire
Kirl.1 | Rein Protons, Syndrome de Barrter | Yanoet al,
(ROMK) ATP de type lll 1994
Kir2.1 | Cceur Phosphorylatiory Syndrome d’Andersen | Raab-Graham
(IRK) Systéme nerveux QT court, fibrillations | et al, 1994
Kir3.1 | Coeur Protéines G Stoffedt
(GIRK1) | Cerveau al., 1994
Kir3.2 | Cerveau Protéines G Souwsaver Sakuraet
(GIRK2) al., 1995b
Kir3.3 | Cerveau Protéines G Lesage
(GIRK3) al., 1995
Kir3.4 | Coeur Protéines G Tucket
(GIRK4) al., 1995
Kir4d.1 | Cerveau
Kir5.1
Kir6.1 | Ubiquitaire ATP/ADP Inagaket
(Katp) al., 1995b
Kir6.2 | Pancréas, coeur, ATP/ADP Diabete Inagakiet
(Katp) | cerveau, muscles PHHI al., 1995c
Kir7.1 | Cellules épithéliales, Partisetiet
Cerveau, reins, al., 1998
poumons

Tableau 2 : Canaux potassiques rectifiant entrants et priabgs pathologies associées.

Les pathologies associées aux mutations dans &kgajllcodant pour Kir6.2, tellegue
I’hypoglycémie hyperinsulinémique persistante dwmsson (PHHI) et le diabéte seront
présentées par la suite.

2.2 Cas particulier de Kir6.1 et Kir6.2

2.2.1 Localisations tissulaires
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Kir6.1 est une protéine de 424 acides aminés laitiant identifiee dans les flots
pancréatiques de rat (Inagakial, 1995b). Elle est exprimée de maniére ubiquitgdiemada
et al, 1997), notamment dans la membrane des celluiecutaires lisses dans lesquelles
Kir6.1 est le seul canal Kir6.x exprimé (Suzekial, 2001). Elle a également été mise en
evidence dans la membrane interne des mitochon@8ezguki et al, 1997a), suggérant
gu’elle compose le pore des canauxriKmitochondriaux, mais cette hypothése n’a pas été
confirmée a ce jour et reste tres controversée.

Kir6.2 a été clonée a partir d'une banque génomlgueaine en utilisant Kir6.1 comme
sonde (Inagakiet al, 1995a). Cette protéine de 390 acides aminés,pgssede 71 %
d’identité avec son isoforme Kir6.1, est fortemerprimée dans les cellules pancréatiques
(sécrétrices de glucagomfd) (sécrétrices d’insuline) ét(sécrétrices de somatostatine) (Suzuki

et al, 1997b), et plus faiblement dans le cceur, lesctasisquelettiques et le cerveau.

Kir6.1 / Kir6.2 Figure 14: Topologie des

canaux Kir6.1 et Kir6.2. Les
deux canaux partagent 71 %
d’'identité et ont donc une
organisation similaire avec des
extrémités N et C-ter

cytoplasmiques, 2  hélices
transmembranaires et une
O Ssignal de rétention (RKR) boucle H5 formant le pore.

Kir6.1 et Kir6.2 présentent des topologies simdaireprenant les canons des canaux Kir:
les deux isoformes présentent des extrémités N -&grrmiinales cytoplasmiques, deux
segments transmembranaires (M1 et M2) reliés parbaicle H5 qui posséde la séquence
signature des canaux potassiques (GYG ou GFG).

2.2.2 Reégulation physiologique
A linstar des autres canaux Kir, Kir6.1 et Kirés®nt régulés par les nucléotides, les

lipides (PIR), et le pH. Leur activité est également moduléedas phosporylations par des

kinases.
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Régulation par les nucléotides

Les canaux Krp sont inhibés par I'ATP intracellulaire. La décorteeque Kir6.2 pouvait
former seul des canaux a la membrane, moyennagtia€lde 26 résidus C-terminaux
contenant le signal de rétention RKR (Tucg&eal, 1997), a montré que Kir6.2 est inhibé par
'ATP et possede un site propre de fixation dedéuiles. Ce site fait intervenir a la fois des
résidus des régions C et N-terminale cytoplasmigUieskeret al, 1998;Drain et al, 1998;
Trappet al, 2003). Ajoutée aux données structurales (Niskid&lacKinnon, 2002Kuo et
al., 2003), cette information a permis de délimiter site de fixation d’ATP constitué de
résidus N-terminaux d’une sous-unité Kir6.2 assoéiéles résidus C-terminaux d’une autre
sous-unité Kir6.2 (Dongt al, 2005;Antcliff et al, 2005). L'IG de Kir6.2 pour 'ATP est
d’environ 200 puM, contre environ 10 uM pour le ddBdR + Kir6.2, et la liaison d’ATP sur
une seule sous-unité Kir6.2 suffit a bloquer leat@ere (Markworttet al., 2000). Le site lie
préférentiellement I'ATP, et a de maniére génétale spécificité pour les bases adénylées
(Tuckeret al, 1998;Dabrowskiet al, 2004; Tammaroet al, 2006). De plus, I'affinité est
maximale pour les nucléosides triphosphates (Tuekal, 1998;Ribaletet al,, 2003).

Régulation par les lipides

Les canaux Krp, et donc les canaux Kir6.x comme les autres Kint sictivés par le PP
(Furukawaet al, 1996). Celui-ci joue un double réle: il contee ¢ rundown » des canaux
(Hilgemann et Ball, 1996; Fan et Makielski, 1997)aatagonise I'inhibition par 'ATP en
réduisant I'affinité apparente de ce dernier peutdnal (Shyng et Nichols, 199aukrowitz
et al, 1998;Fan et Makielski, 1999). Le PiPchargé négativement, module I'activité de
Kir6.2 en établissant des interactions électragias avec des résidus acides de I'extrémité C-
terminale de Kir6.2 (Fan et Makielski, 1998hynget al, 2000), son site de liaison étant en
partie chevauchant avec celui de I'ATP (Enkvetclhakwichols, 2003). Ce site impliquerait
des résidus des parties N-ter (K39, N41, R54)strambranaire (K67) et C-ter (R176, R177,
E179, R301) de Kir6.2 interagissant avec la tétiipo du PIB, tandis que sa chaine
hydrophobe serait enchassée dans la membrane (ld¢a@e 2007).

Une autre classe de lipides anioniques est égateoagrable de moduler l'activité des
canaux Kir6.x (et donc les d%p): les esters d’acides gras a longue chaine assacié

coenzyme A (LC-CoA). Les LC-CoA activent les can&ur6.x par un mécanisme proche de
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celui du PIR et sont comme lui capables de contrer le « rundewhl’inhibition par 'ATP
(Gribbleet al, 1998;Branstromet al, 1998;Shumilinaet al, 2006).

Régulation par le pH

L’activité de Kir6.2 est modulée par les protonstaés maniéeres: (i) activation par une
acidification 1égere, (ii) inactivation par une d@ification forte, (iii) rectification renforcée par
une alcalinisation. Lorsque le pH s’acidifie, lemnaux sont d’abord activés réversiblement
(pKa ~7,2) puis inactivés définitivement (pKi ~6&u et al, 2001a), I'activation résultant
d’un raccourcissement des périodes de fermeture €i\al, 2002). L'activation repose sur
une histidine en position 175, sur la face cytapigsie de I'hélice M2, tandis que
l'inactivation dépend des histidines 186, 193 ef Zl-terminales cytosoliques (Xet al.,
2001b). La déprotonation de I'histidine 216 estlégent responsable du renforcement de la

rectification lors d’alcalinisations du milieu (Benowitz et al, 1999).

Régulation par des phosphorylations

Kir6.1 et Kir6.2 sont également régulés par dessphorylations par des kinases. Kir6.2
est activé par phosphorylation par les kinases RBKRKC, tandis que Kir6.1 est activé par
phosphorylation par PKA mais inhibé par PKC (Rodreg Standen, 2005;horneloeet al.,
2002; Quinnret al, 2003). Les résidus S372 et T224 de Kir6.2 ajousl S385 de Kir6.1 sont
impliqués dans l'activatiownia la PKA (Beguinet al, 1999;Lin et al, 2000;Quinn et al,
2004), et la thréonine 180 de Kir6.2 dans l'actapar la PKC (Lighet al, 2000).

3. SUR, un transporteur ABC patrticulier

Le récepteur des sulphonylurées SUR appartient fandlle des protéines ABCC, au
méme titre que la protéine CFTR (dont certainesatiarts provoquent la mucoviscidose), et
la protéine MRP1 (impliquée dans la résistanceagents anti-cancéreux). Chez I’homme, il
existe trois isoformes de SUR de localisationautéees distinctes: SUR1 est exprimé dans
les cellulesp pancréatiques et le systeme nerveux (Aguilar-Bstaal, 1995). SUR2A et
SURZ2B, produits de I'épissage alternatif d’'un méyaee (Inagaket al, 1996; Aguilar-Bryan

et al 1998), s’expriment respectivement dans les massieés et dans les muscles lisses.
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SURZ2B difféere de SUR2A par la présence de 42 aadasaées C-terminaux qui ressemblent
davantage a ceux de SUR1.

Le geneabcc8codant pour SUR1 possede 39 exons. Il est localisde bras court du
chromosome 11 (locus 11p15.1), en aval du gengllcodant pour Kir6.2, et code pour une
protéine de 1581 acides aminés. Le gahec9 codant pour SUR2 est localisé sur le bras
court du chromosome 12 (locus 12p11.12) en amorgeshekenj8 codant pour Kir6.1. Il
posséde 40 exons et code alternativement pour pletgines: SUR2A (1549 acides aminés)
et SUR2B (1591 acides aminés).

SUR comporte trois domaines transmembranaires @mapt respectivement cing, Six et
six hélices transmembranaires prédites sur la bdese profils d’hydrophobicité et
d’alignements de séquences avec des transport&@shdmologues (Raab-Grahashal.,
1999; Tusnadt al, 2006). Il possede également deux domaines cywoiaies de liaison
des nucléotides, ou NBD (Nucleotide Binding Domaprgsentant les motifs consensus de
liaison des nucléotides Walker A et Walker B, aigae le motif signature des ABC, une
glutamine et une histidine conservées (souventlépp&-loop et H-loop).

3.1 Famille des transporteurs ABC

Les transporteurs a ATP-Binding-Cassette, ou tramsprs ABC, forment I'une des plus
larges familles de protéines. On les rencontre doetes les especes, de la bactérie a
’homme en passant par les plantes: 5 % du génoraschkerichia colicode pour des
transporteurs ABC (Linton et Higgins, 1998) et am @&nombre une cinquantaine chez
’homme (Deanet al, 2001). La plupart sont des transporteurs adifistransportent leur
substrat a travers la membrane contre le gradientahcentration en utilisant I'énergie
d’hydrolyse de I'ATP, et ils sont impliqués dans tlansport de nombreuses substances
biologiques (peptides, hormones, sucres, ions) négalement de substances toxiques
(métaux lourds, drogues) et sont donc d'une impeodacapitale. Ills sont entre autres
responsables de nombreux phénomenes de résistaaistance aux antibiotiques, aux agents
anti-fongiques, aux antiparasitaires, aux herbgidmai aux anticancéreux). Chez I'hnomme,
des mutations de genes codant pour des transporfeBC sont la cause de maladies
génétiques graves: la mucoviscidose (mutation doe ggbcc7 associée a un défaut
d’excrétion des ions ClIRiordanet al, 1989), la maladie de Tangier (mutation du gaiveal
associée a une accumulation d’esters de cholestansl les macrophages; Rastal, 1999;

Bodziochet al, 1999;Brooks-Wilsonetal., 1999), le syndrome de Dubin-Jonhson (mutation
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du géneabcc2 associée a un défaut d’excrétion d’anions orgasdgels que la bilirubine;
Paulusmeet al, 1996) ou la maladie de Startgardt (mutation dneg@bcadassociée a une

forme héréditaire de dystrophie maculaire; Allikeetal, 1997).
3.2 Topologie des transporteurs ABC
3.2.1 Organisation en domaines
L’archétype du transporteur ABC est constitué deatmgu domaines principaux: deux

domaines transmembranaires (TMD) et deux domaieekadons des nucléotides (NBD).

Ces domaines peuvent étre des peptides indéperatatiac le produit de génes différents.

C  systémes ABC d'export

Cytoplasme
MsbA

(procaryotes)

LmrA
B Systémes ABC d'import ’ X2
-

Oligopeptides M oppc F¥GppD XXOppF]
Histdine (B - @ ~x2
Maltose (NP - EDx2

Ribose x2 + @D

Vitamine B ,, X2 + @ X2

Figure 15 : Architecture modulaire des transporteurs ABC. (B transporteur ABC
comporte quatre domaines: deux TMD (bleu) et deBk Nrouge). Des domaines optionnels
existent chez certains ABC, tels que les domairégpulateurs (R) ou un domaine
transmembranaire supplémentaire (TMDO). Ces donsapevent étre exprimés sous forme
de sous-unités indépendantes, cas de figure fréquez les procaryotes, ou sous la forme
d'une seule chaine peptidique, cas de figure fratjgbez les eucaryotes. (B) Exemples de
transporteurs ABC d’'import procaryotes. (C) Exerspde transporteurs ABC d’export.
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3.2.1.a Domaines transmembranaires (TMD)

Les deux TMD traversent plusieurs fois la membraize des hélicesn hydrophobes.
Typiquement, il y a six hélices par domaine, soittotal de douze hélices par transporteur.
Des variations dans cette formule peuvent refldes fonctions auxiliaires de ces hélices,

telle que l'insertion membranaire ou I'activité iorpatrice du transporteur.

3.2.1.b Domaines de liaison des nucléotides (NBD

Les NBD sont hydrophiles et interagissent avedmscles intracellulaires des TMD. lIs
comprennent plusieurs séquences consensus: lawigrsBC qui permet de les identifier
mais aussi les motifs A et B de Walké&iidure 16). La conservation de ces domaines permet

de définir et de délimiter la famille.

90-110AA |— Figure 16:  Séquences

C B consensus présentes dans les
NBD. Les motifs A et B de
H‘"” Walker sont distants de 90 a
L 110 résidus. La signature
/ \ ABC précéede le motif B de
Walker A Linker region Walker B walker (d’aprés Gottesman et
GNSGCGKST  LSGGQKQRIAIA ILLLDE Ambudkar, 2001)

Plusieurs structures cristallines de ces NBD oétdgterminées et présentent toutes un
repliement tres similaire. Cependant linterpréatdes données cristallographiques differe

significativement quant a 'assemblage oligoméridas NBD.
3.2.1.c Autres domaines

Beaucoup de transporteurs ABC présentent des demaiunxiliaires qui ont des fonctions
spécifiques. Chez les systemes d’'import bactérisss protéines de liaison du substrat (SBP :
Substrat Binding Protein) assurent la spécifiditéuaidirectionnalité du transport.

D’autres transporteurs ABC ont des domaines adufigts intrinseques. C’est le cas de la

protéine CFTR qui possede un domaine régulateurolr,encore de la plupart des
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transporteurs de la sous-famille ABCC qui possedaritoisieme domaine transmembranaire
N-terminal (TMDO) Eigure 15).

3.2.2 Données structurales

A limage de la plupart des protéines membranaifebtention de données structurales
sur les transporteurs ABC est un exercice délidatfait de la difficulté de surexprimer,
purifier et cristalliser ces protéines dans unenfoactive.

Les premiéres données structurales pour un tralesparomplet sont donc venues dans un
premier temps d’analyses en microscopie électrapigermettant I'acces aux structures a
faible résolution de trois transporteurs ABC de nmaféres: la P-glycoprotéine, par
microscopie électronique en transmission (MET)diégon: 25 A) et par cryomicroscopie
électronique (résolution: 10 A) de cristaux a delimensions (Rosenbergt al, 1997 et
2001), MRP1 par MET (résolution: 22 A) et crists2# (Rosenbergtal., 2001), et TAP a
une résolution de 35 A (Velardg al, 2001). Ces premiers pas ont apporté des inféonsat
générales, telles que la taille approximative dmglexe de Pgp{ 10 nm) et son porél( 5
nm), I'existence possible de dimeres de MRP1, czoenle caractere hétérodimérique du
complexe TAP1/TAP2. Néanmoins, des données beayudasgprécises ont pu étre obtenues
par la suite grace a I'obtention de structuredalteyraphiques par diffraction aux rayons X.

A ce jour, six structures cristallographigues @ms$porteurs complets ont été rapportées:

- BtuCD, l'importeur de vitamine B12 Bscherichia col{Locheret al,, 2002).

- Sav1866, exporteur de droguesSti@phylococcus aurefpawson et Locher, 2006)
- ModB2C2, importeur de molybdateAdthaeoglobus fulgidugHollensteinet al,
2007a)

- HI1470/1, importeur de chélateurs de métaudrddemophilus influenza@inkettet
al., 2007)

- MsbA, exporteur de lipides d&almonella typhimuriurWardet al, 2007)

- MalFGK2, importeur de maltosescherichiacoli (Oldhamet al, 2007)

Toutes ces structures reprennent l'archétype @esporteurs ABC, avec deux domaines
TMD et deux domaines NBD, les structures ne différgu’au niveau des TMD (nombre
d’hélices transmembranaires) et des interactiortse efMD et NBD. Dans le cas des
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exporteurs (MsbA et Sav1866), un troisieme domaatient TMD et NBD a été identifie,

appelé domaine intracellulaire ou ICD et compo$&litesa (Figure 17).
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S. aureus Sav1866 A. fulgidus ModBC-A E. coli BtuCD H. influenzae HI1470/1
Multidrug exporter MoO, / WO, importer Vitamin B,, importer Metal-chelate importer

Figure 17 : Structures de transporteurs ABC. Les importeussgortent deux domaines
TMD et deux domaines NBD. Les exporteurs ont la en@nchitecture de base mais
possedent deux domaines ICD supplémentaires compiisélicesa assurant le lien entre

TMD et NBD (d’apres Hollenstein et al., 2007b).

Ces domaines ICD agiraient comme des unités deduation faisant la liaison entre
TMD et NBD suite a la liaison du substrat ou desléntides.Ces domaines ne sont pas
retrouvés chez les importeurs ou les NBD sont eract direct avec les TMBia une boucle
cytoplasmique localisée entre deux hélices trandinamaires.

Aucune structure de transporteur ABC eucaryoteétéarapportée a ce jour. Néanmoins,
SURZ2A présente des homologies respectives de 373 % avec les exporteurs bactériens
Sav1866 et MsbA, ce qui laisse présager que lespoateurs de la famille ABCC doivent

présenter une structure relativement proche compbdes domaines ICD.
3.3 Mécanismes de transport

Un mécanisme de transport commun se dégage deeitdils des études sur les

transporteurs ABC, impliquant d'importants changeteeonformationneld={gure 18).
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Figure 18 : Mécanisme de transport chez les transporteurs A@&pres Linton, 2007). Le
cycle de transport peut étre découpé en quatre ggg$ fixation du substrat, (ii) fixation de
'ATP entrainant un changement de conformation petamt la libération du substrat, (iii)

hydrolyse de I'ATP permettant (iv) le retour a lanéormation initiale.

Le cycle de transport est initié par l'interactioln substrat avec un site de liaison
spécifiqgue au niveau des TMD. Cette liaison indanitthangement conformationnel au niveau
des TMD qui est transmis aux NBD, permettant lation d’ATP. Cette fixation d’ATP
induit & son tour des changements conformatiomsisonsables de I'altération de I'affinité
et de l'orientation du site de liaison du substtattelle sorte que celui-ci est relargué de
'autre c6té de la membrane (Mart al, 2001). L’hydrolyse de I'ATP et le relargage de
'ADP et du Pi permettent ensuite de restaurerdedporteur dans sa conformation initiale
pour initier un nouveau cycle (Sauna et Ambudk@f®. Certains points restent néanmoins a
élucider concernant le nombre de molécules d’AT&dlysées par cycle, le nombre de sites
de liaison du substrat ou encore la nature desgeima@ents conformationnels.

3.4 La sous-famille ABCC

Le récepteur des sulphonylurées SUR appartientsauda-famille ABCC, au méme titre
gue le canal chlorure CFTR dont certaines mutatipre/oquent la mucoviscidose, la
protéine MRP1 impliqguée dans la résistance aux caét@nts anti-cancéreux, ou encore la
protéine YCF1 transportant les métaux lourd davataiole des levures. Toutes ces protéines
présentent une grande similitude avec SBRy(re 19), au méme titre qu’'un autre membre
de la famille ABCB: la P-glycoprotéine (Pgp ou MpBur Multidrug Resistance) impliquée

comme MRP1 dans de nombreuses résistances aus agjésés en chimiothérapie.

56




Introduction

MRP1 - Multidrug Resistance Protein

Pompe multidrogue de cyt.
conjugués au glutathion Agents _-_)
cytotoxiques
(i [ ¥/3 [ similtude

M (dentité

YCF1 - Yeast Cadmium Factor

Pompe de conjugués au cd.Ni
glutathion de la vacuole de la ! . >
levure
) 3,
lf

CFTR - Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator

Canal chlorure & Al <& <& S
épithélial cr<{fi}~> cr o & ¢ « <
) LW/

SUR - Sulfonylurea Receptor

Régulateur de
canal potassique K K+
-8
B W/

Pgp — P-glycoprotein (MDR1)
d oyt.
Pompe de résistance A
N gents _-_,
multidrogue .
cytotoxiques
&

Figure 19 : Topologie et fonction des homologues de SUR d®uz-famille ABCC (MRP1,
YCF1, CFTR) et de la P-glycoprotéine (Pgp), et peatages d’identité avec SUR2A.

% homologie avec SUR2A

CFTR

La mucoviscidose[{Ll/2500 naissances en Europe) est le résultat dationg du gene
abcc7 codant pour la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Braembrane Regulator), cloné en
1989 (Riordaret al, 1989). CFTR comporte 1480 acides aminés arramgékeux domaines
TMD, deux domaines NBD et un domaine régulateuntracellulaire. CFTR est un canal
chlorure (Andersomt al., 1991) de faible conductande7(pS), dont I'ouverture est contrblée
par phosphorylation du domaine R par la protéimase A (PKA). En outre, CFTR régule
I'activité de canaux, dont des canaux potassiquesssouarret al, 1996; Luet al, 2006).

Membres de type MRP (Multidrug Resistance Protein)

La sous-famille ABCC humaine contient treize memsh@®@BCC1-13), dont neuf de type

MRP (MRP1 a MRP9) impliqués dans le transport @iasiamphiphiles et souvent associées
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a des résistances multiples aux agents anticancdreur pourcentage d’identité varie de 34
a 58 %. MRP1/2/3/6 possédent trois domaines tramémanaires tandis que MRP4 et MRP5
n'en possédent que deux (Krehal, 2001). MRP1 (ABCC1) est une protéine de 190 kDa
(1531 reésidus), composée de trois domaines tranbrag@aires (TMDO0/1/2) et deux
domaines de liaison des nucléotides (NBD1/2), iqyde dans la résistance aux
anticancéreux. Son domaine TMDO ne semble paseéfentiel mais interviendrait dans le
mécanisme de transport du Ly Bakoset al, 1998) et dans la dimérisation de MRP1 (Yang
et al, 2007), contrairement a MRP2 chez qui ce domastengpliqué dans l'adressage a la
membrane apicale des cellules MDCKII (Fernaneeal, 2002). Il est intéressant de noter
gu’a l'instar des canauxA¢p, I'activité de MRP1 est augmentée par les sulsstatfixant au
niveau de I'hélice 17 (ltet al, 2001), mais aussi inhibée par les sulphonyluri@ébshiteurs

des canaux ke (Payenret al, 2001).

YCF1

YCF1 (Yeast Cadmiun Factor), protéine de 170 kDal%lrésidus) comportant trois
domaines transmembranaires et deux domaines derlidies nucléotides, est impliquée dans
le transport de métaux lourds a la vacuole de \larée (Rosen, 1999). Son domaine N-ter
TMDO est impliqué dans l'adressage a la vacuoles(Waet Michaelis, 2002). YCF1 est la
protéine de cette sous-famille la moins étudiées dadittérature. Selon toute vraisemblance,
son fonctionnement est probablement proche de delWIRP1, puisque ces deux protéines

transportent des substrats conjugués au glutathion.

SUR

Les récepteurs des sulphonylurées (SUR) apparti¢ringa sous-famille ABCC mais ne
présentent curieusement aucune activité de trandpr fonction est de réguler I'activité du
canal ionique Kir6.x. Les trois isoformes SUR (SUE2B) font environ 190 kDal{L600
résidus) et sont composés de trois domaines tranbragaires et deux domaines de liaison
des nucléotides. Chez SUR, le domaine TMDO jougdbleassociatif entre les sous-unités, et
contribue a réguler l'activité de Kir6.x (Chanal, 2003 ; Babenko and Bryan, 2003 ; Fang
al., 2006). Comme pour MRP1 et MDR1 (Loo et ClarkeQ20 le site de fixation des
activateurs de SUR fait intervenir la derniere ¢eliransmembranaire du domaine TMD2
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(hélice 17 dans le cas de SUR et MRP1) (Moegaal, 2000).

MDR1

MDR1 (MultiDrug Resistance ou Pgp) est une protéilee 1280 résidus[1L70 kDa)
composée de deux domaines TMD et deux domaines Nids dépourvue de domaine
TMDO. Impliquée dans les mécanismes de résistangeagents anticancéreux (Juliano et
Ling, 1976) au méme titre que MRP1 (Frelet et Klek®06), elle présente de fortes
similitudes de substrats et de régulateurs avec MR¥a méme titre que SUR, CFTR et
MRP1, l'activité de MDRL1 est inhibée par le gliblemide (Golsteiret al, 1999), mais elle
est également modulée par les activateurs de SUB@#nées non publiées).

3.5 SUR, un « transporteur » régulant I'activiténdcanal ionique

3.5.1 Isoformes et localisations tissulaires

SUR1 est une protéine de 1581 résidus initialendemitifiece et clonée a partir des cellules
B pancréatiques de rat et de hamster (Aguilar-Bmiaal, 1995). Elle est essentiellement
retrouvée au niveau du pancréas ou elle est assagiéanal Kir6.2, ainsi que dans le cerveau
(Leeet al, 1999; Lisset al, 1999) ou elle est associée a Kir6.1 et Kirg.ab{eau 3).

Localisation tissulaire SUR Kir6.x Références
. _ Leeet al,
Neurones SUR1 Kir6.1/Kir6.2
1999
Cellules Aguilar-Bryan
P SUR1 Kir6.2 J y
pancréatiques et al, 1995
Ceeur _ Inagakiet
_ SUR2A Kir6.2
Muscles squelettiques al., 1996
Muscles lisses _ Beechet
_ SUR2B Kir6.1
vasculaires al., 1993
) . Isomotoet
Muscles lisses SUR2B Kir6.2
al., 1996

Tableau 3 : Spécificités tissulaires des assemblages SURMKidBmant les canaux A4p.
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SUR2A et SUR2B sont des protéines de respectivetetfd et 1591 résidus, issues de
I'épissage alternatif du germbcc9 cloné a partir de banques génomiques de coeur et de
cerveau de rat (Inagakt al, 1996). SUR2A est fortement exprimé dans le céesinmuscles
squelettiques, les ovaires, et plus faiblement danserveau et les ilots de Langerhans.
SURZ2B est lui principalement présent dans les negdidses et le cerveau, ainsi que dans le
ceeur et les muscles squelettiques (Isorebt., 1996). Les deux isoformes sont identiques a
97 % et ne difféerent que par 42 résidus C-terminaux

Récepteur des sulphonylurées
SUR

Figure 20 : Topologie
du récepteur des
sulphonylurées (SUR)
Les trois isoformes
(SUR1, SUR2A,
SUR2B) partagent 67
% d’identité et ont
des topologies

O signal de rétention dans le réticulum endoplasmique = RKR prédites similaires.

SUR1, SUR2A et SUR2B présentent des topologiesstregaires, avec une extrémité N-
terminale extracellulaire et une extrémité C-temden cytoplasmique, trois domaines
transmembranaires prédits d’aprés les profils dbgtobicité (TMDO, TMD1 et TMD2)
composeés respectivement de cing, six et six hétreesmembranaires, et deux domaines de
liaisons des nucléotides cytoplasmiques (NBD1 eDRBprésentant les motifs Walker A et

B ainsi que la signature ABC.
3.5.2 Reégulation physiologique

Comme leur nom lindique, les canauxK sont sensibles aux nucléotides adénylés. A la
différence de Kir6.x, les récepteurs des sulpha¥gs sont principalement régulés par les
nucléotides intracellulaires associés au magnégMgf®). lls sont également sujet & des

régulations impliquant les protéines G hétérotriqérs, ou encore le zinc.

Régulation par le MgADP et les nucléotides assoai¢ magnésium
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L’activation par 'ADP est une des propriétés fomdmtales des canauxig, conférée par
la sous-unité SUR, essentielle a leur fonction efessur métabolique (Nichott al, 1996).
Cette activation requiert la présence de’Mgg l'intégrité des deux domaines NBD (Gribble
et al, 1997), méme s’il semble que le MgADP se fixe @mftiellement sur le site
nucléotidiqgue du NBD2 (Uedeat al, 1997). La fixation de MgADP a ce site stabil&seune
conformation post-hydrolytique du cycle catalytigleeSUR associée a une sensibilité réduite
a l'inhibition par I'ATP, favorisant ainsi 'ouvante du canal (Zingmaet al, 2001). Les trois
isoformes SUR conferent aux canauxriKdes sensibilites a I'ADP différentes, SUR1 et
SURZ2B étant plus stimulées que SUR2A (Matsustkal., 2000).

D’autres nucléotides associés au magnésium sorierdgat capables de stimuler les
canaux Krp via SUR, tels le MgATP (Gribblet al, 1997), le MgGDP et le MgGTP (Trapp
et al, 1997), ainsi que le MgUDP et MgUTP (Sattfal, 1998).

Régulation par les protéines G hétérotrimériques

La fixation de ligand a un récepteur couplé aux@nes G (GPCR) entraine l'activation
de protéines g, hétérotrimériques et le relargage séparé desisttes G et G,. Celles-ci
agissent alors comme seconds messagers dans dadesade régulation, et certaines d’entre
elles sont capables de réguler I'activité des can@urpr comme suggéré par l'activation
provoquée par I'application de sous-unitése@ patch-clamp (Terziet al, 1994). Les sous-
unités G stimulent I'activité des canaux SUR1 + Kir6.2 étigfaiblement des canaux
SUR2A + Kir6.2 (Sancheet al, 1998), et les sous-unitésgont également été décrites
pour activer les canaux SUR1 + Kir6.2 et SUR2A #6Kd (Wadeet al., 2000).

Régulation par le zinc

Le zinc, métal lourd le plus abondant de lI'orgamsrast également un activateur des
canaux Krp pancréatiqgues SUR1 + Kir6.2 (Bl@t al, 2000). Son action reposerait sur la
fixation a un site extracellulaire comprenant déustidines (H326 et H332) présentes dans
SUR1 mais pas SUR2A (Bancié al, 2005). Le zinc aurait également une seconderactio
activatrice intracellulaire sur les canaux SUR1 #6R et SUR2A + Kir6.2 (Prostt al,
2004).
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3.5.3 SUR, régulateur des canaux Kir6.x

Contrairement a la tres large majorité des memdbeels. famille des protéines ABC, SUR
n'est impliqué dans aucune activité de transpote gour. Son activité ATPasique limitée
(Bienengraebeet al, 2000) fait de toute facon de lui un assez maugandidat pour la
translocation de substrats a travers la membraamndjue. Son unique fonction est donc de
réguler I'activité des canaux potassiques Kir6.xtr® le fait que Kir6.x ne puisse pas étre
adressé a la membrane plasmique en I'absence de(@U&ciproquement) et que ces deux
protéines n'aient pas d’activité connue en dehoarsahal Krp, la présence de SUR suffit a
modifier les propriétés d'ouverture de Kir6.x. Erffee leur association entraine
'augmentation de la probabilité d’ouverturBof du canal, et lui confere la sensibilité a
I'activation par les nucléotides associés aurMgribble et al, 1997) alors que Kir6.x seul
est inhibé par les nucléotides. La présence de Sbtlfkere également au canahK sa
sensibilité a certains agents pharmacologiquest téecas des sulphonylurées, utilisées dans
le traitement du diabéte (Sturgesisal, 1985), ainsi que des ouvreurs pharmacologiques
(KCO), utilisés dans le traitement de I'hypertensit de I'hyperinsulinémie (Trubet al,
1986; Escandet al,, 1988).

4. Les canaux Kyrp: un modeéle de biocapteur physiologique

4.1 Association SUR/Kir6.x et couplage fonctionnel

Capables de coupler directement le métabolismalaet a I'excitabilité membranaire du
fait de leur sensibilité particuliere aux nucléesd les canaux A&sp constituent en quelque
sorte des « biocapteurs physiologiques » du niv&aergétiqgue cellulaire. L’'association
physique et fonctionnelle unique entre un récepteembranaire (SUR) et un canal ionique
(Kir6.x) leur permet de traduire la fixation dedigds endogenes (nucléotides) et synthétiques
(pharmacopée) en un signal électrique mesurablaieant des réponses cellulaires variées
suivant les tissus considérés. Ce couplage atypmpéque nécessairement des zones de
contact physique entre les deux sous-unités, peamain relais d’information de SUR vers

Kir6.x, encore méconnues.

4.1.1 Association
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Du fait de I'absence de structure tridimensionnaélleaute résolution du canahi, et
malgré une structure tridimensionnelle a 18 A (Mikbv et al, 2005) du canal SUR1 +
Kir6.2 obtenue en microscopie électronique, penfdiimations sont disponibles a ce jour sur
la nature des domaines présents a l'interface eBUR et Kir6.x, les seules données
disponibles provenant d’expériences de co-immuruipitétion.

Il a néanmoins été montré que le domaine N-ter TMIBOSUR est en interaction avec
Kir6.2 et module son expression, et que la régi®tbZ-NBD2 participe également dans une
moindre mesure a l'interaction avec Kir6.2 (Cledral, 2003; Babenko et Bryan, 2003). Plus
récemment, un fragment de 65 résidus situé dalirskkr cytoplasmique reliant les domaines
TMD2 et NDB2 a été décrit comme capable de co-imumpoécipiter avec Kir6.2 (Rainboat
al., 2004a). La coexpression de ce fragment aveclal cardiaque sauvage SUR2A + Kir6.2
suffit & perturber I'expression a la membrane plgam de Kir6.2 (Rainbovet al, 2004a;
Rainbowet al, 2004b), suggérant que ce fragment entre en caiopéavec SUR2A pour
I'association a Kir6.2 et gu'il est donc localiséiaterface entre SUR2A et Kir6.2.

Du point de vue de Kir6.x, on dispose d’'un certaommbre d’informations indiquant que
les parties cytoplasmiques N-ter (Schwappattal, 2000; Babenkeat al, 2002 et 2003;
Bryanet al, 2004; Shet al, 2008) et C-ter (Tammast al., 2005, 2007a et 2007b; S#ial,
2008) et I'hélice transmembranaire M1 seraient iquéles dans l'interaction avec SUR.

4.1.2 Couplage fonctionnel

On entend par couplage fonctionnel le fait queixation d’'un ligand physiologique ou
synthétique a SUR entraine des modifications degri@tés d’ouverture de Kir6.x. Ainsi, la
fixation & SUR de nucléotides au niveau des NBD téMaet al, 2005), d’activateurs
pharmacologiques au niveau de I'hélice 17 (Moreztual, 2000), ou d’inhibiteurs
pharmacologiques comme le glibenclamide sur lesclbsuintracellulaires LO et sur gL
(Mikhailov et al, 2001) entraine des mouvements conformationretsitnis a Kir6.wia des
zones de contact qui permettent la régulationashalc

Les domaines de SUR impliqués dans ce couplagetidonel sont encore largement
méconnus et seront I'objet de la premiere partieatie étude. Le domaine TMDO-LO joue un
réle important dans ces mécanismes de régulatispagpriétés d’ouverture de Kir6.x (Chan
et al, 2003; Babenko et Bryan, 2003; Faeical, 2006). Néanmoins, son implication dans la

régulation pharmacologique du canal est encore nmegcoméme si une mutation dans la
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boucle cytoplasmique GL(F132L) a été décrite comme perturbant la sertgl@ll’ATP et au
tolbutamide (Prokset al, 2006). D’autres régions de SUR sont donc néoessant
impliqguées. Récemment un domaine riche en aspadiatglutamate localisé entre les
domaines NBD1 et TMD2 de SUR2A, dit domaine EDt&@r@pporté comme étant crucial
pour les mécanismes d’activation et d’'inhibitiorygiologique et pharmacologique (Karggr
al., 2008). Ce domaine n’étant pas connu pour integdgisiquement avec Kir6.x, il pourrait
néanmoins constituer un relais central dans le gasaes de transduction. Les régions
cytoplasmiques de SUR pourraient donc étre impégquians le couplage a Kir6.x, dont les
segments N-ter et C-ter cytoplasmiques semblerdrjon réle prépondérant (Giblit al,
1999). Le fragment reliant les domaines TMD2 et NBd&crit par Rainbovet al. comme
étant en interaction avec Kir6.2 constitue en aes a&n candidat idéal et son implication

potentielle a été investiguée ci-apres.

4.2 Physiologie des canauxi et pathologies associées

Du fait de leur sensibilité aux nucléotides, lemazax Karp jouent un rdle de senseur
meétabolique et couplent directement I'excitabilitémbranaire au niveau énergétique de la
cellule: un niveau énergétique bas entraine I'duverdes canaux, et inversement. Leur
activation provoque une hyperpolarisation membranail repos, et un raccourcissement des
potentiels d’action en cas d'activite. A l'inverskeur inhibition provoque au repos une

dépolarisation membranaire, et favorise la fornmatle potentiels d’action en cas d’activite.
4.2.1 Canaux kp pancréatiques
Le rble le mieux caractérisé des canauxrgKse situe au niveau des cellul@s

pancréatiques, ou les modifications de I'activitécanal, induites par le métabolisme, jouent

un réle essentiel dans la sécrétion d’insuline ke par le glucosé-{gure 21).
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Figure 21 : Implication des canaux Ap pancréatiques dans la sécrétion d'insuline.
L’augmentation de la glycémie provoque l'entrée dkicose dans les cellule®
pancréatiques ou il est métabolisé. L’augmentatiienla concentration intracellulaire en
ATP qui en résulte ferme les canauxri provoquant une dépolarisation membranaire
activant des canaux calciques voltage-dépendamnaiinant I'entrée de calcium dans la

cellule. Cette entrée de calcium induit 'exocytdss vésicules de sécrétion d’insuline.

Aux faibles concentrations de glucose, les canauxe Kont ouverts et leur activité
maintient le potentiel membranaire de repos a ueau hyperpolarisé. L’augmentation de la
concentration de glucose dans le sang induit Bentte glucose dans la cellf@esa prise en
charge par le métabolisme cellulaire entraine ungmantation de la concentration
intracellulaire d’ATP, provoquant l'inhibition desanaux Krp. La fermeture de ces canaux
provoque alors une dépolarisation membranaire,iresi #iactivation de canaux calciques
voltage-dépendants, entrainant I'entrée deé* Qfans la cellule. L'augmentation de la
concentration intracellulaire de €germet alors I'exocytose des vésicules de séorétida
libération d’'insuline dans la circulation.
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Des canaux Krp sont également présents dans les cellulesecrétrices de glucagon
(Gopel et al, 2000b) et les cellules sécrétrices de somatostatine (Gopiehl, 2000a) du
pancréas. Dans les deux types cellulaires, le rmlgaie du glucose induit également une
fermeture des canauxake. Dans les cellule®, cela entraine une sécrétion hormonale
(comme dans les cellul¢s. A I'inverse dans les cellulag dont I'activité électrique repose
sur des canaux NaC&" et K' voltage-dépendants, la fermeture des canatx Kduit une
dépolarisation membranaire inactivant des canadigees voltage-dépendants: il en résulte
une modification de I'activité électrique et I'arde la sécrétion de glucagon.

Les canaux Krp pancréatiques (SUR1 + Kir6.2) jouent donc un rédecial dans la
régulation de la sécrétion d’'insuline et leur dysfiionnement peut engendrer des désordres
séveres: des mutations des sous-unités SUR1 eRKidht ainsi associées a I'hypoglycémie
hyperinsulimémique persistante (PHHI), pathologieactérisée par une sécrétion d’insuline
excessive et non régulée, ainsi qu’'a certains thabde type Il, caractérisés par 'absence de
sécrétion d’'insuline malgré une glycémie élevéeyBlet al, 2006). La plupart des cas de
PHHI sont dus a des mutations « perte de fonctiagams le gene codant pour SUR1
(Ashcroft 2005), qui peuvent étre classées en deonpes: mutations réduisant la densité de
canaux a la membrane plasmique (classe 1), et imngatéduisant la probabilité d’ouverture
du canal (classe Il). Dans certains cas, I'appboatie sulphonylurées permet de restaurer la
densité de canaux a la membrane (éarml, 2004), et I'application de diazoxide (ouvreur
pharmacologique) d’augmenter la probabilité d’otiwer des canaux déficients (Duneteal.,
2004), mais le bénéfice clinique de telles apprecheste a explorer. L'apparition de
mutations « gain de fonction » dans SUR1 et Ki(Gbyn et al, 2004; Babenket al,, 2006;
Prokset al, 2006), augmentant I'activité du canal, conduitratype rare de diabéte appelé
diabéte néonatal. Cette hyperactivité des canaukpaefois étre normalisée par I'application
de sulphonylurées (Kostet al, 2005). Suivant I'impact de ce type de mutatisms|'activité
basale des canaux, les pathologies associées uvatindete néonatal transitoire au diabete
permanent aggravé de complications neurologigueards de développement et épisodes

épileptiques (syndrome DEND).

4.2.2 Canaux ke du systéme nerveux central

Les canaux Krp s’expriment également dans différentes régionseatueau (Karschimet
al., 1997): les neurones GABAergiques de la substgrise expriment sélectiveme8tUR1

et Kir6.2, tandis que les neurones dopaminergigieels substance grise exprim&iR1 et
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SUR2B conjointement avec Kir6.2 (Liss al, 1999). On trouve également des canaux
composés des isoformes SUR1 et Kir6.1 dans I'hygathus (Leet al, 1999).

L'utilisation de souris transgéniques a facilitéctampréhension du réle des canauxK
dans le cerveau. L’hypoxie diminue l'activité desurones de la substance grise chez les
souris sauvages mais augmente l'activité neurodete souris « knock-out » pour Kir6.2
(Yamadaet al, 2001). De plus, ces souris sont sujettes aaadis cérébrales généralisées
apres une bréve hypoxie, suggérant que l'ouverd@® canaux krp des neurones de la
substance grise protege contre la propagationageplexie au cours d’'un stress métabolique
(Figure 22): ceci est illustré par le fait que des sourisggeniques surexprimant SUR1 dans
le cortex, I'hippocampe et le striatum sont plusisi&ntes aux attaques induites par I'acide
kainiqgue que les souris sauvages (Hernandez-Samsthez, 2001), indiquant que la
surexpression de SURL1 dans le cerveau antérieqrdésge des attaques cérébrales et de la

destruction neuronale.
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Cellule nerveuse

Figure 22 : Implication des canaux Asp dans I'activité des cellules nerveuses. L’'ouvestur
des canaux ke neuronaux prévient la propagation des attaque®logles au cours d’un

stress métabolique (anoxie ou ischémie).

Les canaux Kkrp servent de capteurs de glucose chez les neurand®ygpothalamus
ventromédial, role essentiel pour le maintien tiehéostasie du glucose (Migt al, 2001).
Chez les souris knock-out pour Kir6.2, si la foaotdes cellule§ est normale, les animaux
présentent un défaut sévere de sécrétion périplgeride glucagon en réponse a
I'hypoglycémie. Ainsi les canaux A¢ de I'hypothalamus participent a la régulation
hypothalamique de la sécrétion de glucagon, esagisde concert avec les canaygdes

cellulesp comme capteurs centraux et périphériques poutaétjuomeéostasie du glucose.
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4.2.3 Canaux kgp cardiovasculaires

On retrouve également des canauxdans le systeme cardiovasculaire, au niveau du
myocarde, des muscles squelettiques et des mugdes. Dans ces tissus, a I'inverse du

pancréas, les canaux sont fermés en conditionsabesnet ne s’ouvrent qu’en situation de

crise.
4.2.3.a Canaux 4&p du myocarde

Dans le cceur, les canauxai€ (SUR2A + Kir6.2) s’ouvrent quand la concentration
intracellulaire d’ATP chute au cours d’un streshé&mique (Nichols et Lederer, 1990). Cette
propriété permet de raccourcir la durée du potedietion, de réduire I'influx de G4 et de
diminuer ainsi la force de contraction et la consation d’ATP, notamment lors d’accidents
cardiovasculairesHigure 23). L'activation des canaux ¢ aide donc a protéger le myocarde
de l'ischémie (Guminat al, 2007), ce qui est confirmé par I'étude de soursock-out »

pour Kir6.2 (Suzuket al, 2001; Guminatal., 2003).

Ouvreurs Effiux K* MK, Vasodilatation coronaire
potassiques Angine de poitrine

Kare
e " _» | Hyperpolarisation

_ 3 —
o~ [ | _““-_x_\

- / | |
i3 V|
/ /" | II \
V
\ Métabolisme
Hypoxie Raccourcissement de la
Ischémie durée du potentiel d"action

Cellule du muscle cardiaque

Figure 23 : Role des canaux &p dans la cellule musculaire cardiaque. L'ouvertudes
canaux Kgtp lors d'un stress (hypoxie ou ischémie), ou viapfikcation d’ouvreurs

potassiques, permet de raccourcir la durée du pakd’action et donc des contractions.
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La présence de mutations dans SUR2A au niveau thaide NBD2, conduisant a un
dysfonctionnement du canal a¥¢, a été rapportée chez des individus souffrant de
cardiomyopathie dilatée et d’arythmie ventriculgiBéenengraebeet al, 2004), ainsi que de

fibrillation atriale (Olsoret al,, 2007), et va donc également dans ce sens.
4.2.3.b Canaux k&p des muscles squelettiques

La densité de canauxale au niveau de la membrane des muscles squelettlgisse
penser qu’ils jouent un rdéle important au courd'@eercice musculaire (Sprued al, 1985).
Suite a une diminution locale des concentratiodsT& et a une diminution du pH résultant
de la production de lactates, I'ouverture des canéitp permet de réduire I'excitabilité des
fibres musculaires et les protége d’'un appauvriss¢rénergétique excessif en créant une

dépolarisation membranaire qui sS’oppose au potettiietion excitateurKigure 24).

Alocale [K], ——p Vasodilatation

Ouvreurs Efflux K*
potassiques N N T~ AK*] plasma ——p Hyperventilation
ﬂ H KA.’
/ Y
/t- Augmentation conductance
potassique
Protons
Faible [ADP]

Compétition ATP-ADP .
“w Excitabilité

Cellule musculaire squelettique

Figure 24 : Role des canaux g dans la cellule musculaire squelettique. L’ouvestdes
canaux Krp suite a la consommation d’ATP et a la productiom ldctates créé une

hyperpolarisation qui s’oppose au potentiel d’aatiet donc aux contractions.
4.2.3.c Canaux igp des muscles lisses

Les canaux Kkrp du muscle vasculaire lisse participent a la rédguriadu tonus vasculaire,

et donc du flux sanguin. Décrits dans les musatekadtere mésentérique, ils sont activés par
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les ouvreurs potassiques et inhibés par le glilaemde (Ashcroft et Ashcroft 1990), ce qui

explique I'effet hypotensifn vivo des ouvreurs potassiques. lls sont régulés pardarge

variété de neurotransmetteurs, dont certains agis&ela protéine kinase A (qui active les

canaux) et/ou la protéine kinase C (qui inhibe dasaux) (Hayabuchet al, 2001), et

exercent un controle sur la concentration intrat@ile en C&, et donc la contraction

musculaire, en régulant I'activité de canaux calegjvoltage-dépendant (Quastal, 1994).

Seule l'isoforme Kir6.1 contribue a la formation cks canaux artériels (Inagadtial,, 1995b;

Suzukiet al, 2001), et sa co-expression avec SUR2B sufféc@dmstituer des canauxie

aux propriétés similaires a celles des canapipe Masculaires natifs (Quayt al, 1997).

Le « knock-out » de 'une ou l'autre des sous-unité canal (Kir6.1 ou SUR2B) provoque

'apparition de vasospasmes et d’hypertension (Mikal, 2002; Chutkowet al, 2002), et

I'activation des canaux A&p permet de contrOler la pression artérielle damsdforité des cas

d’hypertension (Jahangir et Terzic, 2005).

| Ischemia or hypoxia

e

1 1
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rocoplor
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musdy 1onus | ATP.
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[ca{: . F,L l
T
dloag open
hyperpolanzaton
'-_—'-'-.
’ I K re channed
Ca®™* K

4.2.4 Autres canauxAse

Figure 25: Role des canaux
Katp dans la  cellule

musculaire lisse. Ceux-ci sont
activés lors de d’hypoxies ou
ischémies via la PKA et la
baisse de concentration en
ATP. L’hyperpolarisation qui

en résulte provoque la
fermeture des canaux VDCC
et donc une baisse de €a

intracellulaire
contraction et permettant la

limitant la

vasodilatation (d’apres Miki
et Seino, 2005).

On trouve des canauxake dans le systeme rénal au niveau du tubule proxéenalans

'appareil juxta-glomérulaire. En conditions physigiques, ces canaux ont une forte

probabilité d’ouverture et jouent un réle importalains la réabsorption d’électrolytes et de

solutés aussi bien que dans ’homéostasie didastet al, 1996).
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En outre, les canauxafe ne sont pas toujours localisés a la membrane plasnet on les

trouve également dans la membrane interne desmoiocies ainsi gu’au niveau du noyau.

Canaux Ktp mitochondriaux

Les canaux Krp mitochondriaux ont été initialement mis en évidedans le foie et sont
sensibles a linhibition par I'ATP et les sulphoogges, ainsi qu’a l'activation par le
diazoxide (Inoueet al, 1991;Garlid et al, 1996): leur activation par cet ouvreur potassiqu
aurait une action cardio-protectrice lors des aousl ischémiques (Liet al, 1998). Ces
canaux Kgp mitochondriaux sont bloqués spécifiguement pab-Heydroxydécanoate de
sodium (5-HD) qui n’agit pas sur les canaux candésq(Huet al, 1999), et seraient
composés de l'isoforme Kir6.1 (Suzukt al, 1997; Liuet al, 2001). Toutefois, leur
composition exacte est encore méconnue et sujettnioverse (Fostest al, 2008). Les
mitochondries du cerveau de rat présentent égatedesncanaux jp (Bajgaret al, 2001)
au profil pharmacologique identique a celui desacan mitochondriaux cardiaques et
hépatiques qui pourraient étre impliqués dans lateption des dommages ischémiques
cérébraux. Néanmoins, a ce jour, les expériencdguant un role des canauxatfe
mitochondriaux dans le pré-conditionnement et |atgmtion cardiaque ne sont pas
concluantes (Hanley et Daut, 2005).

Canaux Krp nucléaires

Le glucose a plusieurs effets sur les cellfigsancréatiques: régulation de la sécrétion
d’insuline, de la prolifération cellulaire, de l'aptose, mais aussi de la différenciation et
'expression des genes. Le mécanisme par lequglitese régule les fonctions nucléaires est
encore méconnu. Néanmoins, des canappe Kemblables a ceux présents sur la membrane
plasmique des cellulegs pancréatiques sont également présents sur I'eppelaucléaire de
ces cellules, et leur fermeture déclenche un putsasitoire de C& induisant la
phosphorylation de facteurs de transcription CREBMP Responsive Element Binding
protein) permettant I'expression de nombreux géQessadaet al, 2002). Les canaux A¢p

nucléaires pourraient donc participer a la régoiatle la transcription exercée par le glucose.

4.3 Pharmacologie des canauxrK
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Les canaux Krp sont la cible de molécules de structures chimiquaages qu’on peut
séparer grossierement en deux classes: les inlmbitke I'activité du canal (molécules de la
famille des sulphonylurées principalement), etdetsvateurs ou ouvreurs potassiques (KCO).

4.3.1 Inhibiteurs pharmacologiques

Les inhibiteurs des canauxaf peuvent étre répartis en deux groupes: ceux qui
interagissent avec Kir6.2 et ceux qui interagisseet SURL1. Toutes ces molécules stimulent
la sécrétion d’insuline et certaines sont utilisgass le traitement du diabéte de type II, telles
gue les sulphonylurées dont les propriétés hypéghyantes sont connues depuis longtemps
(Janbonet al, 1942) et qui ont permis le clonage de SUR1 (RgiBryanet al, 1995): la
prescription de glibenclamide permet ainsi de Hétdd glycémie des patients diabétiques,
mais également d’améliorer certains symptémes hagicues (retard mental, perte de
motricité) chez les patients souffrant de syndr@&&D (Mlynarskiet al, 2007).

Les imidazoles (phentolamine et cibenzoline) s& lpgéférentiellement a Kir6.2 (Mukat
al., 1998 ; Proks et Ashcroft, 1997), tandis quesieiphonylurées (tolbutamide, gliclazide,
glimepiride) et les dérivés benzamido (meglitinide) lient a SUR1 avec une forte affinité
(Ashcroft et Gribble, 1999). Les sulphonylurée®iagissent également avec Kir6.2 (Gribble
et al, 1997, 1998), mais avec une affinité beaucousp faible.

Les isoformes SUR présentent des sensibilités rdiffés aux inhibiteurs. De faibles
concentrations de tolbutamide suffisent a blogesrdanaux Krp exprimant la sous-unité
SUR1, mais pas ceux exprimant SUR2A ou SUR2B (@Gikb al, 1998). Au contraire le

meglitinide bloque les trois types de canatlab]eau 4).

Ki Tolbutamide Glibenclamide Meglitinide
SUR1/Kir6.2 5uM 4 nM 0,3 uM
SUR2A/Kir6.2 1,7 mM 27 nM 0,5 uM

Tableau 4 : Concentrations semi-inhibitrices des inhibitegur les canaux SUR1 + Kir6.2
et SUR2A + Kir6.2 (d'apres Gribble et al., 1998).

Ceci indiquerait que les sulphonylurées (telles gulbutamide) interagissent avec un
site de liaison spécifigue a SUR1, alors que lespmsés benzamido (tels que le meglitinide)

interagissent avec un site commun a toutes leorivals SUR. Le glibenclamide, qui
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comprend une moitié sulphonyulrée et une moitiezhemndo, interagirait avec deux sites de
SURL1 et un seul de SURRBiQure 26).
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Tolbutamide
(sulfonylurée)

Figure 26 : Formules développées des inhibiteurs utilisétahoratoire.

Les difféerences d'affinité des canaux SUR1 + KirétBUR2 + Kir6.2 pour le tolbutamide
ont été exploitées pour localiser son site dedrmaigar une approche chimérique (Ashfietd
al., 1999; Babenket al, 1999). Ces études montrent que les hélicesnrambranaires 14 a
16 de SUR1 sont requises pour l'inhibition pardébtatamide et que la sérine 1237, située
dans la boucle cytoplasmique entre les hélicestnambranaires 15 et 16, est cruciale pour
le blocage.

En revanche, seules les boucles intracellulairé® ées hélices transmembranaires 5 et 6
d'une part et 15 et 16 d’autre part sont nécessaioar la liaison du [3H]-glibenclamide
(Mikhailov et al, 2001): la boucle entre les hélices transmemimesa5 et 16 formerait le
site de liaison du groupe suphonylurée, tandislgumucle intracellulaire entre les hélices 5
et 6 (LO) formerait celui du groupe benzamide emoeigtion avec le N-ter de Kir6.2
(Ashfield et al, 1999; Babenkeet al, 1999; Mikhailovet al, 2001; Vila-Carriles et al,
2007). Par alilleurs, les hélices transmembrandiea 16 pourraient étre impliquées dans le
processus de transduction couplant la liaison digfisnylurées a I'inhibition du canal, méme
si ce mécanisme moléculaire reste méconnu.

Tous ces inhibiteurs présentent une affinité sepéei pour SUR1 que pour SUR2, et seul
le développement récent de nouvelles molécules rmipede cibler sélectivement cette
isoforme, comme c’est le cas pour la sulphonylttéetHMR1098 qui a une action inhibitrice
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cardiosélective avec une affinité bien supérieurar SUR2 que pour SUR1 (Russ al.,
2001; Foxet al, 2002). Le développement de nouvelles molécuathstiques a également
permis de cibler sélectivement les isoformes KiidilKir6.2, par exemple avec la guanidine
U-37883A qui n’inhibe que les canaux contenant Kir@nalgré le fait que son action passe
par SUR) et permet de toucher sélectivement leawaB8UR2B + Kir6.1 vasculaires (Cei

al., 2003; Teramoto, 2006).

Enfin, on notera que les canauxK sont les cibles secondaires d’'un certain nombre
d’agents pharmacologiques: imidazolines (Plant endtiin, 1990; Proks et Ashcroft, 1997;
Prokset al, 2002; Doyle et Egan, 2003), dérivés de la geini@ribbleet al, 2000), ou
encore agents anti-arythmiques (Mukaal, 1998; Zunkleet al, 2000; Yunokiet al, 2001)

exercant tous une action inhibitrice sur Kir6.2.

4.3.2 Activateurs pharmacologiques

Les activateurs des canauxt ou Karp channel openers (KCO), forment un vaste
groupe de composeés assez disparates ne préseatmteppharmacophore commun. Ces
composés sont généralement classés en famillesngulgur structure chimique, parmi
lesquelles on trouve notamment les benzothiazidif@szoxide), les benzopyrans
(cromakalim), les cyanoguanidines (pinacidil), ldhioformamides (aprikalim), les
nicotinamides (nicorandil), les dérivés de pyrimgh (minoxidil), ou encore plus récemment
les dihydropyridines (ZM-244085), les cyclobuteredis (WAY-151616) et les carbinols
tertiaires (ZD-6169) (Mannhold, 2004; Jahangir etZlc, 2005).
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Figure 27 : Formules développées des ouvreurs potassiqugsusseprésentatifs.

Certains de ces ouvreurs sont utilisés en thérmpeupour leur action anti-hypertensive,
comme c'est le cas pour le diazoxide et le pinhattint I'action activatrice permet
'ouverture des canaux A4 des muscles lisses vasculaires et la réductiofa d@ession
artérielle. Leur action est dépendante des nudéstila présence de MgATP étant nécessaire
a la liaison des ouvreurs et a leur effet activatBuckinsonet al, 1997; Atwalet al, 1998;
Schwanstechest al, 1998), et I'introduction de mutations au niveas motifs de Walker de
liaison et d’hydrolyse des nucléotides des NBD ifmal réduit I'effet du diazoxide (Gribble
et al, 1997; Schwanstechet al.,, 1998).

La plupart des KCO présentent une sélectivité pmoforme SUR2 et ont une affinité
plus faible pour SUR1T@bleau 5). L’'exploitation de cette différence a permis dedliser le
site d’action des ouvreurs potassiques au nivedinélice transmembranaire 17 du domaine
TMD2 (D’hahanet al, 1999a; Moreawet al, 2000; Moreatet al, 2005a) ou la thréonine
1253 et dans une moindre mesure la leucine 1249UR2A joueraient un réle majeur dans
'action des molécules de types benzopyran et girami Ajouté au fait que la boucle
cytoplasmique reliant les hélices transmembrandi8est 14 semble également participer a ce
processus (Uhdeet al, 1999), ces observations désignent le domaine ZMDmme
hébergeant le site de fixation des KCO sélectifSUR?2.
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Type de Kp Localisation tissulaire Ouvreurs pharmacologiques

SUR1/Kir6.2 Pancréas, cerveau Diazoxide

SUR2A/KIir6.2 Myocytes cardiaques, muscl€somakalim, pinacidil, diazoxide
squelettiques

SUR2B/Kir6.2 Muscles vasculaires Cromakalim, piddcdiazoxide

Katp mitochondriaux  Cceeur, foie Diazoxide

Tableau 5 : Effets des ouvreurs potassiques sur les différéppes de canauxake de

I'organisme (d’aprés Coghlan et al., 2001).

Le diazoxide, ouvreur non sélectif agissant a Ia sur SUR1, SUR2B et SUR2A en
présence de MgADP (D’hahaat al, 1999b), semble plutbt activer les canaygHvia un
site de fixation localisé dans le domaine TMD1 (&aloet al, 2000; Dabrowsket al, 2002;
Moreauet al, 2005b).

La encore, les efforts de synthese ont permis deloi@er des activateurs sélectifs de
lisoforme SURL, tels que les nitropyrazoles (Petatl, 2004) et les dérivés du diazoxide
NNC 55-0118 et NN414 (Dabrowsét al, 2003).

Dans le cadre de la premiere partie de cette étades avons utilisé les propriétés
physiologiques (sensibilité aux nucléotides) etrptacologiques (réponse aux activateurs et
inhibiteurs pharmacologiques) des canauxreKpour tenter d’identifier, a I'aide d'une
stratégie chimérique, les régions du récepteursdigghonylurées SUR2A impliquées dans le

couplage fonctionnel avec le canal potassique Kir6.
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Récepteurs couplés aux proteines G

et biocapteurs
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1. Propriétés des GPCR

Les récepteurs couplés aux protéines G, ou GPCRr¢&in-Coupled-Receptors), sont
des protéines de la membrane plasmique transmdganmtponses cellulaires diverses, suite a
la fixation de ligands extracellulairega les protéines G hétérotrimériques liant le GTRiain
gue d’autres partenaires membranaires ou intrdaeéls. Constituant la plus grande famille
de molécules de surface impliquées dans la trasgmislu signal, ils représentent 950 genes
chez 'homme soit environ 1 % de la totalité dua@e humain (Takedet al, 2002), et ont
été particulierement préservés au cours de I'éiaiutvassilatiset al, 2003) ce qui augure
d’'une importance physiologique primordiale. Cesepdeurs sont impliqués dans des
fonctions physiologiques aussi variées que la tiggsl’'immunité, I'olfaction ou encore la
photo-transduction. En outre, leur implication dales nombreux processus pathologiques
(maladies inflammatoires, cancers, troubles neégeédératifs et cardiovasculaires, infections
virales) en font des cibles médicamenteuses dexchbiles agents pharmacologiques
modulant leur activité représentent ~30 % des drsguommercialisées (Hopkins et Groom,
2002).

1.1 Familles de récepteurs couplés aux protéines G

Le clonage des premiers GPCR, le récepteur deotdogsine bovine (Nathans et Hogness,
1983) et le récepteur de I'adrénaline (Dixaral, 1986), a mis en évidence la caractéristique
structurelle commune a tous les GPCR qui consistelaeprésence de sept segments
transmembranaires hydrophobes de 20 a 25 résighasesepar des boucles hydrophiles de
tailles variables (Baldwiret al, 1997). Tous les GPCR présentent donc une exgén
terminale extracellulaire suivie de sept segmeantsstnembranaires (TN TMy;,) reliés par
trois boucles extracellulaires (ee,, &) et trois boucles intracellulairesy,(ii;, i3), et se

terminent par une extrémité C-terminale cytoplasmigrigure 28).
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Figure 28: Représentation
schématique d'un récepteur
couplé aux protéines G (GPCR).
On distingue 7 segments TM,
une extrémité N-ter
extracellulaire et une extrémité
C-ter cytoplasmique. Le ligand
extracellulaire ainsi que les
protéines G hétérotrimériques
associées au récepteur sont

représentéo(Bly).

Les GPCR sont classiquement répartis en trois lesnilrincipales (Foordt al, 2005) sur
la base des propriétés suivantes:

- Organisation et taille de I'extrémité N-terminatke (7 a 595 résidus)
- Taille des boucles (de 5 a 230 résidus)
- Séquence en acides aminés (présence de cystéines)

- Organisation de I'extrémité C-terminale (de O a 8&8dus)

1.1.1 Famille 1 ou A

Famille majoritaire et la plus étudiée, elle regredes récepteurs aux neurotransmetteurs
classiques, aux prostaglandines, a des molécuidioes, et a une large variété de peptides
et neuropeptides. La famille 1 peut étre divisée carg sous-groupes phylogénétiques
(Bockaert et Pin, 1999), dont trois dominakiigure 29):

- Groupe la: récepteurs des petits ligands, donitdede liaison est une cavité
formée par les segments transmembranaires

- Groupe 1b: récepteurs des peptides, dont le sitimiden implique I'extrémité N-
ter, les boucles extracellulaires et la partie sepée des domaines extracellulaires

- Groupe 1c: récepteurs des hormones glycoprotéiquagactérisés par un grand

domaine N-ter ou se trouve principalement le sitdialson
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la 1b NHz 1c

MH: NH; Figure 29 : Schéma
p ‘C) N représentatif des
A & A

[ ] | ! | principales sous-familles

LR ) D A E) o L:;) de GPCR de la famille 1
C00H COOH CO0H

(d’aprés Bockaert et Pin,
1999).

Cette famille est également caractérisée par laepee d’'une arginine trés conservée,
située dans un motif D/E-R-Y appelé « DRY box »nateau de I'extrémité cytoplasmique
du TM;,. Ce motif jouerait un roéle dans la stabilité doegteur et dans son couplage avec les
protéines G (Bockaert et Pin, 1999). Deux cystéisast €également retrouvées dans les

boucles get g et forment un pont disulfure important pour lafoemation du récepteur.

1.1.2 Famille2ouB

La famille 2 regroupe des récepteurs aux hormoaptidiques de grande taille (glucagon,
calcitonine). Leur site de liaison implique le donga N-ter, la premiére boucle
extracellulaire, et le premier segment transmendranLe domaine N-ter est assez long et
contient six cystéines conservées formant entes eles ponts disulfures intervenant dans la

liaison du ligandKigure 30).

Famille 2 Famille 3
aHE m Figure 30 : Schéma
a M\ représentatif des GPCR des

\/

COOH COOH

y) familles 2 et 3 (d'aprés
Bockaert et Pin, 1999).
1.1.3 Famille 3ou C

Cette famille, regroupant les récepteurs métabmjugs des neurotransmetteurs
(glutamate, GABA) et les récepteurs calciques,casactérisée par un long domaine N-ter
(jusgu’a 800 résidus) contenant le site de fixatiarligand. La structure tridimensionnelle de
ce domaine révele une organisation dimérique (Kuma et al, 2000) avec trois

conformations possibles: deux conformations liltesne complexée avec le ligand.
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1.1.3 Autres familles

Les trois autres familles sont composées de réeeptebsents chez les Mammiferes:
récepteurs des phéromones de levure (famille 4eptéurs Frizzled et Smoothened
impliqués dans le développement de la drosophdmi(fe 5), et récepteurs a 'AMPc de

I'amibe Dictyostelium discoideum (famille 6) (Fréddssonet al, 2003).
1.2 Voies de signalisation des GPCR
1.2.1 Protéines G hétérotrimériques

Comme leur nom lindique, suite a la fixation degalnds les récepteurs couplés aux
protéines G interagissent avec les protéines Gdtétéeriques et initient ainsi des cascades
de signalisationKigure 31). La liaison du ligand induit des changements conationnels
du récepteur, au niveau de la poche formée pasdgments transmembranaires, permettant
son interaction avec les protéines G qui assueetrahsduction de l'information en activant
un effecteur pour aboutir a la réponse cellulaperapriée. La transduction d’'un signal par le
systeme GPCR/protéine Gl/effecteur s’accompagne dpmcessus d’amplification:
I'activation de I'effecteur entraine la synthesendenbreuses molécules de seconds messagers

activant a leur tour des protéines cibles (Robisaaferlot, 2004).

Figure 31 : Schéma
représentant la «triade »
& GPCR/Protéine G/Effecteur.
—\ La liaison du ligand au
= eﬁ (état 2) GPCR entraine le passage de
I'état inactif (état GDP-lié) a
@ I'état actif (état GTP-liéa et

By dissociées) des protéines

. G associées, qui module en
O | (état3) N

gy « ’ retour un effecteur (enzyme,

o TR canal) pour aboutir & une
- Effecteurs - réponse cellulaire.
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Toutes les protéines G sont constituées de I'aaocid’'une sous-unité, possédant un
site d'interaction avec le GDP/GT&ec un complexply. Le transfert d’information entre le
GPCR activé par son agoniste et I'effecteur passedps cycles d’activation/inactivation de
ce complexa/Bly. Lorsque le complexe est lié au GRPP/y sont associées et la protéine G
est inactive. L’activation du GPCR par son agoniaterise I'échange GDP/GTP au niveau
du site actif de la sous-uniteé la liaison du GTP induit la dissociation du triraet libere la
sous-unitéa d'un cbté et le complexB/y de l'autre qui peuvent alors interagir avec des
effecteurs. L’activité GTPasique de la sous-unitpermet ensuite I'hnydrolyse du GTP en
GDRP et le retour a I'état initial trimériqwe/y inactif.

Le site d'interaction entre le GPCR et le complexf/y impliquerait des régions
intracellulaires du récepteur, dont les boucjest is ainsi que I'extrémité C-terminale (Wess,
1997; Gether, 2000). Cette interaction ferait épalet intervenir le C-ter et la bouale-f3s
de la sous-unité, ainsi que les C-ter deety (Oldham et Hamm, 2008J-{gure 32).

Figure 32 : Représentation
de l'interface GPCR-Protéine
G basée sur les modeles de la
rhodopsine et de la protéine
G hétérotrimérique G Les

C-ter dea, [ et yet la boucle

GTPase

il as-f3 de a interagissent avec

les boucles intracellulaires
du récepteur représenté ici
par la rhodopsine (d’apres
Oldham et Hamm, 2008).

Helical |
domain

La complexité et la spécificité de la signalisatinduite par les GPCR repose sur la grande
variété des protéines G. Une quarantaine de sdtéswnt été clonées: 23 sous-unitéde
39 a 46 kDa codées par 17 genes et classees ea famtlles (G, Gas, Gogriet Coi), 6
sous-unité de 35 a 37 kDa et 12 sous-uniyede 6 a 8 kDa (Gudermam al, 1997).
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PROTEIMES & EFFECTEURS

Og I Olar 1 Oaz s Olasms Olamy Do Adénylate cyclase (+)

Adénylate cyclase (-)
Canaux CI" et K (+)
Phospholipases C et A2 (+)

gy, Wiz Tia

Chey, Ohiz, g cGMP-PDE (+
Qijo E ()

a1, Tz Canaux Ca” voltage dépendant (-)
Canaux K (+)

Oy Adénylate cyclase (-)

0, Oy Oy Oys, By Phospholipase C (+)

Tyo Oz Phospholipase A2 (+)
012 c-Jun kinose (+])
Canaux Ca™ (L) (+)
Fud e Phosphalipases C et A2 (+)
Y18 Ve Adeénylote cyclose I (-1, IT et IV (+)
ELRE (+])
Canaux Ca™ (M, F, Q) (-)
MAPE (+)
Canoux Ma" (+)
Kinases c-Jun kinase PL;-kinase (+)
DEC et PED (+)

Tableau 6 : Principales sous-unités des protéines G et laffscteurs. (+): stimulation de
l'activité; (-): inhibition de I'activité.

Ces différentes sous-unités ciblent une variéts@guente d’effecteurg dbleau 6), et le
nombre important d’associations trimériques possibentre les différentes sous-unités

contribue a la grande diversité et a la spécifidéé signaux activés par les GPCR.

Sous-unitésr des protéines G

Les protéines G se distinguent les unes des apéneteurs sous-unités leur conférant
leur spécificité. Celles-ci jouent un réle déterarihdans le couplage du récepteur / effecteur,
chaque type de sous-unité interagissant spécifigaeravec un groupe de récepteurs et
activant un effecteur donné. On distingue génératgmuatre groupes de protéines G sur la

base de leurs homologies de séquence:

- La famille G, stimulant I'adénylate cyclase qui catalyse lavewsion de I'ATP
cytoplasmique en AMPc. L’activité GTPase des sautesqs, 0O;, etdys est inhibée par la
toxine cholérique par un mécanisme d’ADP-ribosylati

- La famille G, comportant les sous-unitég o, eta; qui inhibent I'adénylate cyclase,
entrainant une diminution de I'AMPc intracellulair€elles-ci sont ADP-ribosylées par la
toxine pertussique, conduisant a un découplagéackpteur.
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- La famille G, comportant notamment les protéines et a;1 qui stimulent la
phospholipase @; entrainant I'hydrolyse du PiPen inositol-1,4,5-triphosphate @Pet
diacylglycérol (DAG). L'IR; provoque la libération du calcium des stocks oeHalaires.

- Les familles G et Gz, qui activent les facteurs d’échange de GTP adés@cRho.

Sous-unitég/ydes protéines G

Les sous-unitég3/y forment un complexe fort que seul un détergent paissocier
(Clapham et Neer, 1997). Elles constituent uneéufonctionnelle capable de réguler de
nombreux effecteurs tels que I'adénylate cyclaseléfmaret al, 1992), la phospholipase C
(Katz et al., 1992), la phospholipase A2 (Keh al, 1989), les canaux potassiques ou
calciques (Kimet al, 1989 ;lkeda, 1996 Medinaet al, 2000), ainsi que les protéines de la
famille Src (Luttrellet al, 1997). La sous-unit@ interagit avec la sous-unitétandis que la
sous-unitéy détermine la spécificité de I'effecteur et pageia I'interaction avec le récepteur
(Houet al, 2000).

Les données structurales disponibles sur les pesds montrent (Lambriglet al, 1996;
Sondeket al, 1996; Sunaharat al,1997; Lodowsket al, 2003; Tesmeet al, 2005) que la
sous-unitéa est constituée de deux domaines: un domaine GTRase de six bring
entourés de six hélices et un domaine hélicoidal, formé d’une longuedsdi centrale et de

cing petites héliceg-fgure 33).

GTPase
Domain

Figure 33 : Structure
tridimensionnelle d’'une
protéine G hétérotrimérique,
la transducine (@ (d’'aprées
Lambright et al., 1996). Les
sous-unitésa, [ et y sont
respectivement représentées

en vert, jaune, et rouge.

85




Introduction

La sous-unité se replie en un paquet de feuillffshautement symétriques, ou
propeller » précédé en N-ter d’'une hélueCette hélice N-terminale permet l'interaction
avec la sous-unit¢formée d’une hélice. Cette forte interaction hélice-hélice entre lesss

unitésp ety serait a I'origine de l'indissociabilité du compéequ’elles forment.

1.2.2 Régulation de 'activité des GPCR

L’activité des récepteurs couplés aux protéineg@se sur un équilibre entre différents
mécanismes contrblant la signalisation du récepetliarrét de la réponse. La régulation de

cette activité est donc complexe et fait intervethiisieurs acteurs et processus.

Protéines RGS

Le signal intracellulaire peut étre limité par t®nvention de protéines extérieures
modulant I'activité GTPase de la sous-unitét facilitant le retour a I'état inactif. C'estdas
des protéines RGS (Regulator of G protein Signalmg modulent I'hydrolyse par & du
GTP en GDP, et donc le signal déclenché par ladmaide I'agoniste au GPCR. Les RGS
jouent le role de GAP (GTPase Activating Proteins)es ne possedent pas d’activité
GTPasique mais réduisent le signal transmis pardi€& au GTP (et par [&) en facilitant
I’hydrolyse du GTP d’'un facteur 100 a 1000. La pmo¢ G retourne alors dans son état inactif
hétérotrimérique @By lié au GDP. La famille des RGS comprend plus dengdnbres dont
les tailles varient de 17 a 160 kDa, pouvant éenbranaires ou cytoplasmiques (McCudden
et al, 2005).

Désensibilisation

La signalisation d'un GPCR peut également étre némdpar des phénoménes de
désensibilisation dus a des phosphorylations parkileases spécifiquesidsensibilisation
homologug ou activées par les seconds messagi¥seqsibilisation hétérologueSuivant
l'intensité de la désensibilisation, ses effetsierdr de l'atténuation de [l'efficacité de
'agoniste jusqu’a une extinction compléte du sldR&rez et Karnik, 2005).
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Un GPCR activé adopte une conformation exposanségsences consensus favorisant le
recrutement et la liaison de kinases qui vont phosger le récepteur au niveau de résidus
sérine et thréonine situés sur les boucles infrdagks ou au niveau de I'extrémité C-ter.

Dans le cas de ldésensibilisation homologueette phosphorylation fait intervenir des
sérines/thréonines kinases spécifiques de la faméds GPCR, les GRK (G-protein Receptor
Kinases). Elles ont une action spécifique puisqudssles récepteurs activés par un agoniste
sont susceptibles d’étre phosphorylés. Les GRK gitmylent le récepteur au niveau des
boucles intracellulaires et i et de I'extrémité C-ter (Lefkowitz, 1998), pernagit ainsi la
liaison d’'une arrestine sur le récepteur qui madgseséquences d’interaction avec les sous-
unités a des protéines G. Ceci a pour conséquence dempéahteraction récepteur-
protéine G, provoquant un découplage (Fergusorl)2@® phénomeéne est trés rapide et peut
varier de la milliseconde a la seconde.

La désensibilisation hétérologudes GPCR est indépendante de la présence d'umdliga
spécifique lié au récepteur, mais provoquée patiVation d’'un autre récepteur sur la méme
cellule. Cette activation entraine le recrutememtniessagers secondaires, recrutant a leur
tour des kinases qui phosphorylent non seulemsntél@pteurs activés par les agonistes mais
également les récepteurs n'ayant pas été stimaléarpligand. Les protéines kinases mises
en jeu dans ce cas sont les sérines/thréoninesdarKA et PKC, activées respectivement
par 'AMPc et le DAG. Elles ont une action equivdke a celle des GRK puisqu’elles
provoguent le découplage GPCR-protéine G en phoglaimb le récepteur au niveau des
boucles intracellulaires,/iz; et de I'extrémité C-ter, permettant ainsi le réement des
arrestines et conduisant a linternalisation duepéeur et donc linterruption du signal
(Ferguson, 2001).

Régulation négative

La régulation négative, ou « down-regulation »eimient aprés une stimulation prolongée
et répétée du récepteur de maniére a protégeilidecdes effets délétéres lies & une sur-
activation (Tsaeet al, 2001). Elle peut résulter soit d’'une diminutiba la synthese protéique
(baisse de l'activité transcriptionnelle ou tradmichelle), soit d'une augmentation de la
dégradation secondaire du récepteur (internalisgter endocytose ou séquestration), soit
d'une intensification des processus de dégradadionrécepteurvia les lysosomes. Ce
processus provoque donc une diminution de la dedsitrécepteurs a la surface cellulaire.
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Dans le cas d'une augmentation de la dégradatiosi @jue lors des processus de
désensibilisation, les récepteurs sont internali€ésprocessus repose essentiellement sur la
voie des vésicules a clathrine mais peut égalerraptunter la voie des cavéoles.

Les mécanismes d’internalisation des récepteurdapanie des vésicules a clathrine font
intervenir lesB-arrestines, qui servent de protéines adaptatreless interagissent a la fois
avec les récepteurs, les clathrines et le compdebeptateur AP-2 (Laportet al, 2002) et
permettent I'adressage des GPCR vers les puitsiveds de clathrine de la membrane. Une
autre protéine membranaire, la dynamine, permetitenga scission de la vésicule par
hydrolyse de GTP (Claingt al, 2002; Wolfe et Trejo, 2007). Aprés internalisation, le
récepteur est soit déphosphorylé dans les endospmssrecyclé (re-sensibilisation), soit
dégradé dans les lysosomes (régulation négative).

Les GPCR peuvent également étre internalisés lpawvoie des cavéoles. Ces
microdomaines membranaires invaginés (g 60 a 80, mithes en cholestérol et en
sphingolipides et résistants a la solubilisatioontennent une protéine spécifique: la
cavéoline (Fielding et Fielding, 2000). Celle-cnsrait de structure d’attachement pour les
récepteurs. Cette voie d’internalisation fait égadat intervenir la dynamine, permettant la
scission des vésiculegia I'hydrolyse de GTP (Okamotet al, 2000). La encore, les
récepteurs internalisées par la voie des caveaeagent étre soit recyclés vers la membrane,
soit adressés aux lysosomes pour étre dégrades.

Les rafts, microdomaines riches en cholestérol met sphingolipides, permettraient
également l'internalisation de GPCR, mais les miéoaes conduisant les récepteurs dans ces

microdomaines restent méconnus (Kirkham et Pa0d5).

1.2.3 Voies de signalisation indépendantes deRipes G

Les GPCR ont la capacité d’interagir avec d’autpestéines que les protéines G
hétérotrimériques: les boucles extracellulairds eébmaine C-ter des récepteurs présentent en
effet des motifs caractéristiques des interactiprigéine/protéine. Des protéines se liant
directement aux GPCR semblent donc participer ssé€mblage d’un véritable échafaudage
protéigue fonctionnel autour du récepteur (Brzostovet Kimmel, 2001; Milligan et White,
2001). Ainsi, les kinases JAK/STAT, Src, ERK, GR#nsi que lesB-arrestines et les

protéines a domaines PDZ semblent capables deeretirgctement les signaux induits par
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les GPCR indépendamment des protéines G (Saha, 2007), régulant des processus tels

gue la différenciation et la croissance cellulaire.

1.3 Considérations structurales et fonctionnelles

Considérations structurales

Seules deux structures cristallographiques de G8&&Rconnues: celles de la rhodopsine
(Palczewsket al, 2000) et du réceptefds adrénergique (Rasmusseral, 2007).

La rhodopsine, protéine de 348 résidus, constiéuedtepteur modele de la famille 1 qui
regroupe 90 % des GPCR. Fortement exprimée au wniglea batonnets rétiniens, elle est
activée par la lumiere et déclenche une voie dealigation intracellulaire aboutissant a la
vision. Elle comporte quelques caractéristiquegues comme la présence d’'un chromophore
covalemment lié aux domaines transmembranairdgalément présent sous forme de 11-cis-
rétinal (forme inactive), la capture d’'un photomduit & sa photoisomérisation en 11- trans-
rétinal (forme active). La publication en 2000 de dtructure tridimensionnelle de la
rhodopsine bovine résolue a 2,8 A fut la premiéescdption d’'une structure a haute
résolution d'un GPCR a I'état inactif (Palczewskial,, 2000). Elle a confirmé la topologie a
sept segments transmembranaires prédite a pagipudils d’hydrophobicité et a mis en
lumiére certaines précisions concernant la taile segments transmembranaires, la présence
d'un pont disulfure conservé chez les GPCR entee dgstéines 110 et 187 (situées
respectivement a I'extrémité de TjMet dans la boucle)econférant une structure particuliere
a la boucle gcontribuant avec le N-ter a fermer le site destiaidu ligand, la présence d’'une
hélice amphiphile supplémentaire (VIII) située apmEVv, a la surface de la membrane
plasmique, ou encore [l'existence d'un réseau désolis hydrogénes entre hélices

transmembranaires impliquant les résidus Asn55838sAsn78 et Trpl61.
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Figure 34 Structure
cristallographique de la

IN rhodopsine bovine (d’'aprés
Palczewski et al., 2000). On
distingue la présence d’une
hélice amphiphile  (VIII)
supplémentaire ainsi que la

ouT

structuration particuliere de

la boucle e.

Les boucles cytoplasmiques i, et B semblent s’ouvrir pour former linterface putative
avec les protéines G. Les segments, TN, TMy, et TMy;; présentent une courbure due a
la présence de prolines, et le segment TMII présant courbure supplémentaire liée a la

présence de glycines en positions 89 et 90.

Le récepteu, adrénergique est le deuxieme GPCR dont la steicwté résolue, a 3,4
A/3,7 A (Rasmusseet al, 2007). Composé de 443 résidus, il appartiersa tamille des
récepteurs adrénergiques, activés par I'adrénaink noradrénaline (catécholamines), et
module l'activité des canaux calciques de type ly/ICa et de l'adénylate cyclaséa les
protéines @ son activation provoque l'augmentation de la kgae d’AMPc qui en retour
active un certain nombre de kinases dont la PKArdaepteuf3; est notamment impliqué
dans la relaxation des muscles lisses, la glycdgséacet la néoglucogenese, ou encore la
contraction des sphincters et du tractus gastesimal. Des mutations touchafd$ sont

associées a des pathologies telles que I'asthotedité ou le diabéte de type II.

ouT

By } ._Ix"ﬁﬂ — ;,».1"1:%,1 Figure 35: Structure
U G, A “*I_:n m1 cristallographique  du
o H-j i ._:hr-.ml 90° Mg I. .\_ E m , , .
Tl 2 . Ea s SO récepteurf3, adrénergique
P - T i .":M ’ R
€N TadWr) ) ™ e, ™ (d’'aprésRasmussen et al.,
¥ L — 3 r T
' i 4, - = . . N
IN ™ /S T@f ime  2007). On distingue la
L . - encore la présence d'une
A hélice amphiphile C-ter.
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Sa structure est tres proche de celle de la rhaumpsvec sept segments transmembranaires
coudés assortis d’'une hélice amphiphile VIII surétare en C-ter. Elle differe néanmoins
sur un point: la ou le motif DRY (Glul34/Argl135/My6) de la rhodopsine, situé a
l'extrémité intracellulaire de [I'hélice 1ll, integesait fortement avec I'extrémité

cytoplasmique de I'hélice VI, cette interaction lesaucoup plus faible ch@z.

Considérations fonctionnelles

Plusieurs modeles théoriques ont été développésdamire les mécanismes d’activation
des GPCR. Le plus répandu est le modele complenaite étendu (ou modele a deux états),
proposé pour décrire le fait que les récepteursvgrdu spontanément adopter une
conformation active et étre couplés aux protéinesnGbsence d'agoniste (Samaghal,
1993; Leff, 1995). Le récepteur serait en équilienére un état inactif Ri et un état actif Ra.
En I'absence d'agoniste, I'état inactif prévautsraibarriére énergétique entre les états Ri et
Ra est suffisamment faible pour permettre a unéepdes récepteurs d'étre spontanément
dans I'état Ra. Les agonistes ayant plus d’affjpitdr les récepteurs dans I'état Ra, I'équilibre
est déplacé vers la forme Ra dont la proportionreage. A l'opposé, les agonistes inverses
inhibent l'activité spontanée en stabilisant leepdeur dans la conformation inactive Ri. Les
antagonistes sont alors définis comme des ligantdsmédiaires capables de lier avec la
méme affinité les états Ri et Ra et n'induisanttduess de modification de I'équilibre. Dans le
modele ternaire étendu, le récepteur peut doncaétireé et activer en retour les protéines G

sans avoir lié son agonisteigure 36).

Modéle du complexe ternaire Etendu

. Figure 36: Modeles
AR ARa © ARa . )
- ) d’'activation des GPCR
” (d’aprés Kenakin, 2004). Ri:
. Ra 3 - i état inactif; Ra: état activé;

Medele du complexe ternaire cubique

A: agoniste; G: protéine G.

. ARi= ARaz
aulh =z |r On note la présence d'états
AR ARa < activés sans fixation
Z ¢ ——— d’agoniste, et d'états inactifs
_,r‘_"_:f:-’ ,..-:_'::-"-":#’ -z 7
a < w & lies aux protéines G.
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Une variante du modele ternaire, le modéle terraileque, intégre une forme complexée
entre le récepteur inactif et la protéine G (RiG) g'a pas la capacité d’induire de
signalisation. Ce modele complexe semble étre les @Edapté puisque lui seul décrit
I'existence d’'un équilibre entre plusieurs étatfa®a et inactifs Ri. Néanmoins, la situation
réelle est probablement plus complexe car plusi@msformations actives et inactives
existent: suivant sa conformation un GPCR peubs®ler avec différents types de protéines
Ga et un méme agoniste peut ainsi activer plusieoiesvindépendantes (Audstal, 2008).

Environ 40 % des GPCR humains présentent une @ctionstitutive (Seifert et Wenzel-
Seifert, 2002), spontanée et indépendante d'undigeonduisant a la production de seconds
messagers. En outre, de nombreux mutants conatitoint actifs de GPCR (ou CAM pour
Constitutively Active Mutants) ont été décrits (Ratret al, 2002), actifs et capables d’activer
les protéines G en l'absence de ligand. De nombrégepteurs CAM de la famille 1
présentent une mutation récurrente dans le matsewé DRY, suggérant que celui-ci est un
motif structural majeur qui contraint le récepteans une conformation inactive. La fixation
du ligand, déplacant les boucles du récepteur diffant la conformation de ce motif,

pourrait permettre l'interaction avec les protéiftes

Le schéma usuel de la signalisation des GPCR mmeegénéralement un récepteur activeé
par la liaison d'un agoniste et entrainant I'adiwa d’une protéine G (stcechiométrie 1/1). Ce
modele simple permet d’expliquer la libération ddumolécule de GDP et la fixation d’'une
molécule de GTP, signature de l'activation des GPNRanmoins, il est de plus en plus
controversé et I'existence de phénomenes d’oligmaton des GPCR devient une question
récurrentedes preuves biochimiques, biophysiques et pharmgicples montrant I'existence
de dimeéres ou d'oligomeéres (Waagal, 2005). Ce phénomeéne pourrait étre impliqué ¢ans
modulation de propriétés fonctionnelles des GPCRme la liaison, la signalisation, ou le
trafic suivant les récepteurs considérés (ParnotKebilka, 2004). L’oligomérisation
permettrait ainsi un niveau supplémentaire de nadotul de I'activité des GPCR.

Ces interactions peuvent survenir entre membresedinéme famille, comme pour les
récepteurs des opiacés chez lesquels la diménsa®oaugmente I'inhibition de I'adénylate
cyclase et module la pharmacologie du réceptewsc@Pat Milligan, 2005), mais également
entre GPCR de types différents, entrainant la foomad’hétérodiméres (Prinstest al,
2005). C’est le cas des recepteurs GABAqui ne sont fonctionnels qu'a [Iétat
d’hétérodimeres GABAR1/GABAg-R2, GABAg-R1 étant essentielle pour la liaison du
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ligand et GABA-R2 pour I'expression a la surface (Galvet al, 2001). Parfois des
récepteurs de sous-familles distinctes peuventi farsser des hétérodiméres, comme c’est le
cas des récepteurs adrénergiques et récepteunpidédes (Jordan et Devi, 1999), méme si la
signification fonctionnelle de ce phénomene est goar inconnue.

Les mécanismes engendrant la dimérisation ne santlpirement établis, celle-ci pouvant
survenir au niveau de la membrane plasmique souti€énce d’'un stimulus ou au moment
de la synthése. Ce processus pourrait toutefoes igtpliqué dans le contrdle-qualité du
repliement des récepteurs néosynthétisés et leassabe a la membrane plasmique, dans la
modulation de la transduction du signal en modifi@nsélectivité d’interaction entre un
GPCR et une protéine G donnée, ou encore au nigedlinternalisation du récepteur en
favorisant une voie d’endocytose de I'un des paites de I'hétérodimere (Bulenger al,
2005).

1.4 GPCR et santé humaine

Sur I'ensemble du marché pharmaceutique mondid, %3des médicaments ont pour
cible un GPCR (Hopkinst al, 2002). On retrouve parmi ceux-ci des composgpardégnant a
des classes pharmacologiques aussi diverses gaatlasigraineux, anti-psychotiques, anti-
histaminiques, les analgésiques ou encor@{emquants. En termes de vente, plus de 60 %
des prescriptions ciblent des GPCR et I'ensembte wamtes de médicaments ciblant des
GPCR ont rapporté 23,5 milliards de dollars auxugsides pharmaceutiques en 2002
(Schéneberget al, 2004). Cette famille de protéines est donc trasliée pour son

implication directe en santé humaine et représemtenjeu financier considérable.

En conditions normales, l'activité d'un récepteuermet d'assurer une fonction
physiologique essentielle, et est par conséqueriehent régulée. Néanmoins, des mutations
peuvent survenir et entrainer I'apparition de réees constitutivement actifs présentant des
activités anormales et non régulées d’activatioptetéines G et des effecteurs. Les origines
des pathologies associées a des dysfonctionnerden®PCR peuvent étre des aberrations
chromosomiques ou des malformations de la protémeconnait a I'heure actuelle plus de
trente maladies et phénotypes cliniques associdesamutations de GPCRgbleau 7)
(Schonebergt al, 2004). Ainsi a titre d’exemple, une mutationrdaepteur de la rhodopsine
est a l'origine de défauts de pigmentation rétinegenun mutant du récepteur de la
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vasopressine est associé a des diabetes insigiddes formes mutées des récepteurs aux

hormones TSH et LH/hCG sont également associées pathologies humaines.

Récepteur Maladie associée
= = Follitropine (FSH) syndrome d’hyperstimulation ovarienne
) Lutropine (LHCG) puberté mdle précoce et limitée
§ E Rhodopsine (RHO) aveuglement nocturne stationnaire
E S Thyrotropine (TSH) hyperthyroidie
2.2 Calcium (CaS) hypoparathyroidie dominant et sporadique
z. PTH chondrodysplasie, nanisme des membres inférieurs
L
E g Angiotensine (ATz) retard mental lié au chromosome X
:‘ > Vasopressine (V2) diabétes néphrogéniques insipides
g 5 Mélanocortine (MCs) obésité
&% Rhodopsine (RHO) rétinite pigmentaire
E © MASS1 syndrome de Usher

Tableau 7 : Exemples de pathologies humaines associées @dagions dans des GPCR.

Les GPCR jouent également un réle critique vissaeg certains pathogenes: au cours de

I'évolution, les virus ont développé de nombreustatégies en vue de détourner a leur
avantage la machinerie des cellules hétes et prhapper au systeme immunitaire, afin de
garantir leur survie et leur propagation. De nomkreirus codent pour des protéines
analogues aux GPCR, et certains ont méme adopt§etes de cellules hotes et optimisée
leurs produits a leur profit. Ainsi, certains meegde la famille des Herpesviridae et des
Poxviridae ont incorporé dans leur génome certagidmiokines et leurs récepteurs, et le
récepteur ORF74, GPCR codé par I'herpesvirus HH&&, impliqué dans le processus
tumorigéne du Sarcome de Kaposi (Couty et Gershiapng004). D’autres GPCR analogues
de récepteurs de chimiokines ont été identifiés ples connus étant le récepteur U12 codé
par I'herpesvirus HHV6 et US28 codé par le cytoni@geus hCMV, impliqués dans le
développement de lymphomes d’athérosclérose (Ghtugihy, 1994; Isegawat al, 1998).
A I'heure actuelle, plus de dix chimiokines codées des virus et approximativement le
méme nombre de récepteurs ont été identifiés pawolugie de séquence avec I'équivalent
humain (Rosenkildet al, 2001).

Enfin, le séquencage du génome humain a révélé rR@deaux GPCR « orphelins » sans

ligands endogenes identifies (Im, 2002), et de meomdes stratégies de pharmacologie
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inverse sont mises en place pour identifier la fioncet les ligands de ces récepteurs qui
semblent impliqués dans un grand nombre de patlesiogumaines et représentant par
conséquent un potentiel thérapeutique importantel(©i 2005; Kutzlehet al, 2005).

1.5 Cas particuliers des récepteurs & D,

Ce travalil faisant intervenir les récepteurs métapiques humains hplet hD,, un bref

apercu de leurs propriétés respectives est appiediEssous.

Le récepteur muscarinique M

Composé de 466 résidus, le récepteur muscariniqua &é cloné a partir d'une banque
d’ADNCc de cortex cérébral de rat (Bonrgral, 1987). Appartenant a la classe des GPCR
métabotropiques, son agoniste naturel est I'adédjilee, mais il est également activé par
d’autres molécules telles que la muscarine ou feacdol, dont I'action est antagonisée par
I'atropine. Les récepteurs AMagissentvia un couplage avec les protéineg,, G5, inhibant
I'activité de I'adénylate cyclase et provoquant ulirainution de la concentration en AMPc.
Cette action peut étre inhibée par la toxine peitue PTX: celle-ci catalyse I'ADP-
ribosylation de la sous-unité G maintenant cette derniére en configuration G@Pei
empéchant l'interaction avec le récepteur. Lesptetes M régulent également l'activité de
canaux potassiquesa les sous-unités §z: ils participent ainsi a la régulation des canaux
potassiques cardiaquegd,, composés de I'assemblage hétérotétrameérique G(RKIr3.1)

/| GIRK4 (= Kir3.4) (GIRK, G protein-coupled inwasdrectifying potassium channel)
(Krapivinskyet al, 1995). lIs interviennent encore dans la régoifatle canaux calciques.

Chez I'homme, les récepteurs muscariniques 9dnt notamment localisés au niveau
cardiaque, ou ils exercent plusieurs actions: @digipent au retour a un rythme cardiaque
sinusal normal aprés stimulation par le systemeeusr sympathique en ralentissant la vitesse
de dépolarisation, mais réduisent également lafdeccontraction du muscle cardiaque atrial
et la vitesse de conduction du nceud atrioventiiiteul®n les retrouve également au niveau de
la vessie et dans le tractus gastro-intestinalsoparticipent a la contraction musculaire, dans
le cerveau, dans les yeux ou ils participeraier @onstriction / dilatation des pupilles
(Abramset al, 2006).
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Le récepteur dopaminergique D

Composé de 443 résidus, le récepteur dopaminergighemain (hD) a été cloné a partir
d’'une banque d’ADNc de glande pituitaire (Granetyal, 1989). Lui aussi membre de la
famille des GPCR métabotropiques, il est impligadla régulation de la transmission
nerveuse, et est activé par la dopamine ainsi carel@ quinpirole dont l'action est
antagonisée par le sulpiride. Il existe deux isofes du récepteur issues d'un épissage
alternatif: une isoforme courte présynaptique, @dBSh (415 résidus) et aussi appelée
« autorécepteur », impliguée dans des mecanismefeatbback (synthése, stockage et
relargage de dopamine dans la fente synaptiquednetisoforme longue post-synaptique
classique, notée ADh (444 résidus), stimulée par les neurotransmesttédopamine) et
impliquée dans la poursuite post-synaptique defofmation nerveuse. L’isoforme ,Dh
differe de DBSh par linsertion de 29 résidus dans la troisiebweicle intracellulaire,
impliquée dans le couplage du récepteur aux preséi

A I'image de M, les récepteurs Dinhibent l'activité de I'adénylate cyclasga un
couplage avec les protéineg,Gprovoquant une diminution de la concentrationAdhPC.
Comme pour M, cette action de hDsur I'adénylate cyclase peut étre inhibée paopine
pertussique PTX. Les récepteurs fl@gulent également l'activité de canaux potassigise
les sous-unités §: ils modulent ainsi I'activité de canaux GIRK ingpiés dans la régulation
négative de I'excitabilité neuronale ou du tonuslizmue (Kobayashet al., 2004).

On trouve donc les récepteurs @rincipalement au niveau du systeme nerveux deotia
ils participent a la conduction de linformationrmeuse, mais aussi au niveau de l'artere
pulmonaire et dans les reins ou ils affectent laradie et la natriurése. De ce fait, une
dérégulation de la signalisation de ces réceptass associée avec des désordres
neurologiques et psychiatriques séveres, tels guealadie de Parkinson, la schizophrénie,
les troubles obsessionnels compulsifs ou encorelél@endance toxicomaniaque, et les
récepteurs dopaminergiques neuronaux sont la cipfecipale de médicaments

antipsychotiques et psycho-stimulant (Giraailal, 2004).

2. Régulation des canaux Kir par les GPCR

2.1 Régulation des canaux GIRK
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Comme décrit précédemment dans cette introduckiactjvité des canaux de la famille
Kir3.x est en partie régulée par des voies de gaten initi€ées par les GPCR, soit par
interaction directe avec les protéines G hétérdtriques soitvia les voies de signalisation
gu’elles activent, d’'ou la dénomination de canauRKs Ceux-ci participant entre autre au
contrble de l'activité neuronale et du rythme caqgie, leur régulation fine est primordiale et

ils représentent des cibles thérapeutiques de ¢Koibxayashi et Ikeda, 2006).

Régulation directe

La régulation directe de canaux GIRK par les GP@®rvient lors de processus rapides
visant a diminuer I'excitabilité membranaire (cdmér du rythme cardiaque, relargage
synaptique de dopamine modulant l'activité neurepdlexemple parfait étant la régulation
des canaux cardiaques& (GIRK1/4) par les récepteurs Mctivés par I'acétylcholine (Sui
et al, 1999). Ce processus de régulation fait interviers sous-unitég/y des protéines i
qui interagissent directement avec les canaux GIRKun site composé de motifs présents
sur les parties N-ter et C-ter cytoplasmiques déRBKG et provoquent leur activation en
stabilisant leur interaction avec le RIfFigure 37). Il semble que les sous-unitég &oient
également impliquées dans ce processus, se finadttar de GIRK en configurationsyf; et
G./GDP-lié et permettant I'acces rapide du complexgdsocié a GIRK. De ce fait, il est
probable que les GPCR, leurs protéines G assoeides canaux GIRK forment un complexe
de signalisation au niveau de la membrane (Satchh, 2003).

Figure 37: Représentation

Meuralransmitier

schématique du complexe de
signalisation des canaux
GIRK (d’apresSadja et al.,

2003). Les canaux sont
actives directement par 4z

mais aussi régulés
indirectement par des voies

impliquant les protéines &

et G
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Régulation indirecte

Les canaux GIRK sont également activés ou inhid#snaniére indirecte par des voies
dépendantes des GPCR et faisant intervenir legipest G Eigure 37). Comme I'ensemble
des canaux Kir, les GIRK sont activés par le,RliRsi que par des phosphorylationa la
PKA. Or, ces mécanismes sont en partie régulésigmivoies de signalisation dépendantes
des GPCR et des proteines G: ainsi, I'activationgtetéines ¢, provoque une augmentation
de I'activité de la phospholipase C (PLC), entratda dégradation du P4t provoquant une
diminution de l'activité des GIRK. A linverse, Ktivation des protéines /& entraine
I'activation de la PKA qui en retour phosphoryleaetive ces canaux. Les canaux GIRK sont
donc activéwia les voies de signalisation des récepteurs cogplggprotéines gz, et inhibés
via les voies de signalisation des récepteurs couplés protéines . C'est le cas
notamment des canaux cardiagues GIRK1/4 @teal, 2003) participant au contréle du

rythme cardiaque.

2.2 Régulation des canauxit

Kir6.2 est activé par le Pjret les phosphorylations, et peut donc étre intBraent régulé
par les voies de signalisation des récepteurs ésuglx protéines G. Ainsi, I'activation des
protéines (g, provoque le recrutement de la phospholipase C YRjuChydrolyse le PlPen
diacylglycérol (DAG) et inositol-triphosphate g)P I'hydrolyse du PIR léve son action
activatrice sur Kir6.2, et la libération de DAG iget la PKC dont lactivit¢ de
phosphorylation active Kir6.2 mais inhibe Kir6 Rigure 38). L'activation des protéines &
provoque le recrutement de la PKA qui phosphorylie6.K, entrainant son activation.
L’activité des canaux kp peut également étre modulée directement par uaicerombre de
protéines G comme discuté plus haut. Ainsi, ceyxecivent étre régulés par I'action de sous-
unités Gy comme suggeré par des experiences de patch-claetpi€t al, 1994). Les
sous-unités @ stimuleraient l'activité des canaux SUR1 + Kir@&® plus faiblement des
canaux SUR2A + Kir6.2 (Sanchez al, 1998), et les sous-unitésgont egalement été
décrites pour activer les canaux SUR1 + Kir6.2#R3A + Kir6.2 (Wadeet al., 2000).
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Figure 38 : Régulation des canauxai par les voies de signalisation associées aux GPCR.

3. Interactions directes GPCR/canaux et biocapteurartificiels

3.1 Exemples d'interactions directes GPCR/cananijues

En plus des mécanismes de régulation directe eeotd de canaux ioniques, nécessitant
lintervention des protéines G hétérotrimériquelsisigurs études indiquent que les GPCR
sont capables d'interagir directement avec un iteriambre de canaux et de réguler leur
activité indépendamment de tout intermédiaire et toete signalisation. C'est le cas
notamment du récepteur dopaminergigyedi interagit avec les récepteurs-canaux NMDA
et les canaux G&.2, Dy, qui interagit avec les canaux Kir3 et CLIC6, gtdDi interagit avec
les récepteurs-canaux GABA. C’est également le diasrécepteur adrénergigy® qui

interagit avec les canaux Kir3 et\da2.

3.1.1 Interaction BPNMDA et D,/Ca,2.2

Le controle de I'excitabilité neuronale requierteurégulation fine des flux ioniques a
travers la membrane plasmique des neurones, emmeat des influx de G& Parmi les
familles de récepteur-canaux présentes dans leémgsherveux, on trouve notamment les
récepteur-canaux au glutamate de type NMDA (N-mdihgspartate), ou récepteurs canaux
NMDA, perméables aux ions €amais aussi Naet K'. Ceux-ci sont principalement post-
synaptiques et participent a la régulation de kstidité neuronale et de I'excitotoxicité
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activite-dépendantes. lls sont impliqués dans desegsus physiologiques fondamentaux tels
gue l'apprentissage et la mémoire ainsi que dartaines pathologies telles que I'épilepsie,
ou certains désordres mentaux. Produit de I'assayabhétérotétramérique de deux sous-
unités, NR1 et NR2, ces récepteurs canaux sontipalement localisés au niveau des
dendrites et leur régulation complexe fait inteivé@na fois des agents extracellulaires ¢flg
Zn®*, H', glycine) et intracellulaires (5 calmoduline), ainsi que des mécanismes faisant
appel a des kinases et des phosphatases sousti@lea® voies de signalisation associées
aux GPCR et en particulier au récepteur dopamigeegD (Greengard, 2001).

Egalement présents dans les dendrites, les récepiuprésentent la particularité de
réguler l'activité de NMDA par l'intermédiaire desies de signalisation activées par les
protéines g auxquelles ils sont associés, mais aussi pafictien directe avec les récepteurs
canaux. En effet, ils possedent deux sites d’intema avec NMDA localisés dans leur région
C-ter cytoplasmique et notés t2 et t3: t2 interagdc la région C-ter de la sous-unité NR1, et
t3 avec la région C-ter de la sous-unité NR2A (keal, 2002). L'application d’agonistes
spécifigues de Dsur des neurones entraine ainsi de maniere ditgateinhibition des
courants calciques traversant NMDA, possiblement ipgernalisation de ces récepteurs-
canaux. Il convient de noter que cette régulatisnréciproque puisque la stimulation de

NMDA active en retour la signalisation dopaminetgigeposant suriD

NMDA receptor Figure 39: Représentation
NR1 subunit _ NR2A subunit

I h)
yava -

J /1 [~
S

= S

schématique de linteraction

J | @;‘\ '3?11;'\\" D/NMDA (d’aprés Salter,

D1 dopamine receptor

2003). Le fragment C-

B terminal t2 interagit avec la

) (S—1

: @ ﬁ région C-terminale de la
PPPX sous-unité NR1 et le fragment
( \ t3 avec celle de la sous-unité

2 — NR2A. La fixation d'un

al|/ agoniste de B entraine

I'inhibition de [I'activité de
NMDA.

Les récepteurs Prégulent donc par un couplage direct I'activités décepteurs-canaux

NMDA et participent ainsi au contrdle de I'excithtiéi neuronale.
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Les récepteurs Dparticipent également au controle des influx deiga au niveau des
dendritesvia la régulation par interaction directe d’autresatan calciqgues de type N, les
canaux Cg2.2. C’est notamment le cas dans les neurones rdexgaréfrontal, qui jouent un
réle prépondérant dans la mémoire, ou ces deuxipest sont fortement exprimées. Les
récepteurs Py sont la cible principale de la signalisation @minergique et participent au
maintien des fonctions cognitives. Bien que lesanétnes exacts soient encore méconnus, il
semble que ces processus impliquent des variatienk concentration intracellulaire en
calcium: l'activation des récepteurs dopaminergsqpeé-synaptiques inhibe les entrées de
C&" via les canaux calciques de type N et bloque la ltrale neurotransmetteurs. Or, les
récepteurs Pparticipent a la régulation de canaux calciqudtages-dépendant et activent
les canaux calciques de type L en recrutant la RieAes protéines gz, mais ils régulent
également les canaux calciques de type N dansel@®mes du cortex préfrontal. En effet,
dans ces neurones, l'activation des récepteurm@oque 'inhibition des canaux &2 par
interaction directe: la fixation d’agonistes sus i&cepteurs Dentrainerait I'internalisation
des canaux G&.2 auxquels ils sont physiquement couplés, réduisasi les influx de Ga
présynaptiques et l'activité de neurotransmissimaptique (Kisilevskyet al, 2008). Ainsi,
par leur couplage direct avec les canaux2Za dans les dendrites des neurones du cortex

préfrontal, les récepteurs, Dontribuent au contréle de la plasticité neuronale
3.1.2 Interaction BKir3 et D,/CLIC6

D’autres membres de la famille des récepteurs domagiques sont capables d’interagir
avec des canaux ioniques, dont les récepteprDEs expériences de co-immunoprecipitation
ont permis de montrer que ce dernier fait partiecdmplexes membranaires stables de
signalisation ou il est en interaction avec lesacanhétérotétramériques Kir3.1/Kir3.2 et
Kir3.1/Kir3.4 (Lavineet al, 2002). De telles associations ont notammentettéuvées dans
des tissus cérébraux de rat. L’'assemblage de ¢eplexes nécessite la présence des sous-
unités G, des protéines s associées addmais une fois a la membrane plasmique, ceux-Ci
sont stables indépendamment dg € ne sont pas dissociés par I'activation du GRGR
présence d’agoniste. Si la formation de tels corgddavorise certainement une signalisation
rapide entre le récepteur et I'effecteur (canaux Kir3) puisque ceux-ci sentinteraction,
'existence de mécanismes de régulation direct@pgaddants des protéines fBest pas

avérée et reste a élucider.
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Les récepteurs dopaminergiques de la famileobt également été décrits pour interagir
physiquement avec des canaux chlorure de la fa@lkC (Chloride Intracellular Channel)
de fonction inconnue, les canaux CLIC6: c'est |ls d@s récepteurs,PD; et Dy, qui
interagissent avec ces canavia leur région C-ter cytoplasmique (Griffoet al, 2003).
Associées aux membranes des organelles, les mst€hIC sont alternativement décrites
comme membranaires ou cytosoliques, et préseragarticularité inhabituelle pour un canal
ionique de n'avoir qu’'un segment transmembranauéatg. || semble que CLIC6 soit
exprimé sous forme d’homodimeére, deux sous-undéstiques s'assemblant par interaction
entre leurs régions C-ter. Néanmoins, rien n’indiguce jour que CLIC6 soit une cible de la
signalisation des récepteurs de typg Bucune modification des flux de chlore n’étant
enregistrée suite a I'application d’agoniste degpéeurs.

3.1.3 Interaction PBGABA,

L’activité de neurotransmission des synapses itritibs, participant a la régulation de
I'excitabilité neuronale, est fortement dépendatiten type de récepteurs sensibles a 'acide
y-aminobutyriqgue (GABA, principal neurotransmetteimhibiteur du systéme nerveux
central): les récepteurs GABA. Il en existe trolasses différentes, GABA GABAg et
GABA(, GABAA et GABA: appartenant a la famille des récepteurs-cana@A8As a celle
des GPCR. L'activation des récepteurs-canaux GABdst-synaptiques suite a la fixation de
GABA provoque un influx de chlore entrainant un@drpolarisation inhibant la formation de
potentiels d’action post-synaptiques: ceux-ci jaudonc un role majeur dans la physiologie
nerveuse ainsi que dans certaines pathologiestécepteurs GABA adoptent une structure
hétéropentameérique résultant de 'assemblage dpsdos-unités distinctes:, 3, y, 0, ete,
composés chacune de quatre hélices transmembianBiem que leur composition puisse
différer, la population la plus abondante de réeest GABA, neuronaux est composée de
'assemblage des sous-unit@$, 32 ety2. Principalement localisés dans les dendritesiet a
niveau de la jonction soma-axone, l'activité de oésepteurs est régulée par un certain
nombre d'agonistes (GABA, benzodiazépines, baii@s, anesthésiques, stéroides
neuroactifs) et d’antagonistes (picrotoxine, bidlice), ainsi que par des mécanismes de
phosphorylation impliquant les protéines kinase&\RKPKC ou des tyrosines kinases.

Egalement présents dans ces régions dans cenapekations de neurones corticaux et de

I'hippocampe, les récepteurss Bont capables de réguler 'activité de GABAar une
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interaction directe. En effet, en présence de legsnistes respectifs.€. dopamine et
GABA), Ds et GABAs forment un complexe (notamment retrouvé dans @esones de
I'hippocampe) impliquant une interaction intrackdite entre la région C-ter deslet la
boucle cytoplasmique IL2 de GABA(Liu et al, 2000). Il en résulte une inhibition de
l'activité de GABAa, possiblement par internalisation de ces récepteamaux, et donc un
arrét de la signalisation synaptique inhibitricea kencore cette régulation négative est
réciproque puisque la stimulation de GAB#hibe en retour la signalisation dopaminergique

reposant sur p

GABA,, receptor Figure 40: Représentation
) _ ¥2 subunit @ subunit schématique de linteraction
D5 dopamine receptor —

- Ds/GABA, (d’aprés Salter,

— L 2003). La région C-terminale

de By interagit avec la boucle
cytoplasmique IL2 de la sous-
YIr )Y unit¢ )2 de GABA. La
- ) fixation d’'un agoniste de D
entraine  linhibition  de
lactivittt de GABA et

réciproguement.

Les récepteurs Dinhibent donc par un couplage direct I'activités décepteurs-canaux
GABA, (et réciproquement), bloquant ainsi l'influx delarle et régulant l'activité de

neurotransmission synaptique inhibitrice.
3.1.4 Interactiof3,/Kir3 et 3,/Ca,1.2

Au jour d’aujourd’hui, la majorité des interactiofSPCR/canaux décrites dans la
littérature impliquent des récepteurs dopaminemggquNéanmoins, d'autres familles de
GPCR sont également concernées et de telles olises/aourraient bientdt se généraliser a
l'ensemble des GPCR. Comme les récepteurs dopaydnes D, les récepteurs
adrénergique$, ont été rapportés pour interagir physiquement desacanaux GIRK. La

encore, des expériences de co-immunopreécipitatmpermis de montrer que ces derniers
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font partie de complexes membranaires stablesgihalgation ou il sont en interaction avec
les canaux hétérotétramériques Kir3.1/Kir3.2 et 3KifKir3.4, ainsi gu'avec d’autres
partenaires comprenant entre autres l'adénylatéasgc(Lavineet al, 2002). De telles
associations ont notamment été retrouvées dangsdas cérébraux et cardiaques de rat. La
encore, ces complexes sont stables et ne sontipsscigés par I'activation du GPCR en
présence d’agoniste, mais la question de I'existethe mécanismes de régulation directs
indépendants des protéines G reste en suspens.

Les récepteurf, ont également été décrits pour interagir avecdesux calcigues de type
L Ca/l1.2, la encore au sein de complexes comprenanériddte cyclase mais aussi des
protéines G hétérotrimériques, ainsi que les pmegikinase PKA et phosphatase PP2A
(Davareet al, 2001). L’'extrémité C-ter cytoplasmique @einteragit spécifiquement avec la
sous-unité centrale;c formant le pore de GA.2, et la fixation d’agoniste au récepteur
entraine une activation rapide des canaux calcigolsquant peut-étre I'adénylate cyclase et
la PKA présentes dans le complexe. Ce type de @mple signalisation est retrouvé dans
les neurones de I'hippocampe, essentiellement aeauni post-synaptique, ou il permet une

transduction de signal rapide et spécifique ertcepteur(§,) et effecteur (Ggl.2).

3.2 Génération de biocapteurs artificiels par taggp GPCR/canaux

Le développement de biocapteurs électriques indégmé puces électroniques représente
un outil prometteur a la fois pour le diagnostiadicél et le criblage a haut débit de molécules
d’intérét pharmacologique. En effet, la détectienstgnaux électriques permet de s’affranchir
des systemes de détection a base de réactifs sadpidaire des mesures en temps réel et
avec un rapport signal/bruit élevé, et d’intégeetdut dans des systemes microélectroniques.
Néanmoins, I'obtention de tels outils suppose degrar a coupler un systéme de détection
électriqgue avec I'élément récepteur fixant le cos#pa détecter. Plusieurs approches ont été
développées pour y parvenir, faisant appel a detesyes intégrant des canaux naturels,
hybrides, ou encore a des systemes dépourvus dexcare domaine des biocapteurs basés

sur des pores synthétiques ne sera pas abordé ici.

Biocapteurs basés sur des canaux naturels

Une premiére catégorie de biocapteurs est baséd'usilisation de canaux ioniques
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naturels. Un premier exemple implique les canauagsiques voltage-dépendants maxizK
exprimés dans des cellules HEK293 déposées surratesstors, I'activation de ces canaux
provoque l'apparition de flux potassiques généramg variation de voltage transmise a la
puce de silicone et mesurable au niveau du tramgiStraubet al, 2001), ouvrant la voie au
développement de systemes basés sur la mesureusar qg¢ phénomenes électriques
cellulaires associés a des flux ioniques.

Un autre exemple de capteur basé sur un canalehatyplique le récepteur ionotropique
au glutamate iGIuR6: couplé covalamment a un plhogp Eigure 41), celui-ci est activé
par émission lumineuse a 380 nm et inhibé de la endraniere a 500 nm (Szobatal,
2007). Ce type de photocapteur est utilisé poutrdtar I'excitabilité neuronale, I'activation
du systéme entrainant I'apparition de trains demtatls d’action et inversement.

Figure 41 : Représentation

trans-MAG schématique d’'un
— photocapteur artificiel. La
500 nm

stimulaton a 380 nm

Miidard

entraine I'ouverture du canal

baddiia FdIEIED

et inversement a 500 nm
(d’aprés Szobota et al.,
2007).

Le méme type d'approche optique a été développértar gde la rhodopsine sensible a la
lumiére ChR2 (Zhangt al, 2006), la encore afin de contrbler spécifiquentiercitabilité de
certaines populations cellulaires: contenant untgdemseur, le atransrétinal (ATR), ces

récepteurs-canaux sont activés par excitationmrehe bleue a 470 nm.

Biocapteurs basés sur des canaux hybrides

Une troisieme catégorie de biocapteurs reposeastoristruction de canaux hybrides basés
sur le modele de d-hémolysine gHL) ou des récepteurs aux neurotransmetteurs (GABA,
NMDA, récepteur a la sérotonine de type 3A 5skl&tc).

Une premiére approche de ce genre a été menédiradeala-hémolysine ¢HL). Cette

protéine membranaire de staphylocoque est compdséesept sous-unités identiques
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arrangées de maniére a former un pore dont la ctensice unitaire importante (1 nS) permet
un suivi aisé de l'activité. Par ingénierie proteéqcelle-ci a pu étre modifiee de maniere a
intégrer au choix dans le lumen un site de rec@saace aux cations divalents (Bratal,
1997), a un certain nombre de drogues, de prot@nesoligonucléotides: la fixation d’'un
ligand & son site spécifique dans la cavité lumeédabHL bloque le pore du canal pendant
un temps donné, déterminé par son affinité positée jusqu’a ce qu’il soit relargué (Bayley
et Cremer, 2001; Martin et Siwy, 2007), générarg dgleccessions d’ouvertures/fermetures
stochastiques détectables électriquemiergufre 42).

Figure 42 : Représentation

— Current flow
«HL pore _ schématique d’'un biocapteur
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Lipid | |
bilayer jf _ u site spécifique introduit par
”T- ingénierie protéique bloque
Analyte bound ) N
A I_lf/ le pore du canal (d'apres
Movansiga baund Bayley et Cremer, 2001).

Un autre exemple caractéristique repose sur uaitraigant a comprendre les mécanismes
moléculaires a l'origine du couplage entre fixatidm ligand et ouverture du pore chez le
récepteur 5-H3,, impliqué dans la transmission synaptique. Datte &ude, une chimere a
été réalisée entre le domaine de liaison a I'acBbjine de la protéine AchBP et le pore du
récepteur 5-Hia (Bouzatet al, 2004). Le remplacement de trois boucles intraletes,
faisant face au pore ionique, de AchBP par leugsons équivalentes chez 5-ghTsuffit &
générer un récepteur-canal hybride activé par thdadgoline. Il est donc possible, par
ingénierie protéique, de coupler un domaine récepéeun domaine pore pour créer un

biocapteur fonctionnel hybride.

Biocapteurs dépourvus de canaux

En marge des approches mimétiques inspirées delesobidlogiques, une quatrieme
catégorie de biocapteurs peut étre définie, nesamgoas sur l'utilisation de canaux ioniques

mais sur des techniques biophysiques de détectinterdction entre puce de mesure et
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matériel biologique. Ces systémes de détection gueudtre basés sur le suivi de réactions
red/ox, de flux ioniques a travers des pores aigif.

Une premiére illustration de ce type de systemauestapteur développé pour détecter la
présence d’cestrogene, baseé sur l'interaction sgéeientre I’hormone et son récepteur fixé
sur une électrode d’or fonctionnalisée au nickélaile d'un tag histidine (Muratat al,
2001). La fixation d’'cestrogene a son récepteur ehmpéa réalisation de réactions red/ox,
entrainant des mouvements ioniques mesurablessarface de la puce et peut donc étre

détectée par suivi électriqui@ure 43).

Oestrogéne Figure 43: Représentation
‘ schématique d’'un biocapteur

Red ~ Ox RU permettant la  détection

Récepteur d'oestrogéne. La liaison de
'hormone a son récepteur
empéche la réalisation de

—
TN “v réactions red/ox mesurables

e e électriqguement.

Au

Un dispositif de détection et d’analyse d’ADN catst une seconde illustration de ce type
de biocapteur. Ce systeme repose sur la mesuréuxieohiques a travers des nanopores
synthétiques, de diameétre suffisant pour permégtpassage de molécules d’ADN linéaires,
percés dans une surface isolante séparant dewacimgnts Figure 44). L’application d’un
voltage permet I'établissement de flux ioniqguesndd@mpartiment a l'autreia les pores: le
passage d’'une molécule d’ADN linéaire a traverpare interrompt ces flux ioniques et peut
donc étre détecté électriquement (Healy, 2007)ndlgse de la durée du blocage permet de

déterminer certaines propriétés de la moléculerésepce (taille et méme séquence).
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Figure 44: Représentation

schématique d’'un biocapteur

permettent la détection et

Xt ———

'analyse des propriétés de
molécules d’ADN linéaires.

L’ADN linéarisé traverse les

pores et interrompt les flux

ioniques les empruntant.

Biocapteurs basés sur le couplage GPCR/Kir6.2

L’idée de développer des biocapteurs basés sUGBER en soi n'est pas nouvelle, et des
approches cellulaires ont déja été proposées patritllage de candidats pharmaceutiques, la
détection de composés ou la détermination d’aéfit’interaction (Zaman, 2004). Une
approche de ce type reposant sur des fibroblagigssds sur microélectrode d’or exprimant
des GPCR endogenes activés par les nucléotidestétepteurs purinergiques P2Y, a
récemment été développée pour détecter la préseAE® (Figure 45): en présence d’ATP,
I'activation de ces récepteurs entraine le relargdgs stocks de calcium intracellulaire,
détectable par imagerie calcique, ainsi que laésécr de norépinéphrine dont I'oxydation a

la surface de I'électrode entraine des courantdréglaes mesurables (Fergal, 2007).

Flusorescent Dhenactor
& \L-ght Sourca 2
. Fd
™y O p Tagel - &
G-pratain = i G-profain o .
Emphd — i .  Secretion g:ﬂ:‘i — : a6 [+] j -, S
ecoplor T | . T i - 2 N
¥, : - At Ca
- Cad Ca w .3 - /C"" M Fa \-\'

S e m m mT / 0
. Elecirode

- Cusrrant Signal

Figure 45 : Systeme cellulaire de détection d’ATP basé sg fibroblastes exprimant des
GPCR endogeénes. La fixation d’ATP peut étre dédespé par mesure des courants résultant
de I'oxydation de la norépinéphrine, soit par imegealcique (d’aprés Feng et al., 2007).
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Néanmoins, la miniaturisation nécessaire au créblagut-débit impose de s’affranchir de
ce type de systemes et de développer des systarplslaares. Les solutions proposées a
I'heure actuelle reposent sur des techniques leundeessitant I'emploi de la fluorescence, de
la résonance plasmonique de surface ou de ligaralqués radioactifs (Leifert Wit al.,
2005) et nécessitent des étapes délicates d’expmestsde purification des récepteurs et leur
incorporation dans des membranes. Une premier gas kaffranchissement vis-a-vis des
systemes cellulaires a été franchi grace a l'inoaiion de GPCR synthétisés vitro dans
des membranes lipidiques artificielles (Robedgtkal, 2007). Reste néanmoins a parvenir a
coupler ces récepteurs avec des systemes de detextéquats capables de rapporter la
fixation de ligands.

Dans le cadre de la deuxieme partie de cette énales avons essayé de développer par
ingénierie protéique un systéme couplé ou ladiivitun canal ionique pourrait étre
directement régulée par la liaison de ligands aéoepteur physiqguement couplé au canal,
permettant une détection électrique directe derésgmce de ligands. Nous inspirant du
modeéle du canal kp, ou la fixation de ligands a SUR entraine des fieadions des
propriétés d’ouverture de Kir6.2, nous avons cherahcoupler fonctionnellement Kir6.2 a
d’autres récepteurs, notre choix se portant suGlRER. Outre le fait que ceux-ci constituent
'une des plus larges familles de récepteurs menair@s et qu’ils représentent des cibles
pharmacologiques majeures en santé publiqgue, moussgu voir au-dessus que certains
d’entres eux ont la particularité d’interagir plogggment avec des canaux ioniques et de

réguler leur activité, ce qui en fait de bons cdati pour une telle approche.
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Le mode opératoire mis en ceuvre au cours de cesigour la caractérisation

fonctionnelle des canaux ioniques peut étre résatoh un schéma en quatre étapes :

premiere étape : génération des constructions d’AfaN biologie moléculaire,
puis transcription in vitro en ARN messagers cogemir les protéines d’intérét.
deuxieme étape : injection des ARN messagers dawveclhte de Xénope
permettant I'expression hétérologue des protéinedifiées.

troisieme étape : vérification de I'expression gestéines par Western Blot sur
les ovocytes de Xénope.

quatrieme étape : caractérisation fonctionnelle dasaux par patch clamp

(configuration inside-out) ou microélectrode suooytes.

L’ensemble de ces étapes est schématise iguae 46.

cDNA ‘ cDNA SUR

¢ ¢ trancription in vitro

cRNA I CcRNA SUR

:

¥,

£ ~10 ym C
microinjection

A’A\ \\
) | } )
/ y ‘/ L 4 ‘ &-1mm

patch-clamp
biochimie
(Western Blot, etc)

Figure 46: Représentation schématique du mode opératoirérgrpntal permettant I'étude

des canaux ke modifiés
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1. Biologie moléculaire

Les deux sous-unités SUR2A et Kir6.2 du canapkont été clonées dans des vecteurs
propres a I'expression dans I'ovocyte de Xénope i@nipulations ont ensuite consisté a
construire des récepteurs des sulphonylurées sesivathimériques ou mutants par
mutagenese dirigée. Les constructions d’ADN obtsrad alors été amplifiées par culture

bactérienne puis transcrites in vitro en ARNm pexpression dans I'ovocyte de Xénope.

1.1 Clones et vecteurs d’expression

Le clone de SUR1 (ABCCS8) de hamster (Aguilar-Brygtnal, 1995; 1581 ac. am.,
référence DDBJ/EMBL/N® d’accession dans GenBank0d28) nous a été aimablement
fourni par le Dr J. Bryan (Baylor College of Medsei Houston, USA). Les clones de
SUR2A (ABCC9) de rat (Inagaket al, 1996; 1545 ac. am., référence DDBJ/EMBL/N®
d’accession dans GenBank: D83598) et de Kir6.2 (BN de souris (Inagakit al, 1995;
390 ac. am., référence DDBJ/EMBL/N° d’accession sd&enBank: D50581) nous ont
également été aimablement fournis par le Dr S.dS@hiba University School of Medecine,
Japan). Le clone de MRP1 (ABCC1) humain (Cole et 2092; 1531 ac. am., référence
DDBJ/EMBL/N° d’accession dans GenBank: P33527) noété aimablement fourni par le
Dr S. Cole (Queen’s University, Kingston, Canadads clones des récepteurs couplés aux
protéines G muscarinigue ;M(CHRM2) humain (Bonneret al. 1987; 466 ac. am.,
référence DDBJ/EMBL/N® d’accession dans GenBaxki_000739) et dopaminergique, D
(DRD2) humain (Grandet al.1989; 443 ac. am., référence DDBJ/EMBL/N°® d’acu®ss
dans GenBank: M29066) nous ont été respectivenoentis par le Dr D. Logothetis (Mount
Sinai School of Medecine, New York, USA) et la gt€iOrigene (Rockville, USA). Les
clones de MDR1 (ABCB1l) humain (Juliancet al. 1976; 1280 ac. am.,
référence DDBJ/EMBL/N® d’accession dans GenBaWik4758) et YCF1 (YDR135C) de
levure (Szczypkeet al. 1994; 1515 ac. am., référence DDBJ/EMBL/N°® d’'astas dans
GenBank: L35237) nous été respectivement fournisI@aDr D. Clarke (University of
Toronto, Canada) et le Dr D. Thiele (University Michigan Medical School, Ann Arbor,
USA).
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Les ADNc de Kir6.2, SUR1, SUR2A, et MRP1 ont étaissolonés, pour les deux
premiers, dans le vecteur pGEMHE (fourni par leDrLogothetis, Mount Sinai Hospital,
New York), et pour les deux derniers dans le veqgd&EMHE?2 (créé au laboratoire par le Dr
F. Pagées). Il s'agit de plasmides dérives du vectBexpression commercial pGEM3Z

Promega adapté a I'expression protéique dans ldeate XénopeHRigure 47).

5" UTR
™, Polylinker

pGEMHE
3022 bases

\x\
DGEM3Z ™~

Figure 47 : Représentation schématique du vecteur d’expragsiotéique dans I'ovocyte de
Xénope pGEMHE

ORI désigne l'origine de réplication d’'un plasmiblactérien, permettant I'amplification dans
des bactéries. Le promoteur T7 (SP6 en reversehetela transcription de '’ADN inséré au
niveau du polylinker entre les séquences 3’ etubgdne de lg-globine de Xenopus laevis,
parties non traduites (utr, untranslated) qui inslemt considérablement I'expression de
protéines exogenes dans I'ovocyte de Xénope. Usgequoly-A précede un ensemble de sites
de restriction permettant la linéarisation du pladm avant transcription en ARN. La
sélection des clones est possible grace a la poéseln gene AmpR, codant pour fa

lactamase, qui confére la résistance a I'ampicélin
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1.2 Construction des protéines chimériques

La stratégie mise en oeuvre pour identifier lesarégy du récepteur des sulphonylurées
impliquées dans le couplage fonctionnel avec Ki®.2onsisté a créer des chimeéres entre
SUR2A et un membre proche de la famille des pregiABC, MRP1 (ABCC1). MRP1
présente 'avantage d’étre trées homologue a SURB86(d’homologie ; Moreaat al, 2005)
tout en exercant des fonctions trés différentempliguée dans les mécanismes d’efflux
responsables de la résistance aux agents antieamcetilisés en chimiothérapie, MRP1 est
un transporteur peu spécifiqgue de substrats hyodtmgsh n'ayant aucune interaction
fonctionnelle décrite vis-a-vis de Kir6.2. A I'inkse, I'unique fonction connue de SUR2A
consiste a réguler I'activité de Kir6.2 et aucungvité de transport ne lui a été attribuée a ce
jour. Les méthodes de mutagenése utilisées poer @é chimeres entre SUR2A et MRP1

sont décrites ci-dessous.

1.2.1 Mutagenese dirigée

La méthode de mutagenése QuickCharigigufe 48) permet de créer des mutations
ponctuelles en modifiant la nature d’un acide amdidsérer ou de déléter un ou plusieurs
acides aminés. Au cours de cette étude, nous audise le kit QuickChange Site-Directed
Mutagenesis (Stratagene). Cette méthode est basdla sechnique de PCR et utilise les
performances de la PfuTurbo DNA Polymerase quiigaplavec une haute fidélité les deux
brins d'un ADN plasmidique a partir de deux oligol@otides synthétiques contenant la
mutation a insérer. Ces deux oligonucléotides ceémphtaires s’hybrident sur chacun des
brins du plasmide, puis sont allongés par la PfladUNA Polymerase qui génére ainsi un
plasmide muté. Le produit PCR obtenu est ensuigérdi par 'enzyme Dpnl afin de se
débarrasser sélectivement de 'ADN parental métbyéémi-méthylé, et de ne conserver
gue les plasmides mutants néo-synthétisés. A €isucette digestion, les plasmides mutants

sont introduits par transformation dans la bactépeurian Colipour amplification.
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QLJiCkChanqo-kH -Day Site-Directed Mutagenesis Method

ADMc inséré dans plosmide x
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Figure 48: Principe de la méthode de mutagenése dirigéeck@ihange Site-Directed

Mutagenesis (Stratagene)

1.2.2 Insertion/Délétion de grands fragments

Pour la réalisation de constructions chimériqueseeBUR2A et MRP1nécessitant le
remplacement de plusieurs dizaines de résidus, nié@odologie adaptée basée sur le
protocole QuickChange a été développée, décri@i@s Figure 49).

Une premiere étape de PCR utilisant le vecteur MRBEMHE3 (violet) comme matrice,
permet d’obtenir des oligonucléotides de grandéeté> 300 paires de bases) contenant la
région de MRPL1 a introduire encadrée par des extzgi®’ et 5’ complémentaires de SUR2A
dans la région dintérét. Cette réaction fait imémir des oligonucléotides “hybrides”
complémentaires de la région de MRP1 a amplifieB‘gmiolet), et contenant des extrémités
flottantes en 5’ (bleu) complémentaires de la négle SUR2A ciblée pour l'insertion. Les
produits de cette premiere PCR sont déposés sud'@elctrophorése pour contréle, puis
extraits a l'aide du Qiaquick Gel Extraction Kiti@Qen) de maniere a se débarrasser des

réactifs de la premiére réaction de PCR (oligorataés).
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B e ez ]

MRP1-pGH
q

MRP1-pGH

« Cycles 1ere PCR :

Dénaturation initiale 94°C 3 minutes
Dénaturation  94°C 1 minute
Hybridation 45°C 1 minute } 35 fois
Elongation 72°C 2 minutes

Elongation finale 72°C 8 minutes
Conservation 8°C infini

lére PCR:

Amplification du
fragment de MRP1

[

ouhwnNE

Cycles 2éme PCR :

‘ 1. Dénaturation initiale 95°C 1 minute
28me PCR: 2. Dénaturation  95°C 1 minute
cme 3. Hybridation 55°C 1 minute 22 fois

Remplacement de la région . -
4. Elongation 68°C 22 minutes
drintérét dans SURZA L 5. Elongation finale 68°C 18 minutes
6. Conservation 10°C infini

Chimere
SUR2A-MRP

Figure 49: Description schématique de la stratégie et dasddions de PCR utilisées pour

la construction des chimeres entre SUR2A et MRP1

Une deuxiéme étape de PCR, faisant intervenir kteve SUR2A-pGEMHE comme
matrice et les produits de la premiéere réactionP@R comme oligonucléotides, permet
ensuite I'insertion de la région de MRP1 amplifede lieu et place de son homologue chez
SUR2A, donnant naissance a une chimére SUR2A-MRP1.

Le méme protocole est appliqué pour la créationfudgons GPCR-Kir6.2. Apres une
premiere PCR d’amplification du gene codant pouGRCR d'intérét, une deuxieme PCR
utilisant ce produit d’amplification comme oligonéctide permet I'insertion du gene codant

pour le GPCR en fusion avec le géne codant po.XKimurin dans le vecteur pGEMHE.

1.3 Amplification du matériel génétique

1.3.1 Transformation de bactéries compétentes

Il est possible de faire pénétrer de ’'ADN étran@@asmide, phage...) dans des bactéries

en les rendant transitoirement « perméables »,ompétentes, par un traitement au GacCl

froid suivi d’'un choc thermique a 42°C. Au coursaidte étude, nous avons eu recours a des
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bactéries « ultra-compétentegpicurian coli XL-10 Gold (fournies par le kit QuickChange

Site-Directed Mutagenesis, Stratagene) pour lestoamations apres PCR, et a des bactéries
compétentes Escherichia coli JM109 pour les transformations aprés sous-clonage.
L'« ingestion » d’ADN est realisée en appliquantaimoc thermique de 45 secondes a 42°C.
Les bactéries recombinantes sont ensuite séleéwsnsur la base de leur résistance a
lampicilline : les plasmides recombinants étantrt@pars d'un géne de résistance a

'ampicilline, seules les bactéries porteuses de mlasmides sont capables de croitre en

présence de cet antibiotique.

1.3.2 Amplification et purification de 'ADN plasidique

L’ADN plasmidique est extrait des bactéries paelgscaline par un protocole de miniprep
standard et a I'aide des kits Midiprep Qiagen. Lieagype de cette méthode repose sur une
dénaturation différentielle de I'ADN génomique dérusture relachée et de I'ADN
plasmidique super-enroulé. Lorsque de la soudajestée au lysat cellulaire, seul I'ADN
génomique est dénaturé de facon irréversible. lifehd d’acide et de sel permet la
réassociation en réseau insoluble de 'ADN chrommgoe alors que I’ADN plasmidique
reprend sa forme native soluble. Une centrifuggtienmet ensuite I'élimination d’'une grande

partie des protéines, des ARN et de ’TADN chromasoie

La méthode de Miniprep est utilisée pour la sébecties clones recombinants d’intérét.
Les clones bactériens a tester sont mis en cultans 5 mL de milieu LB (Luria-Bertani)
supplémenté en ampicilline a raison de 100 pg/mL.

En revanche, la méthode de Midiprep est utilisae pobtention d’ADN plasmidique de plus
grande pureté en vue d’applications ultérieureanétription in vitro). Le principe reste
identigue, mais la quantité de matériel génétigstesapérieure puisqu’on part de cultures
bactériennes dans 50 mL de milieu LB supplémentéarepicilline (100 pug/mL). La pureté
est améliorée grace a une étape de filtration pemntede se débarrasser des débris
cellulaires, suivie d'un passage sur colonne dig#i retenant sélectivement I'ADN
plasmidique. Toutes les solutions nécessairesxérd@ion sont fournies dans le kit Qiagen
Plasmid Purification.

L’ADN plasmidique extrait par Miniprep ou Midipregst ensuite précipité a lI'isopropanol
et culotté par centrifugation a 14000g dix minuked°C. Les culots sont lavés a I'éthanol

70%, puis séchés a l'air libre avant d’étre solabg dans I'eau. La validité des constructions
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est ensuite contrblée par digestions enzymatiquebaide d'enzymes de restriction
spécifiques, ainsi que par séquencage. Les coatiens d’ADN sont estimées par lecture de
la densité optique & 260 nm a I'aide d’'un spectobgimetre.

1.4 Séquencage

La technique de séquencage mise en ceuvre est adiptd méthode de Sangsral.
(1977). Les séquencages sont effectués par latéggegnome Express (Meylan, France) sur
séquenceur automatique. Quatre réactions de PGRn&mees parallelement en présence des
guatre bases dont une est marquée par un fluomnehspécifique, présent en tres faible
concentration, sous forme didésoxyribonucléotigghtrsphate. La réaction est initiée par un
primer spécifique de la zone a séquencer et saar@prés lincorporation d'un
didésoxyribonucléotide.

La migration sur capillaires des produits de séqages fluorescents ayant incorporé un
didésoxyribonucléotide permet la séparation degrdiintermédiaires réactionnels formés.
Un systeme optique couplé a un logiciel d’analystecte le fluorophore présent a I'extrémité
de chaque intermédiaire réactionnel. L’'ordonnancerde ces intermédiaires permet alors de

reconstituer la séquence nucléotidique.

1.5 Transcription in vitro

Les mutants réalisés sont transcrits en ARNm aftral injectés dans les ovocytes de
Xénope ou ils seront exprimés. Au cours de cetipeattout le matériel et les réactifs utilisés
sont « RNAse-free », le port de gants est viveraenseillé, et 'ensemble des manipulations
est réalisée sous hotte aspirante afin de se gadlastcontaminations extérieures. Ainsi, I'eau
est traitée au diéthyl pyrocarbonate (DEPC) quétina les RNAses. L'eau est incubée une
nuit a température ambiante en présence de 0.05WEMRC puis est autoclavée afin de

dégrader le DEPC, toxique pour les ovocytes.

La transcription est réalisée par 'ARN polymerdsequi cible le promoteur T7 présent
sur le plasmide d’expression dans I'ovocyte pGEMHME. vecteur cible est au préalable
linéarisé en aval de la séqueratr par coupure enzymatique simple, et purifié par une
étape d’extraction phénol/chlororforme/isoamyl-alcafin d’éliminer tout résidu susceptible

de perturber la transcription.
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La transcription est alors réalisée sur 1ug d’ADNeédrisé et purifié a l'aide du kit

mMessage mMachine Ambion (cf. protocalew.ambion.con Ce kit permet la synthése de

grandes quantités d’ARNm coiffé en 5’ d’'une guanesinéthylée permettant I'initiation de la
traduction et la protection de TARNm de la dégtamapar les RNAses 5'-> 3.

ADNc

3022 bases

1. Clonage ADNc en aval
d'un promoteur bacténophage

7 MHel

2. Linéarisation par digestion
* en 3' du cadre de lecture
N |
3. Transcription par ARN polymerase
* de bactériophage
W ]
s AAAAA

ARNc B EAAAAA
B WAAAAA

+ 4_Digestion de I'ADN source par DNase

.y

EAAAAA
T EAAAAMA
T EAAAA

5. Détermination de concentration
sur gel formaldéhyde

ARNmM « capped poly-A »

Figure 50: Principe et étapes de la transcription in vitro

Apres transcription, les ARNm sont purifiés par ragtion phénol/chloroforme puis
précipités a I'éthanol. La quantité dARNm est alestimée par mesure de la densité optique
a 260 nm et dépbt sur gel d’agarose dénaturanméioiéhyde) avec un marqueur de
concentration.

Les ARNm sont ensuite dilués a leur concentrationjetttion (0.04 pg/puL pour Kir6.2 et

0.12 pg/uL pour SUR2A) et conservés a -80°C paouitédir leur dégradation.
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2. Expression hétérologue dans I'ovocyte de Xénope

2.1 L’'ovocyte de Xénope, outil pour I'expressiamétionnelle

L'ovocyte de Xénope Xenopus
laevis grenouille d’Afrique du Sud)
est une cellule sphérique de 1 a 1,3
millimetre de diamétre, suffisamment
grosse  pour étre  facilement
manipulée et microinjectée. Son
cytoplasme est rempli de réserves
accumulées au cours de I'ovogenése
(enzymes, ribosomes, ARNL,

protéines nécessaires a la traduction

et la maturation) qui permettent aisément la tridngrotéique d’ARNmM exogenes, ainsi que
des modifications post-traductionelles et un adgsscorrect. C’est donc un bon outil pour
I'étude des canaux ioniques et récepteurs memlegnekogenes, et il est utilisé comme tel
depuis de nombreuses années (Bareardl, 1982 ; revues de Dascal, 1987 ; Sigel, 1990 ;
Shih et al., 1998 ; Wagner et al., 2000). Il convieéanmoins de noter que I'environnement
de l'ovocyte differe singulierement de celui du stis d’origine (composition en
phospholipides, voies de réegulation intracellulsliyeet que certaines propriétés des canaux
étudiés peuvent en étre affectées.

L’'ovocyte est caractérisé par I'existence de deémisphéres de couleurs distinctes : un
pble animal foncé et un pdle végétatif cldtigure 51). Cette polarité est maintenue dans
I'ovocyte puisque le noyau est localisé dans le pdlimal, tandis que les ARNm sont répartis
dans toute la cellule.
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Couche de Péle
cellules folliculaires animal

Membrane Pole _
vitelline végétatif

Figure 51: Représentation schématique d’'un ovocyte de X&aapstade V/VI (Guide Axon)

L’ovocyte est entouré par :

- une membrane vitelline (matrice glycoprotéiquenmtint sa structure sphérique a
I'ovocyte). Cette membrane est éliminée avant ¥gg®Bences de patch-clamp pour accéder a
la membrane plasmique. L'ovocyte dévitellinisé,stréragile, doit étre manipulé avec
précaution.

- une couche de cellules folliculaires entourantmiambrane vitelline. Ces cellules,
électriguement couplées les unes aux autres pajodesons gap (Browne et al., 1979),
possédent des canaux potassiques endogéenes attdione étre éliminées pour les mesures

par un traitement a la collagénase.

Les ovocytes défolliculés ont un potentiel de membrcompris entre —40 et —60 mV et
une résistance membranaire d’environ 1 a@.Mes réserves accumulées dans le cytoplasme
au cours de I'ovogenese leur conférent une grantbmamie vis-a-vis du milieu extérieur: ils
expriment donc peu de transporteurs membranaicksgeénes, généralement minoritaires par
rapport aux protéines exprimées de maniere exodemeprincipale conductance ionique
endogéne est une conductance réulée par G4, maintenant le potentiel de membrane
proche du potentiel d’'inversion de l'ion "'Clers —40 mV. Cette conductance, notgeal,
peut étre supprimée en remplacant les iorfé gar les ions Mg ou par I'ajout de bloqueurs
spécifiques des canaux calciques tMICE*, La®" ou encore Ni") ou de chélateurs des ions
cd’ (EGTA).

Il existe également un courant potassique déperdlamotentiel, d’amplitude tres faible
(quelques dixiemes de nA), qui n'interfére pas descourants exogenes (sauf en cas de taux

d’expression tres faible). Des courants sensiblis @ession, ou mécanosensibles, peuvent
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étre enregistrés dans la membrane de I'ovocytedjoampplique dans la pipette de mesure
des pressions positives ou négatives$ (mbar). Ces courants entranigd peuvent parfois
apparaitre spontanément. Pour de plus amples iafams sur les courants ioniques de
'ovocyte de Xénope, se référer a la revue de WESE99).

2.2 Préparation des ovocytes

Les Xénopes utilisées proviennent du Centre de &ebh de Biochimie
Macromoléculaire de Montpellier (CNRS). Leurs caiotis d’élevage sont simples : elles
sont regroupées dans un aquarium ou la tempérdgureau (filtrée) est maintenue entre 16
et 18°C, dans une piece isolée, avec un cycleaiége 12h jour / 12h nuit.

Chaque semaine, les ovocytes sont prélevés surXénepe anesthésiée par 1 g/l de 3-
aminobenzoic acid ethyl ester (Sigma). L’animal msiintenu sur glace pendant toute la
durée de l'opération afin de favoriser I'anesthésiee fois I'animal sédaté, une incision
abdominale de la peau puis du muscle permet d'accédx lobes ovariens (mini-
laparotomie). Quatre a cing lobes sont prélevéaidel de pinces, puis le muscle et la peau
sont suturés avec du fil résorbable (fil de sunésorbable 5-0, pointe 16 mm 3/8c, 45 cm,
Ethicon VICRYL™). La Xénope est ensuite placée dans un bac dé céwéenant de I'eau,
sur une pierre humidifiée afin de prévenir toutjuis de noyade.

Un traitement de trois fois 30 minutes a la colteage 20 mg/mL (Collagenase IA, Sigma)
permet de digérer le tissu conjonctif et de sépahamue ovocyte de son enveloppe de
cellules folliculaires. Les ovocytes sont ensudeék par dix rincages successifs dans une
solution ionique dépourvue de calcium (Solution RaCl 88 mM, KCI 1 mM, NaHC®©2,4
mM, Hepes 16 mM, MgS©0,82 mM, pH 7,4), triés et conservés dans unetisalu
isotonique (Solution A+B: NaCl 88 mM, KCI 1 mM,aNCQ; 2,4 mM, Hepes 16 mM,
MgSO, 0,82 mM, Ca(N@). 0,3 mM, CaCl 0,41 mM, pH 7,4) supplémentée en antibiotiques
(pénicilline 1000 U/mL, streptomycine 10 mg/mL, t@nycine 0,1 mg/mL). Une étape de tri
visuel permet ensuite de sélectionner les ovocgiesstade VI (deux pbles de couleurs

distinctes) utilisés pour la microinjection.

2.3 Injection des ARNm

Les ovocytes sont immobilisés sur une grille dane boite de Pétri contenant de la
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solution A+B supplémentée en antibiotiques. Litj@e est réalisée a laide de
microcapillaires de verre (3.5”Drummond # 3-000826/X) étirés (Etireuse horizontale
Micropipette Puller P-97, Sutter Instruments Colsmassés pour une taille finale de ~10 um
avant d’étre remplis d’huile minérale incompressil§Sigma) maintenant I'étanchéité du
systeme. On aspire dans un microcapillaire le ng&lates ARNm codant pour les deux sous-
unités du canal (ARNm codant pour SUR + ARNm cogenir Kir6.2, dans des proportions
respectant la stoechiométrie des deux sous-unfiés},les fusions ABCC-Kir6.2 ou GPCR-
Kir6.2, ou encore pour les GPCR seuls dans lesittonsl suivantes: 2 ng de Kir6.2 pour 6 ng
de SUR; 2 ng de Kir6&C36; 5 ng de GPCR-Kir6.2; 2 ng de Kir3.4 S143Tglde PTX-S1;

2 ng de M2; 2 ng de D2. L’'ovocyte est alors empal@ide du microcapillaire et TARN est
injecté a l'intérieur Figure 52), a raison de 50 nL par ovocyte. Le remplissagka giépette et

les microinjections sont réalisés a I'aide d’'ureatgur a piston (Nanoject, Drummond).

Pipette de patch U\

y 8 \ '\\‘\ [ K+ \ \II
G c‘\ \\I = II\ ‘
Ny Y
P e ||, | % - N
. U Synthe ‘
Transcription > & L e yntaese { % Patch-clam f (n
. .. . f ! B A1 o 3 P ( =N
§ in vitro > Micro-injection | b %‘\ \ proteique | \/Q;_;\\‘ ., \%;_-\‘J
> z > \q ﬁ'\;\_ /'_-.—> @ Nl é?
< _\?_ _d._)_'\.' Assemblage . _'& @3
des sous- »
ADNc ARNm Ovocyte de unités /

Xénope Canal

Figure 52: Etapes de I'expression fonctionnelle dans I'oteale xénope

Les ovocytes sont ensuite incubés individuellenfafimh de prévenir toute contamination)
sur plaques 96 puits entre 2 et 10 jours a 19°G darsolution A+B supplémentée en
antibiotiques, afin de permettre une bonne exmasst un bon adressage protéiques a la
membrane plasmique.

3. Caractérisation des protéines membranaires exprimée

3.1 Contrdle de la synthese protéique

De maniere a veérifier la bonne expression des pedérecombinantes, on procede a un
Western Blot sur fractions membranaires. Huit otesysont broyés dans 900 pL de tampon
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de solubilisation (50 mM phosphate de sodium, 150 NKaCl, 0,1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, pH 8, d’aprés Tuckest al, JBC 1996) supplémenté en inhibiteurs de protééke
tablette pour 50 mL, Roche) par 5 passages sutsessis une aiguille de 18 g, puis par 2
passages dans une aiguille de 27 g. Les lysatscsotrifugés 3 fois 10 minutes a 1000 g,
puis le surnageant contenant les membranes totéskeprécipité par ultracentrifugation a
165000 g pendant 30 minutes. Le culot est reprispaulL de solution RIPA (pour 500 mL :
200 mL KO, 20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0,5 % sodium deowgtate, 0,1 % SDS, 1%
Triton X-100, pH 8) contenant des inhibiteurs det@ases (pour 5 mL de RIPA: 10 pL
DMSO, 10 ug leupeptine, 10 ug pepstatine, 10 mgdoétamide, 50 uL PMSF).

Les préparations membranaires sont ensuite saébgi dans un tampon de charge
dénaturant a raison d’un volume de protéine pouwralmme de tampon (Tris-HCI pH 6.8 125
mM, SDS 4%, mercaptoéthanol 10 %, glycérol 20 %, bleu de brdmapl 0.02 %). Elles
sont alors chargées dans les puits d’'un gel deectration a 5 % de Bis-acrylamide avant de
passer dans un gel de migration a 10 % de Bisauigle. Chargées négativement par le
SDS, les protéines migrent suivant leur poids md&e apparent sous l'influence d'un
courant de 50 mA.

L’électrophorése s’effectue dans un tampon de mgrg25 mM Tris, 250 mM glycine,
0,1 % SDS) pendant 1h. Le dépdt en parallele deécipes standard colorées de poids
moléculaires connus permet I'estimation de ldgales protéines déposées.

Les protéines sont ensuite transférées sur membdaneiitrocellulose (Hybond ECL
Amersham) a 100 mA sur la nuit en chambre froide.

La membrane est rincée rapidement dans du TBS 1X (D mM, NaCl 140 mM, pH
7,4), puis elle est saturée 1h dans une solutioplamge (TBS 1X, Blocking Reagent 1 %)
afin d’éviter les fixations d’anticorps non spégifes. L'incubation avec I'anticorps primaire
(anticorps monoclonal de rat 3F10 anti-HA) a 100mig pendant 1h30 a température
ambiante est suivie d’'un rincage rapide dans du IBS puis de 2 lavages de 10 et 30
minutes dans du tampon de lavage (TBS 1X, Bloclkeggent 1 %, Tween 0,1 %). La
membrane est alors incubée pendant 1h30 a tempeehbiante avec I'anticorps secondaire
(IgG de chévre anti-rat conjugué a la HRP) dilud&0006™ puis est rincée rapidement par
du TBS 1X et lavée 4 fois 10 minutes (les 2 preesébis dans du tampon avec Blocking
Reagent, les 2 autres fois dans du tampon sankiBgpReagent).

La révélation est effectuée avec le kit ECL (Enk@h€hemiluminescence) Amersham :
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en présence des réactifs ECL, la peroxydase catddysibération de lumiére qui permet

'impression d’un film d’autoradiographie (Hyperfil ECL, Amersham).
3.2 Controle de I'adressage membranaire

L'adressage a la membrane plasmique de I'ovocysecdastructions mises en ceuvre est
suivi par microscopie confocale. Les manipulatiams été réalisées sur la plateforme de
microscopie confocale du CEA Grenoble avec l'aide Didier Grunwald et Stéphane
Vassilopoulos.

Seize ovocytes par construction sont fixés dans de%-ormalin pendant une nuit avant
d’étre déshydratés 2 a 3 heures dans 15 % de sudl®ssont ensuite incorporés dans un
sucre de tissu tek avant d’étre découpés au cryotoioe (coupes de 20 uM). Les coupes
sont déposées sur des lames polysines pour patveiensuite immunomarquées.

Les coupes sont réhydratées 10 minutes dans du TBRISnM, puis elles sont saturées 30
minutes dans une solution de blocage (PBS 1X, BSA, Sérum de chevre 5 %, triton 0.25
%) afin d’éviter les fixations d'anticorps non spigmes. L'incubation avec l'anticorps
primaire (anticorps monoclonal de souris anti-HAN& au 1/1008™ (dans du PBS 1X, BSA

5 %, sérum de chevre 5 %, triton 0.1 %) pendantruitea 4°C est suivie de 3 lavages de 10
minutes dans du PBS 1X. Les coupes sont alors éesupendant 1h a température ambiante
avec I'anticorps secondaire (IgG de chévre antiisaronjugué a la CY3) dilué au 1/509
(dans du PBS 1X, BSA 5 %, sérum de chévre 5 %ntit1 %) puis sont rincées 12 fois par
du PBS 1X. Elles sont ensuite immergées dans uieundonservateur, le DAPCO, avant
d’étre recouvertes par une lamelle fixée a l'aidevernis a ongle. Les coupes sont alors

prétes pour I'observation microscopique.
3.3 Contrdle de la fonctionnalité des protéines

3.3.1 Technique du patch-clamp
3.3.1.a Principe du patch-clamp

Le passage d'ions a travers les membranes biolegigeffectue au niveau de pores
protéigues transmembranaires: les canaux ioniquBgn que plusieurs états
conformationnels soient possibles pour un méme lcaoa considéere en général

schématiquement uniquement les états “ouvert” Hermé”. Ces changements
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conformationnels se traduisent par I'ouverture afermeture des voies de passage des ions.
Le sens et l'intensité de ces mouvements ioniqapsmdent des forces de perméation, liées a
la force de diffusion (qui tend vers I'équilibresdeoncentrations ioniques de part et d’autre de
la membrane) et a la force électromotrice dépendara valeur du potentiel de membrane.
Ces flux dions a travers un canal entrainent l&jgmn de courants mesurables
expérimentalement.

La technique du patch-clamp permet la mesure &id& de ces variations de courant
induites par les mouvements ioniques, ainsi qued& du mode de régulation des canaux.
Inventée en 1976 par Neher et Sakmann (Neher ea&ak 1976; prix Nobel de Médecine et
Physiologie en 1992) puis perfectionnée (Haneill al, 1981), cette technique permet
d’enregistrer I'activité de canaux unitaires ou’dasemble des canaux d’une cellule selon la
configuration utilisée. On applique une micropipetie verre sur une membrane cellulaire,
afin d’en isoler un petit morceau (“patch”) poutudier les canaux qu’il contient. Un
potentiel est imposé a la membrane (voltage-claeqye le bain et I'intérieur de la pipette
ou de la cellule, et on mesure le courant nécesgaiur maintenir ce potentiel a une valeur
constante. Les courants mesurés sont de tres dadmigplitudes, allant de quelques pico-
amperes (pA) pour des courants unitaires a queloqueso-ampéeres (nA) pour les
enregistrements sur cellule entiére. Cette teclenigmd possible I'étude en temps réel de
I'activité des canaux ioniques, et en particuliétude des variations de cette activité induites
par I'application de substances régulatrices.

Les facteurs influant sur le passage des ionsvarsdes canaux (et donc sur la valeur du

courant mesuré) sont:

- Le potentiel d’équilibre de I'ion considéréf, qui dépend de la concentration de part et
d’autre de la membrane suivant I'équation de Nefast RT/zF In([ion}y/[ion];)

- Le potentiel membranaire (Y

- La conductance des canaux (G), qui traduit ldit&@vec laquelle les ions franchissent les

canaux (g quand on parle de la conductance d’urcaeal)

Le courant est donné par: | = Gf¥ion) dérivé de la loi dOhm U =Rl

avec U = (Vm-ky), et G = 1/R dans le cas présent.

En patch-clamp, le potentiel de membranepéut étre fixé (conditions de voltage clamp),
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de méme que le potentiel d’équilibre de I'ion casé E,, (Qui peut étre ramené a une valeur
nulle en se placant en concentrations eéquimolaleepart et d’autre de la membrane). La

mesure de | nous renseigne donc directement storlductance G, propriété spécifique des
canaux étudiés.

3.3.1.b Instrumentation mise en ceuvre en patazla

Le poste de patch-clamp utilisé au cours des exgftiations présentées ici est composé
des éléments suivants :

13

Figure 53: Eléments composant le poste de patch-clamp
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1- Cage de Faradayassurant la protection de l'espace de manipulatisra-vis des
perturbations électromagnétiques

2- Microscope inversé(Olympus, ULWCD 0.30, oculaires X 4, X 10, X 40)

3- Micromanipulateur électrique 3 axes permettant des déplacements fins de la
micropipette dans les trois dimensions

4- Table anti-vibrations permettant d’amortir les vibrations mécaniques, dpivent étre
réduites au maximum avant toute mesure

5- Téte de perfusion rotative reliée aux corps de seringues contenant lesicotua tester

6- Moniteur vidéo, relié au microscope inverse

7- Convertisseur signal analogique/numérique (Digidatal322) permettant le transfert
bidirectionnel de signaux entre le poste de pattiorelinateur

8- Oscilloscope analogique-numérique (HM-407, Hamegpermettant de visualiser les
courants en temps réel

9- Amplificateur de patch-clamp RK-300 (Bio-Logic)adapté a la mesure de courants de
l'ordre du picoampére (pA) et permettant la conigrscourant-tension (convertisseur de
résistance 10 G, gain de 10 mV/pA et 100 §, gain de 0,1 mV/pA) et I'imposition d’'un
potentiel au “patch” de membrane par I'intermédidade la micropipette de patch

10- Ordinateur prenant en charge la gestion de l'appareillagei ajue la mesure des
données expérimentales

11- Enregistreur papier (RS-3200, Gould)permettant de conserver les enregistrements sur
papier

12- Contrbleur systeme de perfusion, RSC-100 (Rapid-Sgion-Changer, Bio-Logic)
permettant le changement rapide et automatiquesdiegions a tester (relié a la téte de
perfusion rotative) sous le contréle du logicietfP210 développé par Michel Vivaudou.

13- Micropipette de mesure en verre remplie d'une solution élegiple dans laquelle
plonge une électrode d’argent, a l'aide de laguedteréalisé le “patch”. La formation d’'un
“patch’” consiste a approcher la micropipette deilembrane d’'un ovocyte sur boite de Petri
jusqu’a réaliser par aspiration un scellement jsé@nche entre la pipette et la membrane.
Lorsque le seal est formé, la petite portion de brame a l'intérieur de la pipette (patch) est
isolée mécaniquement et électriquement (résistalecéordre du giga-Ohm). L’électrode
d’argent plongeant dans la pipette, reliee au disipcélectronique de stimulation et de
détection-amplification, permet alors d'imposerpotentiel (voltage clamp) sur la portion de
membrane isolée, mais également de mesurer leardsyde I'ordre du pico-Ampére) induits
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par le passage des ions au travers des canauxisrésas le patch.
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Figure 54 : Schéma des connexions entre les instrumentsasanple poste de patch-clamp

L’ensemble du dispositif de stimulation/détectionfdification est sous le contrble de
l'unité centrale (ordinateur) gérée par I'expérinadeur. Les différents appareillages sont

interconnectés selon le schéma décrit ci-degsgsie 54).

3.3.1.c Configurations de travail en patch-clamp

L’application de la technique du patch-clamp peuffaire selon diverses configurations
(Figure 55):

Configuration « cellule attachée »(cell-attached : la pipette est appliquée sur la surface
d’une cellule intacte. Des dépressions exercées ldgpipette par légeres succions permettent
la formation d’un contact étroit entre la pipettdeemembrane cellulaire. On mesure alors le
courant traversant les canaux présents dans leemoe membrane isolé dans la pipette. La
configuration du milieu intracellulaire n’est pasrjurbée, mais ne peut pas étre facilement
modifiee. Cette approche est particulierement ypibeir I'étude des canaux ioniques en
conditions physiologiques, par exemple lors desgssus d’activation via des messagers
intracellulaires tels que le calcium.

Configuration « cellule entiere » (hole-cel) : a partir de la configuratiocell-attached

131




Matériel et Méthodes

il est possible, par succion ou application d'uritage éleveé, de détruire le patch tout en
conservant le scellement entre la membrane epkttpi Dans cette configuration, dit@ole-
cell, la solution de remplissage de la pipette commuiglirectement avec le milieu
cytoplasmique, et I'ensemble des canaux présentsldanembrane plasmique cellulaire peut
étre interrogé (et plus seulement ceux présents apatch délimité par la pipette). Cette
variante permet donc de mener des expériences lteamposé sur la cellule entiere, ou
encore d’'injecter dans la cellule certaines sulestsenzymes, nucléotides...) susceptibles de
moduler I'activité électrique des canaux ioniques.

Configuration « excisée outside-out » a partir de la configuratiowhole-cel] on peut
obtenir par traction délicate un morceau isolé dembrane dont la surface externe est
exposée a l'extérieun(tside outet peut donc étre soumise a divers composés Catiante
est employée lorsqu’on souhaite étudier I'impacwdeations de I'environnement de la face

externe de la membrane sur I'activité des canagar(tls extracellulaires).

| 1
e M <

Cell-attached Excised Inside-out

\

J > TJ

= 0 B 2

Whaole-cell Excised Outside-out

Whole—cell perforated pah;:h
Figure 55: Les différentes configurations du patch-clamp
La configuration « cell-attached » permet de preeerl'intégrité du cytoplasme. La
configuration « whole-cell » permet la mesure deadtlité des courants de la cellule. Les
configurations excisées « inside-out » et « outsigte» permettent d'accéder a des sites de

régulation respectivement intra- et extracellulaire
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Configuration « excisée inside-out » si on excise le patch membranaire isolé a pdetir
la configuration cell-attacheq il est possible d’isoler ce patch et de faire iamar
'environnement de sa face cytoplasmique. Cettefigoration, qualifiée dhside-out est
particulierement recherchée pour l'étude des canewmques actives par des agents
intracellulaires. Notons également qu’il est poesile se rapprocher de la configuration
inside-outen partant de la configurati@ell-attachedet en perméabilisant la cellule a l'aide
d’agents ionophores afin d’obtenir la configuratapen cell-attached

3.3.1.d Conditions expérimentales de travalil

Préparations des ovocytes

Apres 48 a 72 heures d’incubation a 19°C, tempsisgupur obtenir une bonne expression
protéigue a la membrane plasmique, les ovocytes délmarrassés manuellement de leur
membrane vitelline a l'aide de pinces. Cette étdpkcate est réalisée sous une loupe
binoculaire, en placant I'ovocyte dans une solutityperosmotique (Shrinking solution =
solution A + 100 mM NacCl) afin que I'ovocyte sere@tte et se désolidarise du vitellus qui
I'entoure. L'opération n’est effectuée qu’au dermsoment précédant les mesures : en effet,
dépourvu de sa membrane vitelline, 'ovocyte devetirémement fragile et sa durée de vie

est tres limitée (1 a 2 heures maximum).

Figure 56: Observation au microscope optique (x 16) d'un m@&wocyte avant (a) et apres

(b) élimination manuelle de la membrane vitellidapres Methfessel et al., 1986)

L'ovocyte est ensuite transféré dans le poste dehpdamp pour étre testé, sur boite de

Petri contenant une solution isotonique.
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Microélectrodes de mesure et solutions

Les micropipettes utilisées pour le patch-clampt aginées a partir de capillaires de
borosilicate (Kimax-51, Kimble products). Ceux-ons portés a haute température puis étirés
sous l'effet d'une tension contrélée a l'aide d’uékreuse horizontale (P97 Micropipette
Puller, Sutter Instrument Co.) afin de produire gegettes dont I'extrémité atteint un
diametre de l'ordre du micrometre. Les micropipeténsi obtenues sont remplies d’une
solution isotonique au milieu intracellulaire ekées sur I'électrode d'argent chloruré

permettant les mesures.

150 mM K+
5 mM Mg
140 mM CI-

150 mM K+ \ \10 mM Pipes/ / Pipette
diamétre 1pm)
1 mM Mg ( W
40 mM CI- ’?1‘7
100 mM Méthane Sulfonate Patch
10 mM Pipes
1 mM ATP

Figure 57: dispositif expérimental et solutions mises enreelors de la mesure de courants
potassiques en patch-clamp. Les conditions soningggies de maniére a n’observer que la

contribution des canaux4sp et & avoir un potentiel d’'inversion potassique)(&ul.

La concentration potassique dans la pipette eéef(£50 mM K) de maniére a se placer
en conditions équimolaires de part et d’autre dictpanembranaire : de cette maniere, le
potentiel d’'inversion du potassiumg)Eest pratiquement nul.

L’électrode d’argent chloruré permet la convergies courants d’ions en solution en courant

d’électrons suivant la réaction réversible suivante

Ag+ Cl < AgCl + €

De cette maniére, les courants ioniques convertisogirants électroniques peuvent étre

visualisés directement sur ordinateur.
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Formation d’un patch et mesures de courants

La formation d’un patch membranaire passe par naemigre étape d’approche délicate de
'ovocyte avec la micropipette. Une légere surpoesexercée dans la micropipette permet
d’éviter I'entrée de poussiéres ou débris présgats le bain. Une fois le contact établi, une
légére dépression exercée par une aspiration centpermet d’aspirer une portion de
membrane, ou « patch », et de la faire adhérerpanais de la pipette de maniére quasi-
covalente jusqu’a avoir un scellement (« seal v)ne’résistance de I'ordre du gigaohm. Le
patch de membrane est alors excisé par un redfade de la micropipette et peut dés lors étre
interrogé librement. Pour ce faire, il est placeaid un systéme de perfusion relié a des tubes
contenant les solutions a testeigure 58).

Téte de
perfusion

Patch

Figure 58: Dispositif de perfusion mis en ceuvre pour lecpatiamp. Les solutions utilisées
ne contiennent pas d’autre cation perméant que deagsium (N& ou CaZ exclus), de
manieére a n'observer que les courants potassiguadéte de perfusion rotative permet de

présenter successivement différentes solutionstartdevant le patch membranaire.

En l'absence de cations autres qué ks principaux courants endogénes susceptibles
d'étre enregistrés sur I'ovocyte seraient ceuxateax chlores activés par le calciuhy.

Ces courants sont inhibés par I'ajout d’'un chélatéions C&" (EGTA) dans nos solutions.
Les seuls courants enregistrables dans ces camliggpérimentales correspondent donc
uniquement aux flux potassiqueg)(tle part et d’autre de la membrane.

Le courant 4 engendré par le flux de’Kpassant a travers les canaux ioniques présents
dans le patch est égal agx ¥ Gk (Vm-Ex), transposition de la loi d’Ohm au gradient
électrochimique (¥—Ex), avec 4, le potentiel de membrane (imposé @ ¥%-50 mV), et k
le potentiel d’inversion pour lion K(dans les conditions équimolaires en potassiugefix
Ex = 0). k ne dépend donc que de,da conductance transmembranaire pour l'ioh) K

traduisant la facilité avec laquelle les ion§ assent a travers la membrane. Or la valeur de
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Gk est donnée par& Py N g ou:

Po - probabilité que les canaux soient dans un étafiocmationnel ouvert ou fermé
N - nombre des canaux présents dans le patch

Ok - conductance unitaire de chaque canal (constBe@iron 70 pS pour le canalal¢)

La valeur du courant mesuré nous renseigne danie swombre de canaux présents dans
le patch et sur leur activité (leur ouverture/feiume).
Dans ces conditions expérimentales, &/-50 mV, Kk = 0), le passage d’'ions'K travers les
canaux se traduit par une déflexion vers le basrét « négatif » ou « entrant »). Ainsi,
toute activation des canaux#e par un agent pharmacologique ou des nucléotideaiea

une déflexion vers le bas du signal enregigtiéure 59).

un canal
courant (pA)

activateur
0

~

temps (ms/s/mirT)

Amplificateur

n canaux
courant (pA)

4  activateur

pip

N

temps (ms/s/mir?)

_ Pigette
(diametre 1pm)

.

Patch
Cellul

Figure 59: lllustration de la mesure de l'activité des camaldarr €n réponse a I'application de

substances activatrices par la technique de patahyp en configuration inside-out.
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Les courants mesurés sont ensuite normalisés ksanticomme références les courants
enregistrés en absence d’ATP (courant maximal, warm configuration ouverte) et en

présence de 2mM ATP (courant minimal, canaux efigaration fermée).
Traitement des signaux enregistrés

Les signaux analogues amplifiés par 'amplificatBt#-300 (Bio-Logic) sont numérisés et
enregistrés sur l'ordinateur en méme temps qusitgrux correspondant aux changements
de perfusion, puis échantillonnés a 1 kHz. Selam Bmplitude, ces signaux sont ensuite
filtrés entre 10 et 300 Hz, puis analysés (ajustdrdes lignes de base). L'échantillonnage, le
filtrage, I'analyse et la présentation des donngesfont a l'aide du logiciel Erwin 3.2,
développé par Michel Vivaudou au laboratoire.

Les fittings de courbes sont réalisés a I'aideatjiciel Origin (OriginLab). Les équations
de Hill standard suivantes ont été utilisées pesi@justements (« fittings »):

- Pour I'activation par les ouvreurs:
f(IX[)=io + imax/ [ 1+H(KiIXI)'T (1)
ou |X| représente la concentration d’activatepte icourant normalisé contrble en absence
d’activateur, iax le courant maximal induit par I'activateuryfa concentration de demi-

activation maximale, et h le coefficient de Hill.

- Pour I'inhibition par I'ATP et le glibenclamide:
. h
f(IXD=io / [1+([X]/ Ky)"] (2)
ou |X]| représente la concentration d’inhibitegrlei courant normalisé contrdle en absence

d’inhibiteur, Ki,la concentration de demi-inhibition maximale, é¢ ltoefficient de Hill.

- Pour I'activation et I'inhibition combinées p&DP:
f(IADP[)=io + iviax/ [ 1+( Ka/|ADP[J"] « [ 1+( |ADP| / K3)"]  (3)
ou ip représente le courant normalisé contrble en abksdDP, iax le courant maximal

obtenu si il n’y avait pas d’inhibition, & la concentration de demi-activation maximalgleh

coefficient de Hill pour l'activation, K, la concentration de demi-inhibition maximale ld

coefficient de Hill pour I'inhibition.
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Les résultats sont présentés comme des moyennesnt des barres d’erreurs sur les

figures représentent les s.e.m. et ne sont paguéds si elles sont inférieures aux symboles.

3.3.2 Two Electrode Voltage-Clamp (TEVC)

3.3.2.a Principe du TEVC

La taille importante de I'ovocyte de Xénope (1,2,8 mm de diametre) proscrit I'étude
des courants macroscopiques en configuration eedintiere par la technique du patch-clamp.
En effet, il est impossible dans cette configuratibe maintenir un potentiel imposé a
I'échelle d’'une cellule aussi volumineuse (problédiede « space clamp »). Ces courants
peuvent néanmoins étre étudiés par la techniqudodéle électrode, ou Two Electrode
Voltage Clamp, a l'aide d’'un amplificateur GeneCparG00 (Axon Instruments). Cette
technique consiste a utiliser non plus une maix @éectrodes, la premiére étant assignée au
maintient du potentiel de membrang,j\fandis que la seconde permet la mesure des ¢suran
observés en réponse sur 'ensemble de la membtasmigue de I'ovocyte (et non plus un

patch membranaire).

Figure 60: Le potentiel imposé (« Voltage-Clamp ») consitenaintenir le potentiel de
membrane (M) a une valeur constante ;jVfixée par I'expérimentateur. Pour cela, un
amplificateur a contre-réaction (GeneClamp 500, xastruments) délivre un courant égal
et de sens opposé au courant ionique transmembngrtandant a annuler la différence;
Vm). Les cellules de gros diameétre sont empaléesipax microélectrodes dont une impose le

pas de potentiel de membrane et I'autre mesureelisité du courant résultant.
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3.3.2.b Conditions expérimentales

Les ovocytes sont placés dans une cuve contenansalation standard appelée « bain »
(KCl 91 mM, HEPES 5 mM, Cagll,8 mM, MgC} 1 mM, acide niflumique 0,3 mM, pH
7,4), devant un systéme de perfusion délivrangbfites solutions suivant les conditions a
tester. De méme que pour le patch-clamp, les nmextvédes utilisées sont réalisées en
étirant des capillaires de borosilicate apres dhgef sous I'effet d'une tension contrélée
(extrémités de l'ordre du dixieme de micrometrajgtance de I'ordre de 0,5®). Celles-ci
sont ensuite remplies d’'une solution ionique coite (KClI 3 M) puis montées sur les
électrodes de stimulation et de mesure. L’acqoisipiuis I'analyse des données sont realisées
a l'aide du logiciel pClamp (Axon Instruments). beogramme utilisé permet d’imposer
successivement des pulses de voltage de 500 m6, d,-®t +50 mV a intervalles de 5
secondes. Différents effecteurs des canaux ksont alors appliqués par perfusion, et les

courants potassiques résultants enregistres.
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Etude du couplage fonctionnel entre
les sous-unités SUR2A et Kir6.2 des

canaux K atp cardiaques
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1. Position du probleme

Les interactions permettant I'association physigqoge les sous-unités SUR et Kir6.x du
canal Katp Ont été assez largement étudiées et sont aujaurbien documentées, comme
décrit dans la partie introductive de ce travailéaNmoins, les mécanismes liant
fonctionnellement les deux sous-unités du cangipKet permettant la conversion de la
fixation de nucléotides et d'effecteurs pharmaciojogs en modulations des propriétés
d’ouverture de Kir6.x, sont encore tres largememicomnus. De fait, toutes les régions
rapportées comme étant des zones d'interaction iquig/sentre les deux sous-unités
représentent des voies de transduction potentiallesplorer, et deux régions de SUR sont

particulierement intéressantes de ce point de Wigrie 61):

- Le domaine N-terminal TMDO et la boucle cytoplasn&d.0, essentiels a I'ancrage de
SUR a Kir6.2 (Babenko and Bryan, 2003; Cleaml, 2003) et récemment décrits pour

exercer une influence directe sur le gating de Ri(6anget al, 2006).

- Le linker cytoplasmique reliant les domaines TMR2N8D2 de SUR2A, connu pour
étre en interaction physique avec Kir6.2 (Rainbetval, 2004a; Rainbowet al,
2004b).

A l'aide d'une approche chimérique consistant aplacer les segments d'intéréts de
I'isoforme cardiague SUR2A par leurs segments homeds chez la Multidrug Resistance
Protein MRP1, nous nous sommes attachés a exatemeabdles respectifs de ces régions
d’intérét dans le couplage physique et fonctiorerdte les sous-unités SUR2A et Kir6.2 du

canal Kytp cardiaque.
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Sulfonylurea receptor Inward rectifier K * channel
SUR Kir6.2

Linker H17/NBD2

Domaine TMDO/LO

Figure 61 : Prédiction de la topologie de SUR et Kir6.2 asenen exergue du domaine
TMDO/LO et du linker cytoplasmique TMD2/NBD2

2. Résultats

2.1 Etude du domaine N-terminal TMDO/LO de SUR2A

De nombreux indices indiquent que les régions Niteales TMDO et LO du récepteur des
sulphonylurées jouent un role prépondérant a kdains I'association physique entre SUR et
Kir6.x et dans la transduction d’information entes deux sous-unités (Babenko and Bryan,
2003; Charet al, 2003; Fanget al, 2006). Les travaux portant sur ces domaineslgenta
un réle majeur dans le contréle de la probabilitiiderture Po) de Kir6.2 mais aucun ne
permet néanmoins d'attribuer au domaine TMDO/LOrdlle essentiel dans la réponse aux
effecteurs physiologiques et pharmacologiques dalcaexception faite de I'étude d’une
mutation intervenant dans la deuxieme boucle cgplqgue CL2) changeant la
phénylalanine 132 en leucine et entrainant desgament de sensibilité a 'ATP et au
tolbutamide (Prokst al, 2006).

Nous avons donc choisi d’examiner le role fonctelrjaué par ce domaine en utilisant une
approche basée sur la construction de chimereg éroforme cardiaque SURZ2A et la

protéine MRP1, membre de la famille des ABCC pr&senles avantages d'étre tres
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homologue a SUR2A mais de n’exercer aucune inflegriysique ni fonctionnelle sur Kir6.2
(Figure 62).

MRP1 - Multidrug Resistance Protein
N

SUR - Sulfonylurea Receptor Potassium Channel Regulator
N
SUR
‘ég él, K*(—@—) K*
vl

SUR - Sulfonylurea Receptor
« lie / régule Kir6.2
(L) L]
» pas d'activité de transport W/

Plasma Membrane Multidrug
Glutathione-conjugate Pump )
Chimere SUR/MRP1

Cytotoxic
WM > L.

MRP1 - Multidrug Resistance Protein

* pas d'interaction avec Kir6.2

* activité de transport caractérisation en patch-clamp

Figure 62 : Stratégie chimérique mise en ceuvre entre SUR2MRPL pour I'étude du
couplage fonctionnel entre SUR2A et Kir6.2

Le principe de cette stratégie est le suivant:n&@ partie de SUR2A est essentielle a la
fonctionnalité du canal, son remplacement par Igioré équivalente de MRP1 devrait
provoguer une perte de fonction aisément identdialn patch-clamp.

2.1.1 Suppression du domaine TMDO de SUR2A

Une premiere étape dans I'étude du domaine TMDEritdgour permettre I'association
physique entre SUR et Kir6.2, a consisté a étuster caractére indispensable. Pour cela,
deux constructions ont été générées ou ce domaite gupprimé: SUR2ATMDO), et
SUR2AQTMDO)-Kir6.2 ou I'association en tandem entre SUREAKIr6.2 est forcée par

une séquence de liaison composée de six glyckigarie 63).
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A B
SUR2A(ATMDO)  Kir6.2 SUR2A(ATMDO)-Kir6.2

Figure 63 : Représentation schématique des constructions2BZRMDO0) + Kir6.2 (A) et
SUR2AATMDO0)-Kir6.2 (B) mises en ceuvre pour I'étude du T2 SUR2A

La caractérisation en patch-clamp de ces deuxtmmtisns révele I'absence totale de
courants Krp, contrairement aux canaux sauvages Kir6.2/SUR2&UA courant n’est donc
mesurable en I'absence du domaine TMDO, bien q@ecoastructions s’expriment dans
'ovocyte de Xénope comme en témoignent les résutle Western BlotHigure 64). On
note au passage la présence sur gel d’homomulsnh@ngque Kir6.2 est présent. L'étude par
microscopie confocale de I'adressage de ces catising montre qu’'aucune des deux n’est
localisée a la membrane plasmique et gu’elles ptésedonc un défaut de trafic. De plus, la
coexpression de SURZ2A(MDO0)-Kir6.2 avec le domaine TMDO de SUR1 donne des
courants Krp mesurables, prouvant que I'apport du TMDO suffieataurer 'adressage des
canaux a la membrane.

Le domaine TMDO est donc indispensable pour I'asdage et I'adressage des canaux
Katp @ la membrane plasmique. Il pourrait jouer un s le masquage des signaux de
rétention, indispensable a la sortie du réticulumdoplasmique, ainsi que dans le repliement
du complexe protéique.

La délétion de ce domaine ayant des effets pagiewhent drastiques, nous avons

poursuivi son étude en optant plutét pour uneé&gratde substitution.
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Figure 64 : Le domaine TMDO est indispensable pour I'adrgssa la membrane plasmique
des canaux k. (A) Courants maximaux mesurés en patch-clammefiguration inside-out
en absence de nucléotides, reflet de la densitéadaux a la membrane. Les chiffres au-
dessus des barres indiquent le nombre de patceseprcompte. (B) Contrdle de I'expression
des protéines dans l'ovocyte de Xénope en Westkrn (B) Controle de l'adressage

membranaire des protéines en microscopie confquaiémmunofluorescence.

2.1.2 Remplacement du domaine TMDO de SUR2A

Une deuxieme étape a consisté a étudier 'impacedplacement du domaine TMDO par
les domaines équivalents de protéines homologumsx protéines ont été utilisées a cet effet:
MRP1, protéine homologue de la famille ABCC, et YIClprotéine homologue de levure.
Chez YCF1, ce domaine joue un réle essentiel dadseeksage a la vacuole des protéines. En

revanche, il joue un réle mineur chez MRP1 darirfgrisation et I'activité de transport.
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Une premiére construction en tandem a été credée SUR2A(TMDOMRP1)-Kir6.2, ou
SURZ2A et Kir6.2 sont liés et ou le domaine TMDO SIdR2A a été remplacé par celui de
MRP1. L'étude de cette chimére en patch-clamp menéoaucun résultat, aucun courant
n’étant mesurableHjgure 65). En revanche, les résultats de Western Blot ehideoscopie
confocale révelent que la construction est biemimge en ovocyte mais qu’elle ne s’adresse

pas a la membrane plasmique.
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SUR2AHA+KIir6.2 SUR2A(TMDOMRP1)-Kir6.2HA SUR2A(TMDOMRP1)KKQ-Kir6.2DC 36HA

Figure 65 : Le domaine TMDO est irremplacable pour I'adregsa la membrane plasmique
des canaux k. (A) Courants maximaux mesurés en patch-clammefiguration inside-out
en absence de nucléotides, reflet de la densitéadaux a la membrane. Les chiffres au-
dessus des barres indiquent le nombre de patceseprcompte. (B) Contrdle de I'expression
des protéines dans l'ovocyte de Xénope en Westkrn (B) Controle de l'adressage

membranaire des protéines en microscopie confquaiémmnunofluorescence.
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Afin de s’assurer que ce probleme d’adressage pa&stdu a un défaut de masquage des
sighaux de rétention, ceux-ci ont été tour a towtés ou supprimés. Les constructions
SUR2A(TMDOMRP1)KKQ-Kir6.2, ou le signal de rétemidRKQ de SUR2A est muté en
KKQ, et SUR2A(TMDOMRP1)KKQ-Kir6.AC36, ou le signal de rétention de Kir6.2 est
€galement tronqué, ont été géenérées. Leur casatién en patch-clamp ne montre aucun
courant mesurable malgré l'absence de signaux tentién. Malgré une expression
comparable aux canaux sauvages en Western Blotgaredructions ne sont toujours pas
adressées a la membrane plasmique.

Le domaine TMDO de MRP1 ne permet donc pas de amaplcelui de SUR2A et de
former des canaux &p adressés a la membrane plasmique. De fait, le idenTaMDO de
SURZ2A est donc indispensable et irremplacable passemblage et I'adressage des canaux

KaTp.

2.1.3 Insertion du domaine TMDO de SUR2A dansiiés ABCC

Ayant montré que le domaine TMDO de SURZ2A est jpelisable et irremplacable, nous
avons cherché a savoir si son adjonction a d’aygre®ines de la famille des ABCC était
suffisante pour permettre Il'association de ces idea avec Kir6.2. De nouvelles
constructions chimériques ont été realisées olM®J de SUR2A a été inséré dans MRP1
(construction MRP1(TMDO SUR2A)), YCF1 (constructis€F1(TMDO SUR2A)) et MDR1
(construction MDR1(TMDO SUR2A)).

Comme attendu, aucun courant n’est mesuré quandoerprime Kir6.2 avec MRP1,
MDR1 ou YCF1 Figure 66). Ces trois protéines ne sont donc pas capablesadsocier
spontanément avec Kir6.2 et de masquer ses sigteugtention pour former des canaux de
type Katp. En revanche, lorsqu’on insére le TMDO de SUR2AsddMDR1 ou qu’on
remplace les TMDO de MRP1 et YCF1 par celui de SAR@es courants potassiques

importants sont mesurables.
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Courant maximal (pA)
1 10 100 1000 10000
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Figure 66 : L’adjonction du domaine TMDO de SUR2A a d’autpestéines de la famille

ABCC permet la formation de canauxrKa la membrane plasmique. Courants maximaux
mesurés en patch-clamp en configuration insideesutibsence de nucléotides, reflet de la
densité de canaux a la membrane. Les chiffres astdedes barres indiquent le nombre de

patchs pris en compte.

Le domaine TMDO seul ne masque pas les signaugtdation de Kir6.2 et ne permet pas
'adressage a la membrane plasmique (Gitaal, 2003). Les chiméres de MRP1, YCF1 et
MDRL1 incorporant le TMDO de SUR2A présentant unxtalexpression a la membrane

plasmique important, il semble donc que MRP1, YEEMDRL1 soient capables de masquer
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ces signaux de rétention. L’adjonction du domaiMDD de SUR2A suffit donc a permettre
I'association d’autres protéines de la famille AB@¥&c Kir6.2.

La question a donc ensuite été posée de savairddmaine pouvait suffire a permettre le
couplage fonctionnel entre Kir6.2 et des protéideda famille ABCC comme MDRL1. Les
canaux MDR1(TMDO SURZ2A) préecédemment décrits omcdété caractérisés en patch-
clamp en configuration inside-out. Différents sustt de MDR1 ont été testés: le P1075
(dérivé du pinacidil), la doxorubicine, la vinblest et le glibenclamide Higure 67).
L’application de ces substrats n’entraine aucuneattan significative de I'activité des
canaux Kir6.2/MDR1(TMDO SUR2A).

0.4+
14

13
0.3 [ [ 19 20 O Contrdle

[ 100um P1075

0.2 1 I 300 uM ADP

[ 100pm Doxorubicine

Courant normalisé

0.1 H 100 uM Vinblastine

B 10 uM Glibenclamide

Figure 67: Les substrats de MDR1 ne modulent pas lactividés canaux
Kir6.2/MDR1(TMDO SURZ2A). Les courants enregistréatsnormalisés par rapport au
courant mesuré avant application des substrats.chiffres au-dessus des barres indiquent le

nombre de patchs pris en compte. Contréle: 1 mM.ATP

Le TMDO de SUR2A permet donc l'association de npldés ABCC avec Kir6.2, mais les
résultats obtenus ne permettent pas de conclumn angplication dans la transduction du

signal.

2.1.4 Chimeres entre les domaines TMDO de SURMRP1

Le domaine TMDO de SUR2A ne pouvant étre ni trongquéremplacé sous peine
d’empécher la formation de canaux& une nouvelle approche chimérique a été envisagee
entre les TMDO trés homologues (33 %) de SUR2A BPY afin d’identifier la région de ce
domaine permettant I'association a Kir6.2. Quatnéneéres ont été réalisées, incorporant
respectivement la partie N-terminale cytoplasmifpanstruction Chim1l), la premiéere hélice

transmembranaire et la premiére boucle cytoplasenfganstruction Chim2), les deuxieme et
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troisieme hélices transmembranaires (constructioim@), et les quatrieme et cinquiéme
hélices transmembranaires (construction Chim4)ataaine TMDO de MRP1 dans SUR2A.

Aucune de ces constructions ne donne de courgpdteh-clampigure 68).

Courant maximal (pA)

A 1 10 100 1000 10000
| | | |
SUR2A Kir6.2
““I m“! "“l! + -45
Chim1 Kir6.2
20
““I m“! mu! + B &
R
N DV R SN ¥
his . I S AR
im Kir6.
Chim3 Kir6.2 I . — i
Chim4 Kir6.2
““I m“! mll! + 6

Figure 68 : Les chimeres du domaine TMDO s’expriment maigerenettent pas la formation
de canaux fonctionnels. (A) Courants maximaux néssen patch-clamp en configuration
inside-out en absence de nucléotides, reflet ddelasité de canaux a la membrane. Les
chiffres au-dessus des barres indiquent le nombrpadchs pris en compte. (B) Contréle de

I'expression des protéines dans I'ovocyte de Xémopé/estern Blot.

Néanmoins, les résultats de Western Blot réveleattqutes s’expriment dans I'ovocyte. |l
faudra déterminer si un probléme d’'adressage admbrane plasmique est a l'origine de
cette absence de canaux, ou si ceux-ci sont peéaeéatmembrane mais non fonctionnels.

2.2 Role essentiel d’'un domaine C-terminal proxioygoplasmique

Un autre domaine de l'isoforme cardiaqgue SUR2A écepteur des sulfonylurées est

connu pour étre en interaction physique avec Kir6€& linker cytoplasmique de 65 résidus
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(acides aminés 1293 a 1358), localisé entre le@ledomaine transmembranaire TMD2 et le
deuxiéme domaine de liaison des nucléotides NBB32,capable de co-immunoprécipiter
avec Kir6.2, prouvant I'existence d’'une interactnysique directe (Rainboet al, 2004a).
De plus, sa co-expression avec les sous-unitéagas\BUR2A et Kir6.2 entraine de séveres
perturbation de I'expression des canayu¢#a la membrane plasmique des cellules (Rainbow
et al, 2004a; Rainbowet al, 2004b) suggérant la disruption d’'une interfadigeie entre les
deux sous-unités incompatible avec la formation cdeaux fonctionnels. Ces résultats
soulevent I'hypothése que ce linker cytoplasmiguter@inal puisse jouer un réle critique de
connecteur a linterface entre les sous-unitésahalcKarp cardiaque. De ce fait, il pourrait
représenter une voie potentielle de transductiosighal permettant de lier fonctionnellement
la fixation d’effecteurs a SUR2A aux modulationsul/erture de Kir6.2.

Nous avons donc examiné le role joué par ce domanatilisant la encore I'approche
chimérique entre SUR2A et MRP1 décrite précédemnadint de déterminer s’il pouvait étre

impliqué dans les processus de transmission aliqagéentre SUR2A et Kir6.2.

2.2.1 Identification d’un défaut de couplage 'atddessage

Notre stratégie, décrite dfigure 62, a consisté a co-exprimer dans I'ovocyte de Xénope
Kir6.2 sauvage avec SUR2A sauvage ou chimérigus,guoaractériser fonctionnellement les
canaux Kp résultants en utilisant la technique du patch-platans la configuration inside-
out. De maniere a Vvérifier leur intégrité, les aanhdauvages et chimeériques ont été testés
pour leur sensibilité & un certain nombre d’effacte physiologiques (ATP, ADP) et
pharmacologiques (P1075, activateur analogue dacplih, SR47063, activateur analogue du
cromakalim; glibenclamide, inhibiteur de la famitles sulphonylurées).

Une premiére chimere, notée S1M, a été créée ptagenese dirigée, ou une version du
fragment décrit par Rainbow et collaborateurs, ditena 82 résidus de maniere a couvrir
lintégralité du linker cytoplasmique reliant I'hé¢ transmembranaire H17 a I'extrémité N-
terminale du NBD2 (acides aminés 1276 a 1358)¢ aarhplacée dans SUR2A par la région
eéquivalente de MRP1. Cette construction a ensuiée c@-exprimée avec Kir6.2 dans
l'ovocyte de Xénope puis testée en patch-clamp llglment au canal sauvage
(Kir6.2/SUR2A) et a la co-expression Kir6.2/MRP1l.oM@me attendu, les canaux
Kir6.2/SUR2A donnent lieu a des courantgrid’amplitude de I'ordre du nA (1150 + 90
pA), alors qu'aucun courantafe n’est enregistrable pour Kir6.2/MRP1 dont on gaiils ne

s’associent pas spontanémeRigure 69). De plus, en présence de 100 uM ATP (dose
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permettant d’inhiber les canaux a 90%), I'applisatde 100 uM P1075, activateur classique
des canaux kgp, entraine une activation nette des canaux KirGIRZA (105 %),
contrairement aux canaux Kir6.2/MRP1 pour lesgaelsune activité n’est visible. Dans les
mémes conditions, les canaux chimeériques Kir6.2/StNeévelent trés faiblement exprimeés a
la membrane plasmique, ne donnant lieu qu’a desntside tres faible amplitude (72 £ 20
pA), et ne sont que faiblement activés par I'agian de 100 uM P1075 (28 %jifure 69).
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Figure 69 : La mutation du linker TMD2/NBD2 entraine desaii#$ d’expression et de
réponse aux ouvreurs pharmacologiques. (A) Couraaximaux enregistrés en absence de
nucléotides en patch-clamp en configuration ingide- Les numéros au-dessus des
histogrammes indiquent le nombre de patchs in€R)jsRéponse au P1075 et au SR47063 (C)
des canaux Kir6.2/SUR2A et Kir6.2/S1M. Les conediotns 100 uM P1075 et 100 puM
SR47063 sont appliquées en présence de 100 pMLAGEplication de 100 uM ATP seul est
utilisée comme contrdle (barres noires). Les cotgamregistrés sont normalisés par rapport
au courant mesuré en absence de nucléotides (apguhication des ouvreurs). (D) Exemples
d’enregistrements représentatifs en patch-clampusitant les réponses des canaux
Kir6.2/SUR2A et Kir6.2/S1M aux ouvreurs pharmacajags.
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De plus, I'application d’un autre ouvreur pharmagpdue spécifique, le SR47063, révele
une nouvelle différence entre les canaux sauvageshienériques: la ou les canaux
Kir6.2/SUR2A sont fortement activés par 100 uM dR4%063 (125 %), les canaux
chimeériques Kir6.2/S1M se révelent peu sensiblesiriende 35 % d’activatiorfsigure 69).

Ce phénotype déficient a la fois pour I'expressiota membrane et I'activation par les
ouvreurs pharmacologiques, dit « phénotype MRPdsp,particulierement intéressant. En
effet, deux hypothéses permettent d’expliquer egtibations des fonctions de régulation du
canal: soit le canal chimérique présente un assgyahdéficient, soit SUR2A et Kir6.2 sont
encore associés mais ne sont plus couplées fonetlement. Pour confirmer I'une ou l'autre
de ces hypothéses, nous avons par la suite chardéénir une région minimale responsable

de I'établissement de ce phénotype déficient.

2.2.2 Trois résidus C-terminaux de SUR2A sonemissls pour I'expression

des canaux kp et leur activation par le P1075

De maniere a préciser la zone responsable du plpn®RP1 observé pour la chimere
S1M, des chiméres de SUR2A incorporant dans letidikntérét des fragments de MRP1 de
taille inférieure ont été créées. La chimére S1kbwt d’'abord été divisée en deux parties
égales afin de générer les chiméres S2M et SBigufe 70). Les canaux chimériques ont
ensuite été testés en patch-clamp pour deux pamsracrits auparavant: les courangseK
maximaux résultants, reflets de I'expression desaga a la membrane plasmique, et la
sensibilité a une dose saturante de 100 uM P1@f&t de la fonctionnalité des canaux
exprimés. Ces deux parametres se sont en effetéséwdiffisants pour différencier les
phénotypes sauvage et déficient.

La caractérisation des chiméres S2M et S3M en gaA&chp révele que S2M possede le
méme phénotype MRP1 que S1M (faibles courantsidefactivation par le P1075) alors que
S3M posséde un phénotype sauvage identique auxxc#i®.2/SUR2A (courants de I'ordre
du nA et forte sensibilité au P1075). La méme pilacg a donc ensuite été appliquée au
segment S2M, divisé en quatre afin de générerHenéres S4M, S5M, S6M et S7M. Les
chimeres S4M, S5M et S6M possedent un phénotypeagaualors que la chimere S7M est
caractérisée par le méme phénotype MRP1 déja abpewr S1M et S2M.
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Figure 70 : Récapitulatif des chiméres mises en ceuvre dewls phénotypes respectifs.
(A)Représentation schématique des chimeres realiséaur plus de clarté, seule la zone
allant des résidus 1276 a 1358 a été représentég.parties correspondant a SUR2A sont
représentées en bleu et celles correspondant a M&PIouge. (B) Courant maximaux
enregistrés en absence de nucléotides en patchpclam configuration inside-out. Les
numeéros au-dessus des histogrammes indiquent lereate patchs inclus. (C) Réponse au
P1075. Une concentration de 100 uM P1075 est appkgen présence de 100 uM ATP.
L'application de 100 uM ATP seul est utilisée conuoetrle (barres noires). Les courants
enregistrés sont normalisés par rapport au counamesuré en absence de nucléotides (avant

application des ouvreurs).

L’alignement des séquences primaires des isofo8uH#1 et SUR2A avec MRP1 sur une
zone de 16 résidus comprenant le segment S7M réwveleégion trés conservée entre les
ABC (Figure 71). Trois résidus dans ce segment sont similaires ¢k isoformes SUR et
difféerent chez MRP1: E1305 (Q chez SUR1), 1131Q.E313 (numérotation SUR2A). De

plus, l'alignement de SUR2A avec les séquences giras des protéines de structures
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cristallographiques résolues Sav1866 (Dawson ehéip@006) et MsbA (Wardt al, 2007)
situe ces résidus respectivement en amont (E1308ares le premier feuillef du NBD2
(12310 et L1313), comme indiqué surHagure 71. Ces trois résidus ont donc été remplacés
dans SUR2A par ceux de MRP1 et le triple mutanemipt noté SUR2A(EIL/VFY), a été

caractérisé en patch-clamp.
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Figure 71 : Identification de trois résidus conservés danségment S7M. (A) Alignement des
séquences primaires de SUR2A de rat, SUR1 humatR&1 humain. Les résidus E1305,
11310 et L1313 (numérotation SUR2A), conservés &R et différents chez MRP1, sont
encadrés. Ces résidus ont été remplacés dans SppR2éeux de MRP1 (V1290, F1295 et
Y1298) pour générer le triple-mutant SUR2A(EIL/AA@) Position des résidus E1305,
11310 et L1313 de SUR2A entre I'hélice transmemdiranH17 du TMD2 et le premier
feuillet S du NBD2, basée sur I'hypothese que SUR2A adoptestmicture identique a
Sav1866 Dawson et Locher, 200@t MsbA {Wardet al, 2007 utilisées pour I'alignement en
utilisant M-Coffee Moretti et al, 2007%).
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La caractérisation fonctionnelle du triple-mutattRRA(EIL/VFY) montre qu’il possede
un phénotype déficient identique a celui de la é@menS7M, avec des courants d’amplitude
faible (49 £ 11 pA) et une sensibilité au P1075%dworent réduiteKigure 72). Il semble donc
gue muter les résidus E1305, 11310 et L1313 sufiismnférer le phénotype MRP1. Pour
confirmer cette hypothese, les trois résidus saes/agt été réintroduits dans la chimere S7M
déficiente, générant la chimére S7TM(VFY/EIL). Cett@meére donne lieu a des courants
d’amplitude comparable a ceux du canal sauvaged(3180 pA). De plus, elle possede une
sensibilité au P1075 similaire aux canaux sauvages; une activation par 100 uM P1075 de
'ordre de 110 %. Cette réversion du phénotype MRRiLive le rble essentiel des résidus
E1305, 11310 et L1313 dans I'expression a la mene la sensibilité au P1075 des canaux
Katp Kir6.2/SUR2A. Nous avons par la suite essayé déraimdre encore le nombre de
résidus en mutant uniqguement les résidus 113101818 (double-mutant SUR2A(IL/FY))
mais il s’est avéré que muter moins de trois résidonduit a I'obtention de phénotypes
intermédiaires entre les phénotypes sauvage dieldfiFigure 72). De fait, muter les trois
résidus simultanément est donc nécessaire a lissabient du phénotype MRP1, et ces trois
résidus sont donc essentiels pour I'expressioa@ivation par le p1075 des canauxrK

Deux hypothéses sont envisageables pour expliquesenhsibilité altérée au P1075. La
premiére est que muter ces trois résidus suffrgitovoquer une dissociation physique entre
les sous-unités SUR2A et Kir6.2, ce qui correspaib@ux résultats et conclusions apportées
par Rainbow et collaborateurs (Rainbetval, 2004a; Rainbovet al, 2004b), empéchant
toute expression des canaux. Une deuxieme hypotsisgue les résidus E1305, 11310 et
L1313 pourraient se trouver a I'interface entre QWRt Kir6.2 et participer a la transmission
du signal entre les deux, ce qui expliquerait que mutation entraine des perturbations de la
régulation par le P1075. De maniéere a étudierlligrice de la nature des résidus utilisés en
remplacement de ceux de SUR2A, et afin de voirastaille des chaines latérales a ces
positions pouvait jouer un rdéle dans les pertudvatid’association observées, les trois résidus
ont ensuite été mutés en alanines, générant lle-triptant SUR2A(EIL/AAA). Ce mutant
donne lieu a des courants d'amplitude modérée dohqmamp (420 + 90 pA) mais
singulierement plus élevée que pour les canaux.XHB&OIR2A(EIL/VFY) (49 + 11 pA).
Néanmoins, les canaux Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) présartt toujours un défaut significatif

d’activation par le P1075 comparativement aux carsauvagesHigure 72).
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Figure 72 : Les résidus E1305, 11310 et L1313 de SUR2A assentiels pour I'expression

des canaux ke et leur activation par le P1075. (A)Représentaschématique des chimeres
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réalisées. Pour plus de clarté, seule la zone altbes résidus 1276 a 1358 a été représentée,
et les résidus E1305, 11310 et L1313 sont indignés des traits blancs. Les parties
correspondant & SUR2A sont représentées en bleglles correspondant & MRP1 en rouge.
(B) Courant maximaux enregistrés en absence de éatides en patch-clamp en
configuration inside-out. Les numéros au-dessushig®grammes indiquent le hombre de
patchs inclus. (C) Réponse au P1075. Une concenrale 100 uM P1075 est appliquée en
présence de 100 uM ATP. L’application de 100 uM AERI est utilisée comme contrble
(barres noires). Les courants enregistrés sont mbigés par rapport au courant mesuré en

absence de nucléotides (avant application des ousye
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2.2.3 Les canaux SUR2A(EIL/AAA) présentent unadéfd’activation par le

P1075 sans changement d’affinité

Dans le cas du triple-mutant SUR2A(EIL/AAA), I'exgssion, et donc I'association
physique entre SUR2A et Kir6.2, est partiellemétablie. Cependant, le défaut d’activation
par le P1075 persiste et prouve que la régulatiocathal par cet ouvreur pharmacologigue est
affectée dés lors qu’on mute les résidus E1303,018 L1313 et ce quelle que soit la nature
des résidus introduits en remplacement. Cette peetesensibilité au P1075 peut étre
expliquée soit par un défaut de fixation de I'ounresoit par une altération des mécanismes
entrainant I'activation du canal Kir6.2 suite digation a SUR2A.

De maniére a déterminer si la mutagenese entraiee altération de l'affinité pour
'ouvreur ou des mécanismes de transduction duakidgs canaux sauvage (Kir6.2/SUR2A)
et mutant (Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) on été soumis asdsncentrations croissantes de P1075
(Figure 73). La courbe dose-réponse au P1075 montre quealesig sauvage et mutant ont
des affinités apparentes pour I'ouvreur tout a €aimparables (Kir6.2/SUR2A: = 6,5
UM ; Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA): Ky, = 4 uM; Kir6.2/SUR2A(EIL/IVFY) : K = 8 uM,
données nos montrées), indiquant que les mutatiessresidus E1305, 11310 et L1313

n'alterent pas I'affinité pour le P1075.
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Figure 73 : Réponses des canauxtK sauvage et mutant au P1075. (A) (B) Exemples
d’enregistrements représentatifs en patch-clampusitant les réponses des canaux
Kir6.2/SUR2A et Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) a 10 uM deOPa en présence de 100 uM ATP.
(B) Histogramme de courant moyen normalisé mesavast et aprés application du P1075.
Les courants sont normalisés par rapport au couraesuré en absence d’ATP. Les numéros
au-dessus des barres indiquent le nombre de patthen compte dans chaque moyenne. (C)
Courbes dose-réponse au P1075 pour les canaux gasv@arrés) et mutants (triangles) en
présence de 100 uM ATP. Les courants sont norrsatiaé rapport au courant mesuré en
absence d’ATP. Chaque point représente la moyerase vdleurs pour 6 patchs pour
Kir6.2/SUR2A et 8 patchs pour Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA3justement des données utilisant
'équation (1) donne K, =6,5+1,3 uM (h =1,1 £0,2) pour Kir6.2/SUR2A €1, = 4,0 £1

UM (h =0,94 £0,2) pour Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA).

2.2.4 Les canaux SUR2A(EIL/AAA) présentent unadéfd’activation par le
SR47063 sans changement d’affinité

La caractérisation fonctionnelle des canaux KiSLER2A(EIL/AAA) a été poursuivie en

testant leur capacité a étre activés par un auwtveear pharmacologique de la famille des
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benzopyranes, le SR47063. En présence de 100 uM lFpplication de 100 uM SR47063
entraine I'activation d’'un facteur 14 des canauxvages contre une activation d’'un facteur 4
seulement pour les canaux Kir6.2/SUR2A(EIL/AAK)qure 74).

A
SUR2A + Kir6.2 |SUR2A(EIL/AAA) + Kir6.2|
100 M SR47063 100 uM SR47063
B
C .
Kir6.2/SUR2A
78 o (Ky, = 13.2 pM)
2 O controle £
g 14 B 100uM SR47063 £
S S 14
z 18 g .
8§ 05 g Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
5 3 Ky, =7.7 pM)
[ 2> 0 =
6\)?‘?’ so?IPPN 0" 10 100
e [SR47063] (UM)

Figure 74 : Réponses des canauxtKsauvage et mutant au SR47063. (A) (B) Exemples
d’enregistrements représentatifs en patch-clampusitant les réponses des canaux
Kir6.2/SUR2A et Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) a 100 uM de48063 en présence de 100 uM
ATP. (B) Histogramme de courant moyen normaliséunégsavant et aprés application du
SR47063. Les courants sont normalisés par rappert@rant mesuré en absence d’ATP.
Les numéros au-dessus des barres indiquent le reoddpatchs pris en compte dans chaque
moyenne. (C) Courbes dose-réponse au SR47063 peucdnaux sauvages (carrés) et
mutants (triangles) en présence de 100 uM ATPcbesants sont normalisés par rapport au
courant mesuré en absence d’ATP. Chaque point septé la moyenne des valeurs pour 3
patchs pour Kir6.2/SUR2A et 5 patchs pour Kir6. ZR2B(EIL/AAA). Le fitting des données
utilisant I'équation (1) donne # = 13,2 £1,1 uM (h = 1,61 + 0,2) pour Kir6.2/SURZA
Ko =7,7 £0,7 uM (h = 2,2 +0,4) pour Kir6.2/SUR2A(EAAA).

La encore, comme pour le P1075, I'applicatiortalecentrations croissantes de SR47063 ne

révele aucune différence significative d’affinitpparente pour la drogue entre les canaux
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sauvages (Kp.= 13,2 uM) et mutant (o= 7,7 uM), suggérant que les mutations des résidus
E1305, 11310 et L1313 n’altérent pas la fixationaldrogue a SUR2AHigure 74).

I semble donc que cette perte de sensibilité auvd78B3, et aux ouvreurs
pharmacologiques de maniere générale, résulte d’uneapacité des canaux
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) a entrainer I'activation deiks.2 suite a la fixation de la drogue.

2.2.5 La triple mutation E1305A/11310A/L1313A daBUR2A abolit
I'activation par le MgADP

Dans I'environnement cellulaire, les canauxriKsont physiologiguement activés par le
MgADP. En effet, Kir6.2 et SUR2A possedent tousxdeles domaines de liaison des
nucléotides cytoplasmiques: la fixation de MgADRIb.2 a une action inhibitrice tandis que
son interaction avec SUR2A entraine ['activations deanaux. Aux concentrations
submillimolaires de MgADP, la moyenne de ces deffigt® résulte en une activation des
canaux. De ce fait, un découplage des sous-unité¥28 et Kir6.2 devrait abolir I'action
activatrice de SUR2A et provoquer un changemenseatsibilité au MgADP en faveur de
linhibition. Les sensibilités respectives des aanaauvage et mutant au MgADP ont donc
été étudiées et comparées a la sensibilité de xdfigh2 tronqués de leur 36 acides aminés
C-terminaux (Kir6.AC36) formant des canauxak indépendamment de SUR2A (Tucletr
al., 1997). Comme attendu, les canaux Kir6.2/SUR24t gmrtement activés par I'application
de 100 uM MgADP FKigure 75). En revanche, dans les mémes conditions les ganau
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) sont inhibés et se comportedé maniere similaire aux canaux
Kir6.2AC36. Sur une gamme plus large de concentratioas;deaux sauvages sont actives
aux concentrations les plus faibles puis inhibés @ncentrations plus élevées, reflétant la

combinaison de l'activationia SUR et de I'inhibitiorvia Kir6.2.
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Figure 75 : Réponses des canauxKsauvage et mutant au MgADP. (A) (B) (C) Exemples
d’enregistrements représentatifs en patch-clampusitant les réponses des canaux
Kir6.2/SUR2A, Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) et Kir@l236 a 100 uM de MgADP en présence de
100 uM ATP. (D) Courbes dose-réponse au MgADP pegicanaux sauvages (carrés) et
mutants (triangles) en présence de 100 uM ATPcbhegsnts sont normalisés par rapport au
courant mesuré en absence d’ATP. Chaque point septé la moyenne des valeurs pour 5-
15 patchs pour Kir6.2/SUR2A et 5-14 patchs pouBKRISURZ2A(EIL/AAA). L’ajustement des
données Kir6.2/SUR2A utilisant I'équation (3) doag, = 124 +9 uM (h, = 0,94 +0,03) et
Kiiz = 230 £ 6 uM (h = 1,93 £ 0,05).L’ajustement des données Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
utilisant I'équation (2) donne f% = 152 £16 uM (h = 1,6 £0,2).

Les canaux mutants sont eux toujours inhibés qgekesoit la concentration appliquée, ce
qui suggere que les canaux Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) semportent vis-a-vis du MgADP
comme si SUR2A était toujours physiquement présesis pas en mesure de compenser

I'action inhibitrice de Kir6.2 en exercant son aatiactivatrice.
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2.2.6 Les mécanismes d’inhibition par 'ATP etgibenclamide ne sont pas
affectés chez le mutant SUR2A(EIL/AAA)

Les activateurs physiologique et pharmacologiquastéous affectés par la mutation des
résidus E1305, 11310 et L1313, les canaux mutamt®imsuite été testés pour leur sensibilité
a un inhibiteur physiologique, I'ATP, et un inhisitr pharmacologique de la classe des
sulphonylurées, le glibenclamide. L’application @mcentrations croissantes d’ATP sur les
canaux Kir6.2/SUR2A et Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) révelgue les deux populations de
canaux présentent des sensibilités tres simildeescanaux sauvages et mutants sont inhibés
par 'ATP avec des Krespectifs de 15 uM et 12,1 pRigure 76). De plus, I'application de
300 nM de glibenclamide, dose suffisante pour pgoeo une inhibition de 90 % chez les
canaux sauvages, induit chez les canaux Kir6.2/2YR2/AAA) une cinétique d’inhibition
comparable a celle des canaux Kir6.2/SUR2A, etdms< populations de canaux montrent
des sensibilités au glibenclamide quasi-identiig&"¥2%= 16 nM; K ™"@"= 8 2 nM).

Les sensibilités inchangées pour 'ATP et le glidamide démontrent que les mécanismes
d’inhibition ne sont pas affectés par les mutatides résidus E1305, 11310 et L1313.

167




Résultats

m Kir6.2/SUR2A 0.8 ® Kir6.2/SUR2A
@ g ;‘h"‘:ﬁ\ ('fl/z =15 uM) z X (Kyz = 16 nM)
= & Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) g 061 [ A Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
£ \  (Kyp = 12.1 pM) = NG A S (K, = 8.2 M)
s 2 0.41
5 302
8 o
0 = T T sty 01— : r r r
0 1 10 100 1000 0 01 1 10 1001000
[ATP] (M) [Glibenclamide] (nM)
SUR2A + Kir6.2 SURZ2A(EIL/AAA) + Kir6.2
Glibenclamide Glibenclamide
2mM
[ATP] o 10uMm

Figure 76 : Réponse des canauxik sauvage et mutant a I'ATP et au glibenclamide. (A)
Courbes dose-réponse a I’ATP pour les canaux sas/&prrés) et mutants (triangles). Les
courants sont normalisés par rapport au courant unésn absence d’ATP. Chaque point
représente la moyenne des valeurs pour 21-44 pawhsKir6.2/SUR2A et 8-28 patchs pour
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). Le fitting des données siitit I'équation (2) donneg = 15 +0,7
UM (h = 1,39 £ 0,07) pour Kir6.2/SUR2A etyK= 12,1 +0,9 uM (h = 1,01 + 0,05) pour
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). (B) Exemples d’enregistretaereprésentatifs en patch-clamp
illustrant les réponses des canaux Kir6.2/SUR2Kie6.2/SUR2A(EIL/AAA) a 300 nM de
glibenclamide en présence de 10 uM ATP. (C) Coudosgs-réponse au glibenclamide pour
les canaux sauvages (carrés) et mutants (triangle=g courants sont normalisés par rapport
au courant mesuré en absence d’ATP. Chaque pgmésente la moyenne des valeurs pour
5-12 patchs pour Kir6.2/SUR2A et 4-7 patchs pou6RISUR2A(EIL/AAA). Le fitting des
données utilisant I'équation (2) donne€;, = 16 + 95 uM (h = 1,04 + 0,6) pour
Kir6.2/SUR2A et I, = 8,2 +1,4 uM (h = 1,43 +0,19) pour Kir6.2/SUREAL/AAA).
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3. Discussion

3.1 Le domaine TMDO: un élément essentiel poussbaiation et les processus
d’inhibition?

Peu d’informations sont disponibles sur les méeaess moléculaires impliqués dans la
régulation croisée des deux sous-unités des caau et la maniére dont la fixation de
nucléotides ou d’effecteurs pharmacologiques a btiRaine des modulations des propriétés
d’ouverture de Kir6.2 reste méconnue. Dans un sdidentification des domaines de SUR
impliqués dans cette régulation, nous nous somowgitabord attachés a caractériser le role
joué par le domaine N-ter TMDO, essentiel pourdéasation entre les deux sous-unités
(Chanet al, 2003; Babenko et Bryan, 2003).

Les résultats présentés ici montrent que ce doneghiedispensable et irremplacable pour
permettre la formation de canaux a la membranertpe: en effet, son remplacement par le
domaine équivalent de MRP1, présentant une honeldgi 33 % et des prédictions de
structures secondaires proches, ne permet pasedsalye membranaire de canaux
fonctionnels. A l'inverse, et de maniere surpreeatidadressage de MRP1 n’est pas perturbé
par le remplacement de son TMDO par celui de SURRggérant un rbéle beaucoup plus
critique pour ce domaine chez SUR que chez MRPIé8dtat est cohérent avec I'idée déja
évoquée que le domaine TMDO n’est pas essentieluetun réle mineur dans l'activité de
transport chez MRP1 (Bakad al, 1998 et 2000). Toutefois, la construction MRRDO
SUR2A) n'a pas été testée fonctionnellement poutrdesport, et il serait intéressant de
déterminer si elle est toujours capable de preadreharge les substrats de MRP1. De plus, il
semble que la partie N-terminale de ce domaine tadope structure flexible particuliére
(Chenet al, 2002 et 2006; Binyamiet al, 2005) qui le différencie peut-étre du domaine
equivalent de SUR: présentant deux topologiesndiss, ces domaines ne seraient en fait pas
aisément interchangeables ce qui expliquerait guie tentative d’approche chimérique entre
les TMDO de SUR et MRP1 se solde par I'absenceati@wx donnant lieu a des courants
enregistrables (constructions Chim1/2/3/4). Resté@rminer si cette absence de courant
résulte d'une absence de canaux a la membran@netdiun probléme de trafic, ou de la
présence de canaux non fonctionnels.

Plusieurs arguments expérimentaux ainsi que destimgs retrouvées chez certains

patients souffrant de diabéte néonatal et d’hygetinémie congénitale semblent indiquer
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gue le domaine TMDO de SUR puisse étre impliqguésdaa mécanismes de régulation de
l'activité de Kir6.2. En effet, coexprimé seul avka6.2, le domaine TMDO de SUR est
capable de s’'associer avec le canal et de modifieprobabilité d’ouverture ainsi que sa
sensibilité a 'ATP (Babenko et Bryan, 2003; Fastgal, 2006). De plus, une mutation
localisée dans la boucle cytoplasmique CL2 de fbisne SUR1, changeant une
phénylalanine en leucine (F132L), a été identifidéenme étant associée a une forme de
diabete néonatal (Prolet al, 2006): la caractérisation électrophysiologiqee o mutant
révele une sensibilité décrue a linhibition paATP (et au tolbutamide) permettant
d’expliquer le défaut de sécrétion d’insuline ep&hologie. D’un point de vue mécanistique,
'hypothése prévalent est que cette mutation emgrait une perturbation de I'association
entre le TMDO de SURL1 et Kir6.2. D’autres mutatiasvenant dans le TMDO de SUR1
associées avec des cas d’hyperinsulinémie ontlediesl été rapportées comme affectant
'association entre SUR et Kir6.2 et viennent reodo cette hypothese, comme c’est le cas
des mutations A116P et V187D (Chahal, 2003), ou encore le trafic du complexe a la
membrane, comme c’est la cas pour les mutations G2RBK, F27S, R74W, et E128K (Yan
et al, 2007). Enfin, le fait que la sensibilité au tgdlimide du canal soit également affectée
par la mutation F132L souléve la possibilité quddenaine TMDO participe aux mécanismes
d’inhibition que cette sulphonylurée initie, etentienne donc dans les voies de régulation
négatives de Kir6.2. Ceci est également illustrél@fait que ce domaine module l'inhibition
du canal par la rhodamine 123 de maniere nuclestiépendante (Host al, 2007).

Ainsi, en plus de son role associatif, le domaiDD pourrait donc également avoir une
fonction régulatrice au sein du canaltK et étre notamment impliqué dans les processus
d’inhibition.

3.2 Implication d’'un domaine C-terminal de SUR2#nd les processus d’activation

Le linker cytoplasmique reliant les domaines TMO2NBD2 de SURZ2A contient un
fragment de 65 résidus (acides aminés 1294 a 18&@&)t pour étre en interaction avec
Kir6.2 (Rainbowet al, 2004a; Rainbovet al, 2004b) mais dont le réle dans la fonction du
canal n’est pas connu. Au cours de cette études agans étudié a l'aide d’'une stratégie
chimérique Il'implication potentielle de ce fragmedans les mécanismes moléculaires
intervenant dans la régulation du canalKcardiaque. A l'intérieur de ce fragment, nous
avons identifié trois résidus de SUR2A intimemanpliqgués dans l'activation des canaux
Katp par les ouvreurs pharmacologiques (P1075, SR47861&8) MgADP: E1305, 11310 et
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L1313. Ces trois résidus pourraient faire partieind’ voie de transduction couplant
fonctionnellement les sous-unités SUR2A et Kind&le linker cytoplasmique reliant I'hélice
transmembranaire 17 au domaine NBD2.

3.2.1 Les résidus E1305, 11310 et L1313 jouendlmcritique dans
I'association SUR2A-Kir6.2

Le rble critique des résidus E1305, 11310 et L1318té découvert en appliquant une
stratégie chimérique visant a étudier le rbéle alkdr TMD2-NBD2 dans I'expression et la
régulation des canaux Kir6.2/SUR2A. La constructiate chimeéeres incorporant
progressivement des fragments de plus en plusscderce linker de MRP1 dans SUR2A a
mis en évidence que le remplacement de ces traidueest associé a une perte d’expression
des canaux. Ce défaut d’expression va dans ledssnsbservations faites par Rainbetal.
(2004a, 2004b), ou la co-expression du fragmenierer@ivec SUR2A et Kir6.2 prévient
I'association des deux sous-unités, et plaide gauiade la localisation de ces résidus dans
une région critique a l'interface avec Kir6.2. Néanins, nous avons observé que ce défaut
d’expression pouvait étre modulé en fonction dedsure des acides aminés introduits en
remplacement de ces résidus. En effet, leur mutadio alanines a des conséquences moins
drastiques sur le niveau d’expression que leur l@rement par les résidus correspondant
chez MRP1 (V1290, F1295 et Y1298), comme en ténamighes amplitudes des courants
enregistrés pour les canaux Kir6.2/SUR2A(EIL/AAR)est intéressant de noter que le méme
type d’observations a déja été rapporté pour un@tion dans lI'isoforme SUR1 au niveau du
résidu L1350, correspondant dans SUR2A au rési@l3.1la mutation L1350Q dans SUR1,
entrainant une diminution de I'expression a la memé plasmique des canaux, est retrouvée
chez des patients souffrant d’hyperinsulinémie éoitgle et semble provoquer la pathologie
en prévenant I'expression de surface des canagx dans les celluleB du pancréas (Yaet
al.,, 2007). Ces résultats montrent que les résidud0%111310 et L1313 ne sont pas
absolument essentiels pour l'association physiquiee eSUR2A et Kir6.2, puisque leur
mutation en alanines n’altere que partiellemenkptession des canaux a la membrane
plasmique, mais ils suggérent néanmoins que cetusésont susceptibles d’étre localisés a
linterface entre les deux sous-unités. Cependatisence de données structurales sur le

canal Katp ne permet pas de conclure définitivement quaatgalbcalisation précise.
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3.2.2 La partie C-terminale proximale de SUR2AI@pliquée dans les
processus d’activation couplant la fixation dmtids a SUR2A aux
modifications des propriétés d’ouverture de Kir6.

Toutes les régions de SUR décrites pour étre emaction avec Kir6.2 représentent des
voies de transduction potentielles a étudier, conienenontre la récente description de
implication du domaine TMDO/LO dans le contréla dating de Kir6.2 (Fangt al, 2006).
Nous avons donc cherché a savoir si les trois ugsidentifiés sont impliqués dans les
mécanismes moléculaires de régulation du canal.

La caractérisation des canaux Kir6.2/SUR2A(EIL/AA&pntre des réponses fortement
altérées a un certain nombre d’activateurs desuzakarr comparativement aux canaux
sauvages: activateurs pharmacologiques, comme(ésPdt le SR47063, ainsi qu’activateur
physiologique comme le MgADP. Néanmoins, les exp@es réalisées étant purement
fonctionnelles, il est difficile d’affirmer si ledéterminants identifiés interviennent au niveau
de la fixation des ligands ou plutdt dans I'étame tchnsduction suivant cette fixation et
permettant I'activation des canaux. La premiéreotiypse n’est pas improbable puisque les
résidus E1305, 11310 et L1313 sont localisés aiprnt& des sites de liaison respectifs des
ouvreurs pharmacologiques et de I'ADP, situés msmament au niveau de I'hélice 17
(Moreau et al, 2000) et du NBD2 (Matsu@t al, 2005). Dans le cas des ouvreurs
synthétiques, cette hypotheése est néanmoins iealr la preuve expérimentale que les
affinités apparentes pour le P1075 et le SR47068oné pas modifiées suite aux mutations.
Dans le cas de I'ADP, l'activation étant totalemahblie chez le mutant SUR2A(EIL/AAA),

il n'est pas possible de comparer les affinitépeetves des canaux sauvages et mutants. Il
est donc concevable que le défaut d’activation I#DP puisse résulter d’'un défaut de
fixation au niveau du NBD2. Néanmoins, le fait de® ouvreurs pharmacologiques et ’ADP
soient affectés simultanément, bien qu’ils aierst siees de fixation a SUR2A distincts, plaide
en faveur de la perturbation d’'un seul et méme miéoge en aval de la fixation des ligands
dans les processus d’activation. De ce fait, illdemque I'interprétation la plus appropriée de
ces résultats soit que les résidus E1305, 1131Q1813 participent aux mécanismes
moléculaires de transduction du signal couplafikition de ligand a SUR2A et I'activation
de Kir6.2.

On peut remarquer que contrairement a la chimeéng, SGtalement insensible aux
ouvreurs, la triple mutation n’entraine pas I'atoti compléete des réponses au P1075 et au

SR47063, suggeérant que d’autres déterminants emmradentifiés sont présents dans la
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zone étudiée. Cependant, les activations résidueblservées sont tres faibles, ce qui permet
de penser que ces déterminants sont d’'une impertantme par rapport aux résidus E1305,
11310 et L1313. De plus, la réintroduction des gsroésidus sauvages dans la chimere
déficiente S7M suffit a restaurer le phénotype agev d’activation par les ouvreurs
pharmacologiques et le MgADP. Bien que nous soyomscients des risques que comporte
la sur-interprétation de résultats de mutageneseginbinaison d’expériences montrant a la
fois une perte de fonction des canaux Kir6.2/SURZAun gain de fonction des canaux
Kir6.2/S7M constitue un ensemble solide d’'indicatiompliquant un réle des résidus E1305,
11310 et L1313 dans les processus d’activation doak Karp dépendant des ouvreurs

pharmacologiques et du MgADP.

3.2.3 Les processus d’inhibition et d’activatides canaux ke reposent sur

des voies de transduction différentes

Les processus d’activation et d’'inhibition des ecan&arp sont encore méconnus. Il est
notamment difficile de dire si ces processus relevé’'une seule et méme voie de
transduction entre SUR2A et Kir6.2, ou s'ils repaseur des mécanismes distincts. Un
segment de SUR2A riche en aspartate et glutanuataljdé aprés le domaine NBD1 (résidus
948 a 962), a recemment été décrit pour étre aati la fois pour les processus d’activation
(MgADP, ouvreurs pharmacologiques) et d’'inhibitighibenclamide) du canal (Karget al,
2008). Ce segment pourrait faire partie d’'une \amenmune de transduction en association
avec le domaine TMDO et/ou le segment C-terminadiétdans ce travail, dont on sait qu’ils
sont tous deux en interaction physique avec Kildganmoins, il est intéressant de noter que
dans notre cas, la mutation d’un segment C-termii@ISUR2A entraine l'altération de
I'activation mais pas de I'inhibition des canauxrK cardiaques. En effet, contrairement aux
activateurs (MgADP, ouvreurs pharmacologiquesphibition par I'ATP et le glibenclamide
ne sont pas affectées par nos mutations. Cettevaites invalide I'hypothése d’'une voie de
transduction unique et argue en faveur de I'extstede plusieurs voies de transduction
couplant fonctionnellement SUR2A et Kir6.2. Il esinsi possible dimaginer que les
processus d’activation du canal reposent sur ume d® transduction empruntant le linker
reliant les domaines TMD2 et NBD2, et qu'une vai#édente dépendant du domaine TMDO

soit requise pour les processus d’inhibitiemglre 77).
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Figure 77 : Représentation schématique de la voie de trasctsmiu empruntée lors de
I'activation par les ouvreurs pharmacologiques '&0P. La fixation des KCO au niveau de
I'hélice 17 ou d’ADP au niveau du domaine NBD2 afrte I'activation de Kir6.2 par une
voie reliant la partie C-terminale cytoplasmique 8&IR2A aux parties cytoplasmiques de
Kir6.2.

Seul un panel représentatif d’effecteurs des cakagx a été testé au cours de cette étude,
et il n'est pas exclu que dautres meécanismes dglagon empruntent des voies de
transduction encore inconnues. Néanmoins, cestaésgluggerent qu’'au sein du canakK
la partie C-terminale proximale de SUR2A est un kgitique entre la fixation de ligands a
SUR2A et I'activation de Kir6.2.
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Création de biocapteurs électriques
par assemblage du canal potassique

Kir6.2 avec des GPCR
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1. Position du probleme

Le développement de biocapteurs électriques indégié puces €lectroniques représente
un outil prometteur a la fois pour le diagnostiquédical et le criblage a haut débit de
molécules d'intérét pharmacologique. En effet, ésedtion de signaux électriques permet de
s’affranchir des systemes de détection a base atgife@émarqués, de faire des mesures en
temps réel et avec un rapport signal/bruit élevéed’mtégrer le tout dans des systemes
microélectroniques. Néanmoins, le développemengldeutils suppose de parvenir a coupler
un systeme de détection électrique avec I'élénddpteur fixant le composé a détecter.

Les canaux Krp constituent un modeéle naturel parfait de récep(8WR) couplé a un
systeme de détection électrique (canal potassigugxiK la fixation de ligands a SUR
module les propriétés d’ouverture de Kir6.x et @ime la modulation de flux ioniques
directement mesurables électriguement. Nous ingpda ce modele, nous avons essayé de
créer des récepteurs couplés a un canal ioniqifeial$, ou ICCR (lon Channel Coupled
Receptor), en remplacant SUR par des récepteuésoaux protéines G (GPCR), postulant
gue l'application des ligands spécifiques de cespteurs pourrait générer des changements

de conformation entrainant des modulations deiVgtde Kir6.x détectables électriquement.

lon-Channel Coupled Receptor
(ICCR)

Figure 78: Schéma du
Ligand

'°”'-°°“"e”‘t 2 principe général de

| E = fonctionnement des
ime

+

biocapteurs artificiels
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L'application du ligand

A

) /’. A
/ OJO du GPCR entraine
Covalent linkage ® 5 . .
between receptor C-ter ® o lactivation de Kir6.x,

and channel N-ter , , . .
détectée électriquement.

Les GPCR sont des cibles pharmaceutiques majecitdes de 30 % des meédicaments
présents sur le marché mondial, et le développedetels biocapteurs fournirait un premier
outil unique pour le criblage de drogues ciblant cécepteurs ou la détection de ligands
spécifiqgues dans des échantillons biologiquespmapour lesquelles ceux-ci ont été retenus

comme récepteurs candidats pour le développemsrnCazR.
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2. Résultats

Nous avons tout d’abord tenté de créer une prengérération d'ICCR en couplant
mécaniquement le récepteur muscarinique humainalc le canal potassique rectifiant
entrant Kir6.2.

2.1 Génération de biocapteurs kHir6.2

2.1.1 Construction et expression de fusions-Kivi6.2

S’il est bien connu que certains GPCR régulentiVaé de canaux, dont les canauxk
Kir6.2 et le récepteur hiMne présentent pas de liens physiologiques et assatient pas
spontanément. De maniére a forcer cette associatiarpermettre leur couplage fonctionnel,
différentes fusions ont été créées par biologieémdéaire en reliant le C-ter cytoplasmique de
hM, avec le N-ter de Kir6.2 soit a l'aide d’'une extensde six glycines reliant les deux
parties (constructions MK et M,-KA), soit en créant des délétions dans les partiesr Ge
hM et N-ter de Kir6.2 de maniere a favoriser leurptage Eigure 79).

Dans la construction MKA, les trente-six résidus C-ter de Kir6.2 ont étppsimés de
maniére a oOter le signal RKR de rétention dangtieulum habituellement masqué par SUR.
Néanmoins, I'enregistrement des courants en mieot@lde apres expression dans I'ovocyte
de Xénope révele que les constructionsKviet Mx-KA présentent des niveaux d’expression
comparables, suggérant que les signaux de rétestah masqués par M Toutes les
constructions suivantes ont donc été créées a parKir6.2 intact. Les délétions dans le N-
ter de Kir6.2 ont été limitées a trente résidutletau-dessus de laquelle les canaux ne sont
plus fonctionnels du fait d’'une disruption possitis contacts entre N-ter et C-ter de Kir6.2.
Comme observé sur Rigure 79, ces délétions n’affectent ni le niveau d’expressii la
sensibilité a I'ATP de Kir6.2. A l'inverse, il s’@&e que plus les délétions du C-ter de;hM

sont importantes et plus le niveau d’expressioriagsie.
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Figure 79: Construction et caractérisation des fusions -Hfir6.2. (A) Séquences des
régions reliant le C-ter de hpMet le N-ter de Kir6.2 pour les différentes constions mises
en ceuvre. Celles-ci sont notées M2-K x-y, x coomdant au nombre de résidus délétés dans
le C-ter de hM et y au nombre de résidus délétés dans le N-tétide2. L’hélice a VIII de
hM2 et le premier feuillef de Kir6.2 indiqués en rouges sont prédits a palés structures
respectives du réceptey® adrénergique et de Kir3.1 (B) Courant basal démpremiére
minute d’enregistrement en microélectrode sur otascyexprimant les constructions
indiquées. Kl deésigne Kir6.2 tronqué de ses 36 derniers résiduss différences
significatives avec des ovocytes non injectés (ngeted) sont indiquées par les astérisques
* (P<0,025) et ** (P<0,0001). (C) Courbes dose-réme a I'ATP pour les différentes
constructions. Les courants, mesurés en patch-clampconfiguration inside-out, sont
normalisés par rapport au courant mesuré en absersé&P. Le fitting des données utilisant
'équation (2) donne des coefficients de Hill haall de 0,95 & 1,08, et les/Ksont donnés
entre parenthéses.

2.1.2 Caractérisation fonctionnelle des ICCRAKi16.2

Nous avons ensuite cherché a savoir si le réceptdufusionné a Kir6.2 était capable de

moduler I'activité du canal en appliquant sur céfentes constructions de I'acétylcholine
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(Ach), agoniste naturel de hMSuivant les ICCR, I'application d’acétylcholinateine des
réponses de Kir6.2 variableEigure 80): elle inhibe Iégerement les courants obtenus en
coexprimant séparément kMt KA, mais provoque I'activation des fusions. En ouytrsgqu’a

25 résidus, plus les délétions dans le N-ter dé.Risont importantes et plus I'activation par
'Ach est élevée. Au-dela de 25 résidus, les demstidans le N-ter de Kir6.2 entrainent la

perte de I'activation (construction M 0-30).
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Figure 80 : Caractérisation fonctionnelle des ICCR kMir6.2. (A) Changements d’activité
des fusions induits par l'application de 5 uM Atles différences significatives de 0 sont
indiquées par les astérisques * (P<0,01) et ** (P&005). (B) Exemples d’enregistrements

représentatifs en microélectrode illustrant lesagpes des fusions,NK 0-25 et M-K 0-30.

Des délétions progressives dans le C-ter de ImMpportent pas d’amélioration: la
construction M-K 5-20 présente le méme phénotype queKMD-20, et il en est de méme
pour la construction MK 10-20 et la coexpressionvt KA.

A titre de controle, l'intégrité fonctionnelle deaepteur M au sein de ces constructions a
été testée en utilisant leur capacité naturelletiver, via les protéines gy associées, les
canaux potassiques rectifiant entrant Kir3.4 S18813.4 ST). L’application d’Ach sur des
ovocytes coexprimant les ICCR BMir6.2 non activables et Kir3.4 ST entraine une
augmentation des courants potassiques synonymevditamn des canaux Kir3.4 SFigure

81). De ce fait, les récepteurs husionnés a Kir6.2 sont toujours capables de $igaten
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via les protéines G, et hiMcomme Kir6.2 sont fonctionnels au sein des fusidus seul
impact des délétions opérées se situe donc auuned’efficacité du couplage, modulant
I'efficacité avec laquelle les changements de con&tion de hM induits par la fixation de
son agoniste sont transmis a Kir6.2 pour permstireactivation, et la configuration optimale

semble étre la fusion avec délétion des 25 premésidus de Kir6.2.

A B
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Figure 81 : Le récepteur hireste fonctionnel au sein des fusions;it6.2. (A) Schéma
représentant une fusion inactive A ou Mx-K 0-30): I'application d’Ach ne permet pas
l'activation de Kir6.2. (B) Méme schéma, mais osl fiesions sont coexprimées avec Kir3.4
ST. Si hM est toujours fonctionnel, I'application d’Ach deitr permettre l'activation de
Kir3.4 ST via les protéines £y associées au récepteur. (C) Exemples d’enregisinén
représentatifs en microélectrode illustrant lesa@pes des fusions,NK et My-K 0-30, et des
leurs coexpressions respectives avec Kir3.4 ST.(Bangements d’activité des fusions
induits par I'application de 5 UM Ach, en présemteen absence de Kir3.4 ST. Les résultats
obtenus en présence de Kir3.4 ST sont significatve différents de ceux obtenus en son
absence (*P<0,01 et ** P<0,001).
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L’affinité des fusions hMKir6.2 pour le carbachol (Cch), autre agonistdlstale hM, a
également été étudiée. Celui-ci active les fusomsnaniére dose-dépendante, avec des K
de I'ordre du micromolaire<igure 82), et confirme la fonctionnalité des ICCR ki ir6.2.

-0 M2 +Ka Figure 82 : Courbes dose-réponse au
- M2-K (4.3pM)

¥ M2-K 0-20 (1.6 uM) carbachol (Cch) pour les différentes

—&- M2-K0-25 (1.2uM) constructions. Les courants, mesurés
- M2-K 0-30 o .
30- en microélectrode, sont traduits en
| /L pourcentage de changement d’activité
20-

induit par l'application de Cch. Le
fitting des données est réalisé en

utilisant I'équation (1) avec un

coefficient de Hill h égal a 1. Les K

% de changement Indult par Cch

sont donnés entre parentheses.

Nous avons ensuite évalué la capacité d’'un antagome hM, I'atropine, a contrer
I'action de I'Ach sur les fusions: I'application dmt antagoniste provoque la réversion de
I'activation par I’Ach des fusions pK 0-20 et M-K 0-25 Figure 83).

De ce fait, le systeme est bien spécifique et fonoellement intégre, et on dispose d’'une
premiére génération d'ICCR hMKir6.2 ou Kir6.2 constitue une sonde électriqueble de

l'activité du récepteur hiMicapable de détecter les états activé et inactivécepteur.
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Figure 83 : Effet de I'atropine sur les fusions BMir6.2. (A) Exemples d’enregistrements

représentatifs en microélectrode illustrant lesagpes a 1 uM atropine de la coexpression
M, + K4 (contréle négatif) et des fusions,d 0-20 et M-K 0-25. (B) Changements de

guantité de courant des fusions en présence 5 piMadant (bleu), pendant (rouge) et aprés
l'application de 1 pM atropine. Les cas ou les uage en présence datropine sont

significativement inférieures a celles en absera&apine sont indiqués par des astérisques
(P<0,001).

2.1.3 Contrdle du caractere direct du couplagetfonnel

Sachant que le récepteur hbbt fonctionnel au sein des fusions HKir6.2, la question se
pose de savoir si la régulation qu’il exerce sactivité de Kir6.2 intervient de maniere
directe, par transmission d'un changement de cordton du récepteur, ou de maniere
indirecte,via I'activation des protéines §& auxquelles hM est physiologiquement couplé.
En effet, Kir6.2 peut étre faiblement activé pas grosphorylations par les kinases PKA et
PKC activées par des voies de signalisation dépeeslades protéines G. De maniéere a
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estimer la contribution respective d'un éventualptage indirecwia les protéines G, nous
avons reproduit le méme type d’expériences ensatilile domaine catalytique de la toxine
pertussique PTX-S1, connu pour inactiver les pna®iGi,. Ainsi, les fusions MK 0-20 et
M,-K 0-25 coexprimées avec PTX-S1 ont été testées lgom capacité a étre activés par
I'Ach, et I'activation hM-dépendantevia Gg, des canaux Kir3.4 ST a été utilisée comme
contréle. Les résultats obtenus montrent que spfession de PTX inhibe bien I'activation
par I'’Ach de Kir3.4 ST, elle n'a en revanche pasftlience significative sur I'activation des
constructions MK 0-20 et M-K 0-25, méme si on observe une légére réductiocetie
activation potentiellement due a une inhibition gescessus de phosphorylation de Kir6.2
protéine G-dépendanEigure 84). De ce fait, I'activation des fusions se faitrbigelon un
mécanisme de couplage direct GPCR-Kir6.2 et ne dag intervenir les protéinesyi
associées au récepteur. Une autre preuve du aaraatéct du couplage repose sur le fait que
les ICCR non activables par I’Ach sont toujoursataps d’activer Kir3.4 SVia les protéines
Ggy, mais que ces protéines G activées n'ont aucuwet stir Kir6.2 quand les ICCR sont

exprimés seuls.

De maniere & en apporter la preuve définitive eme@ntrer que ces fusions sont
fonctionnelles en milieu acellulaire, les constimts ont été caractérisées en patch-clamp en
configurations excisées « inside-out » et « outsuate» permettant de s’affranchir de la
machinerie cellulaire et d’étudier les propriétés dCCR isolément. L'application d’Ach sur
la face extracellulaire de la membrane en configuma< outside-out » montre une activation
spécifique et réversible de la fusion-M 0-25, a la fois en présence et en absence de PTX
De plus, comme en microélectrode, cette activagisindose-dépendante y()Kde l'ordre du
micromolaire) et réversée par l'application d'airap (Figure 84). Les protéines G
n'interviennent donc pas dans l'activation desduasipar I'’Ach et le couplage observé est
bien direct et repose sur la transmission a Kiizn changement de conformation du

récepteur M.
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Figure 84 : Le couplage fonctionnel entre hMt Kir6.2 au sein des fusions est direct. (A)
Enregistrements représentatifs en microélectrotisstiiant les réponses a 5 uM Ach de la
coexpression M+ Kir3.4 ST et de la fusion K 0-25, en absence et en présence de PTX.
(B) Changements de quantité de courant en micrbélde sur ovocytes coexprimant M
Kir3.4 ST ou exprimant les fusionsdd 0-20 ou M-K 0-25 aprés application de 5 uM Ach,
en absence (bleu) ou présence (magenta) de PTXetLamtagoniste de PTX est significatif
pour My + Kir3.4 ST (*P<0,0005) mais pas pour les fusiofMy-K (**P>0,2). (C)
Enregistrements représentatifs en patch-clamp enfigaration outside-out illustrant les
réponses a I’Ach de Ket de la fusion M2-K 0-25 en présence et en alesdecPTX. (D)
Courbe dose-réponse a I’Ach pour la fusion M2-K50e®exprimée avec PTX. Les courants,
mesureés en configuration outside-out, sont tradeitgourcentage de changement d’activité
induit par I'application d’Ach. Le fitting des doéas est réalisé en utilisant I'équation (1),
avec un coefficient de Hill h égal a 1, et donnekyp de 0,65 uM. (E) Changements de
guantité de courant de la fusion M2-K 0-25 coexgenmavec PTX en présence 5 uM Ach
avant (bleu) et pendant (rouge) I'application deil atropine. Les valeurs représentent la

moyenne de 4 patchs en configuration outside-out.
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2.2 Génération de biocapteursbKir6.2

Etant parvenus a générer une premiere génératif®CR’ fonctionnels a partir du
récepteur muscarinique Mt de Kir6.2, nous avons ensuite essaye d’étereli®oncept en
réalisant un deuxiéme biocapteur basé sur un &BRER, le récepteur dopaminergique
humain hD. Notre choix s’est porté sur ce récepteur caofggde un domaine C-ter court
homologue a celui de hMplus long de neuf résidus). Une premiére fusiotéa B-K 0-25 a
éte créée, composée du réceptenrebtier fusionné a Kir6.2 amputé de ses 25 premiers
résidus N-ter, en se basant sur la taille de lird@imale déterminée pour les fusions-M
Kir6.2. Cette construction s’est révélée sensiblelaadopamine mais pas a I'Ach,
contrairement a la fusion MK 0-25 qui est elle sensible a 'Ach mais pas tpamine
(Figure 85). Néanmoins, de maniere surprenante, I'applicatierdopamine sur cette fusion
entraine non pas une activation, mais une inhibitéversible et dose-dépendantg/{ik 17
nM). Cette inhibition est également reproductibke wilisant un autre agoniste stable des
récepteurs dopaminergiques, le quinpirole, et paet contrée par I'application de sulpiride,
antagoniste des récepteurs dopaminergiques.

Comme M pour les ICCR MKir6.2, le récepteur Pau sein de la fusion EK 0-25
s’avere fonctionnel et capable d’activer les valessignalisation des protéines G qui lui sont
associéees: en effet, lorsqu’il est coexprimé avie8. K ST, I'application de dopamine entraine
I'activation de ces canaux. La constructiophD0-25 représente donc un deuxieme exemple
de fusion GPCR-Kir6.2 ou I'application d’agonisttsd’antagonistes spécifiques du récepteur
entraine de maniére directe et spécifique des imatidns de I'activité du canal, validant le
concept de biocapteurs basés sur des GPCR.

Il est intéressant de noter que bien que les réaeptvk et D, soient couplés aux mémes
protéines G (G), le récepteur M activé provoque l'activation de Kir6.2 tandis qlee
récepteur R activé entraine l'inhibition du canal, impliquagt’il existe des différences
meécanistiques insoupconnées dans les changemeritsroationnels de ces deux récepteurs
apres fixation de leurs agonistes respectifs. Rirét les GPCR ne communiquant pas
lorsqu’ils sont coexprimés isolément, il est prdbafue le mécanisme de régulation des
facultés d’ouverture de Kir6.2 par ces réceptelnsenvé pour les fusions repose sur le lien
physique créé artificiellement entre les deux pnet® De plus, I'observation faite que
lactivité des ICCR dépend de la taille du linkezliant les deux protéines conforte
'hypothése selon laquelle la transduction du dignauplant la fixation de ligand sur le

GPCR a l'ouverture ou la fermeture du canal, s’eky fagcon purement mécanique.
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Figure 85: Génération de biocapteurs hiKir6.2. (A) Enregistrements représentatifs en

microélectrode illustrant les réponses a 5 UM Acbh @M dopamine (Dopa) des fusiong-M

K 0-25 et D-K 0-25. (B) Enregistrement représentatif en mitotode illustrant les
réponses a 5 uM quinpirole (Quin) et 5 uM sulpirdke la fusion B-K 0-25. (C) Schémas
représentant respectivement les configurations adiusion D-K 0-25 est exprimée seule
('application de dopamine inhibe Kir6.2) et oueskkst coexprimée avec le canal Kir3.4 ST
('application de dopamine inhibe Kir6.2, mais aitie I'activation de Kir3.4 ST via les
protéines (g, associées au récepteur $D (D) Enregistrements représentatifs en
microélectrode illustrant les réponses a 5 UM dopen{Dopa) de la fusion K 0-25 en
absence et en présence des canaux Kir3.4 ST. (&déments de quantité de courant en
microélectrode aprés application de 5 uM dopamlres valeurs pour PK 0-25 et B-K 0-

25 + Kir3.4 ST sont significativement différentesaglle relevée pour D2 +&(*P<0,0005).

187




Résultats

3. Discussion

3.1 Les ICCR, un nouveau type de biocapteur éigmtrmoléculaire

L'essor du criblage haut-débit de molécules phaatogiques et le développement de
systemes de diagnostic intégrés au chevet du patigrliguent une miniaturisation des
systemes de détection d’échantillons biologiqugspekant a un affranchissement des
systemes cellulaires ainsi que des techniques $asgela fluorescence ou la radioactivité
classiqguement employés. Le développement de capéectriques a I'échelle moléculaire
pourrait permettre de s’affranchir de ces conteamrgt d’intégrer sur puce électronique des
détecteurs miniatures capables de convertir latiimade ligands en signal électrique
mesurable et quantifiable. Dans cette optique, rrvass essayé de développer un nouveau
type de biocapteur, s’inspirant du modéle du céhab, basé sur le couplage fonctionnel
entre un récepteur membranaire et un canal ionigas.lon Channel Coupled Receptors, ou
ICCR, représenteraient une alternative intéressamnte¢echnologies actuelles: la fixation d’'un
ligand spécifique sur le récepteur entraineraittiVation du canal et I'apparition de flux
ioniques mesurables électriquement en temps/igeine interface électronique.

Les résultats présentés ici démontrent qu'il esisiide de développer, par des méthodes
d’'ingénierie protéique simples, un systeme coupld’activité d’'un canal ionique peut étre
directement régulée par la liaison de ligands &cGRCR. Deux prototypes d'ICCR ont été
développés, impliquant les récepteurs ;hkt hD. Couplé physiguement de maniére
artificielle a ces récepteurs au sein des fusidigir6.2 et hD-Kir6.2, Kir6.2 joue le réle
de rapporteur de la fixation de leurs ligands dppa@s. Ces biocapteurs génerent un signal
électrique spécifique, réversible et d’intensitégartionnelle aux concentrations de ligands
appliguéesin vivo ou en conditions acellulaires. Ce sont donc detesyes de détection
sensibles et spécifiques, permettant de suivrerapg réel les interactions ligand-récepteur.

Six criteres sont considérés comme déterminants lgodéveloppement de systémes de
détection miniaturisés impliquant des GPCR (Milliget Rees, 1999; Leifeet al, 2005):

- pas d’affectation de la pharmacologie des GPCRIpsumodifications moléculaires

- colt de développement des sondes et de revienéaetds faibles

- prédisposition a I'intégration dans des systemésnaatisés
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- prédisposition a la miniaturisation
- robustesse statistique (rapport signal/bruit él@viactor)
- pas d’emploi de radioactivité

Nos observations démontrent qu'au sein des ICCR-Kik6.2 et hD-Kir6.2, les
propriétés de signalisation des récepteurs ne past affectées, ceux-ci étant capables
d’activer les canaux Kir3.4 Svia les protéines Go. De plus, ceux-ci répondent toujours a la
fois a leurs agonistes et antagonistes respedtifee gorésentent pas d'altérations de leurs
propriétés pharmacologiques. Leur fonctionnememéuessite pas de réactifs colteux (seule
la présence d’ions Kest nécessaire) ni 'emploi de la radioactivitéJezir sensibilité est
maximale: I'activité d’'un canal unique étant mesilgaces biocapteurs peuvent étre réduits a
une seule molécule. Enfin, ce type de capteur ratdé&e est tout a fait adapté a la
miniaturisation, ainsi qu'a lintégration dans degstemes de détection électroniques
automatisés: ce type d’approche nécessite néanneinieveloppement de méthodes de
production, purification, et insertion des fusigstéiques dans des bicouches artificielles de
maniére a procéder a leur incorporation sur pueet@nique, ces aspects techniques étant
pris en charge par nos partenaires au sein dutgajepéen Receptronics.

Il est possible d'imaginer, a partir de ce modiesréation de banques de GPCR couplés a
un canal ionique, intégrables au choix dans dewdég cellulaires ou directement dans des
nanopores comportant des bicouches lipidiques etaati la porte a des applications
multiples dans les domaines du diagnostique, dolag® de drogues, ou des systemes de
détection en temps réel. Les ICCR pourraient gingposer une alternative intéressante aux
techniques de criblage haut-débit actuelles basgsemntiellement sur des technologies faisant

appel a la fluorescence et la résonance plasmodiggarface.

3.2 ICCR hM-Kir6.2 et hD-Kir6.2: implications mécanistiques

A ce stade, et malgré les résultats tres encounégyebtenus avec les ICCR kHir6.2 et
hD,-Kir6.2, nous ne sommes pas encore en mesure gegaoune description mécanistique
du mode de fonctionnement des fusions GPCR-KifS2anmoins, plusieurs constatations
permettent d’ores et déja d’affirmer que le couplagtre les deux sous-unités est direct: (i)
Kir6.2 et les GPCR ne communiquent que lorsqublstgusionnés, (ii) cette communication
est indépendante des protéines G hétérotrimériguéi) la fonctionnalité des ICCR dépend

de la taille du linker reliant les deux protéinkea.transduction du signal, couplant la fixation
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de ligand sur le GPCR a l'ouverture ou la fermetlwecanal, semble donc s’opérer de facon
purement mécanique, les changements de conformatiac@cepteur activé étant transmis a
Kir6.2 par le biais du lien physique créé entredesx protéines.

En marge de ces traits communs, il est intéressamoter que les ICCR hMKir6.2 et
hD.-Kir6.2 présentent des divergences. Bien que leseptéurs hM et hD soient
physiologiquement couplés aux mémes protéingg, @eux-ci entrainent des modulations
différentes de I'activité de Kir6.2 au sein desidus: la fixation d’agoniste sur hiprovoque
I'activation de Kir6.2 tandis que la fixation d’agiste sur hp entraine I'inhibition du canal.
Ce résultat confirme encore une fois l'indépendanse-vis des protéines G et le caractere
direct du couplage, mais indique également qu’ilstex des différences mécanistiques
insoupgconnées entre ces deux récepteurs aprémfiixde leurs agonistes respectifs. Deux
hypothéses permettraient d’expliquer cette obsenvasoit les deux récepteurs sont sujets a
des changements de conformation différents suite fixation de leurs agonistes, soit ces
changements sont identiques mais sont transmis aeiéne differente a Kir6.2. Une
explication possible réside peut-étre dans lesrgereces de tailles et/ou de structuration entre
les extrémités C-terminales de kit hDy. En effet, le C-ter de hMest plus long de neuf
résidus. Sachant que les deux récepteurs sontliéd-ter de Kir6.2 par cette extrémité
cytoplasmique, il est tout a fait concevable qu'telée différence modifie les modalités de
transmission du changement conformationnel du téaepers Kir6.2.

Quoi qu’il en soit, la détermination du mécanisneectduplage des fusions demande des
études supplémentaires et nécessitera I'obtentododnées structuralesg la modélisation
in silico des ICCR. Afin de généraliser ce type d’approcheeevalider définitivement le
concept et les techniques employées, il sera égalenécessaire de construire de nouveaux
biocapteurs impliquant d’autres GPCR: dans cettiqo@, une troisieme génération de
fusions GPCR-Kir6.2 impliquant le récepteur adr§ipre32 est en cours de développement

au laboratoire.
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Les canaux Krp présentent la propriété unique d'étre les proddis I'association
physique et fonctionnelle d’un récepteur membran&@tUR, et d'un canal ionique, Kir6.2: la
fixation de ligands a SUR entraine des changenmmt®rmationnels du récepteur transmis
au canal et modifiant ses propriétés d'ouvertune.cé sens, ces canaux constituent un
exemple de biocapteur naturel ou Kir6.2 rapporeetéjuement la fixation de ligands a SUR.
Les travaux présentés dans cette étude avaient lpourd’identifier les déterminants
moléculaires de SUR impligués dans le couplagetiomeel a Kir6.2, et d'utiliser cette
connaissance du modele du cangtKpour essayer de créer des systemes couplésialsific
ou d’autres récepteurs seraient associés physiquernmnctionnellement au canal.

La premiere partie de ce travail a été consacréétidde du couplage fonctionnel qui
s’opére entre les deux sous unités composant b &ame. Les résultats présentés apportent
des précisions quant aux réles respectifs de demathes du récepteur des sulphonylurées
dans les interactions entre SUR et Kir6.2: le dommaN-terminal TMDO, essentiel a
'association avec Kir6.2 mais dont le role dansdaplage fonctionnel reste a préciser, et un
domaine C-terminal cytoplasmique impliqué spéciiment dans les mécanismes
d’activation du canal. Si il ressort de ce trawpie la régulation de I'ouverture de Kir6.2 par
SUR semble en partie reposer sur des interactioine domaines cytoplasmiques (du moins
lors des processus d’activation), plusieurs intgations majeures subsistent néanmoins. Quel
est le r6le exact joué par le domaine TMDO dansodgplage fonctionnel? Quels sont les
déterminants de SUR impliqués dans le couplager@.Xiors des processus d’inhibition?
Quels sont les domaines de Kir6.2 participant aiplage? Existe-t-il des spécificités propres
a chaque isoforme de SUR, ou les mécanismes delageupSUR-Kir6.2 sont-ils
généralisables? Autant de questions nécessitarétddss supplémentaires, et pour lesquelles
l'utilisation de stratégies chimériques telles qoelle exposée ici pourrait se révéler
appropriée. Enfin, 'apport de données structuralebaute résolution serait d’'une aide
précieuse pour identifier les zones de contact BUWR2 et préciser notre compréhension de
ce systeme complexe.

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié la plassitle substituer SUR par des
récepteurs couplés aux protéines G, afin de gém@ercomplexes octameériques artificiels.
Initialement, ce projet devait étre basé sur lesnagsances acquises au cours de I'étude
menée sur le couplage fonctionnel entre SUR2A e6.Kiau sein du canalafe. Dans les
faits, et pour des raisons chronologiques, nousvoma pas eu l'occasion d’utiliser
directement ces résultats pour la création desaptears présentés ici, pour lesquels nous

avons développé avec succes une approche mime&igoeuplant physiquement le C-ter des
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GPCR hM et hD, au N-ter de Kir6.2. Néanmoins, ces résultats oemt étre exploités dans
le futur pour I'optimisation des premiers systéroegplés présenteés ici.

Quoi qu’il en soit, nous sommes parvenus par cafiproche mimétique a coupler
fonctionnellement les récepteurs muscarinique; lé¥l dopaminergique hDavec Kir6.2,
obtenant ainsi deux prototypes d’'un nouveau typd®ideapteurs, les lon Channel Coupled
Receptors ou ICCR, ou le canal ionique Kir6.2 rafgp@lectriquement en temps réel la
présence de ligands fixés aux GPCR. Si les mécasissmacts par lequel ce couplage
artificiel procede restent pour I'heure indéternsinBous savons néanmoins que celui-ci est
direct et implique des changements de conformatesrécepteurs transmis mécaniquement a
Kir6.2. Des zones d'ombres restent cependant air@éclanotamment au regard des
différences observées entre les réponses des $usivh-Kir6.2 et hD-Kir6.2 a leurs
agonistes respectifs: 1a ou bMir6.2 est activée par I'acétylcholine, MBir6.2 est inhibée
par la dopamine, suggérant I'existence de diffe@snmoécanistiques insoupconnées entre les
deux récepteurs qu’il sera nécessaire d'étudierehcore, I'apport de données structurales
obtenues par modélisatian silico pourrait nous apporter des informations esseesiedit
faciliter notre compréhension du systéeme.

Ces résultats demontrent qu'il est possible deratés biocapteurs électriques a I'échelle
moléculaire en couplant artificiellement un récepta un canal ionique. Ceux-ci ouvrent la
voie a de multiples applications: la détection ig@aux électriqgues permettant de s’affranchir
des systemes a base de réactifs marqués, le dpeelept de tels biocapteurs électriques
intégrés dans des dispositifs électroniques reptésen outil prometteur a la fois pour le

diagnostique médical et le criblage a haut débindécules d’intérét pharmacologique.
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Three C-terminal residues from the sulphonylurea receptor
contribute to the functional coupling between the Katp
channel subunits SUR2A and Kir6.2

Julien P. Dupuis, Jean Revilloud, Christophe J. Moreau and Michel Vivaudou

Institut de Biologie Structurale, UMR5075 CEA-CNRS-University ]. Fourier, 41, rue Jules Horowitz, 38027 Grenoble, France

Cardiac ATP-sensitive potassium (Karp) channels are metabolic sensors formed by the association
of the inward rectifier potassium channel Kir6.2 and the sulphonylurea receptor SUR2A.
SUR2A adjusts channel gating as a function of intracellular ATP and ADP and is the target of
pharmaceutical openers and blockers which, respectively, up- and down-regulate Kir6.2. In an
effort to understand how effector binding to SUR2A translates into Kir6.2 gating modulation, we
examined the role of a 65-residue SUR2A fragment linking transmembrane domain TMD2 and
nucleotide-binding domain NBD2 that has been shown to interact with Kir6.2. This fragment of
SUR2A was replaced by the equivalent residues of its close homologue, the multidrug resistance
protein MRP1. The chimeric construct was expressed in Xenopus oocytes and characterized
using the patch-clamp technique. We found that activation by MgADP and synthetic openers
was greatly attenuated although apparent affinities were unchanged. Further chimeragenetic
and mutagenetic studies showed that mutation of three residues, E1305, 11310 and L1313 (rat
numbering), was sufficient to confer this defective phenotype. The same mutations had no
effects on channel block by the sulphonylurea glibenclamide or by ATP, suggesting a role for
these residues in activatory — but not inhibitory — transduction processes. These results indicate
that, within the Kurp channel complex, the proximal C-terminal of SUR2A is a critical link

between ligand binding to SUR2A and Kir6.2 up-regulation.
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ATP-sensitive potassium  channels (Kuarp) are
potassium-selective channels widely distributed among
most types of excitable cells, where their primary function
is to couple membrane excitability to intracellular
metabolic levels (Seino & Miki, 2003; Nichols, 2006)
by sensing the balance between cytoplasmic ATP, which
inhibits them, and MgADP which activates them (Tarasov
et al. 2004; Alekseev et al. 2005). This metabolic sensing
role is involved in major physiological processes: it plays a
role in the cascade linking insulin secretion to glycaemia
in the pancreatic 8-cell, and participates in ischaemic
pre-conditioning and thereby cardio-protection during
heart failure (Ashcroft et al. 1984; Jahangir & Terzic, 2005;
Yamada et al. 2006). Karp channels possess an unusual
architecture made of two subunits: the inward-rectifier
potassium channel Kir6.2 (Inagaki et al. 1995) and the
sulphonylurea receptor SUR (Aguilar-Bryan et al. 1995)

J. P. Dupuis and J. Revilloud contributed equally to this work.
This paper has online supplemental material.

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 The Physiological Society

of the ATP-binding cassette (ABC) protein family. Four
Kir6.2 subunits assemble to form the K*-selective pore
of the channel, inhibited by nucleotides, and four SUR
subunits surround this pore and regulate its gating,
activating it in the presence of MgADP or Kurp channel
openers and inhibiting it in the presence of sulphonylureas
(Clement et al. 1997; Moreau et al. 2005b). Stoichiometry
control is ensured by the presence on both Kir6.2 and SUR
of Arginine-based endoplasmic reticulum (ER) retention
signals, allowing only correctly assembled octameric
channels to reach the plasma membrane (Zerangue et al.
1999).

SUR has strong homologies with other members of
subfamily C of ABC proteins. SUR possesses the core
domain of ABC proteins (Fig. 1A), composed of two trans-
membrane domains TMD1 and TMD2 and two cyto-
plasmic nucleotide binding domains NBD1 and NBD2
(Moreau et al. 2005b). In addition, it has a supplementary
N-terminal transmembrane domain TMDO composed of
five transmembrane helices which is linked to the core ABC
domain by a cytosolic loop LO. This domain is found in

DOI: 10.1113/jphysiol.2008.152744
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Figure 1. Three C-terminal cytoplasmic residues of SUR2A are essential for Karp channels proper
expression and activation by P1075

A, putative membrane topology of SUR2A (NBD, nucleotide binding domain; Wa, Walker A motif; Wg, Walker B
motif). The star indicates the region identified by Rainbow et al. (2004a) and mutated to obtain the STM chimera. B,
schematic representation of the chimeras. SUR2A and MRP1 elements are drawn in grey and black, respectively. For
clarity, residues E1305, 11310 and L1313 are indicated by white stripes. C, maximal current amplitudes in absence
of nucleotides, and D, P1075 responses were measured in inside-out patches excised from oocytes co-expressing
Kir6.2 and wild-type or chimeric SURs or MRP1 as indicated. P1075 (100 um) was applied in the presence of
100 um ATP, and currents were normalized to the current measured in the absence of nucleotides immediately
before opener application. Application of 100 um ATP alone (black bars) was used as a control. Numbers at right of
bars indicate the number of patches included in each average. E, alignment of the amino acid sequences of human
SURT, rat SUR2A and human MRP1. Three residues (boxed) are conserved in SURs and not in MRP1: E1305, 11310
and L1313. These residues were replaced in SUR2A by alanines to generate chimera SUR2A(EIL/AAA) at bottom.
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other ABC proteins like the multidrug resistance protein
MRP1, where both TMDO0 and L0 have been reported to
play a non-essential role in transport activity (Bakos et al.
1998, 2000; Westlake et al. 2003) trafficking (Westlake et al.
2005) and dimerization (Yang et al. 2007). For SUR, TMDO
is indispensable as it is involved in attachment to Kir6.2
(Babenko & Bryan, 2003; Chan et al. 2003). Other domains
of SUR have also been shown to interact with Kir6.2:
the transmembrane domains, which interact with Kir6.2
transmembrane helix M1 and N-terminus (Schwappach
et al. 2000), TMD2-NBD2 which co-immunoprecipitates
with Kir6.2 (Chan et al. 2003), and a cytoplasmic region
at the TMD2-NBD2 junction (Rainbow et al. 2004a).

If SUR/Kir6.2 physical interactions are well
documented, little information is available to date
on the mechanisms linking both subunits of the Kurp
channel, and it remains unclear how nucleotide or
drug binding to SUR is converted into Kir6.2 gating
modulations. All SUR/Kir6.2 interacting regions identified
represent potential transduction pathways to be explored.
Solid evidence has already been provided that TMDO
domain and LO exert a direct influence on Kir6.2 gating
(Babenko & Bryan, 2003; Chan et al. 2003; Fang et al.
2006). However, most of these works concluded that there
was a major role of TMDO in the control of the Kir6.2 open
probability (P,) but none of them defined it as essential
in pharmacological responsiveness of the channel, except
for the report of a heterozygous mutation in cytoplasmic
loop 2, F132L, responsible for changes in ATP and
tolbutamide sensitivity (Proks et al. 2006). Regions other
than TMDO could therefore be essential in transduction
processes. A potential candidate is the 65-residue segment
described by Rainbow et al. (2004a), located between the
last transmembrane helix 17 and NBD2. Indeed, it was
described to make a physical interaction with Kir6.2, and
co-expression of this fragment with wild-type SUR2A
and Kir6.2 prevented proper membrane expression of
the channels, suggesting a critical interface disruption
in this case (Rainbow et al. 20044a,b). These results raise
the hypothesis that this C-terminal cytoplasmic segment
of SUR2A may be of crucial importance in connecting
functionally the two subunits of Kyrp channels, and may
thereby be a signal transmission pathway linking ligand
binding to SUR2A to Kir6.2 gating modulation.

In this study, a chimeric approach between SUR2A
and MRP1 was adopted to assess the functional role
of an extended 82-residue version of this fragment.
We found that responses to Ksrp channel openers and
MgADP were greatly attenuated. Further studies showed
that this phenotype could be conferred by only three
residues located near the N-terminus of NBD2. Moreover,
mutating these residues did not change channel sensitivity
to blockers, suggestingarole for these residues in activation
— but not inhibition — transduction processes between
SUR2A and Kir6.2.
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Parts of this work have been published in abstract form
(Dupuis et al. 2008).

Methods

Molecular biology

Experimental conditions were essentially as previously
described (Moreau et al. 2005a). All constructs were
derived from mouse Kir6.2 (GenBank accession no.
D50581), rat SUR2A (GenBank accession no. D83598)
and human MRP1 (GenBank accession no. L05628) and
subcloned in Xenopus oocyte expression vectors derived
from pGEMHE (Liman et al. 1992). Mutations were
introduced by PCR using the QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene) and the coding sequence of
each construct was entirely verified by sequencing. The
exact amino acid composition of SUR2A-MRP1 chimeric
constructs and mutants were: SIM, SUR2A(M1-V1275)
+ MRP1(E1262-R1342) 4+ SUR2A(M1358-K1545);
S2M, SUR2A(M1-V1275) + MRPI1(E1262-11300)
+ SUR2A(R1316-K1545); S3M, SUR2A(M1-V1315)
+ MRP1(R1301-R1342) + SUR2A(M1358-K1545);
S4M, SUR2A(M1-V1275) + MRPI1(E1262-E1271)
+ SUR2A(S1286-K1545); S5M, SUR2A(M1-E1285)
+ MRPI1(K1272-P1283) + SUR2A(P1299-K1545);
S6M, SUR2A(MI1-V1298) + MRP1(P1284-G1291)
+ SUR2A(E1307-K1545); S7M, SUR2A(M1-Q1304)
+ MRP1(V1290-L1300) + SUR2A(R1316-K1545);
SUR2A(EIL/VFY), SUR2A with mutations E1305V,
[1310F and L1313Y; STM(VFY/EIL), S7M with mutations
V1305E, F1310I and Y1313L; SUR2A(EIL/AAA), SUR2A
with mutations E1305A, I11310A and L1313A.

After amplification and linearization, plasmid DNAs
were transcribed in vifro using the T7 mMessage
mMachine Kit (Ambion) to produce cRNAs for sub-
sequent Xenopus oocyte microinjection.

Oocyte preparation and microinjection

Female Xenopus laevis were anaesthetized with
3-aminobenzoic acid ethyl ester (1 gl™!) for ~20 min. A
mini-laparotomy was then performed: a small incision
was cut on the side of the abdomen and several ovarian
sacs were removed. The incision was then sutured and
the animal was allowed to recover. Each animal was
used three times and then killed by decapitation. Animal
handling and experiments fully conformed to French
regulations and were approved by local governmental
veterinary services (authorization no. 28-03-15 from
the Ministere de PAgriculture, Direction des Services
Vétérinaires to Michel Vivaudou). Stage V or VI Xenopus
laevis oocytes were defolliculated by a 60 min incubation
at 19°C in a 2mgml™! type A collagenase solution
(Sigma-Aldrich). Selected oocytes were injected the next
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day with cRNAs encoding wild-type Kir6.2 (2 ng) and
wild-type or chimeric SURs (6 ng). Injected oocytes were
then stored at 19°C in Barth’s solution (KCI 1 mm, MgSO4
0.82 mm, NaCl 88 mm, NaHCO; 2.4 mm, CaCl, 0.41 mm,
Ca(NOs3), 0.3 mMm, Hepes 16 mm, pH 7.4) supplemented
with 100 Uml™! penicillin, 100 ugml™' streptomycin
and 100 ug ml~! gentamycin.

Electrophysiology

Three to five days after injection, oocytes were
manually devitellinized and channels were characterized
by the patch-clamp technique in the excised inside-out
configuration at room temperature using a RK300
amplifier (BioLogic) and a Digidata 1322A acquisition
system with Axoscope 9 software (Axon Instruments).
Patch pipettes contained: 154 mm K*, 146 mm Cl~, 5 mm
Mg** and 10 mm Pipes-KOH (pH 7.1). The cytoplasmic
face of the patch was bathed in solutions containing
174mm K*, 40mm Cl7, 1mm EGTA, 1mm Mg*t,
10mMm Pipes-KOH (pH7.1) and methanesulphonate
as the remaining anion. ATP, ADP, SR47063, P1075
and glibenclamide were added as specified. Membrane
potential was held at —50 mV during all experiments.
Application of various solutions to the patch was
performed usinga RSC-100 automated sewer pipes system
(Bio-Logic; Vivaudou & Forestier, 1995). Pipe switching
time was set at 250 ms. Data acquisition and analysis were
performed using in-house software. Baseline fluctuations
were removed by interactive fitting with a spline curve and
subtraction of this fit with the signal. Non-linear curve
fittings were performed with Origin software (OriginLab).
The following standard Hill equations were used for fitting.
For activation by openers:

f(|X|):lo+lmax/[1+(Kl/z/|X|)h] (1)

where | X| is the concentration of activator, i, is the control

normalized current in absence of activator, i, is the

maximal activator-induced current, K, the concentration

for half-maximal activation and h the Hill coefficient.
For inhibition by nucleotides and glibenclamide:

FAXD) =io/[1+ (1X1/K,)"] (2)

where |X| is the concentration of inhibitor, 7, is the
control normalized current in absence of inhibitor, K,
the concentration for half-maximal inhibition and h the
Hill coefficient.

For combined activation and inhibition by ADP:

f(lADP|) =ip+ imax/[l + (Ka1/2/|ADP|)ha]
x[1+ (JADP|/K;,)"] (3)
where i, is the control normalized current in the absence of

ADBP, i, is the current that would be obtained if inhibition
was absent, K,,, the concentration for half-maximal
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activation, h, the Hill coefficient for activation, Ky, the
concentration for half-maximal inhibition, and k; the Hill
coefficient for inhibition.

Results are displayed as mean =+ s.e.m. Error bars in
figures represent s.e.M. and are only shown if greater than
symbols.

Results

Implication of three C-terminal residues of SUR2A in
Karp channel expression and activation by P1075

The aim of this work was to assess whether the
proximal C-terminal Kir6.2-interacting segment of
SUR2A (Fig. 1A), described by Rainbow et al. (2004a)
as responsible for disrupting association between Kurp
channel subunits SUR2A and Kir6.2, could be implicated
in the allosteric transmission processes linking effectors
binding on SUR2A to Kir6.2 gating. In order to address
this question, we pursued an approach based on the
construction of chimeras between the cardiac muscle iso-
form SUR2A and its close homologue the multidrug
resistance protein 1 (MRP1). MRP1 was the ideal candidate
for the development of this kind of strategy because it
is very homologous to SUR isoforms but exerts neither
physical nor functional influence on Kir6.2. In contrast,
SUR2A is exclusively expressed in association with Kir6.2
and is dedicated to its regulation.

Our strategy, illustrated in Fig. 1B, consisted of
co-expressing wild-type or chimeric SUR2A with
wild-type Kir6.2 in Xenopus oocytes. Using the
patch-clamp technique in the inside-out configuration, the
resulting Kxrp channels were monitored both for maximal
currents (Fig. 1C) and change in activity produced by
a saturating dose (100 um) of the pinacidil analogue
P1075 (Fig. 1D), as reporters of channel surface expression
and functionality, respectively. As demonstrated in the
following, these two parameters proved appropriate to
discriminate between SUR2A and mutant phenotypes
since nearly all of our constructs gave clear responses
to both assays. As expected, whereas Kir6.2/SUR2A
channels were characterized by nanoamp-amplitude
currents (1150 = 90 pA), no Kir6.2/MRP1 currents could
be recorded (Fig. 1C). Moreover, in the presence of 100 um
ATP (sufficient to produce 90% channel inhibition in most
cases) a concentration of 100 um P1075 strongly activated
the Kir6.2/SUR2A channels (Fig. 1C). P1075 response was
not tested on Kir6.2/MRP1 channels since no currents
were recordable. In the same conditions, we next tested
the SIM chimera, consisting SUR2A with an 82-residue
TMD2-NBD?2 region replaced by the homologous part
of MRP1. This first chimera was poorly expressed since
only very small currents could be recorded (72 & 20 pA).
It was also weakly activated by 100 um P1075 (Fig. 1C),
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and therefore displayed what we designate as a MRP1-like
phenotype.

We then replaced progressively shorter regions of
SUR2A with their corresponding segments in MRP1. The
SIM segment was split into two equal parts to generate
chimeras S2M and S3M, as illustrated in Fig. 1B. Chimera
S2M displayed the same small currents and weak P1075
activation phenotype, whereas the S3M chimera was found
to produce nanoamp-size currents and to retain full
sensitivity to P1075. The same splitting procedure was
applied to the S2M segment to obtain four chimeras: S4M,
S5M, S6M and S7M, respectively. Chimeras S4M, S5M and
S6M showed a Kir6.2/SUR2A phenotype. This was not the
case for chimera S7M which showed the same MRP1-like
defective phenotype as observed for chimeras SIM and
S2M.

Primary sequence alignments of SUR isoforms and
MRP1 within a 16-residue region encompassing the
S7M segment revealed a high conservation as shown
in Fig. 1E. Three residues within this segment were
found to be similar in SURs but different in MRP1:
E1305, 11310 and L1313 of SUR2A. Alignment of SUR2A
with Sav1866 (Dawson & Locher, 2006) and MsbA
(Ward et al. 2007) reveals that the three residues stand
before (E1305) and within the first B-sheet in the
N-terminus of NBD2 (I1310 and L1313), respectively
(see online Supplemental Fig. 1). These three residues
were swapped between SUR2A and MRPI to generate
construct SUR2A(EIL/VFY). Figure 1C and D shows
that this construct resembled chimera S7M, with low
currents (49 + 11 pA) and weak activation by P1075,
leading to the conclusion that mutating these residues is
sufficient to confer a MRP1-like deficient phenotype. To
confirm this hypothesis, we reintroduced the initial SUR2A
residues in the S7M chimera, generating STM(VFY/EIL).
This construct proved to be fully responsive to P1075
and displayed wild-type-like amplitude currents. This
phenotype reversion validated the essential role of residues
E1305, 11310 and L1313 in current levels and P1075
sensitivity of Kir6.2/SUR2A Kyurp channels. Mutating
fewer residues proved not to be successful since all
constructs mutated for less than three residues (for
example SUR2A(IL/FY), data not shown) proved to
display intermediate phenotypes.

Two main hypotheses can explain altered P1075
sensitivity. The first one is that mutating these three
amino acids is sufficient to instigate a disruption in the
physical association between SUR2A and Kir6.2 subunits,
which would be in good accordance with previous work
by Rainbow et al. (2004a). The second possibility is
that these three residues stand at the SUR2A-Kir6.2
interface and mediate signal transduction. In order to see
whether side-chain sizes could be of importance in physical
association — in which case reducing their sizes might
restore association and channel activity — we mutated
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residues E1305, 11310 and L1313 to alanines, generating
construct SUR2A(EIL/AAA). This construct vyielded
much larger currents than Kir6.2/SUR2A(EIL/VFY)
(420 =90 pA versus 49 & 11 pA, respectively) but was
significantly less activated by P1075 than wild-type
channels (Student’s ¢ test; P < 0.00001) (Figs 1C, and 2A
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Figure 2. Mutation to alanines of residues E1305, 11310 and
L1313 in SUR2A reduces drastically the extent of activation by
P1075 without changing affinity

A and B, representative patch-clamp recordings illustrating the
responses of wild-type (4) and SUR2A(EILZAAA) (B) channels to 10 um
P1075 in the presence of 100 uM ATP. C, mean P1075 dose-response
relationships for Kir6.2/SUR2A (m) and Kir6.2/SUR2A(EIAAA) (A) in
the presence of 100 um ATP. Currents were normalized to the current
measured in 0 ATP before application of ATP and opener. Each point
represents data from 6 patches for Kir6.2/SUR2A and 8 patches for
Kir6.2/SUR2A(EILZAAA). Fitting using eqn (1) yielded

K12 =6.5+1.3 um(h=1.140.2) for Kir6.2/SUR2A and

K12 =4.0+ 1 um (h =0.94 £ 0.2) for Kir6.2/SUR2A(EI/AAA).
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and B). This result suggests that physical association is
near normal in the SUR2A(EIL/AAA) construct, but that
P1075 binding or functional coupling is altered by the
triple mutation.

To examine whether mutagenesis altered drug
binding, we submitted wild-type and mutant channels

SUR2A + Kir6.2
A

100 uM SR47063

2 mM —_—
ATP— o [0

s

B SUR2A(EIL/AAA) + Kir6.2
100 uM SR47063

T

Kir6.2/SUR2A
(Kyp = 13.2 1M)

-
(&)1
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Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
(Kyp = 7.7 uM)

Normalized current
o
|

o
)
|

0.0
0 10 100

[SR47063] (uM)

Figure 3. SUR2A(EIL/AAA) channels show severe SR47063
activation defects without change in affinity

A and B, representative patch-clamp recordings illustrating the
responses of wild-type and SUR2A(EIL/AAA) channels to 100 um
SR47063 in the presence of 100 uM ATP. C, mean SR47063
dose-response relationships for Kir6.2/SUR2A (m) and
Kir6.2/SUR2A(EILZAAA) (A) in the presence of 100 um ATP. Currents
were normalized to the current measured in 0 ATP before application
of ATP and opener. Each point represents data from 3 patches for
Kir6.2/SUR2A and 5 patches for Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). Fitting using
eqn (1) yielded K12 =13.2 £ 1.1 um (h = 1.61 £ 0.2) for
Kir6.2/SUR2A and K12 =7.7 £0.7 um (h = 2.2 £ 0.4) for
Kir6.2/SUR2A(EILZAAA).
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to increasing P1075 concentrations to evaluate affinity
(Fig.2C). P1075 apparent affinities appeared to
be very similar for Kir6.2/SUR2A (K,/; =6.5 um),
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) (K12 =4.0 um), and
Kir6.2/SUR2A(EIL/VFY) (K;, =8.0umM, data not
shown) channels suggesting that mutations did not alter
P1075 binding to SUR2A.

SUR2A(EIL/AAA) channels show severe SR47063
activation defects without change in drug affinity

We also tested the ability of the SUR2A(EIL/AAA) mutant
to respond to SR47063, another Krp channel opener from
the benzopyran family. In the presence of 100 um ATP,
100 um SR47063 robustly activated the Kir6.2/SUR2A
channels but activated Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
channels to a much lesser extent (14.3 4=1.3- versus
4.7 & 0.6-fold activation, respectively, P < 0.000001, data
not shown) as illustrated in Fig. 3A and B. Both mutant
and wild-type channels were submitted to increasing
concentrations of SR47063, and dose-response curves
indicated little difference in SR47063 apparent affinity
between  Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)  (Ky,, =7.7 um),
Kir6.2/SUR2A(EIL/VFY) (K, =7 um, data not shown)
and Kir6.2/SUR2A (K, =13.2 um), suggesting that
mutations did not alter SR47063 binding to SUR2A.
Therefore, it seems as if Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
channels are no longer able to convert SR47063 binding
at SUR2A into Kir6.2 activation.

E1305, 11310 and L1313 triple mutations in SUR2A
abolish MgADP activation

In the cell environment, Kurp channels are physio-
logically activated by MgADP. Both Kir6.2 and SUR2A
possess cytoplasmic nucleotide-binding domains that are
inhibitory and activatory, respectively. For submillimolar
MgADP, the balance of the two effects leans toward
activation. Subunit uncoupling should shift the effect
of MgADP toward inhibition. The MgADP response of
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) channels was therefore tested
and compared to that of wild-type channels and of
Kir6.2 channels truncated of their 36 C-terminal residues
(Kir6.2AC36) that form SUR-less channels (Tucker et al.
1997). As shown in Fig. 4, wild-type channels were strongly
activated by 100 um MgADP whereas SUR2A(EIL/AAA)
channels were clearly inhibited, much like Kir6.2 alone.
Over the full range of ADP, wild-type channels are
activated at the lower concentrations and inhibited at
the higher concentrations reflecting the combination of
SUR-mediated activation and Kir6.2-mediated inhibition.
For SUR2A(EIL/AAA) channels, activation is abolished
and ADP only retains its inhibitory effect. Therefore, our
results suggest that SUR2A(EIL/AAA) channels behave
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towards MgADP as if SUR2A was still physically present
but unable to balance MgADP inhibitory action on Kir6.2
by exerting its activating influence anymore.

Inhibitory mechanisms are not affected by
E1305/11310/L1313 triple mutations

Having tested a range of channel activators, which
were all inefficient at activating Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
channels, we examined their sensitivities to the inhibitory
actions of ATP and glibenclamide. As illustrated in Fig. 54,
patches were first exposed to increasing concentrations
of ATP. Kir6.2/SUR2A channels were blocked by ATP
with a K; of 15umMm, and Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA)
channels proved to have a very similar K; of
12.1 uM, showing no real difference in ATP inhibition
sensitivity between both channel populations. Moreover,
application of 300 nm glibenclamide, a dose sufficient
to produce 90% inhibition of Kir6.2/SUR2A channels
(Fig. 5B), induced a clear wild-type-like inhibition of
Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) channels both in the absence

SUR2A-Kir6.2 functional coupling
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(data not shown) and the presence of ATP (10 um).
As illustrated in Fig.5C, glibenclamide sensitivity
was similar for both Kir6.2/SUR2A (K;=16nm)
and Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) (K;=8.2nM) channels.
Unchanged sensitivities both for ATP and glibenclamide
raise the conclusion that inhibitory mechanisms are
probably unaffected by mutations E1305/11310/L1313 to
alanines.

Discussion

Within the Kurp channel complex, little information
is available on the molecular mechanisms involved in
cross-regulation of both subunits, and it remains unclear
how nucleotide or drug binding to SUR is converted into
Kir6.2 gating modulations. In this study, we identified
three SUR2A residues, E1305 11310 and L1313, that
are intimately involved in Ksrp channel activation both
by K channel openers (P1075, SR47063) and MgADP.
These residues could possibly form part of a transduction
pathway functionally coupling SUR2A and Kir6.2 subunits

A sureA +kie2  C Kir6.2AC36
100 uM ADP 2mM 100 uM ADP
ATP2MM 4 O HMV 7 — ATP 0

400 pA|

B

SUR2A(EIL/AAA) + Kir6.2

2mM

"

25pA|

10s

38

[] control
Il 100 uM ADP

100 uM ADP

Figure 4. E1305, 11310 and L1313 triple mutations
in SUR2A abolish MgADP activation

A-C, representative currents recorded in inside-out
patches from Xenopus oocytes expressing either
Kir6.2/SUR2A (A), Kir6.2/SUR2A(EILZAAA) (B) or

Kir6.2 AC36 (C). MgADP (100 uM) was applied in the
absence of ATP. D, average normalized currents for
Kir6.2/SUR2A, Kir6.2/SUR2A(EILZAAA) and Kir6.2 AC36
measured before (open bars) and after (filled bars)
application of 100 um MgADP in the absence of
nucleotides. Numbers above bars indicate the number
of patches included in the averages. £, MgADP
dose-response relationships for Kir6.2/SUR2A (m) and
Kir6.2/SUR2A(EILZAAA) (A) in the absence of ATP.
Currents were normalized to the current measured in O
ATP. Each point represents data from 5 to 15 patches
for Kir6.2/SUR2A and 5-14 patches for
Kir6.2/SUR2A(EILZAAA). Fitting of eqn (3) to the
Kir6.2/SUR2A data yielded K51, = 124 £ 9 um

(ha =0.94 + 0.03) and Kj1,, =230 &+ 6 um

(hj = 1.93 & 0.05). Fitting of egn (2) to the
Kir6.2/SUR2A(EILZAAA) data yielded

K1/2 =152 + 16;LM (h: 1.6i0.2).
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Figure 5. SUR2A(EIL/AAA) channels respond like wild-type to ATP and glibenclamide

A, ATP dose-response relationships for Kir6.2/SUR2A (m) and Kir6.2/SUR2A(EILZAAA) (A). Currents were normalized
to the current measured in O ATP. Each point represents data from 21-44 patches for Kir6.2/SUR2A and
8-28 patches for Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). Fitting of eqn (2) yielded K12 =15+ 0.7 um (h=1.39 + 0.07) for
Kir6.2/SUR2A and K12 = 12.1 £ 0.9 um (h = 1.01 £ 0.05) for Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA). B, representative currents
recorded in inside-out patches from Xenopus oocytes expressing either Kir6.2/SUR2A or Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA).
Glibenclamide (300 nm) was applied in the presence of 10 um ATP. C, glibenclamide dose—response relationships
for Kir6.2/SUR2A (m) and Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) (A) in the presence of 10 um ATP. Currents were normalized to
the current measured in O ATP. Each point represents data from 5-12 patches for Kir6.2/SUR2A and 4-7 patches
for Kir6.2/SUR2A(EILZAAA). Fitting of eqn (2) yielded K12 = 16 £ 9.5 um (h = 1.04 £ 0.6) for Kir6.2/SUR2A and
K12 =82+ 1.4 um(h=1.43+0.19) for Kir6.2/SUR2A(EIZAAA).

Figure 6. TMD2-NBD2 linker as a common pathway for
activator between SUR2A and Kir62

In this highly schematic model of the Kir6.2-SUR2A complex, both
TMDO and TMD2 interact with Kir6.2 and contribute to signal
transmission. Binding of KCOs (P1075, SR47063) at transmembrane
helix 17 of TMD2 or MgADP at NBD2 triggers Kir6.2 activation
through a cytoplasmic link between SUR2A C-terminus and Kir6.2
cytosolic regions.

through the cytosolic segment of SUR2A interconnecting
transmembrane helix 17 to NBD2.

Residues E1305, 11310 and L1313 are critical for
SUR2A-Kir6.2 association

The critical role of residues E1305, 11310 and L1313
was discovered by following a systematic chimeric
strategy designed to address the question whether
a TMD2-NBD2 interconnecting fragment of SUR2A
previously described to be in interaction with Kir6.2
could play a role in channel expression and regulation.
Chimeras incorporating progressively shorter fragments
of MRP1 in a SUR2A background led to the finding that
these three residues are associated with a reduction in
channel expression. This expression defect agrees with the
observations of Rainbow et al. (2004a) and argues in favour
of these residues being part of a critical Kir6.2-interacting
region. Nevertheless, we observed that replacing E1305,
11310 and L1313 by AAA rather than VFY had less drastic
consequences on surface expression as shown by the larger
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SUR2A(EIL/AAA) currents. Itis noteworthy that mutation
of SURI 11350 — cognate to SUR2A L1313 highlighted here
—to a glutamine (L1350Q) is found in patients suffering
from congenital hyperinsulinism and seems to induce the
disease by preventing surface expression of Kxrp channels
in pancreatic 8-cells (Yan et al. 2007). Taken together, these
results show that residues E1305, 11310 and L1313 are not
absolutely essential for physical association, since mutating
them to alanines only partly alters surface expression, but
suggest that they are likely to stand at the interface between
SUR2A and Kir6.2.

Proximal C-terminus of SUR2A is involved in the
activation processes linking ligand binding to SUR2A
and Kir6.2 gating modifications

Since all SUR-Kir6.2 interfacing regions represent
potential transduction pathways to be explored, as
illustrated by the involvement of Kir6.2-interacting
TMDO/LO in channel gating (Fang et al. 2006), the
question arose of the role of the three previously
identified residues in channel regulation. Characterization
of Kir6.2/SUR2A(EIL/AAA) channels revealed that
responses to the pinacidil analogue P1075, to the
cromakalim analogue SR47063 and to the physiological
Karp channel activator MgADP were drastically reduced
compared to wild-type. Since the experiments performed
were purely functional, we asked whether these residues
act at the binding step or at the transducing step between
binding and channel activation. The former hypothesis is
not improbable since the mutated residues lie in proximity
to the presumed Kurp channel openers (KCOs) and ADP
binding sites, located at transmembrane helix 17 (Moreau
et al. 2000) and NBD2 (Matsuo et al. 2005), respectively.
For synthetic openers, this hypothesis is contradicted by
the experimental evidence showing that triple mutations
induced no significant changes in affinity. For ADP,
activation being abolished, it is not possible to compare
affinities and it is conceivable that ADP unresponsiveness
could arise from an altered interaction with the NBDs.
However, the fact that both KCOs and MgADP were
similarly affected by the triple mutations even though they
probably bind to distinct sites on SUR argues in favour of
a perturbation of a common pathway downstream of the
binding sites. We therefore feel that the most appropriate
interpretation of our results is that residues E1305, 11310
and L1313 are part of the transducing machinery linking
effectors binding to SUR and Kir6.2 activation.

One may point out that, if the S7M chimera remained
weakly responsive to KCOs (Fig.1D), mutation of
these three residues did not completely abolish the
responses to P1075 and SR47063, suggesting that other
unknown determinants exist in the proximal region
investigated. Anyhow, the residual effects were very weak,
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implying that these other determinants are of minor
importance compared with residues E1305, 11310 and
L1313. Conversely, restoration of these residues in the
S7M MRPI1-like phenotype chimera was sufficient to
reverse the unresponsiveness to activators and restored
both KCOs and MgADP activation as shown for
P1075 (data not shown for SR47063 and MgADP).
While we are aware of the pitfalls of overinterpreting
mutagenesis results, the combination of experiments
showing both loss-of-function in the SUR2A context
and gain-of-function in the S7M chimera context argues
strongly in favour of the implication of residues E1305,
11310 and L1313 in the activation processes instigated by
KCOs and MgADP.

Kare channel activation and inhibition processes may
rely on distinct transduction pathways

To date, Kurp channel activation and inhibition processes
are poorly understood, and it is hard to define whether
they rely on a single or multiple pathways linking
SUR2A and Kir6.2. Recently, an aspartate/glutamate-rich
stretch located after NBD1 in SUR2A (residues 948-962)
was described as critical both for activation (MgADDP,
KCOs) and inhibition (glibenclamide) processes (Karger
et al. 2008). This stretch could form part of a common
transduction pathway in association with either the TMDO
domain or/and the C-terminal region investigated in our
work, which were both reported to interact with Kir6.2.
However, we surprisingly observed that mutating the
proximal C-terminus of SUR2A resulted in impaired Karp
channel activation but not inhibition. Indeed, contrary to
activators (MgADP, KCOs), both ATP and glibenclamide
inhibition were unaffected by our mutations. These
observations definitely invalidate a single-pathway model
and are much more in accordance with the idea
that multiple transduction pathways functionally linking
SUR2A to Kir6.2 may exist: one for activation processes,
which we believe act through the SUR2A TMD2-NBD?2
linker (Fig. 6), and distinct pathways for inhibition
processes which could implicate the TMDO domain.
Only a representative sample of effectors was tested
here, and whether other functional processes act through
yet unknown pathways remains to be determined and
will require further investigations. However, these results
suggest that, within the Kurp channel complex, the
proximal C-terminus of SUR2A is a critical link between
ligand binding to SUR and Kir6.2 up-regulation.
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Nanoscale electrical biosensors are promising tools for
diagnostics and high-throughput screening systems. The
electrical signal allows label-free assays with a high signal-to-
noise ratio and fast real-time measurements. The challenge in
developing such biosensors lies in functionally connecting a
molecule detector to an electrical switch. Advances in this field
have relied on synthetic ion-conducting pores' and modified
ion channels’* that are not yet suitable for biomolecule
screening. Here we report the design and characterization of a
novel bioelectric-sensing platform engineered by coupling an
ion channel, which serves as the electrical probe, to G-protein-
coupled receptors (GPCRs), a family of receptors that detect
molecules outside the cell. These ion-channel-coupled
receptors may potentially detect a wide range of ligands
recognized by natural or altered GPCRs>S, which are known to
be major pharmaceutical targets’. This could form a unique
platform for label-free drug screening®.

A natural sensor of cell metabolism is the adenosine
triphosphate (ATP)-sensitive potassium channel (K,p), which is
made up of two structurally unrelated membrane proteins: the
inward-rectifier K* channel, Kir6.2, and the sulfonylurea receptor
(SUR)®. In the K,qp channel, Kir6.2 and SUR are functionally
coupled so that binding of metabolites or pharmacological agents
to SUR modulates the opening and closing of Kir6.2!%!1. Inspired
by this rather unique design, we postulated that, if SUR could be
replaced by another receptor such as a G-protein-coupled
receptor (GPCR), an ion channel sensitive to GPCR ligands
could be created and utilized to convert chemical information
into an electrical signal (Fig. la and b).

The first ion-channel-coupled receptors (ICCRs) were created
between a well-studied GPCR known as the muscarinic M2
receptor, which, in the heart, acts to slow down the heart rate
after stimulation, and Kir6.2 (ref. 12). In addition to being a part
of the K,pp channel, Kir6.2 is a relatively simple, well-studied K*
channel that has the unique signature of being inhibited by
intracellular ATP (ref. 13). This convenient feature provides a
straightforward way to identify the channel and control its open
probability. To coerce M2 and Kir6.2 into a dialogue, we created
fusion proteins by attaching the cytosolic carboxy-terminus
(C-ter) of the receptor to the amino-terminus (N-ter) of the ion
channel. The linkage was engineered either by the addition of
hexaglycines or by short terminal deletions (Fig. 2a) that we
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Figure 1 Principle of ion-channel-coupled receptors (ICCRs). a, Upon
binding of its ligand at an extracellular site, a transmembrane G-protein-coupled
receptor (GPCR) adopts a new conformation that triggers activation of
intracellular G-proteins. b, In an ICCR, the GPCR is attached to an ion channel in
such a way that both proteins are mechanically coupled. When the GPCR binds a
ligand and changes conformation, this change is directly transmitted to the
channel and results in a change in gating and in the ionic current through the
channel (see Supplementary Information).

reasoned might favour physical cross-talk. Initially, we used
Kir6.2 with its last 36 residues' deleted (designated KA) to
eliminate an endoplasmic reticulum retention signal that prevents
expression of Kir6.2 at the cell surface when it is not associated
with its natural partner, SUR'. Unexpectedly, whole-cell current

nature nanotechnology | ADVANCE ONLINE PUBLICATION | www.nature.com/naturenanotechnology 1
© 2008 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved.


mailto:vivaudou@cea.fr; christophe.moreau&commat;ibs.fr
http://www.nature.com/doifinder/10.1038/nnano.2008.242
www.nature.com/naturenanotechnology

LETTERS

a M2 C-ter Kir6.2 N-ter
446 451 456 461 466 1 5 10 15 20 25 30 35
M2-K ATFKKTFKHLLMCHYKN | GATRGGGGGGMLSRKG I | PEEYVLTRLAEDPAEPRYRTRERRARFVS
M2_K0720% ; ; 3 ! ‘! T 3 T !
M2-Ky s : ‘ } ‘ )
M2-Ky,_pg T : ‘ } j j ———
MZ'Ks—zoS T ' ? T T !
M2-Kygpo ] { ; —
M2-Kyq 5o : l : —
Helix H8 | i1
o
433 438 443 3 :
D2-Ky s | EFRKAFLKILHC |
D2 C-ter
(b | a d| — KA (106 M)
~@ M2+KA (107 uM)
= M2K (121 M)
37 v M2-Ky (124 uM)
w A M2-Ky,s  (145uM)
3 3 M2-Ky o (202 uM)
_ 15 43 100 |
<< P
=2
- 2 4
s ¥ S
5 22 P <
= « 10 S
3 ot 5
a8 1 £
12 I 5
o /m L 0o
E29555858¢% ° 2333
3+ SXY XXX S S - 2 8 8
S o= A NN = S
I= ====¢g2¢ -
S ATP

Figure 2 Design and expression of fusion proteins. a, Sequences of the region linking GPCRs and Kir6.2 for each construct. «-helix H8 and 3-bridge 31 are
predicted from the structures of the B2 receptor and Kir3.1. b, Transmembrane view of a molecular model of the M2—-Kir6.2 tetramer with front and back monomers
removed. ¢, Basal currents in the first minute of TEVC recordings from oocytes expressing the indicated proteins. *P < 0.025 and **P < 0.0001 represent significant
differences with non-injected oocytes. d, Inside-out patch current versus cytoplasmic ATP. Lines are Hill equation fits (h ranged from 0.93 to 1.09; EC5, in parentheses).

recordings (Fig. 2¢) indicated that fusion proteins with (M2-K)
or without (M2-KA) retention signals had comparable
surface expression levels. Consequently, all fusion proteins were
created with an intact Kir6.2 C-ter, and N-ter deletions were
limited to 30 amino acids because larger deletions abolish
channel function!®!’, possibly through structural contacts
between the N- and C-ter of Kir6.2. These deletions did not
affect the surface expression and ATP sensitivity of Kir6.2 in
the cells (Fig. 2c and d). In contrast, further deletions in the
M2 C-ter (M2-K5_,,, M2-K,,_,, and M2-K,,_,,) progressively
impaired surface expression.

Is the attached receptor able to modulate Kir6.2 activity?
Application of the M2 endogenous ligand, acetylcholine (ACh),
to ICCRs induced different Kir6.2 responses as shown in Fig. 3.
Although ACh weakly inhibited current when both the channel
and the receptor were expressed separately (M2 + KA), it
progressively activated ICCRs with increasing N-ter deletions up
to 25 residues. Activation was lost when the linker was further
shortened by 30 residues (Fig. 3a—c). Deletions in M2 C-ter were
not advantageous: M2-K;_,, responded like M2-K, ,, and
M2-K,,_,, resembled M2 + KA (Fig. 3a). Because the M2
integrity could be compromised in the fusion constructs
(especially in the unresponsive constructs), we verified that the
fused M2 could still bind ACh and activate G-proteins. This was
assayed using an additional channel, the Kir3.4* (a Kir3.4 with
mutation S143T'8), that can be stimulated by receptor-generated

activated G-proteins (see Supplementary Information, Fig. S1), as
a probe. Like Kir6.2, M2 retains its function in the fusion
constructs, and the shortening of the linker only dictates how
efficiently the ligand-induced conformational changes of M2 are
transmitted to the Kir6.2 gate. An optimal efficiency was
achieved with 25 residues deleted from the Kir6.2 N-ter.

For the wvarious M2-K constructs, we determined the
concentration-dependent activation by carbachol (CCh), a
muscarinic agonist. CCh activated the ACh-sensitive M2-K fusion
proteins (Fig. 3¢) with half-maximal effective concentration ECs,, ~
2 pM. Similar values have been measured in functional!® and
binding assays (http://www.gpcr.org/7tm/ligand/Seeman/allmusc.
html) although comparison with published values is problematic
because these are dispersed over several orders of magnitude. We
next tested the effect of atropine, a muscarinic antagonist that
prevents the receptor activation, and found that it reversibly
suppressed the ACh activation of M2-K,_,, and M2-K,_,- (see
Supplementary Information, Fig. S2). Thus, Kir6.2 constitutes a
reliable electrical probe of M2 receptor activity as it is capable of
detecting both the activated and inactivated states of the GPCR.

Is the ligand regulation of the ICCR gating due to a direct
conformational coupling between the GPCR and the channel?
The M2 receptor is predominantly coupled to the pertussis toxin
(PTX)-sensitive G-proteins G; . Kir6.2 was previously reported
to be weakly activated by G-protein pathways involving
phosphorylation by protein kinases A% and C?!. To estimate the
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Figure 3 Receptor—channel coupling in M2-based ICCRs. a, Changes in whole-cell current evoked by ACh (5 iuM). *P < 0.01 and **P < 0.0005 represent
significant differences from 0. b, TEVC recordings of M2-K,_,5 and M2-K,_5,. ¢, Whole-cell current change versus CCh. Lines are Hill equation fits with ECy, in
parentheses and h = 1.5, 0.9 and 0.8 for M2-K, M2-K,_,, and M2-K_,s, respectively. d, Outside-out patch recordings. ATP (100 M for M2-K,_,5 + PTX, 300 M
otherwise) was added to the pipette solution. e, Increase in outside-out current versus ACh for M2-K, _,5 + PTX. Hill equation fit (line) yielded EC5, = 1.25 wM and
h=0.91. f, Change in outside-out current induced by 5 .M ACh before and during application of 1 .M atropine for M2-K,_,5 + PTX.

potential contribution of these pathways to the effects of ACh on
M2-K,_,, and M2-K,_,;, we inactivated G-proteins by co-
expressing the catalytic domain of PTX!®. Although PTX
abrogated the G-protein-dependent activation by ACh of Kir3.4%,
it did not significantly affect the ACh activation of M2-K,,_,, and
M2-K,_,5 (see Supplementary Information, Fig. S3). Thus,
activation of M2-K fusion proteins appears largely independent
of the activation and release of receptor-associated G-proteins or
any subsequent enzymatic signals. Another evidence of the direct
communication between M2 and Kir6.2 in functional ICCRs
appears in Supplementary Information, Fig. S1. Indeed, this
experiment demonstrates that ACh-insensitive ICCRs possess a
functional receptor that is able to upregulate Kir3.4* through the
release of G-proteins, but these activated G-proteins have no
effects on the embedded Kir6.2 when ICCRs are expressed alone
(see Supplementary Information, Fig. Sla and b). As further
evidence, we characterized ICCRs in cell-free conditions using
excised patch clamp techniques. These techniques extract a piece
of plasma membrane and, depending on membrane orientation,
expose cytosolic (inside-out) or extracellular (outside-out)
binding sites. Outside-out experiments are suitable for
application of extracellular ligands, and results shown in Fig. 3d
reveal the specific ACh activation of M2-K,_,; both in the
presence and absence of co-expressed PTX. As observed in two-
electrode voltage clamp (TEVC) recordings, the ACh activation in
cell-free conditions was dose-dependent, with EC,, in the
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micromolar range (Fig. 3e), and was reversed by atropine
(Fig. 3f). The evidence therefore rules out an involvement of
G-protein signalling in ICCR responses and suggests that the
ligand-dependent modulation of ICCRs involves a direct link
between the receptor and the channel.

Can the ICCR concept be extended to other GPCRs? Having
engineered functional ICCRs with M2 and Kir6.2, we proceeded
to build ICCRs using the dopaminergic D2 receptor. This
receptor was chosen for its short (9-residue shorter) C-ter
domain homologous to the human M2 C-ter. We used the
optimum linker length determined for M2-K and directly created
the D2-K,_,5 fusion protein (Fig. 2a). As expected, switching
GPCRs in fusion proteins induced a change in the ligand
selectivity of ICCR responses as shown in Fig. 4a. M2-K,_, is
sensitive to ACh and insensitive to dopamine, whereas D2-K,_,
is insensitive to ACh but is sensitive to dopamine, its
endogenous agonist. Surprisingly, dopamine did not induce
activation but caused a robust, reversible inhibition (Fig. 4). This
inhibition of D2-K,_,; was concentration-dependent, was
reproduced with quinpirole, a stable dopaminergic agonist, and
could be prevented by the antagonist sulpiride (Fig. 4c—e). Like
M2, the fused D2 receptor retained the capacity to activate
G-proteins as reported by Kir3.4* stimulation upon dopamine
application (Figs4b and 5). Therefore, D2-K,_,; appears as
another GPCR-Kir6.2 fusion protein sensitive to agonists and
antagonists, further validating the concept of GPCR-based
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Figure 4 D2-based ion-channel-coupled receptors. a, Whole-cell current
responses of M2-K,_,5 (upper panel) or D2-K,_,s (lower panel) to 5 wM ACh and
dopamine. b, Dopamine-evoked change in whole-cell currents for the specified
proteins. D2-K;_,5 and D2-K,_,5 + Kir3.4* values were significantly different from
D2 + KA and 0, respectively (*P < 0.00005). ¢, Concentration-dependent inhibition
by dopamine of D2-K;_, after correction for KA block (see Supplementary
Information). Hill equation fit (line) yielded ECs, = 73 nM and = 0.7. d, Idem for
quinpirole (EC5y = 2.3 WM; h = 0.7). e, Effects of the D2 agonist quinpirole (5 M)
and antagonist sulpiride (5 uM) on D2-K;_,5 whole-cell currents.

biosensors. Interestingly, although both receptors couple to the same
G;/, proteins, the consequences of their activation on Kir6.2 are
opposite, suggesting differences in agonist-induced conformational

- D2-Ky 55 i |
Dopamine Baz+ Dopamine D2 Kir6.2
Out
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©
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Figure 5 The fused D2 receptor remains functional. a, Inhibition by 5 uM
dopamine of D2-K,_,5 whole-cell currents. b, /dem with co-expressed Kir3.4*.
Note the different scales in panels (a) and (b). ¢, Interpretation of panel

a: dopamine binding to D2 induces Kir6.2 inhibition through direct interaction.

d, Interpretation of panel b: dopamine binding to D2-K_,5 causes the G-protein
activation and opening of Kir3.4* by the released GBy subunits. Because Kir3.4*
currents were typically >5-fold larger than D2-K,_,5 currents, any decrease in
the latter was masked by activation of the former.

changes, at least in the channel-attached C-ter region which is not
a critical determinant of G-protein selectivity??. Because isolated
Kir6.2 and GPCR proteins do not communicate in co-expression
experiments, the mechanism of the Kir6.2 gating control by the
GPCRs must arise from the physical linkage between the two
proteins. A possible scenario could be that extracellular ligand
binding allosterically displaces GPCR intracellular helix H8%.
This movement propagates to the Kir6.2 N-ter through the
engineered link between the two proteins, and to the Kir6.2
cytoplasmic helix, known to move in concert with the channel
gate?, or to the C-ter cytoplasmic pore via contacts between N-ter
and C-ter® (Fig. 2b). These interactions tilt the open/close
conformation energy barrier, hence altering open probability.
Such a mechanism is reminiscent of that proposed for
voltage-dependent K™ channels?® where the pore, topologically
similar to Kir6.2, is connected to the voltage-sensing region by a
loop, like the GPCR in ICCRs, and where voltage-induced motion
of the voltage sensor causes a tilt of the cytoplasmic helix that
opens the pore.

In conclusion, we have established that gating of an ion
channel can be tied to the binding of a ligand to an attached
GPCR using relatively simple protein engineering. The resulting
ICCRs generate a proportionate, specific and reversible electrical
signal upon application of various GPCR ligands in whole-cell
as well as cell-free conditions. Following this strategy, we
may envision the creation of a library of ion-channel-coupled
GPCRs that could be suitable for integration in cell lines
or lipid-coated nanopores with applications in multiplex
diagnostics, drug screening or real-time detection systems.
ICCRs would constitute a complementary alternative to
currently developed cell-frre GPCR screening assays?’ that
generally utilize fluorescence, surface plasmon resonance and
other spectroscopic measurements. With a theoretical resolution
of a single binding event, an inexpensive operation with
commonplace reagents such as ionic salts and nucleotides,
and the ability to directly transduce chemical information
into an electrical signal, ICCRs exemplify the potential of
biomimetic nanotechnologies.
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METHODS

PROTEIN ENGINEERING

We used mouse Kir6.2, human Kir3.4, human muscarinic M2 receptor and
human long dopaminergic D2 receptor. GPCR-Kir6.2 fusion proteins were
created by insertion of the GPCR coding sequence at the 5" end of the Kir6.2 gene
cloned in a xenopus oocyte expression vector derived from pGEMHEZ.

In a first PCR reaction, the GPCR gene was amplified with hybrid primers
complementary to the GPCR sequence at one extremity and the sites of insertion
in pGH2-Kir6.2 at the other. The products of this reaction were gel-purified and
served as primers for a second PCR with pGH2-Kir6.2 as a template, yielding
pGH2-GPCR-Kir6.2. Using this construct as a template, other constructs with
shortened GPCR—Kir6.2 linkers were obtained by deletion of the appropriate
codons with a single PCR reaction with hybrid primers flanking the deletion®.
Reagents and conditions are from the QuikChange site-directed mutagenesis kit
(Stratagene). Valid clones were identified by restriction enzyme profiling and
verified by sequencing of the full open reading frame. cRNAs were produced
in vitro with the T7 mMessage mMachine Kit (Ambion), purified by standard
phenol:chloroform extraction and quantified by agarose-gel electrophoresis
and spectrophotometry.

HETEROLOGOUS EXPRESSION

Expression of the engineered proteins in Xenopus oocytes has been described
elsewhere!"?8. Briefly, oocytes defoliculated by collagenase treatment were
microinjected with 50 nl of water containing one or a mixture of the following
quantities of cRNA: GPCR-Kir6.2, 5 ng; Kir3.4*, 2 ng; Kir6.2AC36, 2 ng; PTX—
S1, 1 ng; M2, 2 ng; D2, 2 ng. Oocytes were incubated in individual wells in
Barth’s solution for at least 48 h at 19 °C before characterization. Because of the
inherent variability of the oocyte expression system, related experiments (for
example, with and without PTX) were alternated and performed on the same
days with the same batches of oocytes.

CHEMICALS

All chemicals were from Sigma-Aldrich. Solvent and concentration of stock
solutions were: ACh (chloride salt), water, 0.5 and 250 mM; atropine, ethanol,
1 mM; CCh (chloride salt), water, 5 and 250 mM; dopamine (dopamine
hydrochloride), water, 5 and 250 mM; niflumic acid, dimethyl sulphoxide
(DMSO), 300 mM; quinpirole ((— )-quinpirole hydrochloride), water, 5 and
25 mM,; sulpiride ((S)-(—)-sulpiride), DMSO, 5 mM.

ELECTROPHYSIOLOGICAL RECORDINGS

Excised inside-out patch-clamp recordings were performed with symmetrical
150 mM K+ as previously described!"?. In the outside-out configuration,
solutions were identical except that bath and pipette solutions were swapped and
the pipette was supplemented with 1 mM MgCl, and ATP as specified to induce a
partial block of Kir6.2 channel activity. Whole-cell currents were measured using
TEVC recordings. Microelectrodes were filled with 3 M KCl, and oocytes were
bathed in a solution having 91 mM KCl, 1.8 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM
HEPES (pH 7.4) and 0.3 mM niflumic acid to block endogenous chloride
currents. Unless otherwise specified, the concentration of GPCR ligands was

5 WM, except for atropine which was 1 uM. Ba** (BaCl,) concentration was
always 3 mM, a concentration sufficient to fully block Kir6.2 and Kir3.4*
currents. The TEVC bath perfusion system was upgraded during the project to
allow faster solution exchange, explaining timescale differences in some figures.
Nonetheless, solution exchange required several seconds and largely dominates
the kinetics of the observed responses. The TEVC voltage protocol consisted of
500-ms steps to —50, 0 and +50 mV—during which current was measured—
repeated every 5 s and the holding potential was 0 mV. Only the values
measured at —50 mV are shown in the figures. Average values are presented
as mean + s.e.m. Statistical significance was established with unpaired
two-tailed Student’s t-tests. The experimental data points obtained at various
concentrations of activating or inhibiting ligands were normalized to those
values obtained in the absence of a ligand. Nonlinear least-square curve-fitting
was then carried out using a standard Hill equation:

Max

SO = /]

where x is the concentration of a ligand, Max the asymptotical maximal effect,
EC,, the concentration for half-maximal effect and h the Hill coefficient.

Ba®" was used as a generic K channel blocker. Per cent changes in current
were calculated with respect to the baseline extrapolated from the measurements
of Ba**-sensitive currents before and after agonist application. This method
emphasizes reversibility and provides an underestimate of the true effects. For
dose—response data, which were acquired by applying sequentially increasing
concentrations of modulator to the same patch or oocyte, changes in current
could only be measured with respect to the current before application, yielding
somewhat larger values.

MOLECULAR MODELLING
Procedures are detailed in the Supplementary Information.
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Titre

Couplage fonctionnel entre un récepteur et un canal ionique: étude du canal Kap et application pour la création de
biocapteurs

Résumé

Les canaux potassiques sensibles a I’ATP (Katp) jouent un réle primordial dans la sécrétion pancréatique d’insuline
et participent au contréle du tonus vasculaire ainsi que de I’excitabilité des cellules musculaires cardiaques et
neuronales. Constitués de I’assemblage unique d’un récepteur membranaire de la famille des transporteurs ABC, le
récepteur des sulphonylurées SUR, et d’un canal potassique rectifiant entrant, Kir6.2, ces canaux couplent le
métabolisme cellulaire au potentiel membranaire et constituent en ce sens un modéle naturel de biocapteur.

Le caractére unique de cet assemblage tient au fait que SUR est capable de réguler I’activité de Kir6.2 suite a la
fixation de ligands: nucléotides, activateurs ou inhibiteurs pharmacologiques. Nous nous sommes intéressés aux
déterminants moléculaires intervenant dans le couplage fonctionnel de SUR au canal Kir6.2. Utilisant une stratégie
chimérique, nous avons identifié une région C-terminale de I’isoforme SUR2A essentielle aux mécanismes
d’activation du canal, assurant le lien entre la fixation de ligands a SUR et I’ouverture de Kir6.2.

Nous avons également utilisé notre connaissance du modéle du canal Kare pour développer un nouveau type de
biocapteur électrique, les lon Channel Coupled Receptors (ICCR), fondé sur le couplage fonctionnel artificiel entre
Kir6.2 et des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR). Par ingénierie protéique, nous avons créé deux modeéles
d’ICCR impliquant respectivement les récepteurs muscarinique M, et dopaminergique D,: la fixation d’agonistes
ou antagonistes spécifiques sur ces récepteurs entraine une activation ou une inhibition du canal mesurables
électriqguement en temps réel, jetant les bases prometteuses d’une nouvelle génération de biocapteurs acellulaires.

Title

Functional coupling between a receptor and an ion channel: study of the Katp channel and application for biosensor
design

Abstract

ATP-sensitive potassium channels (Katp) play a critical role in pancreatic insulin secretion and participate in the
vascular tone control as well as cardiac myocyte and neuron excitability. Formed by the unique association of a
membrane receptor of the ABC transporters family, the sulfonylurea receptor SUR, and an inward rectifier
potassium channel, Kir6.2, they couple the membrane potential to the cell metabolism. Therefore, they can be
considered as a natural example of biosensor.

The unique property of this complex is that SUR adjusts Kir6.2 gating as a function of physiological and
pharmacological ligands (nucleotides, synthetic activators and inhibitors). We addressed the question of identifying
the molecular elements underlying functional coupling between SUR and Kir6.2. Following a chimerical strategy,
we identified an essential C-terminal region of isoform SUR2A which functionally links ligand binding to SUR to
Kir6.2 upregulation.

Using our knowledge of the Katp model, we also developed a new type of electrical biosensor, lon Channel
Coupled Receptors (ICCRs), based on the artificial functional coupling of Kir6.2 with G-protein coupled receptors
(GPCRs). Using protein engineering, we created two prototypes of ICCRs based on the muscarinic M, and
dopaminergic D, receptors: agonist or antagonist binding to these receptors leads to real-time electrically
measurable channel activations or inhibitions. ICCRs constitute the promising premises of a new generation of cell-
free biosensors.
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