N

N

Mise en évidence d’une interaction fonctionnelle entre le
récepteur GABAA et le récepteur du peptide vasoactif
urotensine II : implication potentielle dans la fonction

astrocytaire.

Thomas Lefebvre

» To cite this version:

Thomas Lefebvre. Mise en évidence d’une interaction fonctionnelle entre le récepteur GABAA et le
récepteur du peptide vasoactif urotensine II : implication potentielle dans la fonction astrocytaire..
Sciences du Vivant [g-bio]. Université de Rouen, 2010. Frangais. NNT: . tel-02351434

HAL Id: tel-02351434
https://normandie-univ.hal.science/tel-02351434
Submitted on 10 Jan 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://normandie-univ.hal.science/tel-02351434
https://hal.archives-ouvertes.fr

ra

(S
H'd

F Instituts "
/ // ? E : thématiques | II !nserm
UNIVERSITE DE ROUEN instut natonsi

]
de la santé at de la recherche médicale

EdN

[}

PRIMACEN

=T
-

R I 0N
Ecole doctorale Normande H U E
NORMANDIE
These
Présentée a la faculté des sciences et Techniques de I’Université de Rouen
en vue de [’obtention du Doctorat és Sciences
Discipline : Biologie Cellulaire
Spécialité : Neurosciences
Mise en évidence d’une interaction fonctionnelle
bidirectionnelle entre le récepteur GABA, et le
récepteur du peptide vasoactif urotensine 11 :
implication potentielle dans la fonction astrocytaire
par
Thomas Lefebvre
Soutenue le 4 Mars 2010 devant le Jury composé de :

Mr R. Vazquez Assistant Professor a [’Université de Cordoba, Espagne Rapporteur

Mr L. Prézeau Chargé de Recherche au CNRS, Montpellier Rapporteur
Mr B. Gonzalez Directeur de Recherche a [’Inserm, Rouen Examinateur
Mr X. Leroy Chef de Projet chez Actelion Pharmaceuticals, Bdle, Suisse ~ Examinateur
Mme M-C. Tonon Directeur de Recherche a [’Inserm, Rouen Examinateur

Mme H. Castel Chargé de Recherche a [’Inserm, Rouen Directeur













ra

(S
H'd

F Instituts "
/ // ? E : thématiques | II !nserm
UNIVERSITE DE ROUEN instut natonsi

]
de la santé at de la recherche médicale

EdN

[}

PRIMACEN

=T
-

R I 0N
Ecole doctorale Normande H U E
NORMANDIE
These
Présentée a la faculté des sciences et Techniques de I’Université de Rouen
en vue de [’obtention du Doctorat és Sciences
Discipline : Biologie Cellulaire
Spécialité : Neurosciences
Mise en évidence d’une interaction fonctionnelle
bidirectionnelle entre le récepteur GABA, et le
récepteur du peptide vasoactif urotensine 11 :
implication potentielle dans la fonction astrocytaire
par
Thomas Lefebvre
Soutenue le 4 Mars 2010 devant le Jury composé de :

Mr R. Vazquez Assistant Professor a [’Université de Cordoba, Espagne Rapporteur

Mr L. Prézeau Chargé de Recherche au CNRS, Montpellier Rapporteur
Mr B. Gonzalez Directeur de Recherche a [’Inserm, Rouen Examinateur
Mr X. Leroy Chef de Projet chez Actelion Pharmaceuticals, Bdle, Suisse ~ Examinateur
Mme M-C. Tonon Directeur de Recherche a [’Inserm, Rouen Examinateur

Mme H. Castel Chargé de Recherche a [’Inserm, Rouen Directeur







A la mémoire de ma grand-mere

A mes parents et mon frere

A Emilie et Théo



Les travaux présentés dans ce mémoire ont été réalisés dans le Laboratoire de
Neuroendocrinologie Cellulaire et Moléculaire - Différenciation et Communication

Neuronale et Neuroendocrine, Unité Inserm 413.

Durant la préparation de ma these, j’ai bénéficié d’'une allocation co-financée par l’'Inserm et

la Région Haute-Normandie. Je tiens a les en remercier.

Ce travail n’aurait pu étre mené a son terme sans l’aide généreuse de plusieurs organismes :
- L’Institut de la Santé et de la Recherche Médicale
- Le Conseil Régional de Haute-Normandie
- L’Université de Rouen
- La Plate Forme de Recherche en Imagerie Cellulaire de Haute-Normandie
- L’Institut Fédératif de Recherches Multidisciplinaires sur les Peptides
- L’Ecole Doctorale Normande Biologie Intégrative, Santé et Environnement

- L’Institut de Recherches Scientifiques sur les Boissons



Remerciements




Remerciements

Page |10



1re

Somma







Sommaire

Liste des Articles publiés dans le cadre de ma formation doctorale ...........ccccoeevernenncens 17
LSt deS FIGUIES ...oiiuiiiiiiiiieeie ettt ettt et aesaaeesbeessaeessaessaeenseessaeensaens 19
Liste des TablEaUX .....cocueiiiiiiiiieiieie ettt ettt ettt ettt et e s ebee 21
Liste des ADIEVIAtIONS ....cc.eiuviriieiiirieriieieeitestt ettt ettt ettt sbe st sae e e 23
RESUME ...t ettt sttt sbt e et e st ens 27
SUMITIATY ..ottt ettt et et set e et esan e e bt st e e beeseneenseesaneenaneeane 31
INTrOAUCTION ..o 37
Chapitre 1 : Le systtme GABAergique....................cccooovccioeecce. 41
1. Structure du récepteur GABAA ..oooii i e 41
1.1. Sous-unités du récepteur GABAA .....ccoeviiiiiiiiececeeeeeeee e 43

1.2. Assemblage et steechiométrie des sous-unités du récepteur GABA4 ................. 45

1.3. Topologie du canal chlore associé au récepteur GABAA ....ccccooevvirienenicnneenne. 51
1.3.1. Ouverture du canal ..........coccoeieriiiieniinieieeieeeee e 53

1.3.2. Caractéristiques électrophysiologiques du courant évoqué par le GABA 55

1.4. Localisation des SOUS-UNILES .........ccceeriieriieriieniienieeieeeteeieesee e sieeebeeseeeeneens 57

2. Modulation de la fonction du récepteur GABAA ....ooovieiiiiiiieniieeieee et 61
2.1. Régulation allostérique par les ligands extracellulaires ...........ccccceveeeenieniennnene. 61
2.1.1. Les benzodiazEPines .........c.eeeueeueenieeiiienie ettt 61

2.1.2. Les aneSthESIQUES ...ccueevuvieiieiiieiieeie ettt ettt e 63

2.1.3. Les NeUTOStETOTACS .....eevuveiiiieiiiiiieniieeiteete ettt 67

2,14, L78thANOL ..o e 69

2. 1.5, LES TOMS ettt st st ettt st 71

2.2 Régulation par des mécanismes intracellulaires ............ccceeeveerieeciienieeieenieenen. 71
2.2.1. La phosphorylation du récepteur GABAA .....oooeeviriiniiiiiiiinecicniceee 71

2.2.2. Régulation du récepteur GABA, par des protéines partenaires ............... 79
Chapitre 2 : Le systéme urotensinergique ... 89
1. L’urotensine II et I'urotensin Il-related peptide .................ccccceeevvevceeeceenceiaireanreennnn, 89
1.1. Les génes de PUIT et de PURP ....c.coouiiiiiiiiiiiiiiccececeece e 90

1.2. Structures de I’UII, de I’URP et de leur précurseur..........cccoevveeevienieeieenieennnnns 91

1.3. Localisations périphérique et centrale de I’'UIl et de 'URP ..........cccoeevvennrnnne. 93
1.3.1. Localisation peripherique. .........ccueereeriiieriieeiieniieeieesiee et iee e 93

1.3.2. Localisation dans le systéme nerveux central ...........cccccveevieniienieennenne. 95

2. Le récepteur de I'urotensine IT ou UT .....c.oooveviiiiiiiiieiiecieeeeciccee e 96



Sommaire

2.1. Caractérisation de 'UT ........cocooiiiiiiiiiiiieneeeeeee et 96

2.2. Structure et pharmacologie de 'UT .......cccooviiiiiiieiieieciececeeee e 98

2. 2.1 SHUCKUTE ettt ettt ettt et e et e st e st esaeeeeas 98

2.2.2. PharmacOlO@I........cevuieriieiieeiieiieeiie ettt ettt ettt et eeees 101

2.3. Désensibilisation et internalisation de 'UT .........cccooevieiiiiinienininieceee 104

2.4. Localisation de IUT .......oooiiiiiiieiee ettt 105
2.4.1. Localisation peripherique..........cceerireriierieeriieniieeieesieeeieesiee et saee e 105

2.4.2. Localisation dans 1€ SNC.........cccoeiiriinieniiiiesieeeseee e 109

2.5. Voies de transduction associées a 'UT .......cccooiiiriiiiieniiiniieceeeeeeeeeee, 109

3. Activités biologiques de PUIL........c.oooiiiiiiiiieiiicieeceee e 111
3.1. Effets cardiovasculaires de I'UIT ........ccccooiiiinieiinienieeeceeeeeee e 111
3.1.1. Effets X ViVO €1 i1 VItFO........oeeceeeeeieeeeeeeeeeeeee e 111

3120 EATOLS 571 VIVO oottt 113

3.1.3. UII et maladies vasculaires ...........cceceevuerienieeiienienieeie e 114

3.1.4. UII et maladies du myocarde .............coceeeeriereriienienenieneeeeeseeeen 115

3.2. Effets sur le systeme immuUNItaire .........coceereeeieenieeiiieieeieesee et esiee e seeeeeens 115

3.3. Effets rénaux de PUIL ...c..ooouiiiiiiiieeeeeeee e 116

3.4. Effets sur le systeme endOCTINE.........cccueerieeiiieniieiierie et 117

3.5. Effets COMPOTTEMENTAUX .....ocuveeiieriieiiieeieeiie e eieeeteeieeereeneeesbeesaeesnbeenseesnseens 117
Objectif de V'étude..............ccooooovooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 121
Matériels et Méthodes........................ccccoooorivivoeeciioeeeeeen, 125
L. Culture CEIIUIAITE .....c..eeuiiiieieeie ettt 125
1.1. Cultures d’astrocytes de Rat ........cccooveriiniiiiiiiiiiiicceceee e 125

1.2. Cultures de neurones en grain du Cervelet .........ooovveiiiriieiiienieeiieieeieeie e 127

1.3. Cocultures astrocytes/NEUIrONEs €N GraAiMN .........cceeeveerureerreerreeeiueenseesiueesseesseesseens 128

1.4. Lignées CellUlaires. .......ccueiiiiiiiiiiiiiieiieee e 128

2. B10lo@ie MOIECULAITE ......eeeiieeiiiiiieciieieeee ettt st ebeeeaaeens 129
2.1. Plasmides reCOMDINANTS ........cceerterierientieieeie sttt ettt e b 129

2.2. Sous-clonage des ADNc, transformation et amplification ..........c..cceceevverienneee 130

3. Transfection des lignées cellulaires par nucléofection...........ccoceeverviniininicnienennene. 132
4. Enregistrements €lectrophySiOloOZIqUES........ccueeeuiiriieriieiiieitierieeieeeeve e eee v e seeeeeeeas 132
4.1. Technique du patch-Clamp .........ccoeouieiiiiiiiee e 132

4.2, INSTUMENTALION ..euviiiiiiieiieiierit ettt ettt ettt et sb et et e e 133
4.3. Configurations d’enregiStremMeEnt ............ccveeveerrieerieenieeireenieesreesreesseesneeseessnes 135

Page |14



Sommaire

4.4. Microélectrodes de mesure et SOIULIONS .........cevuerierieniieiienienecieneceeeee e 136
4.5. Analyse des données électrophysiologiques .........cceevveriiierieeiiienieeieenieeieeeee. 137
5. Mesures des variations de la concentration cytosolique de calcium..............ccceneeeee. 137
5.1 FIEXSTATION .uviiiitieiieiiiestteie ettt sttt ettt ettt ettt e b e 137
5.2. Imagerie dynamique — Systéme MEtaFIuor ............ccccoevieviiiiiiiiiieiecceiee, 138
6. Microphotographies des cultures primaires — Systéeme MétaMorph..........c..cccceeevenee. 139
7. Mesure du métabolisme des polyphosphoinositides ...........cccceeveeeiieniieiiienieeiieee, 140
8. Mesure de la formation d’ AMPC .......coooiiiiiiiiiiiee e 140
9. Immunocytochimie et ImmuNohiStOChIMIE.........cceeviiiiiiiiiieieeeeee e 141
9.1. Protocoles d’ immunoCytOChIMIE .......c.eevuiieiiieriieiiieeie ettt 141

9.1.1. Expression de I’UT et du récepteur GABA, dans les co-cultures
ASTTOCYLES/TICUIONES ....veeeieniieeiieeniieeiteeteesateeteeeateeteesneeebeesateenseesneeenseenaeeenseesnnas 141

9.1.2. Localisation subcellulaire de 'UT et du récepteur GABA, dans la

JIGNEE CHO ...ttt et eeba e e e enseenneas 143
9.1.3. Internalisation du récepteur GABAA ....cooouieiiieiiieieeeeee e 143
9.2. Protocole d’immunohiStOChIMIE ........cooveriiriieniieiinieieeeeeeecce e 144
9.2.1. Préparation des tranches organotypiques de cervelet.........c.coocvevveenennne.. 144

9.2.2. Expression de I’UT et du récepteur GABA, dans les tranches de

COTVERIRT .ttt ettt et et sttt et et e bt e sae e b enne s 144

9.3. Acquisition et analyse des images confocales ..........cccooeveevvierieeciienieeiienieeiens 145

10. Synthese PEPLIAIQUE ....c..eevueeiiriiriiiienieriteeet ettt 146
11, ANAlySES STALISTIQUES ...vveevreeeiieiieeiieeiieeteesteeeteerteeeteesteesbeesseeenbeesseesnseenseesnseessnesnseens 147
RESUMALS ............oooooooi e 151

ArticleI:  Effect of GABA, receptor activation on UT-coupled signaling pathways
1N 1at COTtICAl ASITOCYLES ..o.vvieiiiiiiieiie ettt 151
Article Il :  Tight promiscuity between the GABAA receptor and the G protein-

coupled receptor for urotensin II induced long-term inhibition of the

GABAergic activity. Relevance for astrocyte plasticity........c.ccceceevvereennenne 161
DISCUSSTON ... 241
1. Caractérisation des voies de couplage de 'UT ........ccceeiiiiiieniieeiiinieiieeieeieee e 241
2. L’activation du récepteur GABA 4 inhibe le coulage de I’'UT aux protéines Gy/Gyq ..... 244
3. Caractérisation de I’expression de I’UT et du récepteur GABAA ...c.coveevevicnieeniennnene 246
4. L activation de I’UT inhibe la fonction du récepteur GABA dans les astrocytes ...... 247

I5|Page



Sommaire

5. Caractérisation des mécanismes impliqués dans [’interaction fonctionnelle

bidirectionnelle entre I'UT et le récepteur GABA 4 dans une lignée CHO .................. 249
6. Caractérisation des séquences d’interaction entre I’UT et le récepteur GABA4 ......... 254
Conclusion — Perspectives ..., 259

Travaux scientifiques annexes
Article IIT : Paradoxical effect of ethanol on potassium channel currents and cell

survival in cerebellar granule NEUIONS ..........c.cecveeriieriieriiieiieeie e

Références Bibliographiques ...,

Page |16



Liste des Articles publiés dans le cadre

de ma formation doctorale

Publications originales dans des revues a Comité de lecture

Lefebvre, T., Desrues, L., Lecointre, C., Diallo, M., Dubessy, C., Leprince, J., Tonon, M.C.
and Castel, H. Tight promiscuity between the GABA, receptor and the G protein-
coupled receptor for urotensin II induces long-term inhibition of the GABAergic
activity. Relevance for astrocyte plasticity. J. Cell. Biol. (submitted).

Lefebvre, T., Vaudry, D., Desrues, L., Falluel-Morel, A., Aubert, N., Fournier, A., Tonon,
M.C., Vaudry, H., Gonzalez, B.J. and Castel, H. (2009) Paradoxical effect of ethanol
on potassium channel currents and cell survival in cerebellar granule neurons. J.
Neurochem., 110, 976-989.

Desrues, L., Lefebvre, T., Diallo, M., Gandolfo, P., Leprince, J., Chatenet D., Vaudry H.,
Tonon, M.C. and Castel, H. (2008) Functional interaction between the urotensin II
receptor and the GABA4 receptor in rat cortical astrocytes. Peptides, 29, 727-734.

Castel, H., Vaudry, D., Mei, Y.A., Lefebvre, T., Basille, M., Desrues, L., Fournier, A.,
Vaudry, H., Tonon, M.C. and Gonzalez, B.J. (2006) The delayed rectifier channel
current IK plays a key role in the control of programmed cell death by PACAP and

ethanol in cerebellar granule neurons. Ann. N.Y. Acad. Sci., 1070, 173-179.

Articles de revue

Botia, B., Castel, H., Lefebvre, T., Seyer, D., Bénard, M., Falluel-Morel, A., Aubert, N.,
Cosette, P., Jouenne, T., Fournier, A., Vaudry, H., Gonzalez, B.J. and Vaudry, D.
(2007) Effets du PACAP et de I’éthanol sur la survie des neurones en grain du cervelet

de rat in vitro et in vivo: étude des mécanismes d’action. Cahiers de I’IREB, 18, 41-47.

17|Page



Actes de Congres (Extended abstract)

Castel, H., Lefebvre, T., Desrues, L., Diallo, M., Dubessy, C., Leprince, J., Vaudry, H.,
Gandolfo, P. and Tonon, M.C. (2009) Functional cross-talk between the urotensin II
and the GABA, receptors in astrocytes. Potential involvement in cell proliferation. 9™
European Meeting on Glial Cells in Health and Disease. Glia, 57, S72.

Jarry, M., Schouft, M.T., Liger, F., Marquet, B., Joseph, B., Lefebvre, T., Tonon, M.C.,
Meijer, L., Castel, H. and Gandolfo, P. (2009) Effects of a series of meriolines, a new
class of cyclin dependent kinase inhibitors, on glioma cell proliferation. 9" European
Meeting on Glial Cells in Health and Disease. Glia, 57, S168.

Lecointre, C., Morin, F., Jarry, M., Le Joncourt, V., Desrues, L., Schouft, M.T., Lefebvre, T.,
Vaudry, H., Tonon, M.C., Langlois, O., Proust, F., Gandolfo, P. and Castel, H. (2009)
Role of the urotensin I and UT protein partners in glioma cell migration. 9" European
Meeting on Glial Cells in Health and Disease. Glia, 57, S168.

Raoult, E., Roussel, B., Lefebvre, T., Maubert, E., Vivien, D., Fournier, A., Vaudry, H.,
Vaudry, D. and Galas, L. (2007) Effect of PACAP on tPA expression and release in
cultured rat granule cells. 8" International Symposium on VIP, PACAP and Related
Peptides. J. Mol. Neurosc., 33, 335.

Desrues, L., Lefebvre, T., Diallo, M., Gandolfo P., Chatenet, D., Leprince, J., Vaudry, H.,
Tonon, M.C. and Castel, H. (2007) Bi-directional functional interaction between the
urotensine II receptor and the ligand-gated ion channel receptor GABAA in rat
astrocytes. 8" European Meeting Glial cells in Health and Disease. Neuron Glia
Biology, 3, S167.

Diallo, M., Castel, H., Jarry, M., Desrues, L., Lefebvre, T., Chatenet, D., Leprince, J.,
Compere, V., Ouafik, L., Fontaine, M., Schouft, M.T., Vaudry, H., Tonon, M.C. et
Gandolfo, P. (2007) Urotensin II and urotensin II-related peptide regulate normal
astrocyte activity. Potential involvement in glioma proliferation. 8" European Meeting
on Glial Cells in Health and Disease. Neuron Glia Biology, 3, S161-S162.

Castel, H., Mei, Y.A., Vaudry, D., Basille, M., Lefebvre, T., Fournier, A., Tonon, M.C.,
Vaudry, H. and Gonzalez B.J. (2005) The delayed rectifier channel current I-k plays a
key role in the control of programmed cerebellar granule cell death by PACAP and
ethanol. 7" International Symposium on VIP, PACAP and Related Peptides.
Regulatory Peptides, 130, 158.

Page |18



Figure 1
Figure 2
Figure 3
Figure 4
Figure 5

Figure 6

Figure 7
Figure 8

Figure 9

Figure 10
Figure 11
Figure 12
Figure 13
Figure 14
Figure 15

Figure 16

Figure 18
Figure 19

Figure 20

Figure 21

Liste des Figures

Représentation schématique de la communication cellulaire au sein de
[’unité NeUrovasCUlAIre..........uuuuiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiieiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaeeee
Localisation chromosomique et arbre phylogénétique des sous-unités
du récepteur GABAA ...voeeieeieeeee e
Représentation schématique de la structure du récepteur GABA4 ...
Assemblage des sous-unités du récepteur GABAA «...ooveeveeicniiinicnnnene
Caractéristiques du canal chlore associé au récepteur GABAa ............
Séquences des sous-unités a, B et/ou y humaines impliquées dans la
liaison de 1’agoniste au réCEPLEUT ......c.oevieriiieriieeiieriie e
Caractéristiques électrophysiologiques du récepteur GABA4 .............
Représentation schématique du site de fixation des modulateurs
allostériques du récepteur GABAA ..c..cooveriiviiiiiiiicicnceceecee
Sites réels de phosphorylation identifiés sur la boucle i, des sous-
UNites B et Y RUMAINES .....vveeiiiieiiieciee e
Adressage et regroupement des sous-unités du récepteur GABA4 ......
Régulation de I’endocytose et du recyclage des récepteurs GABA, ...
Evolution des genes des familles de peptides urotensinergiques et
SOMALO-SLAtINETZIQUES ...eeuveeirieiieeiiieriieeieeeiee et eeseee et e seeeeaeesaeeeneeeeneeens
Représentation schématique de 1’isopeptide UII et de son paralogue
URP chez I’ Homme, le Rat, la Souris et le Poulet .........cccoeevvvvennnnneee.
Structure du récepteur UT humain ........c.ccooeeveeriiniininncnicnicenecees
Modélisation moléculaire de la liaison de I’UII sur le récepteur UT ...
Voies de transduction associées au récepteur UT impliquées dans les
effets vasculaires de PUIL.........ccoooiiiiiiiiiiiie e,
Protocoles de culture d’astrocytes et de neurones en grain du cervelet
Description du poste d’électrophysiologie et des configurations
utilisées au cours des expériences de patch-clamp ...........ccccceveeenenen.
Analyse subcellulaire du profil d’expression de I’'UT et des sous-
unités du récepteur GABAA ...oooovveeeiieeeieeeeee e
Représentation schématique des différentes voies de couplage de

I’UT modulées par I’activation du récepteur GABAA ....ccceeevveevennnnn,

38
42
44
48
50

52
54

62

72

78

84

90

91

98

100

108
126

134

146

19|Page



Figure 22

Figure 23

Page |20

Microphotographies illustrant la proportion, la distribution et la
morphologie des astrocytes et/ou des neurones en mono- et co-
cultures astrOCYte/NEUTONE .......c.ceeveeruierieeiieniieeiiesieeieesieeeeeeseeeeneeans 248
Représentation schématique du mécanisme d’inhibition de 1’activité

du récepteur GABAA par PUT ......oooiiiiiieiieieeecceeeeee e 252



Tableau 1

Tableau 2

Tableau 3
Tableau 4
Tableau 5

Tableau 6
Tableau 7
Tableau 8
Tableau 9
Tableau 10

Tableau 11
Tableau 12

Tableau 13

Tableau 14

Liste des Tableaux

Séquences dans sous-unités du

TECEPLEUT GABAA t o e e

impliquées I’assemblage des
Distribution des sous-unités du récepteur GABA, dans le cerveau de
Rat adUlte .....ooueiiiiieeee s
Modulateurs allostériques principaux de la fonction GABAergique ...
Protéines d’interaction aux sous-unités du récepteur GABAx .............
Pourcentages d’identité entre les séquences peptidiques de la
préproUll et du préproURP ........oooeeiiieiiieeeeeeeee e,
Localisation de I’UII et de I’'URP chez lez Mammifgres......................
Localisations centrale et périphérique de I’UT chez les Mammiferes..
Effets périphériques de I’UII chez les Mammiferes ............ccccveeeneennn.
Effets centraux de I’UII chez les rongeurs.........cccoecveveevenicneeiennenne.
Ensemencement des cellules et choix des supports selon le type
A7 EXPEIICIICE ..o nvveeeiieeeitee ettt e eiee et eeeee e et eesiaeeessaeeesseeenaeeenseeennaeenas
Lignées cellulaires et ADNCc utilisés selon le type d’expérience..........
Amorces, enzymes de restriction et vecteurs utilisés pour les
différentes constructions de ré€CePteurs .......ovvvvvreriiereriieeerieeeriee e
Composition des solutions intracellulaire et extracellulaires utilisées
pour les enregistrements électrophysiologiques ..........cccceeevverireneennen.

Anticorps utilisés pour les immunoOmMarquages.........cccveeerveererveeeruveenns

47

58/59
64
86

92
94
106
112
118

127
130

131

21|Page



Page |22



Abréviations

Liste des abréviations

17PA 3 alpha,5 alpha-17-phenylandrost-16-en-3-ol
3a,50-THPROG 3 alpha,5 alpha-tétrahydroprogestérone
3a,5-THPROG 3 alpha,5 beta-tétrahydroprogestérone
30,50-THDOC 3 alpha,5 alpha-tétrahydrodéoxycorticostérone
5-HT 5-hydroxytryptamine ou sérotonine

5-HT34 Récepteur de la 5-HT de type 3 ou 4

AC Adénylyl cyclase

ADNCc Acide désoxyribonucléique complémentaire
AKAPs A-kinase anchoring proteins

A" Aluminium

Ala Alanine

AMPc Adénosine monophosphate cyclique

AOBS Accousto-optical beam splitter

AP Adaptator protein

Arf ADP-rybosylation factor

Arg Arginine

ARNm Acide ribonucléique messager

Asp Acide aspartique

Asn Asparagine

ATP Adénosine triphosphate

B-CCE 3-carboethoxy-f-carboline

BAPTA 1,2-bis-(2-aminophenoxyethane) N,N,N',N'-tetraacetic acid
BIG2 Brefeldin A-inhibited GDP/GTP exchange factor 2
BiP Binding protein

BRET Bioluminescence resonance energy transfer
BSA Albumine de sérum bovin

Bz Benzodiazépine

Ca®" Calcium

[Ca®]. Concentration cytosolique de calcium
CAML Calcium-modulating cyclophilin ligand
CamKII Protéine kinase II calcium-calmoduline dépendante
CC-L Canal calcique de type L

cd* Cadmium

CHO Chinese hamster ovary cell

CHO-UT CHO exprimant stablement ’UT humain

cr Chlore

Crerm Carboxy-terminal

CO, Dioxyde de carbone

Co™" Cobalt

COS-7 Cercopithecus aethiops kidney cells

CST Cortistatine

Cu™ Cuivre

Cys Cystéine

DA Dopamine

DAG Diacyglycérol

DAPI 4',6-diamino-2-phenylindole
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DHEA
DIV
DMCM
DMEM
DTM

E

€1, €2, €3
EGF
EGFP
EGFR
EGTA
ERK
ERM
EtOH
FERM
FRAP
FRET
GABA
GABAA
GABAg
GABARAP
GC
GDP
GFAP
Glu
Gln
Gly
GMPc
GODZ
GRIF
GRIP
GST
GTP
HAP-1
HBSS
HEK293
HEPES
H gz+
His
HTRF
11, Ip, 13
1.c.v.
1.d.
IBMX
ICso

Ile

1P5

IPs

1.v.

KDs
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Déhydroépiandrostérone DIP Dynamin inhibitory peptide
Jours de culture (Days in vitro)

Méthyl 6,7-diméthoxy-4-éthyl-f-carboline-3-carboxylate
Dulbecco’s modified Eagle medium

Domaine transmembranaire

Stade embryonnaire

Boucles extracellulaires 1, 2, 3

Epidermal growth factor

Enhanced green fluorescent protein

Récepteur de ’EGF

Acide tétraacétique d'éthylene-glycol
Extracellular signal-regulated kinase
Erzine/Radixine/Moésine

Ethanol

Four-point-one-ERM

Fluorescence recovery after photobleaching
Fluorescence resonance energy transfer

Acide y-aminobutyrique

Récepteur de I’acide y-aminobutyrique de type A
Récepteur de I’acide y-aminobutyrique de type B
GABA 4 receptor associated protein

Guanylyl cyclase

Guanosine diphosphate

Glial fibrillary acidic protein

Glutamate

Glutamine

Glycine

Guanosine monophosphate cyclique
Golgi-specific DHHC — Asp-His-His-Cys — zinc finger protein
GABA 4 receptor interacting factor-1

Glutamate receptor interacting protein
Glutathion-S-transférase

Guanosine triphosphate

Huntingtin associated protein 1

Hanks'balanced salt solution

Human embryonic kidney 293 cell

Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
Mercure

Histidine

Homogeneous time-resolved fluorescence
Boucles intracellulaires 1, 2
Intracérébroventriculaire

Intradermique

Isobutyl méthyl xanthine

Concentration inhibitrice médiane

Isoleucine

Inositol 1,4,5-trisphosphate

Inositols phosphates

Intraveineuse

Constante de désensibilisation



Abréviations

Kof'
Kon
Leu
Ln*"
Lys
MALDI-TOF
MAPK
Met
MLC-2
MLCK
MLCP
Mpb
MTA
nA

ND
NDS
NeuN
NG
NiZ*
NO
NOs
NSF
Nterm
OR

P
PBMC
PBS
PCR
PDGFR
PDI
PFA
pGln
Phe
PIP,
PIPs
PKA
PKC
PKG
PKM
PLC
Plic-1
PP
PPSI
PRIMACEN

PRIP
PRL
Pro
pS
PTK

Constante de déactivation
Constante d’activation

Leucine
Lanthanides
Lysine

Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight

Mitogen-activated protein kinase

Méthionine

Myosin light chain-2

Myosin light chain kinase
Myosin light chain phosphatase
Mega paires de bases

Material transfert agreement

Nano amperes
Non déterminé

Normal donkey serum
Neuronal nuclei
Normal goat serum

Nickel

Monoxyde d’azote

NO synthase

N-ethylameimide-sensitive factor
Amino-terminal

Récepteur opioide

Stade postnatal

Peripheral blood mononuclear cell
Phosphate buffer saline

Polymerase chain reaction
Platelet-derived growth factor receptor
Protéine disulfide isomérase
Paraformaldéhyde

Pyroglutamine
Phénylalanine

Phosphatidylinositol 4,5 diphosphate
Polyphosphoinositides

Protéine kinase A

Protéine kinase C

Protéine kinase G

Fragment catalytique de la PKC
Phospholipase C

Proteins linking integrin-associated protein and cytoskeleton

Protéine phosphatase
Potentiel post-synaptique inhibiteur

Plate-forme régionale de recherche en imagerie cellulaire de

Haute-Normandie

Phospholipase C-related, catalytically inactive proteins

Prolactine
Proline
Pico siemens

Protéine tyrosine kinase
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RACK-1
RCPG
RE
Rho
RGABA,
RMN
ROS
RT
SBF
SCAM
SENR
Ser
shARN
SHP-2
siARN
SNC
SNP
SS
SSTR
TBPS
TCA
Te"
Thr
Trp
TSH
Tyr
UCE
UII
URP
uT
Val
VEGF
7 n2+
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Receptor for activated C-kinase
Récepteur couplé aux protéines G
Réticulum endoplasmique

Ras homolog gene family

Récepteur GABAL

Résonance magnétique nucléaire
Reactive oxygen species

Room temperature

Sérum bovin feetal

Substituted cysteine accessibility method
Sensory epithelium neuropeptide-like-receptor
Sérine

Small hairpin ARN

Src homology 2-containing tyrosine phosphatase
Small interfering ARN

Systéme nerveux central

Single nucleotide polymorphism
Somatostatine

Récepteur somatostatinergique
t-butylbicyclophosphorothionate

Acide trichloroacétique

Terbium

Thréonine

Tryptophane

Thyroid stimulating hormone ou thyréostimuline
Tyrosine

Urotensin-converting enzyme

Urotensin 1

Ull-related peptide

Urotensin Il receptor

Valine

Vascular endothelial growth factor

Zinc



Résumé

Longtemps considérés comme de simples cellules de soutien dans le systéme nerveux
central (SNC), les astrocytes jouent en réalité un role clef au sein de I’unité neurovasculaire
dans la régulation métabolique, la transmission synaptique et/ou la neurogenése et la
synaptogenese, via I’expression de nombreux récepteurs/canaux ioniques/transporteurs et la
libération de facteurs autocrine et paracrine. A la suite de 1ésions cérébrales, en particulier
apres un épisode ischémique, 1’astrocytose réactionnelle qui se met alors en place pourrait étre
controlée par des facteurs vasoactifs localement surexprimés. L’urotensine II (UII) et son
paralogue 1’'urotensin Il-related peptide (URP) sont deux neuropeptides cycliques considérés
comme les facteurs endogenes vasoactifs les plus puissants caractérisés a ce jour. Les travaux
réalisés dans notre équipe ont mis en évidence la présence des ARNm codant I’UT et la
protéine dans les astrocytes corticaux de Rat en culture, et ont montré que I’UII active les
voies Gg-PLC-Ca®', Gyo, ou des canaux calciques de type T, et stimule la prolifération
astrocytaire. Les différences d’affinité de I’UT pour I’UII et I’'URP, et ses différents couplages
pourraient s’expliquer par des phénomenes de plasticité dépendants de ’état de prolifération
astrocytaire, eux-mémes sous-tendus par des interactions physiques et/ou fonctionnelles avec
d’autres récepteurs. Un exemple de plasticité "récepteur" a été suggéré pour le récepteur
GABA,, dont I’expression fonctionnelle a la membrane plasmique est inversement
proportionnelle a la capacité de prolifération des astrocytes, aprés un accident vasculaire
cérébral ou dans des tumeurs astrocytaires malignes. Ces données suggerent donc que le
récepteur GABA, est récepteur "répresseur” de prolifération cellulaire. Une étude montrant
que P’UIl régule la fonction GABAergique dans les neurones d’Aplysie, permettait
d’envisager I’existence d’une interaction entre les effets mitogeénes de 1I’UII et répresseur du
GABA sur la prolifération astrocytaire en conditions physiopathologiques. Notre projet de

recherche a donc consisté i) a montrer que I’'UT et le récepteur GABA sont co-exprimés dans
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les astrocytes et a rechercher 1’existence d’une interaction fonctionnelle bidirectionnelle entre
les deux récepteurs dans ce modéle cellulaire, ii) a caractériser le mécanisme d’action de I’'UII
sur ’activit¢ GABAergique dans les astrocytes de cervelet en co-culture avec des neurones, et
dans une lignée co-exprimant I’UT et les sous-unités du récepteur GABA humain, et iii) a
identifier les séquences d’interaction permettant le rapprochement de I’UT au récepteur
GABAA,, et sa régulation fonctionnelle.

Sur des astrocytes corticaux de Rat en culture, nous avons montré pour la premicre fois
que I’UII entraine une augmentation concentration-dépendante de la production d’AMPc. Cet
effet est totalement bloqué par le SQ22536, un inhibiteur d’adénylyl cyclase, alors qu’il est
exacerbé en présence d’un inhibiteur de PKA, le H89, suggérant I’existence d’un
rétrocontrole négatif du systeme adénylyl cyclase/AMPc/PKA sur la fonction de 'UT. De
plus, DI'UIl stimule de facon concentration-dépendante le métabolisme des
polyphosphoinositides (PIPs), un effet qui est fortement inhibé en présence de HS89.
L’ensemble de ces données suggere donc que I’UIl entraine la production d’AMPc et
I’activation d’une PKA, qui pourrait catalyser le changement de couplage de I’UT des
protéines G aux protéines G d’une part, et Gy d’autre part. Enfin, nous avons démontré que
I’activation du récepteur GABA, inhibe les effets de 1’UII sur le métabolisme des PIPs ainsi
que sur la production d’AMPc, révélant I’existence d’une régulation négative de la fonction
urotensinergique par le récepteur GABA dans les astrocytes.

Des expériences de double marquage réalisées sur des tranches de cervelet de Rat
révelent que I’UT et les sous-unités y; et y» du récepteur GABA, sont principalement co-
exprimés au sein de fibres astrocytaires dans la couche moléculaire ainsi que dans les cellules
de Purkinje. Sur des co-cultures astrocytes/neurones de cervelet, I’'UT et les sous-unités y; et
Y» sont majoritairement exprimés dans les astrocytes. Dans ce modéele de co-culture, nous
avons montré¢ que I’UIl inhibe la dépolarisation membranaire et atténue de manicre
concentration-dépendante I’amplitude du courant chlore évoqué par 1’agoniste du récepteur
GABA,, l’isoguvacine. Sur les lignées CHO exprimant stablement I’UT humain (CHO-UT)

et transitoirement transfectées par différentes combinaisons en ADNc codant différentes sous-
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unités du récepteur GABA humain, 1’UII i) inhibe significativement 1’amplitude du courant
CI” dés la concentration de 10> M (Bsy2 = aaPsy2 = aafiy2 > 023y > a2fiy1), ii) est d’autant
plus puissant que la sous-unité y est associée a la sous-unité B3 du complexe GABAergique
(02B3y2 = 02PB1y2 >> 2fs = azfy), et iii) devient inactif lorsque les sous-unités y ne sont pas
associées au récepteur GABAa. Sur les cellules CHO-UT exprimant le complexe
o2P3y2, UL, perfusée pendant seulement 1 s, est déja capable d’entrainer une diminution du
courant, un effet qui est corrélé aux effets du DMCM, un modulateur allostérique direct de la
fonction des complexes GABAergiques composés des sous-unités y. A ’aide d’un systéme
d’imagerie dynamique, nous montrons que I’UII entraine une augmentation irréversible de la
concentration cytosolique de calcium ([Ca*"].) alors "'URP stimule transitoirement la [Ca®'].
dans les CHO-UT. De méme, I’UII et ’'URP inhibent irréversiblement et réversiblement le
courant chlore évoqué par I’isoguvacine, respectivement. Nous montrons, que 1’antagoniste
peptidique [Orn’]-URP, se comporte comme un agoniste partiel de I'UT sur la [Ca®]. et sur la
fonction GABAergique, capable de bloquer les effets prolongés de I’UIl sur ces deux
effecteurs. De plus, le palosuran, un antagoniste non-peptidique développé par Actélion, ne
présente pas d’activité propre, abolie totalement I’effet de I’UIl sur la [Ca’*]. mais en
revanche, inhibe significativement la fonction GABAergique, mimant ainsi les effets de 1I’UII.

L’effet de I’UII, caractérisé par une inhibition rapide (<1 s apreés I’application d’UII),
suivie d’une diminution progressive de I’amplitude du courant au cours du temps, n’est pas
relayé par les protéines G associées a I’'UT. En revanche, 1’inhibition observée a long-terme
est partiellement dépendante du calcium, des kinases/phosphatases intracellulaires, et met en
jeu la dynamine, une protéine classiquement impliquée dans le processus d’internalisation du
récepteur GABA4. Nous confirmons en effet que sur des CHO exprimant I’UT et les sous-
unités a3 ya, I'UII provoque internalisation du récepteur GABA4. A I’aide de 4 mutants
de I’UT délétés dans la partie C-terminale de 19 (UTs7), 38 (UTss1), 57 (UTs3z) et 70 (UTs9)
acides aminés, respectivement, nous montrons que lorsque le récepteur GABA, est co-
exprimé avec le mutant tronqué UTsy, I’effet rapide de 1I’UIIl est fortement réduit et

I’inhibition a long terme du courant chlore est retardée, suggérant que le fragment distal 370-
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389 relaye ’effet rapide et direct de I’UII. Lorsque le récepteur GABA4 est co-exprimé avec
les mutants UTss;, UTs3, ou UTsp9, PUII est sans effet sur la régulation du courant GABAA,,
indiquant que la séquence comprise entre les acides aminés 351 et 370 joue un rdle majeur
dans le processus d’internalisation du récepteur GABAA.

L’ensemble de ces données démontre pour la premicre fois I’existence d’une interaction
fonctionnelle bidirectionnelle entre le récepteur GABA,4 et le récepteur couplé aux protéines
G de I’UlII, associée particulierement a la plasticité astrocytaire. L’activation de I’UT inhibe
rapidement la fonction GABAergique, conduisant a I’extinction progressive du récepteur
GABA, a la membrane plasmique via son internalisation. Les effets de I’UII, partiellement
indépendants des voies de signalisation classiquement associées aux RCPG, suggerent
I’existence d’un couplage "direct" entre le fragment C-terminal de I’UT et la sous-unité y
associée au complexe récepteur GABA, De fait, la perte du role répresseur du récepteur
GABA, engendrée par le peptide vasoactif UIl pourrait jouer un réle majeur dans la

prolifération astrocytaire au cours de 1ésions cérébrales.
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Considered as passive cells in the central nervous system, astrocytes play a pivotal role in
the neurovascular unit controlling metabolic support to neurons, synaptic function and/or
neurogenesis and synaptogenesis, via the expression of a plethora of receptors/ion
channels/transporters and the release of autocrine/paracrine factors. Reactive astrogliosis
observed during cerebral lesions such as ischemia, could be controlled by vasoactive factors
locally over-expressed. Urotensin II (UII) and its paralog, the urotensin Il-related peptide
(URP), are two neuropeptides currently considered as the most potent vasoactive factors
characterized. Previous studies conducted in our team have showed that Rat cortical
astrocytes expressed functional UT receptors, and that UII activates Gq/PLC/Ca2+ and Gy,
transduction pathways, T-type calcium channels, and stimulates cell proliferation. The distinct
UT affinities for UIl and URP, and the UT-associated different couplings to G-proteins would
be explained by receptor plasticity regulating by astrocyte proliferation, involving cross-talk
of UT with other receptors. Receptor plasticity has ever been suggested for the GABAA
receptor, whose functional expression at the plasma membrane is inversely proportional to the
degree of astrocyte proliferation, after a stroke or in malignant astrocytes. These data suggest
that the GABA, receptor works as a repressor of cell proliferation. A study demonstrating
that the UIl modulates the GABAergic function in Aplysia neurons suggested a possible
interaction between the mitogenic effects of UIIl and the repressor activity of the GABAA
receptor on astrocyte proliferation in physiopathological conditions.

Thus, this project aimed at i) demonstrating that UT and the GABA, receptor are co-
expressed in astrocytes and investigating the existence of a bidirectional functional interaction
between the two receptors, ii) characterizing the mechanism of the Ull-induced inhibition of
the GABAergic function in astrocytes from cerebellum co-cultured with neurons, and in a cell

line coexpressing the human UT and GABAj receptor subunits, and iii) identifying the
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sequences involved in UT and the GABA, receptor interaction, and in the regulation of the
GABA receptor current.

In cultured cortical astrocytes, we showed for the first time that UII binding induces a
dose-dependant stimulation of cAMP production. This effect is suppressed by the specific AC
antagonist SQ22536, and sustained in the presence of the PKA inhibitor H89, suggesting the
existence of a negative feed-back of the AC/cAMP/PKA system on UT functioning.
Moreover, UII induces a concentration-dependant stimulation of the PIPs turnover, reduced in
the presence of H89. These data suggest that UIl stimulates cAMP formation and activates
PKA, that would provoke a switch of UT coupling from G; to G; on the one hand, and Gg, on
the other hand. We demonstrated that activation of the GABA, receptor counteracts the
effects of UII on both PIPs turnover and cAMP production, thus providing the evidence that
UT function can be regulated by the GABA receptor in astrocytes.

Double labeling studies performed on slices from Rat cerebellum revealed that UT and
the y; and v, subunits of the GABA, receptor mainly co-localize in glial processes in the
molecular layer and in Purkinje cells. On astrocyte/neuron co-cultures from cerebellum, UT
and the y; subunit are predominantly expressed in Purkinje cells and astrocytes. In this co-
culture model, we showed that UII reduces the membrane depolarization and induces a dose-
dependant inhibition of the chloride current evoked by the GABA, receptor agonist,
isoguvacine. On a CHO cell line that stably express the human UT (CHO-UT) and transiently
transfected with different combinations of cDNA encoding GABA, receptor subunits, UII i)
significantly inhibits the chloride current from the concentration of 10" M (Bsy2 = azPayz =
a2P1y2 > a2B3y1 > a2Pi1v1), ii) is more potent than the y subunit is associated to the 3 subunit in
the GABAergic complex (02f372 = 02f172 >> a3 = axp;), and #ii) fails to inhibit the chloride
current in the absence of gamma subunits. In CHO-UT expressing a,3y> subunits, a 1-sec UII
perfusion inhibited the current, and this effect is correlated to the effect of DMCM, a direct
allosteric modulator of GABAergic complexes containing a y subunit. Intracellular calcium
mobilization assays on CHO-UT showed that UII provokes an irreversible intracellulaire

calcium concentration ([Ca*"]¢) increase whereas URP transiently stimulates the [Ca®"].. Ul
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and URP irreversibly and reversibly inhibits the isoguvacine-evoked current, respectively. We
demonstrated that the peptide antagonist [Orn’]-URP is a partial agonist both on the [Ca®].
and the GABAergic function, and blocks the prolonged effects of UIl on each assays. The
non-peptidic antagonist palosuran developed by Actelion, fails to modulate the [Ca®']., totally
abolishes the Ull-induced [Ca®’]. increase but mimics the effect of UII on the GABAergic
function, i.e. a significant inhibition of the chloride current.

The effect of UII, characterized by a fast inhibition (<1s after UII perfusion), followed by
a run-down of the Iso-evoked current, is not relayed via G-proteins coupled to UT. However,
the long-term Ull-induced inhibition partially involves calcium, intracellular
kinases/phosphatases and dynamine, a protein known to mediate the GABAA receptor
internalization. On CHO-UT transfected with azﬁgHAyz subunits, we confirmed that UII
induces the internalization of the GABA, receptor. We also generated four C-terminal
truncated mutants of the UT receptor lacking the 19 (UTs37), 38 (UTss1), 57 (UTss2) and 70
(UTs19) amino acids, respectively, and showed that the co-expression of UTs7 with the
GABA, receptor strongly reduces the fast Ull-induced inhibition, and delays the long-term
depression of the chloride current. This suggests that the rapid and direct effect of UII
involved the distal fragment 370-389 of the UT C-terminus. When the GABA 4 receptor is co-
expressed with UTss;, UTss; or UTspg, UII totally failed to inhibit the chloride current,
indicating that the 351-370 UT sequence plays a major role in the internalization of the
GABA receptor.

Taken together, these data demonstrates for the first time the existence of a bidirectional
functional interaction between the GABA, receptor and the G protein-coupled receptor for
UII, associated with astrocyte plasticity. The UIl mechanisms, which do not entirely require
classical GPCR-associated signaling pathways, may involve a more “direct” cross-talk
between the C-terminal fragment of UT and the y subunit associated to the GABA, complex.
Thus, the extinction of the GABAA\ receptor expressed at the plasma membrane triggered by
the vasoactive peptide UIl, would play a major role in astrocyte proliferation following

cerebral lesions.
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Introduction

Les astrocytes constituent la principale population de cellules gliales du systéme nerveux
central (SNC). Depuis le milieu du XIXe siécle, ou le tissu nerveux non-neuronal fut qualifié
de « glue » par Virshow, et jusqu’a ces derniéres années, les astrocytes ont été considérés
comme des ¢éléments de soutien relativement passifs ; une population de cellules homogenes
capables de réguler I’homéostasie du réseau neuronal, de relayer la synthése de protéines de la
matrice extracellulaire, de molécules d’adhésion ou de facteurs trophiques, de contrdler la
maturation neuronale et synaptique, et d’apporter le soutien métabolique indispensable au
cerveau (Wang and Bordey, 2008). Avec le développement des outils électrophysiologiques,
de biologie cellulaire, d’imagerie ou de génétique, il apparait que les astrocytes représentent
en réalité une population cellulaire hétérogene, pour laquelle on observe 1’émergence de
nouvelles fonctions, i.e. 1’organisation de 1’architecture synaptique, le controle de Ia
prolifération des cellules souches neurales et la régulation du flux sanguin cérébral (Wang and
Bordey, 2008). Bien que I’hypothése de changements locaux de 1’activité cérébrale couplés a
la perfusion ait été apportée par Roy et Sherrington en 1890, ce n’est qu’au cours des 10
derniéres années que I’interface entre le SNC et le systtme vasculaire — 1’unité
neurovasculaire — a ¢ét¢ explorée et caractérisée. En effet, les astrocytes dits
« protoplasmiques » de la substance grise, hautement polarisés, sont capables de contacter ou
de projeter vers les synapses et/ou les vaisseaux sanguins cérébraux, ce qui leur permet
d’intégrer et de co-réguler les activités synaptiques et les apports métaboliques (Figure 1).

Au sein de 'unité neurovasculaire, la perception de ces activités par les astrocytes
s’opere via I’activation de canaux ioniques tels que le récepteur GABA,, de récepteurs a 7
domaines transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG) ou de transporteurs,
responsables d’une dépolarisation membranaire et/ou d’une augmentation de la concentration

2+]

cytosolique de calcium ([Ca™].). A I’heure actuelle, on estime que cette dynamique

intracellulaire calcique représente le mode d’excitabilité des astrocytes relayé par des RCPG
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spécifiquement couplés aux protéines Ggi; (Nimmerjahn, 2009), relayant la production
d’inositols 1,4,5 trisphosphate (IP;) et I’activation des pools de calcium du réticulum
endoplasmique (RE) (Figure 1). En conditions physiopathologiques, i.e. ’hémorragie sous-
arrachnoidienne, 1’ischémie cérébrale, I’hypertension ou les Iésions traumatiques, la réaction
des astrocytes, ou «astrogliose réactionnelle », se manifeste via des altérations

caractéristiques de I’expression et de 1’organisation des filaments gliaux, une hypertrophie
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Figure 1 : Représentation schématique de la communication cellulaire au sein de D’unité
neurovasculaire. Dans ’unité neurovasculaire, les astrocytes, acteurs majeurs de la synapse tripartite
et en contact avec les capillaires sanguins, assurent de nombreuses fonctions, de la régulation de
I’activité synaptique ou du soutien métabolique aux neurones, a la régulation du débit sanguin
cérébral. Ces mécanismes d’action mettent en jeu classiquement des récepteurs couplés aux protéines
G, et ’activation de la voie de signalisation IPs/Ca®". Lors d’une atteinte du SNC, d’ordre vasculaire,
traumatique ou neurodégénératif, la réactivité astrocytaire, ou "astrogliose réactionnelle", est 1I’¢lément
clé du remodellage tissulaire. Au cours de la prolifération astrocytaire, la disparition fonctionnelle du
récepteur GABA déja démontrée pourrait impliquer des récepteurs de peptides vasoactifs.
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cellulaire progressive, la prolifération et enfin, dans certains cas, la formation d’une glie
cicatricielle. L’origine de ces astrocytes proliférants n’est pas bien comprise et pourrait
inclure les astrocytes matures qui ré-entrent dans le cycle cellulaire, ainsi que des progéniteurs
neuraux du parenchyme local ou des zones ventriculaires, considérés eux-aussi comme des
astrocytes indifférenciés. Parmi les acteurs de régulation de 1’astrogliose réactionnelle, les
stimulateurs vasoactifs de la prolifération cellulaire tels que le vascular endothelial growth
factor (VEGF) et I’endothéline jouent un rdéle majeur. Dans ces conditions de prolifération
astrocytaire, la disparition de 1’expression fonctionnelle de 1’aquaporine 4 (Koyama and
Tanaka, 2010) ou du récepteur GABA, (Tateishi ef al., 2007) semble associée aux effets de

peptides vasoactifs surexprimés apres des 1€sions post-ischémiques.

L’urotensine II (UII) est le peptide vasoactif le plus puissant connu a ce jour (Douglas et
al., 2004a), dont les propriétés mitogeénes sur les astrocytes ont été trés récemment mises en
évidence dans notre équipe (Jarry et al., in press). Au cours de cette thése, nous nous sommes
intéressés a D’existence d’une plasticité-récepteur dans les astrocytes, impliquant une
interaction fonctionnelle bidirectionnelle entre le récepteur du peptide vasoactif UII et le

récepteur GABAA.

39|Page



Introduction

Page |40



Introduction

Chapitre | : Le Systeme GABAergique

W 3

Le GABA est le principal neurotransmetteur inhibiteur du SNC et joue de ce fait un role
majeur dans la modulation de I’activité neuronale. Les effets du GABA sont principalement
relayés par 2 types de récepteurs, dénommés récepteurs GABA, et GABAg. Le récepteur
GABA, est un récepteur ionotropique, perméable aux ions chlore, tandis que le récepteur
GABAg est un RCPG hétéromérique, formé par I’assemblage de deux sous-unités GABABI1
(GBla ou GB1b) et GABAB2 (Kaupman et al., 1997 ; Goei et al., 1998 ; Grifa et al., 1998),
qui controle I’activité de I’adénylyl cyclase et régule 1’ouverture de canaux calciques et
potassiques (Bormann, 1988 ; Bowery, 1993 ; Misgeld et al., 1995 ; Rabow et al., 1995 ;

Kaupmann et al., 1997 ; Bowery and Brown, 1997).

1. Structure du récepteur GABA

Le récepteur GABA4 est un complexe hétéro-oligomérique composé de 5 sous-unités
protéiques dont I’organisation pseudo-symétrique délimite un pore central perméable
majoritairement aux ions chlore. Ce récepteur appartient a la superfamille des récepteurs-
canaux a "boucle cystéine", appelée ainsi en raison de la présence d’un motif conservé
contenant une paire de cystéines reliée par un pont-disulfure, dans la région N-terminale
(Nterm) extracellulaire de chaque sous-unité (Schofield ef al., 1987 ; Simon et al., 2004). Chez
les vertébrés, cette famille de canaux ioniques regroupe les récepteurs glycinergiques (Barker
and Ransom, 1978 ; Grenningloh et al., 1987 ; Breitinger and Becker, 2002), les récepteurs
cholinergiques nicotiniques (Noda et al., 1983 ; Corringer et al., 2000 ; Lukas and Bencherif,
2006), le récepteur sérotoninergique 5-HT; (Maricq et al., 1991 ; Davies et al., 1999 ;
Thompson and Lummis, 2006), ainsi qu’un canal ionique spécifiquement activé par le zinc
(Zn*") (Davies et al., 2003). Tous ces récepteurs sont des pentameres dont les sous-unités

possédent entre elles au minimum 30% d’homologie de séquence en acides aminés.
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Figure 2 : Localisation chromosomique et arbre phylogénétique des sous-unités du récepteur
GABA,. Les séquences des sous-unités humaines, de Rat, de Souris et de Poulet sont extraites des
bases de données du National Center for Biotechnology Information. L’arbre phylogénétique a été
construit & 1’aide du logiciel ClustalX selon la méthode du neighbour joining, et a ensuite été¢ mis en
forme a I’aide du logiciel TreeView. L’arbre se présente sous forme de deux clades, I’un constitué des
sous-unités sensibles (o, y et €), I'autre des sous-unités non sensibles (B, 6, 3, m et p) aux
benzodiazépines (BZ). La barre d’échelle représente 0,1 substitution par nucléotide. Dans 1’encadré est
représentée la distribution chromosomique des geénes codant les différentes sous-unités humaines. La
plupart des sous-unités sont regroupées au sein de mémes portions de genes sous forme de clusters
résultant de duplications de génes et de divergences, au cours de 1’évolution. La barre d’échelle
représente 0,5 Mega paires de bases (Mpb).
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1.1. Sous-unités du récepteur GABA

Le criblage d’une banque d’ADNc de cerveau de beeuf a conduit aux premieres
caractérisations moléculaires des sous-unités du récepteur GABA, et ainsi au clonage des
deux premicres sous-unités dénommées o et [ (Sigel and Barnard, 1984 ; Schofied et al.,
1987). Les résultats du séquencage complet du génome humain (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2004) suivi d’une analyse in silico (Simon et al., 2004),
permettent de conclure a 1’existence, chez les Mammiferes, de 19 geénes codant des sous-
unités distinctes du récepteur GABA,, réparties en 8 classes (ati-6, Bi1-3, Y13, 0, €, 0, T et pi_3).
Les différentes classes posseédent généralement 20 a 30% d’identité de séquence en acides
aminés, contre 70 a 80% entre les isoformes de chaque classe (Figure 2) (Barnard et al.,
1998 ; Hevers and Luddens, 1998 ; Bonnert et al., 1999 ; Darlison et al., 2005). La diversité
moléculaire au sein des isoformes de sous-unités est encore accrue par le processus d’épissage
alternatif, qui permet de générer des formes longues (L) et courtes (S) des sous-unités os
(Kim et al., 1997), o (Korpi et al., 1994), B, (Harvey et al., 1994), Bs (Kirkness and Fraser,
1993), B4 (Bateson et al., 1991), v, (Whiting et al., 1990 ; Kofuji et al., 1991) et y; (Poulsen et
al., 2000). L’arbre phylogénétique des séquences de vertébrés révele qu’une sous-unité
ancestrale d’un pseudo-récepteur GABA, a donné naissance a deux clades classés en sous-
unités (Figure 2), sensibles (a, y et €) ou non sensibles (3, 0, 5, © et p) aux benzodiazépines
(BZ), des agents pharmacologiques exogeénes modulateurs allostériques de la fonction
GABAergique (Ortells and Lunt, 1995 ; Xue, 1998 ; Martyniuk et al., 2007). De plus,
I’analyse phylogénétique réalisée par Martyniuk ef al. (2007) démontre que les sous-unités ¢
et 0, spécifiques des Mammiferes (Davies et al., 1997a ; Wilke et al., 1997 ; Whiting et al.,
1997 ; Bonnert et al., 1999), dérivent respectivement des sous-unités y4 et B4 clonées chez les
oiseaux, les reptiles et les poissons (Bateson et al., 1991 ; Lasham et al., 1991 ; Harvey et al.,
1993 ; Darlison et al., 2005 ; Thode et al., 2008). La majorité¢ des sous-unités sont regroupées
au sein de mémes portions de genes sous forme de clusters (Simon et al., 2004). Ainsi, chez
I’Homme, des tandems de génes des sous-unités y;-o2-0u-P1, B2-0le-0L1-y2, p1-p2, P3-ats-y3 et e-

a3-0 sont localisés sur les loci chromosomiques situés en 5q34, 15q13, 4p12, Xq28 et 6q15,
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respectivement. En revanche, les génes codant les sous-unités m, p; et 6 sont quant a eux
isolés, et localisés sur les loci chromosomiques 5q35, 3q12 et 1p36 (Figure 2) (Simon ef al.,
2004).

Toutes les sous-unités possédent un large domaine Ny, extracellulaire constitué de 220 a
250 acides aminés, présentant 3 sites potentiels de N-glycosylation et une boucle peptidique
formée par un pont disulfure reliant deux résidus cystéine conservés. Cette séquence est suivie
de 4 domaines transmembranaires (DTM1-DTM4) hydrophobes structurés en hélice a, les

DTM3 et DTM4 étant connectés par une large boucle intracellulaire variable (125 acides
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Figure 3 : Représentation schématique de la structure du récepteur GABA,. Le récepteur
GABA, est un complexe hétéropentamérique dont 1’assemblage des 5 sous-unités, réparties en 7
classes (a, B, v, 0, €, 0 et m), délimite un canal chlore central (Cl'). En encadré, la modélisation
moléculaire du pentamére gabaergique est basée sur la structure du récepteur nicotinique et a été
réalisée a partir d’une composition en sous-unités de 20,+2B,+1y, (D aprés Mokrab et al., 2007).
A T’heure actuelle, on estime que le récepteur GABA, présente une steechiométrie 2a+23+1y/6/¢/6/x,
mais I’existence de pentaméres formés de 20+1B+1y+1e/0/m n’est pas exclue. Chaque sous-unité se
compose de 2 domaines amino- et carboxy-terminauX (Nim €t Cierm) €xtracellulaires et de 4 domaines
transmembranaires (DTM) connectés par 2 boucles intracellulaires (i; et i) et une boucle
extracellulaire (e;). Le domaine N, présente 3 sites potentiels de N-glycosylation et un pont
disulfure entre 2 résidus cystéine conservés. La large boucle i, est la région qui présente les séquences
les plus divergentes entre les sous-unités ; elle contient de nombreux sites consensus de
phosphorylation par des sérine/thréonine et tyrosine kinases (en vert) et constitue le site majeur
d’interaction avec les protéines régulatrices intracellulaires. Dans 1’exemple est illustré la séquence en
acides aminés de la boucle i, de la sous-unité y,, comprenant ses 2 variants d’épissage, la sous-unité
Y2s (forme courte) et v, (forme longue). Au sein du pentameére, le DTM2 de chacune des 5 sous-unités
du récepteur GABA, borde la paroi du canal ionique central, le DTM4 étant situé a 1’extérieur, et les
DTMI et DTM3 adoptant une position contigiie. En encadré, la forme modélisée du récepteur, vue du
dessus, représente le pentamere dans sa configuration inactivée (canal fermé) (D apres Mokrab et al.,
2007).
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aminés), dont les séquences regroupent de nombreux sites consensus de phosphorylation et
d’interaction spécifiques a des protéines cytosoliques régulatrices (Kittler and Moss, 2003 ;
Liischer and Keller, 2004). Les sous-unités possedent une masse moléculaire apparente de 40
a 50 kDa, dont I’organisation spatiale est hautement conservée d’une sous-unité a 1’autre

(Figure 3).

1.2. Assemblage et steechiométrie des sous-unités du récepteur GABA 5

L’observation en microscopie électronique de récepteurs purifiés a partir de cerveau de
Porc, la comparaison de courbes dose-réponse réalisées sur des complexes recombinants
formés de sous-unités sauvages et/ou mutées, et les études de Western blot ont permis de
mettre en évidence 1’association des différentes sous-unités du récepteur GABAA en
pentamére (Figure 3) (Nayeem et al., 1994 ; Chang et al., 1996 ; Tretter et al., 1997). De
nombreuses études réveélent que 1’assemblage de sous-unités a et 3 est suffisante pour former
un pentamere fonctionnel (Sieghart, 1995 ; Bencsits et al., 1999 ; Olsen and Sieghart, 2008).
Cependant, il est désormais clairement établi que la grande majorité des récepteurs GABA4 se
composent de 3 types de sous-unités, i.e. a et 3 associées a une ou plusieurs sous-unités 7, 9,
g, 0 et/ou m (Olsen and Sieghart, 2009). Les premiéres études, basées sur 1’utilisation
d’anticorps spécifiques, ont ainsi révélé que la combinaison la plus abondante rencontrée dans
le cerveau était formée des sous-unités ovj, 32 et y» (McKernan and Whiting, 1996 ; Sieghart
and Sperk, 2002 ; Whiting, 2003 ; Benke ef al., 2004). L’hypothése selon laquelle le récepteur
GABA, serait préférentiellement formé par 1’assemblage de 2o+1B+2y est étayée par des
expériences montrant que la mutation des acides aminés chargés localisés en bordure du
canal, dans une région homologue des sous-unités a3, B, et y,, modifie le degré de
rectification sortante du courant évoqué par le GABA (Backus et al., 1993). Des travaux
démontrant la coexistence au sein d’un méme complexe de 2 isoformes des sous-unités a,
mais aussi y (o0, 003, OL10Ls, OL10LG, OL2OL3, OL30Ls, Y2V3, YarY2s), €t d’une seule isoforme de la
sous-unité 3, confortent cette hypotheése (Duggan et al., 1991 ; Liiddens et al., 1991 ; Zezula

and Sieghart, 1991 ; Mertens et al., 1993 ; Khan et al., 1994 ; Quirk et al., 1994 ; Li and De
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Blas, 1997 ; Fisher and Macdonald, 1997 ; Benke et al., 2004 ; Minier and Sigel, 2004). Cette
hypothése est cependant controversée puisque des données obtenues par immunoprécipitation
(Tretter et al., 1997), Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET ; Farrar et al., 1999),
ou I'utilisation de sous-unités liées en tandem (Baumann et al., 2001, 2002 ; Boileau et al.,
2005 ; Baur et al., 2006) suggérent une stoechiométrie de type 2a+23+1y, avec un agencement
au sein du pentameére de type BayBo (Baumann et al., 2001, 2002). De plus, des données de
co-immunoprécipitation rapportent I’existence de 2 isoformes de B au sein d’un méme
complexe (Li and De Blas, 1997 ; Jechlinger et al., 1998). Dans de rares cas, 4 classes
différentes peuvent étre représentées au sein d’'un méme complexe, comme par exemple les
sous-unités 1 et O qui sont capables de s’assembler aux sous-unités a, 3 et y (Bonnert et al.,
1999 ; Neelands and Macdonald, 1999 ; Neelands et al., 1999 ; Sieghart and Sperk, 2002).
Certaines sous-unités peuvent former des homomeres fonctionnels, notamment les sous-unités
B qui, lorsqu’elles sont assemblées, délimitent un canal chlore capable de s’ouvrir
spontanément (Sigel et al., 1989 ; Krishek et al., 1996 ; Cestari et al., 1996 ; Miko et al.,
2004), et les sous-unités p formant un récepteur de pharmacologie particuliére (Hackam et al.,
1997 ; Koulen et al., 1998). Des études réalisées sur des récepteurs recombinants exprimés
par des ovocytes de Xénope ou sur des récepteurs natifs neuronaux ont toutefois démontré
que ces sous-unités p pouvaient s’assembler a y, et/ou o et ainsi former des hétéromeéres de
récepteurs fonctionnels (Qian and Ripps, 1999 ; Milligan et al., 2004 ; Pan and Qian, 2005).
Les différentes stoechiométries des sous-unités du récepteur GABA, sont représentées sur la
Figure 3.

L’assemblage des différentes sous-unités qui composent le récepteur GABA, débute
dans le RE et requiert la liaison de 3 protéines chaperons, i.e. la protéine de liaison aux
chaines lourdes des immunoglobulines BiP (Binding Protein), la calnexine et la protéine
disulfide isomérase (Connolly et al., 1996 ; Gorrie et al., 1997 ; Kleizen and Braakman,
2004 ; Sarto-Jackson and Sieghart, 2008). La protéine BiP reconnait les régions hydrophobes
exposées, la calnexine se lie aux glycanes immatures et la disulfide isomérase catalyse la

formation de ponts disulfures entre les résidus cystéines. Les sous-unités non assemblées
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sont associées a la BiP et a la calnexine et sont retenues dans le RE grace au signal de
rétention Lys-Asp-Glu-Leu présent sur les protéines chaperons (cf § 2.2.2).

Des signaux d’assemblage ont pu étre identifiés a I’interface des sous-unités elles-mémes,
permettant ainsi de limiter la diversité des complexes formés (Kittler ez al., 2000a, 2002). Les

premiéres données dans ce domaine sont issues des travaux portant sur le variant d’épissage

Résidu(s) impliqué(s) Sous-unité(s) Interface(s) Domaines Références
dans ’assemblage partenaire(s) /) homologues

Bs (52-66)

a; (Met™-Trp®) Bs ) Y2 (67-81) 7
v (70-84)

a; (le**~Ser®) Bs ND ND 11

a; Arg® B, ) ND 1

a; Trp® B, (+) ND 10

a; (Met*—Phe'") 72 (91-104) ) ND 6

a, Arg” B, (+) ND 10
o (54-68)

B3 (Met*~Asp®®) o ) v, (67-81) 7
v (70-84)

Bs (Gly"*-Asp®) o ) Y2 (91-104) 2

Bs (Gly'"", Lys'”, Glu'”, Arg'"") Bs ND ND 11

12 Arg® B2 () ND 3
o (54-68)

12 Met—Trp*") o ) B3 (52—66) 7
v; (70-84)

12 (Tyr®*-Asn®) oy + B3 HE) ND S

12 (Ser’'-Gly'"™) o, (80-100) ) Bs (76-89) 5

72 (Thr'®, Pro'?") Bs ) ND 9

Y2 Ser!” ND ND ND 4
o (54-68)

vs (Ser”"~Thr®) o +PBs (/) Bs (52-66) 7
v, (67-81)

¥3 (Thr**~Thr”) o + B3 /) Y2 (83-90) 7

73 (Ser”-Gly'") o ) Y2 (91-104) 8

Tableau 1 : Séquences impliquées dans I’assemblage des sous-unités du récepteur GABA,. Des
méthodes de mutageneése dirigée, de délétion ou 1’utilisation de sous-unités chimériques ont conduit a
I’identification, au sein de la boucle N, des sous-unités du récepteur GABA,, de résidus ou de
séquences impliqués dans I’assemblage des sous-unités entre elles. Ces acides-aminés sont localisés au
niveau des interfaces d’assemblage (+) et (—). Des domaines homologues ont ainsi pu étre mis en
évidence entre les différentes isoformes. La numérotation des références est propre a ce tableau :
1, Bollan et al., 2003b ; 2, Ehya et al., 2003 ; 3, Hales et al., 2005 ; 4, Jin et al., 2004 ; 5, Klausberger
et al., 2000 ; 6, Klausberger et al., 2001 ; 7, Sarto et al., 2002a ; 8, Sarto et al., 2002b ; 9, Sarto-
Jackson et al., 2006 ; 10, Srinivasan et al., 1999 ; 11, Taylor et al., 1999. ND, non déterminé.
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Modéle 1 Modéle 2
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un complexe o,B5Y,
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PDI
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structure ,

Figure 4 : Assemblage des sous-unités du récepteur GABA,. A. Représentation schématique des
deux modeles hypothétiques d’assemblage proposés par Sarto-Jackson et Sieghart, 2008. Selon un
premier modele (gauche), I’existence d’interactions entre deux sous-unités o permettrait d’abord aux
interfaces (+) et (—) des sous-unités p de contacter respectivement les interfaces (—) et (+) des
isoformes o, puis & une sous-unité y de compléter le pentamére. Dans un second modéle (droite),
I’assemblage du récepteur se ferait par contacts successifs entre les interfaces (+) d’un isoforme et (-)
d’un autre isoforme, aboutissant ainsi consécutivement a un pentamere. Au sein de chaque interface
ont été identifiées des séquences d’assemblage spécifiques, illustrées ici pour un complexe o,fBsy,.
B. Représentation du mécanisme de contrdle de 1’assemblage des sous-unités au sein du réticulum
endoplasmique (RE). Dés sa translocation dans le RE, le repliement de la sous-unité néo-synthétisée
est assisté par 3 protéines chaperon (®) : la BiP (Binding Protein), qui se lie aux régions hydrophobes,
la calnexine, qui reconnait les glycanes, et la protéine disulfide isomérase (PDI), responsable de la
catalyse des ponts disulfure. Les protéines présentant des anomalies de structure sont écartées et
dirigées vers le protéasome pour dégradation (@). Les protéines correctement repliées mais non-
assemblées sont également dégradées par le protéasome (®). Les complexes pentamériques sont quant
a eux stabilisés au sein du RE par leur association a la protéine Plic-1, et rejoindront ainsi I’appareil de
Golgi (®@). ND, non déterminé.
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de la sous-unité¢ o (0es), démontrant qu’une délétion de 10 acides aminés dans la région
Nterm, €mpéche la formation d’un pentamére fonctionnel (Korpi et al., 1994). 11 s’est avéré que
la région délétée (Glu™®-GIn®’) était nécessaire & I’assemblage et a la translocation de
complexes oeP2y2 @ la membrane plasmique. Par la suite, des études par mutagenése dirigée,
par délétion ou par utilisation de sous-unités chimériques, ont mis en évidence que
I’assemblage des sous-unités s’opere deés le RE, et que ces sous-unités possedent des
séquences « signal » d’assemblage et d’adressage (Tableau 1). En référence au code appliqué
a la structure de [’acetylcholine binding protein (Brejc et al., 2001), on considére qu’au sein
d’un pentamere, chaque sous-unité pourrait présenter deux interfaces d’assemblage, i.e. la
face (+) étant au contact d’une des sous-unités adjacentes, la face (—) participant a
I’interaction a I’autre sous-unité adjacente (Figure 4A). Ainsi, les résidus 54 a 68 situés a
I’interface (—), une séquence hautement conservée entre toutes les sous-unités o, semblent
interagir avec les sous-unités 3 (Klausberger et al., 2000 ; Taylor et al., 2000 ; Sarto et al.,
2002a), et les résidus 80 a 100 localisés au niveau de I’interface (+), permettent I’association a
la sous-unité v, (Figure 4A) (Klausberger et al., 2001). Plus précisément, le résidu GIn®’ est
déterminant pour I’assemblage de o (-) avec B3 (+) (Taylor ef al., 2000) et le résidu Arg®
permet & a; de lier uniquement 3, (Bollan et al., 2003a, b). Réciproquement, au niveau de
I’interface (—) des sous-unités 3, et B, les résidus 52 a 66 interviennent dans la liaison a o,
(Taylor et al., 1999 ; Klausberger et al., 2000 ; Sarto et al., 2002a) alors que les résidus 76 a
89 situés a I’interface (—) de 33 entrent également en jeu dans ’interaction avec a; (Tableau 1)
(Ehya et al., 2003). Enfin, les acides aminés 67 a 81 et 91 a 104 de y,, et 70 a 84 de vs,
localisés au niveau de I’interface (—), ainsi que les résidus 83 a 90 localisés a I’interface (+) de
Y2, sont impliqués dans I’assemblage aux sous-unités o, et B3, respectivement (Tableau 1)
(Klausberger et al., 2000 ; Sarto ef al., 2002a, b). Le résidu Trp® de v, situé a I’interface (-)
semble indispensable pour I’interaction avec les sous-unités o; et B, (Teissere and
Czajkowski, 2001), et il apparait que les résidus Trp® et Trp’*, communs a toutes les sous-
unités, sont indispensables pour la formation du pentamere (Srinivasan et al., 1999). Deux

hypotheéses ont été proposées par Sarto-Jackson et Sieghart (2008) pour expliquer
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Figure 5 : Caractéristiques du canal chlore associé au récepteur GABA,. A. Représentation
schématique du canal chlore associé au récepteur GABA, dans sa configuration ouverte, délimité a
gauche par le DTM2 de la sous-unité a, et a droite par le DTM2 de la sous-unité B; (Adapté de
Keramidas et al., 2004). Les acides aminés représentés sont ceux dont la chaine latérale projette dans
la lumiére du canal, identifiés par les méthodes de substitution de résidus. La majorité d’entre eux sont
des résidus polaires (rose). La sélectivité ionique du canal est déterminée par la présence a son
extrémité distale (position 0°, face cytosolique) d’un anneau de charges positives formé des 5 résidus
Arg(0’). Un deuxiéme anneau est également retrouvé plus en amont du canal, formé des résidus
Arg(19’). L’hélice a présente une distorsion au niveau du résidu Thr(7’), permettant ainsi a cet acide
aminé d’étre exposé a la lumiére du canal. Résidus basiques (orange), résidus acides (bleu), résidus
polaires (rose) et résidus apolaires (jaune). B. Modélisation des 5 DTM2 formant le canal chlore vue
du dessus, obtenue par calcul des interactions ¢lectrostatiques et simulation informatique des
mouvements Browniens (D ‘aprés O’Mara et al., 2005).
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I’assemblage des différentes sous-unités du récepteur GABA, (Sarto-Jackson et Sieghart,
2008). Dans le premier mécanisme, deux sous-unités o; mutées interagissent via le domaine
exposé a lumiere du canal, permettant a une sous-unité 3 de s’associer d’un coté du dimere
o; (Sarto-Jackson et al., 2007). Cette formation conduirait a I’ouverture étroite du canal,
permettant alors a une quatriéme et une cinquiéme sous-unité de finaliser I’assemblage du
récepteur. Dans 1’autre mécanisme, 1’assemblage du récepteur GABA, commence avec la
formation d’un hétérodimere de a; et B3 (ou vy2), par I’intermédiaire de leurs faces (+) et (-)
respectives. De cette maniere, chaque sous-unité additionnelle peut s’intercaler pour former

une stecechiométrie et un arrangement corrects (Figure 4A) (Sarto-Jackson and Sieghart, 2008).

1.3. Topologie du canal chlore associé au récepteur GABA,

Les premiéres données concernant 1’organisation spatiale des récepteurs canaux
proviennent des études réalisées sur les récepteurs nicotiniques. Il est maintenant bien établi
que le DTM2 de chacune des 5 sous-unités de ces récepteurs constitue la paroi du canal
ionique central (Unwin, 1993 ; Vafa and Schofield, 1998). La substitution de 3 acides aminés
du DTM2 de la sous-unité a7 du récepteur nicotinique par les acides aminés du DTM2 du
récepteur GABA, ou du récepteur de la glycine, commute la sélectivité aux cations Na™ en
une sélectivité aux anions Cl” (Galzi et al., 1992). La mutation de résidus Thr et Ile en Cys par
la méthode de substitution de résidus (Substituted Cysteine Accessibility Method, SCAM) dans
la sous-unité o; a permis de révéler que certains acides aminés du DTM2 retrouvés a chaque
tour de I’hélice o sont orientés vers I’intérieur du canal ou ils forment un environnement
polaire (Figure 5A). La mutation du neuvieme résidu Leu (Leu 9°) des DTM2 (o Leu®™,
BoLeu” et yoLeu”™) délimitant le canal altére ses propriétés de repos, et conduit & I’ouverture
constitutive du pore (Figure 5A) (Chang et al., 1996 ; Chang and Weiss, 1999 ; Thompson et
al., 1999 ; Dalziel et al., 2000 ; Bianchi and Macdonald, 2001). La sélectivité¢ ionique du
canal associé¢ au récepteur GABA, est déterminée par les résidus localisés a I’extrémité
distale de la boucle i, reliant le DTM1 au DTM2, en particulier les résidus Ala et Arg situés

en position -1 et 0, respectivement, et conservés entre le récepteur GABA, et les récepteurs
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Alpha 1 1 —-—--QPSLQDE LKDNTTVFTR --------- I LDRLLDGYDN RLRPGLGERV TEVKTDIFVT 48
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et des benZOdIazeplnes Gamma 2 1 QKSDDDYEDY ASNKTWVLTP KVPEGDVTVI LNNLLEGYDN KLRPDIGVKP TLIHTDMYVN 60

Boucle D Boucle A
Alpha 1 49 SFGPVSDHDM EYTIDVFFRQ SWKDERLKFK GPMTVLRLNN LMASKIWTPD TFFHNGKKSV 108
Alpha 2 48 SFGPVSDTDM EYTIDVFFRQ KWKDERLKFK GPMNILRLNN LMASKIWTPD TFFHNGKKSV 107
Beta 2 45 SIDMVSEVNM DYTLTMYFQQ AWRDKRLSYN VIPLNLTLDN RVADQLWVPD TYFLNDKKSF 104
Beta 3 46 SIDMVSEVNM DYTLTMYFQQ YWRDKRLAYS GIPLNLTLDN RVADQLWVPD TYFLNDKKSF 105
Gamma 2 61 SIGPVNAINM EYTIDIFFAQ TWYDRRLKFN STIKVLRLNS NMVGKIWIPD TFFRNSKKAD 120

Boucle E Pont disulfure Boucle B

Alpha 1 109 AHNMTMPNKL LRITEDGTLL YTMRLTVRAE CPMHLEDFPM DAHACPLKFG SYAYTRAEVV 168
Alpha 2 108 AHNMTMPNKL LRIQDDGTLL YTMRLTVQAE CPMHLEDFPM DAHSCPLKFG SYAYTTSEVT 167
Beta 2 105 VHGVTVKNRM IRLHPDGTVL YGLRITTTAA CMMDLRRYPL DEQNCTLEIE SYGYTTDDIE 164
Beta 3 106 VHGVTVKNRM IRLHPDGTVL YGLRITTTAA CMMDLRRYPL DEQNCTLEIE SYGYTTDDIE 165
Gamma 2 121 AHWITTPNRM LRIWNDGRVL YTLRLTIDAE CQLQLHNFPM DEHSCPLEFS SYGYPREEIV 180

Boucle F Boucle C

Alpha 1 169 YEWTREPARS VVVAEDGS-R LNQYDLLGQT VDSGIVQSST GEYVVMTTHF HLKRKIG 224

Alpha 2 168 YIWTYNASDS VQVAPDGS-R LNQYDLLGQS IGKETIKSST GEYTVMTAHF HLKRKIG 223

Beta 2 165 FYWRGD---D NAVTGVTKIE LPQFSIVDYK LITKKVVFST GSYPRLSLSF KLKRNIG 218

Beta 3 166 FYWRGG---D KAVTGVERIE LPQFSIVEHR LVSRNVVFAT GAYPRLSLSF RLKRNIG 219

Gamma 2 181 YOWKRS---S VEVGDTRSWR LYQFSFVGLR NTTEVVKTTS GDYVVMSVYF DLSRRMG 235
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Figure 6 : Séquences des sous-unités o, fp et/ou y humaines impliquées dans la liaison de
I’agoniste au récepteur. A. Représentation des sites de liaison de haute (II) et de basse (I) affinité
pour le GABA, et du site de liaison des benzodiazépines (BZ). B. L’alignement des séquences de
Iextrémité N, des sous-unités oy, 0, Pz, Bs et v, humaines extraites des bases de données du
National Center for Biotechnology Information a été réalisé a I’aide du logiciel ClustalX. Les résidus
impliqués dans la liaison de 1’agoniste sont localisés dans 6 domaines distincts (A, B, C, D, E et F),
surlignés en jaune, identifiés a 1’aide du logiciel MaxHom par homologie au récepteur nicotinique
(http://www.predictprotein.org/). Certains résidus identifiés en violet participent directement a la
liaison de I’agoniste, d’autres au maintien de I’intégrité structurale du site de liaison, et d’autres aux
changements conformationnels induits par la liaison du ligand. Les résidus identifiés en rouge
interviennent dans la liaison des BZ. C. Représentation des acides aminés de chaque sous-unité du
pentamere impliqués dans la liaison de 1’agoniste ou des BZ. Les résidus qui constituent les 6
domaines de liaison de 1’agoniste ont été colorés en jaune ; les acides aminés intercalant ont été
représentés par une ligne discontinue bleue. Les résidus identifiés pour leur role dans la liaison de
I’agoniste sont indiqués en violet et ceux participant a la liaison des BZ sont en rouge (la position de
chaque acide aminé et les sous-unités sont annotées). Les résidus impliqués dans la transduction du
signal pour I’ouverture du canal sont surlignés en vert (sous-unité o), noir () et orange (y). Les lignes
discontinues vertes et noires correspondent respectivement aux interactions électrostatiques des sous-
unités a et p.
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glycinergiques (Jensen et al., 2002, 2005 ; Keramidas et al., 2004). Jensen et al. (2005) ont
montré que la substitution des acides aminés de la boucle i; de B3, par les acides aminés
homologues de la sous-unité o; du récepteur nicotinique, transforme le canal anionique
associ¢ au complexe of3y, en canal cationique. L’analyse des perméabilités relatives de
divers anions a permis d’évaluer le diameétre interne du canal a 0,55 nm dans son état
d’ouverture maximal (Figure 5B) (Inomata et al., 1986 ; Bormann et al., 1987 ; Fatima-Shad
and Barry, 1993 ; Kaila, 1994 ; Wotring et al., 1999). Dans des conditions physiologiques
normales, le chlore et le bicarbonate sont les deux seuls anions transportés a travers le canal,
meéme si le courant induit par la fixation du GABA sur le récepteur GABA, présente toutes
les caractéristiques ¢électrophysiologiques d’un courant transporté majoritairement par les ions

chlore (Kaila, 1994).

1.3.1. Ouverture du canal

L’ouverture optimale du canal chlore est déclenchée par la fixation de deux molécules de
GABA sur deux sites impliquant les interfaces (—) des sous-unités o et (+) des sous-unités [3,
mais présentant des propriétés différentes (Sakman et al., 1983 ; Schofield ef al., 1987). En
effet, le « site II » encadré par les sous-unités y et o (yaPfa) est plus affin pour le GABA que
le «site I », encadré par les sous-unités B et v (BaPy) (Figure 6A) (Baumann et al., 2003).
D’autres ligands, comme 1’agoniste muscimol et 1’antagoniste bicuculline sont plus sélectifs
du site I. Les résidus impliqués dans la liaison du GABA appartiennent a des domaines
(boucles A-F par analogie avec le récepteur nicotinique) localisés sur les segments Nierm
extracellulaires des sous-unités a et B (Figure 6B) (Berezhnoy et al., 2007). Des expériences
de mutagenése dirigée (Sigel et al., 1992 ; Amin and Weiss, 1993 ; Westh-Hansen et al.,
1997, 1999 ; Hartvig et al., 2000), I'utilisation de ligands radiomarqués (Smith and Olsen,
1994), ou la méthode SCAM (Boileau et al., 1999, 2002 ; Wagner and Czajkowski, 2001 ;
Newell and Czajkowski, 2003) ont permis de démontrer une implication des acides aminés
Phe64, Arg66 et Ser® (boucle D), Lys“é, Arg119 et Ile'® (boucle E), Val”g, Val'® et Asp183

(boucle F) de la sous-unité o, et des acides aminés Tyr”’ et Leu” (boucle A), Tyr"’ et Thr'®
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Figure 7 : Caractéristiques électrophysiologiques du récepteur GABA,. A. Schéma réactionnel de
la cinétique d’ouverture du canal chlore. La liaison de deux molécules de GABA sur deux sites
distincts du récepteur GABA4 entraine 1’ouverture du canal chlore associé au récepteur selon un état
de conductance principal de 27-30 pS et de deux états sous-conductants de 8-10 et 17-20 pS. Les
lignes pointillées représentent les trois niveaux de conductance. L’état de conductance principal
présente au moins trois états d’ouverture (Oy, O, et O;) possédant des durées moyennes d’ouverture de
0,5, 2,5 et 7,3 ms. A faible concentration de GABA, une seule molécule se lie et provoque le niveau 1
d’ouverture. Lorsque la concentration de GABA augmente, une seconde molécule vient se lier au
récepteur et augmente la fréquence d’apparition des états d’ouverture O, et Os. Les états de fermeture
C,, C, et C; correspondent aux états non ligandé, mono-ligandé et bi-ligandé, respectivement. Les
états d’ouverture O;, O, et O; passent transitoirement par des états de fermeture de courte durée Cs,
Cys et Coyo. Les états Oy, O, et O; produisent des bouffées d’ouverture séparées par de longs états de
fermeture (C;.4). Dans le schéma proposé, 1’état désensibilisé (Ds) se trouve placé a proximité de 1’état
C; de fagon arbitraire, pour indiquer que les ouvertures de longue durée et les bouffées sont
enregistrées en présence de concentrations désensibilisantes de GABA. B. Détail d’un enregistrement
électrophysiologique d’un courant chlore généré par I’application de GABA (10™* M) a proximité
d’une cellule CHO exprimant les sous-unités humaines a,, B3 et v, du récepteur GABA 4. La liaison de
GABA entraine I’ouverture du canal associé au récepteur, et évoque un courant chlore qui s’active
rapidement (constante d’activation, K,,) et désensibilise en présence du ligand (constante de
désensibilisation, Kp,). Pendant le ringage, la dissociation du ligand et la fermeture du canal
représentent ce que 1’on appelle la déactivation du canal chlore (constante de déactivation, K,p).
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(boucle B), Thr*?, Ser’™™, Thr*®, Arg””’ et Ser’” (boucle C) de la sous-unité f, (Figure 6B et
O).

La portion N extracellulaire de ces sous-unités est couplée « mécaniquement » a la
région pré-DTMI, dans laquelle le feuillet B se prolonge par I’hélice oo du DTM1, et pénétre
la membrane. Ainsi, les études montrent que I’interaction du GABA induit des changements
structurels a proximité du DTM1, dans le DTM2 et dans la boucle e; des sous-unités a et 3
(Figure 6C) (Xu and Akabas, 1996 ; O’Shea and Harrison, 2000 ; Horenstein et al., 2001 ;
Bera et al., 2002 ; O’Shea et al., 2009). Dans cette derniere, des résidus Lys participeraient au
changement conformationnel via des interactions électrostatiques avec les domaines
extracellulaires Nim, conduisant a une rotation des DTM?2 et a I’ouverture du canal (Sigel et

al., 1999 ; O’Shea and Harrison, 2000 ; Kash et al., 2003, 2004 ; Xiu et al., 2005).

1.3.2. Caractéristiques électrophysiologiques du courant évoqué par le GABA

Les premiéres mesures de courants unitaires réalisées sur des cultures neuronales de
Souris ont révélé que le canal chlore associé¢ au récepteur GABAA présente au moins une
conductance unitaire se situant entre 20 et 30 pS (Mathers and Barker, 1981 ; Study and
Barker, 1981). Par la suite, un état de conductance principal de 27-30 pS, responsable de 95%
du courant évoqué par le GABA, et deux états sous-conductants de 8-10 et 17-20 pS, ont été
caractérisés dans la plupart des types cellulaires étudiés (Figure 7A) (Hamill et al., 1983 ;
Bormann and Clapham, 1985 ; Macdonald and Twyman, 1992). Les études menées sur des
récepteurs recombinants ont permis de montrer que les résidus polaires hydroxylés du DTM2
qui bordent le pore, conservés en position 6°, 10’ et 13°, sont impliqués dans le
fonctionnement du canal (Figure 5A). La présence d’une sous-unité y au sein du complexe lui
confére une conductance deux fois plus importante que ceux uniquement constitués des sous-
unités o et B (Puia et al., 1990 ; Verdoorn et al., 1990 ; Angelotti and Macdonald, 1993 ;
Fisher and Macdonald, 1997b ; Brickley ef al., 1999 ; Boileau ef al., 2005). En effet, la sous-
unité y présente un résidu polaire additionnel en position 2° qui maintiendrait I’ouverture du

canal dans son état de conductance le plus ¢élevé (Luu et al, 2005).
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La nature des sous-unités qui composent un récepteur-canal influence [I’affinité
(sensibilité du récepteur pour le GABA), I’activation (K,,, le délai entre la liaison du ligand et
I’ouverture compléte du canal), la déactivation (K, le délai entre la dissociation de I’agoniste
et I’ouverture du canal) et la désensibilisation (Kp, la diminution de la capacité d’ouverture
du canal pendant I’exposition a I’agoniste). Le schéma réactionnel correspondant a ces
différents états est illustré dans la Figure 7. L’¢élaboration de courbes concentration-réponse au
GABA sur des lignées exprimant des récepteurs recombinants formés par ’association de
diverses sous-unités de classes différentes, a révélé que le GABA agit avec des affinités et des
efficacités différentes en fonction du type de récepteur GABAA (Ducic ef al, 1995). En
particulier, des récepteurs formés d’une sous-unité & présentent une meilleure affinité pour le
GABA que des complexes aff ou afy (Fisher and Macdonald, 1997b ; Sundstrom-Poromaa et
al., 2002 ; Wallner et al., 2003 ; Hanchar et al., 2004). En revanche, des récepteurs composés
d’une sous-unité y, s’activent plus rapidement (K,, = 0,46 ms) et présentent une cinétique de
déactivation plus lente (K, = 76,1 ms) que des complexes de type aff (K., = 1,7 ms;
Kop=34,1 ms) ou affd (Ko, = 2,4 ms ; K,y= 42,8 ms) (Haas and Macdonald, 1999). De plus,
la substitution d’une sous-unité o par une sous-unité o, entraine une activation deux fois plus
rapide (90% de la réponse en 0,5 ms) de I’ouverture du canal et augmente de 6 a 7 fois la
durée de déactivation (Lavoie et al., 1997). En résumé, on estime qu’un récepteur GABA,
formé des sous-unités a, B et y, présente 3 états d’ouverture, 10 états de fermeture et 1 état
désensibilisé (Figure 7).

Ces caractéristiques de désensibilisation (3 constantes : rapide =10 ms, intermédiaire
~150 ms et lente =~1500 ms) et de déactivation déterminent deux types de transmission
GABAergique, I’inhibition phasique et ’inhibition tonique. En effet, il a été observé que les
récepteurs de type offy comprenant la sous-unité vy, généralement situés au niveau des
synapses, €taient caractéris€s par une désensibilisation plus rapide accompagnée d’une
déactivation prolongée (transmission tonique) alors que les complexes 30, qui ont plutot une
localisation extrasynaptique et périsynaptique (Nusser et al., 1998 ; Haas and Macdonald,

1999 ; Wei et al., 2003), désensibilisent plus lentement et présentent une constante de
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déactivation faible (transmission phasique). Les études réalisées a partir de sous-unités
chimériques et de mutagenese dirigée suggerent que la déactivation fait intervenir les

233
1

séquences du DTMI, et notamment les résidus Val*? et Tyr* de la sous-unité 3, et les

o 235
résidus homologues Tyr

et Phe®¢ de la sous-unité Y2 (Martinez-Torres et al., 2000 ;
Bianchi ef al., 2001), ainsi que du DTM2, en particulier les résidus Leu*®* ou Ser”” de o et

Thr*® de o (Im et al., 1995 ; Scheller and Forman, 2002).

1.4. Localisation des sous-unités

Des expériences d’hybridation in situ et d’ immunohistochimie ont permis de montrer que
I’expression des différentes sous-unités du récepteur GABAA varie au cours du
développement et que la composition en sous-unités différe selon les aires cérébrales (Laurie
et al., 1992a, b ; Wisden et al., 1992 ; Fritschy and Mohler, 1995 ; Schwarzer et al., 2001). Le
Tableau 2 résume les principales distributions des complexes GABAergiques dans le SNC a
I’age adulte.

Les sous-unités oy, a3, o4 et a5 sont les sous-unités dont I’expression est majoritaire aux
différents stades embryonnaires (E). La sous-unité a3 est exprimée a partir de E14 au niveau
cortical et thalamique. Les sous-unités a, et os apparaissent a partir de E15 au niveau des
zones germinatives corticales et hippocampiques, suivie de la sous-unité a4 a partir de E17.
Leurs niveaux d’expression augmentent a partir de E19 et se maintiennent chez 1’adulte
(Killisch et al., 1991 ; Poulter et al., 1992 ; Laurie et al., 1992a, b ; Ma and Barker, 1995 ;
Hutcheon et al., 2004). L’expression de la sous-unité a4 apparait dans la période postnatale et
présente un pic centré sur la deuxiéme semaine de vie (Laurie et al., 1992a, b). La sous-unité

o est exprimée essentiellement aux stades néonatals (a partir de E19 dans le cortex) et son

>

Tableau 2 : Distribution des sous-unités du récepteur GABA, dans le cerveau de Rat adulte. Ce
tableau a été réalisé a partir de données obtenues par hybridation in-situ (Laurie et al., 1992a, b ;
Persohn et al., 1992 ; Wisden et al., 1992 ; Bonnert et al., 1999 ; Sinkkonen et al., 2000 ; Fujimura et
al., 2005 ; Sotiriou et al., 2005), Northern blot (Hedblom and Kirkness, 1997), PCR quantitative
(Fujimura et al., 2005) et immunohistochimie (Fritschy and Méohler, 1995 ; Moragues et al., 2000 ;
Pirker et al., 2000 ; Schwarzer et al., 2001 ; Moragues et al., 2002 ; Hutcheon et al., 2004 ; Sun et al.,
2004 ; Sotiriou et al., 2005). L’intensité des niveaux d’expression est représentée par le signe « + » :
trés forte expression (+++), forte (++) et faible (+). Les sous-unités p n’ont pas été introduites dans le
tableau en raison de leur expression restreinte.
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Introduction

niveau d’expression augmente au cours du développement pour devenir trés intense chez
I’adulte dans un grand nombre de structures cérébrales (Laurie et al., 1992a, b ; Poulter ef al.,
1992). La sous-unité o a essentiellement une expression postnatale tardive (P6) et restreinte
au cervelet et au noyau cochléaire (Laurie ef al., 1992a, b ; Drescher et al., 1993 ; Varecka et
al., 1994), méme si de trés faibles niveaux sont détectables aux stades embryonnaires dans
plusieurs structures (Poulter ef al., 1992).

La sous-unité B; est exprimée au niveau de la zone ventriculaire corticale a partir de E17
(Ma and Barker, 1995 ; Laurie et al., 1992a, b). Les sous-unités B, et B; sont également
présentes des le stade E17 au niveau du cortex, de I"’hippocampe (ou B, n’est exprimée qu’a
partir de la naissance) et du cervelet (ou B, n’est exprimée qu’a la fin de la deuxiéme semaine
de vie postnatale) (Laurie et al., 1992a, b).

La sous-unité y; est exprimée a partir de E17 au niveau de la zone ventriculaire corticale
(Ma and Barker, 1995). Son expression reste ensuite modérée jusqu’a 1’dge adulte
disparaissant méme au niveau hippocampique (Laurie et al., 1992a, b). La sous-unité y, est
exprimée a partir de E17 et son expression s’intensifie a I’age adulte dans la majorité des
structures cérébrales (Laurie et al., 1992a, b). La sous-unité y3 posséde quant a elle une
expression postnatale transitoire, avec un pic d’expression au cours de la deuxiéme semaine
de vie pour disparaitre chez 1’adulte (Laurie ef al., 1992a, b).

La sous-unit¢ o est exprimée essenticllement apreés la naissance, et son expression
augmente au cours du développement postnatal jusqu’a 1’age adulte au niveau du cervelet, du
thalamus, du striatum et des cellules en grain du gyrus dentel¢ (Laurie ef al, 1992a, b ;
Wisden et al., 1992 ; Fritschy and Mdlher, 1995 ; Sperk et al., 1997 ; Pirker et al., 2000 ;
Peng et al., 2002). Son profil d’expression présente de nombreuses similitudes a celui des
sous-unité og et oy (Laurie ef al., 1992a, b ; Wisden et al., 1992).

Les sous-unités € et 0 présentent une distribution limitée au locus cceruleus, au raphé
dorsal et aux neurones cholinergiques (Whiting et al., 1997 ; Sinkkonen et al, 2000 ;
Moragues et al., 2002), alors que la sous-unité m est principalement détectée dans le systeme

périphérique, au niveau de 1’'utérus (Hedblom and Kirkness, 1997 ; Zafrakas et al., 2006).
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Enfin, les sous-unités p sont majoritairement détectées au niveau de la rétine (Wegelius et

al., 1998).

2. Modulation de la fonction du récepteur GABA

2.1. Régulation allostérique par les ligands extracellulaires

Parmi les récepteurs-canaux, le récepteur GABA, est certainement celui qui comporte le
plus grand nombre de sites effecteurs pour des composés endogeénes ou exogenes, qui
exercent une modulation allostérique de la réponse au GABA. Les modulateurs les plus
connus, tels que les BZ, les barbituriques, les anesthésiques ou les stéroides, peuvent en effet
interagir avec des sites de liaison distincts de ceux du GABA, et modifier ainsi ’activité du

récepteur. L’ensemble des effets de ces modulateurs est résumé dans le Tableau 3.

2.1.1. Les benzodiazépines

La grande majorité des BZ se comportent comme des modulateurs allostériques positifs
du récepteur GABAA. Leur fixation sur le complexe pentamérique entraine un changement
conformationnel du site de fixation du GABA qui a pour conséquence d’augmenter 1’affinité
du récepteur pour le GABA ainsi que la fréquence d’ouverture ou la conductance unitaire du
canal chlore (Rogers et al., 1994 ; Eghbali et al., 1997 ; Williams and Akabas, 2001). En
raison de leur action potentialisatrice de la réponse au GABA, les BZ exercent des effets
anxiolytiques, anticonvulsivants, sédatifs, hypnotiques, amnésiants ou myorelaxants (Rowlett
et al., 2005). A I’inverse, les B-carbolines (B-CCE et DMCM), lient le site des BZ et atténuent
les effets du GABA. Ces molécules sont appelées « agonistes inverses » et ont un role
anxiogene et proconvulsivant (Cowen et al., 1981 ; Ninan et al., 1982 ; Rogers et al., 1994).
L’action des BZ ou des B-carbolines peut étre bloquée par des antagonistes du site sur le
récepteur GABA,, dont le flumazénil ou Ro 15-1788 (Hunkeler et al., 1981), de fait utilisés
en clinique en cas d’intoxication aux BZ.

Le site de liaison des BZ, distinct de celui du GABA, se situe a I’interface des sous-unités

o et y (Sigel, 2002 ; Ernst et al., 2003 ; Ogris et al., 2004 ; Goetz et al., 2007). La nature des
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sous-unités a et y détermine ainsi 1’affinité et le profil pharmacologique du récepteur GABA4
pour les BZ, alors que la nature de la sous-unité B n’interfere pas (Figure 8). La présence de
I’isoforme y,, retrouvée dans plus de 75% des récepteurs GABAA exprimés au sein du SNC,
est indispensable a la formation d’un complexe pentamérique de haute affinité pour les BZ
(Mihic et al., 1994b ; Sieghart, 1995 ; Hevers and Liiddens, 1998 ; Khom et al., 2006). La
sous-unité a, quant a elle, détermine le profil pharmacologique du site récepteur des BZ
(Pritchett et al., 1989 ; Buhr ef al., 1996 ; Amin et al., 1997 ; Riss et al., 2008). En effet, des
expériences de mutagenése dirigée ont montré que I'His'”' sur la sous-unité o, est
déterminante pour la liaison des BZ (Wieland ef al., 1992 ; Davies et al., 1996 ; Dunn et al.,

1999 ; Wingrove et al., 2002). Ce résidu histidine est aussi conservé au niveau des sous-unités

Benzodiazépines

Zinc

.. Anesthésiques
Stéroides , | 9
intraveineux

potentialisateurs

Anesthésiques
volatils

Ethanol Stéroides

inhibiteurs

Figure 8 : Représentation schématique du site de fixation des modulateurs allostériques du
récepteur GABA,. Le récepteur GABA, posséde de nombreux sites de modulation allostérique
topographiquement distincts. Le site de liaison du GABA se situe a I’interface des sous-unités a et 3
au niveau de leur domaine Ni,,. Deux molécules de GABA peuvent ainsi se fixer sur un récepteur de
steechiométrie 202pB1y. Les benzodiazépines se fixent a ’interface des sous-unités a et y. La liaison de
I’éthanol et des anesthésiques volatils implique des résidus appartenant aux sous-unités o et 3, la
fixation des anesthésiques intraveineux mettant en jeu uniquement ces mémes résidus de la sous-unité
B. Les stéroides et le zinc possédent chacun deux sites d’interaction avec le récepteur GABA4. Pour le
zinc, I’un est situé a I’interface des sous-unités o et B au niveau de leur domaine Ny, [’autre situé
dans le canal impliquant deux résidus de la sous-unité . Dans le cas des stéroides, des résidus des
DTMI1 et 4 de la sous-unité a constituent le premier site et des résidus des sous-unités o et f forment
un second site.
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o2, 03 et as mais est substitué par une arginine sur les sous-unités o4 et os. En conséquence,
ces deux sous-unités présentent une affinité diminuée, voire une insensibilité a certaines BZ
telles que le diazépam (Valium®, Roche Pharmaceuticals) (Liiddens ef al., 1990 ; Knoflach et
al., 1996 ; Korpi et al., 2002 ; Harrison, 2007). Ainsi, sur la base de ces critéres
pharmacologiques, mais aussi biochimiques et structuraux, les sites récepteurs des BZ ont été
classés en considérant leur sensibilit¢ ou non au diazépam (Malminiemi and Korpi,
1989 ; Hadingham et al.,, 1996 ; Knoflach et al., 1996). Parmi les récepteurs GABAA
sensibles a cette BZ, on distingue les récepteurs de haute affinité de type I (BZI), comprenant
la sous-unité a; (Sieghart, 1995 ; Smith, 2001), majoritairement retrouvés au sein du SNC et
impliqués dans les effets sédatifs et anticonvulsivants des BZ (Tableau 3) (Kralic et al., 2002).
Les sites de plus faible affinité, de type II (BZII), associent les isoformes o, as et as au sein
des pentameéres exprimés en particulier dans I’hippocampe, le striatum, la moelle épiniére ou
le cortex néonatal, et dont I’activation est a 1’origine des propriétés myorelaxantes et
anxiolytiques des BZ (Pritchett et al., 1989 ; Rabow et al., 1995 ; Orser, 2006). Ainsi, a ce
jour, les BZ sont devenus les principaux agents pharmacologiques utilisés pour le traitement
de ’anxiété, de 1’épilepsie, des maladies du sommeil, pour le sevrage de 1’alcool ainsi qu’en
anesthésie (Haefely er al, 1992 ; Shader and Greenblatt, 1993 ; Mohler et al., 1996 ;
Yamawaki, 1999 ; Allgulander et al., 2003 ; Nemeroff, 2003 ; Jones-Davis and Macdonald,

2003 ; Henschel et al., 2008).

2.1.2. Les anesthésiques
La plupart des anesthésiques (intraveineux et volatils) renforcent 1’action du GABA sur le
récepteur GABA4, ce qui entraine une augmentation de la conductance chlore et une inhibition
de la propagation des potentiels d'action (Figure 8) (Campagna et al., 2003 ; Rudolph and
Antkowiak 2004 ; Snead and Gibson 2005). Il existe deux classes d’anesthésiques, i.e. les
anesthésiques volatils tels que ’isoflurane, 1’halothane ou 1’enflurane (Moody et al., 1988 ;
Lin et al., 1992 ; Harrison et al., 1993 ; Hall et al., 1994 ; Mihic et al., 1994a ; Harris et al.,

1995), et les anesthésiques intraveineux comme le propofol, le pentobarbital (famille des
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Sous-unité(s)

Effets associés . . Références
impliquée(s)
Benzodiazépines
Agonistes
Sédatif oy
Diazepam, Anticonvulsivant a; (en partie)
Flunitrazepam, Amnésiant o et o 6,40, 43,52, 53
Clonazepam,
Lorazepam Myorelaxant oy
Anxiolytique o et o
DMCM ND Y1 31, 68
Flumazenil ND 0Oy, Y1 31, 33, 68
Agonistes partiels
Bretazenil Anxiolytique >> Sédatif o >> 035 4,5,19,32,42
Zolpidem Hypnotique >> Amnésique o >> 03 37,54, 55, 56
Agonistes inverses
Proconvulsivant, 5,13, 14, 15,
ELIE Anxiogeéne, Promnésiant 01,345 18, 58, 65, 71
B-CCE Insomnie, Proconvulsivant 01345 7,15, 38, 67
Antagonistes
Anti-sédatif, Sevrage de
Flumazenil I’alcool et des 01235 >> O4g 10, 16, 24, 41, 47, 50

Stéroides
Steroides potentialisateurs
3a,50-THPROG,
3a,58-THPROG,
3a,50-THDOC
Stéroides inhibiteurs
Prégnénolone sulfate

DHEA sulfate
Anesthésiques intraveineux
Potentialisateurs

Propofol, Etomidate,
Pentobarbital

Anesthésiques volatils

Potentialisateurs
Isoflurane, Halothane,

benzodiazépines

Anesthésique, Sédatif,

Anticonvulsivant,
Anxiolytique

Anxiogene et Proconvulsivant

Immobilisant, Hypnotique
Dépression respiratoire

Sédatif

Immobilisant, Sédatif

ap, B2:3 etd

afy >> afid

Bs
B>

oy, B2 et B3 (en partie)

1, 26,27, 28,
49, 72,73, 76

3,34,49,63,73,77

8,12, 22, 23, 30,
46, 51, 57, 74

9, 30, 36, 39, 75

Enflurane Dépression respiratoire,
Alcools
Potentialisateurs
Anesthésique, Sédatif
Ethanol Amdlalyinene a, Og, B3, O 2,20, 21, 35, 48, 69, 70
Ions
Antagonistes
11,17, 25, 33
2+ > ) ) 5 )
Zn ND og, B3 et 6> ay, By ety 59, 60, 64
Potentialisateurs
La** ND 0y, ag ety 29, 45, 61
Mg** ND oetp 44, 62, 66
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barbituriques) ou I’étomidate (Concas et al., 1990 ; Hara et al., 1994 ; Harris ef al., 1995 ;
Irifune et al., 2000). Les caractéristiques du pouvoir anesthésiant de ces agents sont liées a la
dose a laquelle ils exercent leurs principales actions: I’hypnose, 1’amnésie, la perte de
conscience, la sédation ou I’immobilit¢ (Moody et al., 1988 ; Mihic et al., 1994a ;
Zimmerman et al., 1994 ; Sonner et al., 2003). A faible concentration, I’halothane,
I’isoflurane, et le propofol potentialisent la réponse au GABA en diminuant la vitesse de
dissociation du GABA de son récepteur, et donc en prolongeant la déactivation (Bai et al.,
1999 ; Li and Pearce, 2000 ; Borghese ef al., 2006a). Dans le cas du propofol, la cinétique de
désensibilisation du canal est de plus ralentie (Bai et al., 1999). En revanche, les barbituriques
tels que le pentobarbital et phenobarbital favorisent la fonction GABAergique en augmentant
la durée d’ouverture du canal chlore (Study and Barker, 1981 ; Belelli ef al., 1999 ; Rudolph
and Antkowiak, 2004). Pour de plus fortes concentrations, comprises entre 100 et 300 uM
pour les anesthésiques volatils ou le propofol, et entre 50 uM et 1 mM pour les barbituriques,

les anesthésiques et les barbituriques se comportent comme des GABA-mimétiques et sont

< Tableau 3 : Modulateurs allostériques principaux de la fonction GABAergique. Les effets des
différents modulateurs allostériques, i.e. les benzodiazépines, les stéroides, les anesthésiques, 1’alcool
ou les ions du récepteur GABA, sont mentionnés en italique. Les effets physiologiques induits
peuvent étre associés a certains types de combinaisons en sous-unités. La numérotation des références
est propre a ce tableau : 1, Adkins ef al., 2001 ; 2, Aguayo et al., 2002 ; 3, Akk et al., 2001 ; 4, Atack,
2005 ; 5, Atack, 2003 ; 6, Atack et al., 2006 ; 7, Auta et al., 1997 ; 8, Belelli et al., 1997 ; 9, Borghese
et al.,2006a ; 10, Buck et al., 1991 ; 11, Burgard et al., 1996 ; 12, Cestari et al., 2000 ; 13, Crestani et
al., 2002 ; 14, Dawson et al., 2006 ; 15, Derry et al., 2004 ; 16, Doble, 1999 ; 17, Draguhn et al.,
1990 ; 18, Gardner et al., 1993 ; 19, Haefely et al., 1992 ; 20, Hanchar et al., 2004 ; 21, Hanchar et al.,
2006 ; 22, Hentschke et al., 2005 ; 23, Hill-Venning et al., 1997 ; 24, Hoffman and Warren, 1993 ;
25, Hosie et al., 2003 ; 26, Hosie et al., 2006 ; 27, Hosie et al., 2007 ; 28, Hosie et al., 2009 ; 29, Im et
al., 1992 ; 30, Jurd et al., 2003 ; 31, Khom et al., 2005 ; 32, Knoflach et al., 1993 ; 33, Knoflach et al.,
1996 ; 34, Korpi and Sinkkonen, 2006 ; 35, Korpi et al., 1998 ; 36, Lambert ef al., 2005 ; 37, Langer et
al., 1992 ; 38, Leonard et al., 2009 ; 39, Liao et al., 2005 ; 40, Low et al., 2000 ; 41, Malizia and Nutt
1995 ; 42, Martin et al., 1988 ; 43, McKernan et al., 2000 ; 44, Mdykkynen et al., 2001 ;
45, Narahashi et al., 1994 ; 46, O’Meara et al., 2004 ; 47, Olkkola and Ahonen, 2008 ; 48, Olsen et al.,
2007 ; 49, Park-Chung et al., 1999 ; 50, Potokar ef al., 1997 ; 51, Reynolds et al., 2003 ; 52, Rudolph
and Mohler, 2006 ; 53, Rudolph et al., 1999 ; 54, Sancar et al., 2006 ; 55, Sanger et al., 1996 ;
56, Sanger et al., 1999 ; 57, Sanna et al., 1997 ; 58, Savic et al., 2006 ; 59, Saxena and MacDonald,
1994 ; 60, Saxena and MacDonald, 1996 ; 61, Saxena et al., 1997 ; 62, Schwartz et al., 1994 ;
63, Shen et al., 2000 ; 64, Smart et al., 1991 ; 65, Sternfeld et al., 2004 ; 66, Uusi-Oukari et al., 2001 ;
67, Venault et al., 1986 ; 68, Wafford et al., 1993 ; 69, Wallner et al., 2003 ; 70, Wallner et al., 2006 ;
71, Wieland ef al., 1992 ; 72, Wohlfarth et al., 2002 ; 73, Zaman et al., 1992 ; 74, Zeller et al., 2007 ;
75, Zeller et al., 2008 ; 76, Zheleznova et al., 2008 ; 77, Zhu et al., 1996. DHEA, Déhydro-
épiandrostérone ; ND, non déterminé.
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capables d’ouvrir le canal chlore en absence de GABA (Sanna et al, 1996 ; Akk and
Steinbach, 2000 ; Li et al., 2000 ; Rudolph and Antkowiak, 2004 ; Henschel et al., 2008). A
des concentrations encore plus élevées (1 a 3 mM), les anesthésiques volatils et intraveineux
accélerent la désensibilisation du canal et bloquent les courants évoqués par le GABA via un
site intra-pore (Figure 8) (Rho et al., 1996 ; Thompson et al., 1996).

Des données obtenues a partir de travaux basés sur i) des études électrophysiologiques de
récepteurs recombinants constitués des sous-unités o et B ou B uniquement, i) la mutation de
certains acides aminés cibles des sous-unités du récepteur GABAA (Mihic et al, 1997 ;
Belelli et al., 1997 ; Krasowski et al., 1998), iii) I'utilisation de souris knock-out pour le géne
codant la sous-unité B3 (Quinlan et al., 1998 ; Mihalek et al., 1999 ; Rudolph and Mohler,
2004), ou iv) I’utilisation de souris knock-in des sous-unités P,; mutées en position Asp>®’
(Jurd et al., 2003 ; Reynolds et al., 2003), ont permis de démontrer que les sous-unités o et
sont indispensables aux effets des anesthésiques volatils, alors que la sous-unité B est
suffisante pour relayer les effets du pentobarbital, de 1’étomidate et du propofol (Zeller et al.,
2008). II a été¢ montré que les complexes GABAergiques contenant les sous-unité 33 relayent
enticrement les effets immobilisants de [’étomidate et du propofol, et en partie des
anesthésiques volatils (Jurd et al., 2003 ; Lambert et al., 2005 ; Liao et al., 2005). De plus, les
récepteurs formés des sous-unités ; et 0 (a3p0) présentent une meilleure efficacité pour
I’é¢tomidate que les complexes o3f1y2 par exemple (Ranna ef al., 2006), alors que les
complexes recombinants dans lesquels la sous-unité &€ remplace y, seraient insensibles aux
anesthésiques généraux (Davies et al., 1997a). Méme si le site de liaison de ces composés
n’est & ce jour pas encore bien caractérisé — les anesthésiques pouvant en effet s’insérer de
maniére non spécifique dans les membranes lipidiques (Franks and Lieb, 1997) — le role de
certains acides aminés localisés dans les DTM a pu étre mis en évidence. Ainsi, la mutation

22 qu DTM1 de la sous-unité o1, ou la substitution de la Leu?*? de la sous-unité

du résidu Gly
o par une Phe, réduit les effets du pentobarbital et du propofol ou de I’halothane,
respectivement (Jenkins et al., 2001 ; Engblom ef al., 2002). La Ser’” et I’Ala®' des DTM2

et DTM3, et les Tyr*"!, Tyr'" et Leu''® de DTM4 de la sous-unité o, sont également
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impliquées dans les effets de 1’isoflurane, de 1’halothane et du propofol, et pourraient, avec la
Leu™ de DTMI1, constituer une poche de liaison de ces agents (Mihic et al., 1997 ;
Krasowski et al., 1997 ; Koltchine ef al., 1999 ; Jenkins et al., 2001, 2002 ; Nishikawa et al.,
2002 ; Nishikawa and Harrison, 2003). Des résidus homologues, la Gly*'’, 1’Asn®® et la
Met™, ont été identifiés sur les sous-unités P, et B (Carlson ef al., 2000 ; Krasowski and
Harrison, 2000 ; Krasowski et al., 2001 ; Siegwart et al., 2002 ; Chang et al., 2003 ;

Nishikawa and Harrison, 2003 ; Bali and Akabas, 2004).

2.1.3. Les neurostéroides

Les stéroides sont synthétisés a partir du cholestérol dans les cellules de Ia
corticosurrénale (glucocorticostéroides et minéralocorticoides), dans les gonades ainsi que
dans le placenta (cestrogénes et androgénes, stéroides progestatifs). Corpéchot et al. (1981)
ont ¢té¢ les premiers a mettre en évidence la production de novo de stéroides a partir du
cholestérol dans le cerveau. La confirmation de la fonction stéroidogéne du cerveau a été
apportée avec la caractérisation de la présence de la P450., I’enzyme clé assurant la
conversion du cholestérol en prégnénolone (précurseur commun de toutes les hormones
stéroidiennes), dans les principaux types cellulaires du systéme nerveux, i.e. astrocytes,
oligodendrocytes, cellules de Schwann et neurones (Le Goascogne et al., 1987 ; Schumacher
et al., 1999 ; Zwain and Yen, 1999). Ainsi, les métabolites des stéroides, progestérone et
androstérone, synthétisés dans le cerveau sont appelés neurostéroides (Lambert et al., 1995)
alors que ceux d’origine périphérique ou centrale, et modulant allostériquement I’activité de
récepteurs de neurotransmetteurs, et notamment le récepteur GABA,, sont appelés stéroides
« neuroactifs » (Maitra and Reynolds, 1998).

Harrison et Simmonds (1984) furent les premiers a démontrer que I’action anesthésiante
d’un stéroide synthétique, I’alphaxalone (Sa-prégnane-3a-ol-11,20-dione), €tait imputable a
son effet potentialisateur sur la réponse au GABA (Harrison and Simmonds, 1984). Les
neurostéroides endogenes incluant la prégnénolone, les métabolites de la progestérone So.-

prégnane-3a-o0l-20-one (3a,,5a-THPROG) et 5B- prégnane-3a-ol-20-one (3a,,5-THPROG),
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et le métabolite de la déoxycorticostérone Sa- prégnane-3a,21-diol-20-one (3a,5a-THDOC)
sont des modulateurs allostériques positifs de la fonction GABAergique (Tableau 3) (Belelli
et al., 1990 ; Lambert et al., 1995). En effet, ces stéroides neuroactifs favorisent la liaison du
flunitrazépam sur le site des BZ (Slany et al., 1995), potentialisent I’amplitude du flux d’ions
chlore induit par le muscimol (Morrow et al., 1990), diminuent la liaison du bloqueur TBPS
dans le canal (Davies et al., 1997b) et augmentent le courant activé par le GABA dans des
préparations neuronales et sur des cellules HEK293 exprimant des récepteurs recombinants
(Shingai et al., 1991 ; Davies et al., 1997b). L’effet potentialisateur de ces agents sur le
courant chlore est relayé par une augmentation de la fréquence et de la durée d’ouverture du
canal (Puia et al., 1990 ; Twyman and Macdonald, 1992 ; Akk and Steinbach, 2003 ; Bianchi
and Macdonald, 2003 ; Reddy, 2003). De plus, pour des concentrations supérieures a 1 uM,
non physiologiques, ces neurostéroides, comme les anesthésiques, sont directement capables
d’ouvrir le canal chlore en ’absence de GABA (Callachan ef al., 1987 ; Henschel et al.,
2008). L’ensemble de ces effets rendent comptent des propriétés anesthésique, hypnotique,
anticonvulsivante, et anxiolytique de ces stéroides (Belelli ef al., 1989 ; Bitran et al., 1991 ;
Britton et al., 1991 ; Wieland et al., 1991 ; Bitran et al., 1995 ; Wieland et al., 1995 ; Brot et
al., 1997 ; Belelli and Lambert, 2005 ; Farrant and Nusser, 2005). Cependant, d’autres
stéroides exercent un effet inhibiteur sur la fonction GABAergique, tels que les stéroides-
sulfate, i.e. la prégnénolone sulfate ou la déhydroépandiostérone (DHEA) sulfate. Ces effets
sont dus a I’inhibition de la liaison d’agonistes du récepteur GABAA (Gee et al., 1989 ;
Demirgéren et al., 1991), et/ou l’augmentation-stabilisation de la désensibilisation du
récepteur, induisant ainsi des effets anxiogene et proconvulsivant (Zhu and Vicini, 1997 ;
Shen et al., 2000 ; Reddy, 2003).

L’application concomitante de stéroides et de barbituriques induit des effets additifs voire
synergiques sur I’affinité du récepteur pour le GABA et sur le flux d’ions chlore, suggérant
que ces molécules agissent sur des sites distincts au niveau du récepteur GABA, (Peters et
al., 1988 ; Turner et al., 1989). La présence de sites de fixation spécifiques des stéroides est

aussi suggérée par les actions sélectives de leurs énantioméres (Belelli and Lambert, 2005) et
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par le développement récent d’un antagoniste stéroidogene, le 3a,5a-17-phenylandrost-16-
en-3-ol (17PA), qui ne possede pas d’effet propre et bloque spécifiquement la liaison des
stéroides So-prégnane (Mennerick et al., 2004). Les stéroides sont actifs sur la plupart des
récepteurs GABA, multimériques formés de sous-unités appartenant aux classes o, B et y
(Puia et al., 1990 ; Shingai et al., 1991 ; Zaman et al., 1992 ; Puai et al., 1993). Toutefois,
certaines sous-unités semblent conférer une forte sensibilité aux neurostéroides comme la
sous-unité o (Belelli et al., 2002 ; Wohlfarth et al., 2002), une insensibilité aux prégnanes,
notamment les sous-unités m ou € (Hedblom and Kirkness, 1997 ; Davies et al., 1997a ;
Thompson et al., 2002), ou une pharmacologie sélective vis-a-vis des stéroides neuroactifs
telle que la sous-unité¢ p (Morris et al., 1999 ; Morris and Amin, 2004). Méme si certaines
¢tudes proposent une interaction des stéroides avec la membrane qui se répercute sur la
fonction du récepteur GABA, (Akk et al., 2005, 2009), deux sites d’interaction directe,
impliquant des résidus conservés, ont été récemment proposés. Les résidus Ile™® et GIn®*!

407

appartenant au DTM1 et les résidus Asn 410

et Tyr " situés dans le DTM4 de la sous-unité a,

participent aux effets potentialisateurs des stéroides neuroactifs. De plus, le résidu Thr**® de la

s 284
sous-unité o et la Tyr

de la sous-unité B joueraient plutdt un role dans 1’ouverture directe
du canal chlore par de fortes concentrations de stéroides (Hosie et al., 2006 ; Mitchell et al.,

2008).

2.1.4. L’éthanol

Un certain nombre d’actions pharmacologiques de I’éthanol (EtOH) sont similaires a
celles produites par les BZ et les barbituriques. En particulier, les études comportementales,
biochimiques et ¢électrophysiologiques réveélent que de fortes concentrations d’EtOH
(> 100 mM) potentialisent 1’activité de la plupart des récepteurs GABA,, quelle que soit leur
composition en sous-unités, I’effet sur la réponse au GABA étant d’autant plus marquée que
la chalne carbonée des alcools linéaires est longue (Wallner et al., 2006 ; Korpi et al.,
2007 ; Lobo and Harris, 2008). Cet effet serait relayé par ’augmentation de la fréquence

d’ouverture et du temps d’ouverture du canal (Tatebayashi et al., 1998). Cependant, la grande
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majorité¢ des récepteurs présents au niveau synaptique, de type afy,, sont insensibles a des
concentrations d’EtOH inférieures a 30 mM, correspondant environ a 1,5 g/L de sang (Olsen
et al., 2007 ; Santhakumar et al., 2007). De fait, ’analyse des courants évoqués par le GABA
et des études comportementales (locomotion) sur des complexes recombinants, ont permis
d’identifier un site de haute affinité sur des récepteurs de type ou/P230, pour lesquels la
réponse au GABA est potentialisée des les concentrations de 1-3 mM (Sundstrom-Poromaa et
al., 2002 ; Wallner et al., 2003 ; Hanchar et al., 2005). Ces données sont toutefois
controversées puisque des travaux réalisés sur des cellules natives, i.e. les cellules en grain du
gyrus dentelé et du cervelet, qui expriment des récepteurs composés des sous-unités 04330 et
a6P30, respectivement, présentent une forte affinité pour I’EtOH (Carta et al., 2004 ; Wei et
al., 2004 ; Liang et al., 2006). En revanche, deux études n’ont pas réussi a reproduire ces
résultats sur des homogénats de cerveau de Rat et des lignées cellulaires exprimant le
récepteur recombinant (Korpi et al, 2007 ; Mehta et al., 2007). La localisation
extrasynaptique de la sous-unité o, participant a ce que I’on appelle I’inhibition tonique de
I’activité neuronale, laisse suggérer que I’EtOH, a des concentrations inférieures a 10 mM,
potentialise la transmission GABAergique tonique et non synaptique (Farrant and Nusser,
2005).

R \ LR 4 4 : ro: 2
Des expériences de mutagenése dirigée ont montré que la mutation des résidus Ser””

et
Alazgl, respectivement situés dans le DTM2 et le DTM3 de la sous-unité a,;, confére une
insensibilité aux anesthésiques, mais également a I’EtOH (Mihic et al., 1997 ; Findlay et al.,
2001). Sur des complexes 04330, des études ont montré qu’une BZ, le Ro15-4513, est capable
de bloquer ’effet d’une concentration d’EtOH inférieure a 10 mM. Pour des concentrations
supérieures a 30 mM, ’effet de I’EtOH est totalement bloqué par I’application de Ro15-4513
associée a la substitution du résidu Asn®®> en Met*® de la sous-unité B3 (Wallner et al., 2006).

Ces données indiquent 1’existence de deux sites de liaison distincts pour I’EtOH sur le

récepteur GABA A (Figure 8) (Wallner et al., 2006 ; Zeller et al., 2008).
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2.1.5. Les ions

Certains cations di- ou trivalents peuvent modifier ’affinité du récepteur GABA, pour le
GABA ou le TBPS, et ainsi entrainer une modulation des courants évoqués par le GABA (Im
and Pregenzer, 1993 ; Gravielle e al., 1999). Le mercure (Hg*"), les lanthanides (Ln*"),
’aluminium (A", le terbium (Te") et le magnésium (Mg*") potentialisent la réponse au
GABA tandis que le zinc (Zn*") et le cuivre (Cu®") I’inhibent (Tableau 3) (Ma and Narahashi,
1993 ; Narahashi et al., 1994 ; Trombley, 1998 ; Palasz and Czekaj, 2000 ; Fonfria et al.,
2001 ; Moykkynen et al., 2001 ; Hosie et al., 2003 ; Mathie et al., 2006). Sur certains types
cellulaires comme les cones rétiniens de Tortue ou les cellules horizontales de Poisson-chat,
le cobalt (Co™), le nickel (Ni*") et le cadmium (Cd*") interagissent également avec le
récepteur GABA, et exercent un effet inhibiteur sur le courant évoqué par le GABA (Kaneko
and Tachibana, 1986 ; Curtis and Gynther, 1987 ; Kaneda ef al., 1997).

L’effet des ions Ln’" dépend toutefois de la composition en sous-unités puisque la
présence de I’isoforme o6 au sein du pentameére transforme 1’effet potentialisateur de ces ions
en un effet inhibiteur de la réponse au GABA (Saxena and Macdonald, 1996 ; Zhu ef al., 1998
: Barila ef al., 2001). Les ions Cu”" et Zn*" se fixent sur un site commun (Sharonova et al.,
2000 ; Zhu et al., 2002) tandis que les ions Ln’" agissent sur un site distinct (Narahashi ef al.,
1994 ; Palasz and Czekaj, 2000). Des études associant modélisation moléculaire et
mutagenése dirigée ont permis de montrer que le Zn®" posséde 3 sites de liaison sur un
récepteur de type a1f33, deux localisés au niveau de ’extrémité Niem & Iinterface des sous-
unités o et B impliquant les résidus Glu'® de B3 d’une part, et Glu"*’ et His'*' de o, d’autre
part, et un troisiéme situé dans le canal, formé des résidus His*®’ et Glu*™® de B3 (Figure 8)

(Dunne et al., 2002 ; Hosie et al., 2003).

2.2. Régulation par des mécanismes intracellulaires
2.2.1. La phosphorylation du récepteur GABA,
La phosphorylation joue un rdle primordial dans la modulation de la fonction du

récepteur GABA, puisqu’elle i) modifie les propriétés intrinséques du canal chlore, i.e. sa
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probabilité/durée d’ouverture ou sa désensibilisation, ii) affecte 1’adressage a la membrane
et/ou la dégradation du récepteur et iii) contréle I’action de certains modulateurs allostériques
de la fonction GABAergique. La large boucle intracellulaire i, des sous-unités du récepteur
GABA,, située entre les DTM3 et DTM4, présente de nombreux sites consensus de
phosphorylation au niveau de résidus Ser/Thr et Tyr (Figure 9) (Brandon et al., 2002a). Grace
a la méthode de GST pull-down, dans laquelle les boucles i, de chacune des sous-unités du
récepteur GABA 4 sont fusionnées a la Glutathion-S-Transférase (GST), la phosphorylation in
vitro d’un certain nombre de résidus spécifiques des sous-unités ;.3 et y2, a pu étre mise en
évidence (Brandon ef al., 2002a). Ces études ont montré que les sous-unités [3;.3 possedent un
site principal de phosphorylation au niveau d’une sérine conservée (Ser’”’ pour B, et B3, Ser”
pour [;), substrat des protéines kinases A (PKA), C (PKC) et G (PKG) ainsi que de la
protéine kinase II calcium-calmoduline dépendante (CamKII). De plus, la PKC peut catalyser
la phosphorylation de B3 sur une Ser'”®, la CamKII sur une Ser’**/Ser’®de B/f, et la protéine
tyrosine kinase (PTK) Src, sur les Tyr'™ et Tyr’® de B, (Figure 9) (McDonald and Moss,
1994, 1997 ; Moss et al., 1995 ; Valenzuela et al., 1995b ; Moss and Smart, 1996 ; Brandon et
al., 2002a ; Arancibia-Carcamo and Kittler, 2009). La sous-unité y, présente a elle seule un

grand nombre de résidus dont la phosphorylation in vitro a pu étre démontrée. En effet, la

Boucles i, des sous-unités g humaines Boucles i, des sous-unités y humaines

B, 303 NYIFFGKGP--QKKGASKQDQSANEKNKLEMNKVQVDAHGN
B, 302 NYIFFGRGPQRQKKAAEKAASANNEKMRLDVN--KMDPHEN
B3 303 NYIFFGRGPQRQKKLAEKTAKAKNDRSKSESN--RVDAHGN

Y; 320 HYFTSNQKGKTATKDRKLKNK---—----— ASMTPGLH---—-
Y,s 318 HYFVSNRK-PSKDKDKKKKNP-------- ARIBIDINR =————
Y1, 318 HYFVSNRK-PSKDKDKKKKNPLLRMFSFKAPTIDIR-----—
Ys; 321 NYYSSCRKPTTTKKTTSLLHPDSSRWIPERISLQAPSNYSL

B, ILLSTLEIRNETSGSEVLTSVSDPKATMYSYDSASIQYRKPLSSRE Vi = PGSTLIPMNNISVPQE--DDYGYQCLEGKDCASFFCCFEDC
B, ILLSTLEIKNEMATSEAVMGLGDPRSTMLAYDASSIQYRKAGLPRH Yog ===~ PRSATIQMNNATHLQERDEEYGYECLDGKDCASFFCCFEDC
By ILLTSLEVHNEMN--EVSGGIGDTRNSAISFDNSGIQYRKQSMPRE Vom, === PRSATIQMNNATHLQERDEEYGYECLDGKDCASFFCCFEDC

Y3 LDMRPPPTAMITLNNSVYWQEFEDTCVYECLDGKDCQSFFCCYEEC

B, AYGR-ALDRHGVPSKGRIRRRASQLKVKIPDLTDVNSIDK 426 Y;:; RTGSWREGRIHIRIAKIDSYSR 409
B, SFGRNALERHVAQKKSRLRRRASQLKITIPDLTDVNAIDR 426 Y,s RTGAWRHGRIHIRIAKMDS 404
B, GHGRFLGDRSLPHKKTHLRRRSSQLKIKIPDLTDVNAIDR 425 Y, RTGAWRHGRIHIRIAKMDS 412

Y3 KSGSWRKGRIHIDILELDS 426

Figure 9 : Sites réels de phosphorylation identifiés sur la boucle i, des sous-unités p et y
humaines. L’ alignement des séquences formant les boucles i, des sous-unités B (gauche) et y (droite),
obtenues dans les bases de données du National Center for Biotechnology Information, a été réalisé a
I’aide du logiciel ClustalX selon la méthode du neighbour joining. Les résidus phosphorylés par des
sérine/thréonine kinases et tyrosine kinases sont indiqués en rouge et en vert, respectivement.
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PKC, la Cam KII et la PTK phosphorylent les résidus Ser’”’, Ser**®/Thr'™° et Tyr’*/Tyr’®’,
respectivement (Figure 9) (Moss et al., 1992, 1995 ; McDonald and Moss, 1994, 1997 ;
Valenzuela et al., 1995b ; Brandon et al., 2002a ; Arancibia-Carcamo and Kittler, 2009). La
forme longue de la sous-unité y, (yL) présente un site consensus supplémentaire de
phosphorylation, la Ser**’, substrat de la PKC et de la CamKII (Figure 9) (Moss et al., 1992 ;

Krishek et al., 1994 ; Moss and Smart, 1996 ; Kittler and Moss, 2003).

Roéles de la Protéine Kinase A

Les études menées sur des complexes recombinants ofxy2s exprimés dans la lignée
cellulaire HEK293 ont révélé que seules les sous-unités B; et P; étaient effectivement
phosphorylées par la PKA (Ser*® pour Bi; Ser® et Ser*™ pour B3) (Moss er al., 1992;
McDonald et al., 1998). La phosphorylation de la Ser*” de la sous-unité B; par la PKA a pour
conséquence d’inhiber 1’activité du récepteur GABA4 alors que la phosphorylation des deux

408

. - 409
résidus adjacents Ser

et Ser " de la sous-unité B3 favorise plutot la fonction GABAergique
(McDonald ef al., 1998). La mutation de la Ser*® en Ala*® de cette sous-unité transforme la
potentialisation du courant chlore induite par la PKA en une inhibition, mimant ainsi les
conséquences de la phosphorylation par une PKA sur ; (McDonald et al, 1998). En
revanche, des données plus récentes ont mis en évidence que la phosphorylation de la Ser*”
par la PKA sur ; ou sur 3 entraine dans les deux cas une augmentation de la constante rapide
de désensibilisation et un allongement de la déactivation (Hinkle and Macdonald, 2003). Des
expériences de GST pull-down, de co-immunoprécipitation et d’immunocytochimie sur des
récepteurs natifs et recombinants, ont montré que I’action de la PKA dépend de protéines
d’ancrage, appelées AKAPs (A-kinase anchoring proteins), qui interagissent spécifiquement
avec les boucles i, des sous-unités B; et B3, et servent d’adaptateurs pour la PKA (Michel and
Scott, 2002 ; Wang et al., 2002 ; Brandon et al., 2003).

In situ, ’activation des PKA est responsable d’une baisse de 1’activité de récepteurs

GABA, exprimés dans des ganglions cervicaux, des neurones de la moelle épiniere, des

cellules en grain du cervelet, ou des cellules pyramidales de 1’hippocampe (Porter et al.,
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1990 ; Moss et al., 1992 ; Robello et al., 1993 ; Poisbeau et al., 1999 ; Flores-Hernandez et
al., 2000). En revanche, le role de la PKA se traduit par une augmentation de 1’activité
GABAergique dans les neurones du gyrus dentelé de 1’hippocampe, les neurones de Purkinje
et les cellules en grain du bulbe olfactif (Kano and Konnerth, 1992 ; Kano et al., 1992 ;
Nusser et al., 1999). Certains récepteurs sont capables de réguler 1’activité de protéines
kinases, et par conséquent modulent 1’activité du récepteur GABA. Par exemple, 1’activation
du récepteur dopaminergique D; dans les neurones du striatum inhibe les courants évoqués
par le GABA via principalement la phosphorylation de la sous-unité 3; par la PKA (Yan and
Surmeier, 1997 ; Flores-Hernandez et al., 2000). A I’inverse, I’activation des récepteurs D; et
D4 conduit a une inhibition de 1’activité¢ de la PKA responsable d’une baisse de 1’activité
GABAergique dans les neurones du noyau accumbens et les neurones pyramidaux du cortex

préfrontal, respectivement (Wang et al., 2002 ; Chen et al., 2006).

Roles de la Protéine Kinase G

L’activation de la PKG, induite par une augmentation de la production de GMPc par la
guanylyl cyclase soluble sous I’effet du monoxyde d’azote (NO), conduit a une diminution du
courant évoqué par le GABA dans les cellules en grain de I’hippocampe (Zarri et al., 1994),
du cervelet (Robello ef al., 1996), dans les cellules mélanotropes de Grenouille (Castel et al.,
2000), et dans les neurones ganglionnaires de la racine dorsale de Rat (Bie and Zhao, 2001).
Cependant, des études ont mis en évidence que I’application d’analogues du GMPc entraine
une potentialisation de la réponse au GABA dans les ovocytes de Xénope exprimant les
complexes a;f>y2r ou dans les neurones ganglionnaires de la racine dorsale de Grenouille
(Bradshaw and Simmons, 1995 ; Leidenheimer, 1996). Depuis les travaux de McDonald and
Moss (1994) démontrant que le résidu Ser*® de la sous-unité B, est phosphorylé in vitro par la
PKG, aucune étude n’a permis d’identifier in vivo les résidus cibles de la PKG impliqués dans

la régulation du récepteur GABA, (McDonald and Moss, 1994).
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Roles de la Protéine Kinase C
Des différences entre les effets de la PKA et de la PKC ont été clairement démontrées sur
Iactivité de récepteur-complexes GABA, recombinants exprimés dans la lignée HEK293
(Brandon et al., 2002a), ainsi que dans les neurones pyramidaux de I’aire CAl de
I’hippocampe ou les cellules en grain du gyrus dentelé (Poisbeau et al., 1999). L activation de
la PKC par des esters de phorbol, entraine une inhibition de la réponse au GABA sur des
complexes recombinants de type o1, oiBiy2s (Krishek et al., 1994), asB2yasi (Sigel et al.,
1991), et a1 P2y2s (Kellenberger et al., 1992). Les études de mutagenéese dirigée ont révélé que
cet effet est relayé par la phosphorylation des résidus Ser*” de p; (Krishek ez al., 1994), Ser*'”
de B, (Kellenberger ef al., 1992), Ser’?’ de yas et yor (Kellenberger et al., 1992 ; Krishek et al.,
1994) et/ou Ser’® de Y2 (Krishek et al., 1994). A T’inverse, I’introduction du fragment
catalytique de la PKC (PKM) dans la lignée de fibroblastes 1929 transfectée par les ADNc
codant les sous-unités aj, B; et yor (Lin ef al., 1994, 1996) ou dans les neurones pyramidaux
de l'aire CA1l de I’hippocampe (Poisbeau et al., 1999) stimule le courant évoqué par le
GABA. L’expression de complexes o,31y21 présentant les mutations Blser‘m%la, yo SEEAR Gy
Yo S PAR abolit les effets du PKM (Lin et al., 1996).
Sur des extraits de neurones corticaux, Brandon et al. (2000) ont montré que I’inhibition
de I’activité de la PKC par la calphostine C, provoque une augmentation de I’amplitude des
courants évoqués par le GABA, associ¢e a la baisse du niveau de phosphorylation de [,

408

suggérant 1’existence d’une phosphorylation constitutive des résidus Ser 409

et Ser par la
PKC. De méme, 'utilisation d’anticorps spécifiques du fragment 359-372 de la sous-unité v,
a permis de mettre en évidence la phosphorylation constitutive des résidus Tyr’® et Tyr*®’
(Brandon et al., 2001).

Les isoformes BII et o de la PKC sont capables d’interagir directement avec la boucle i,
des sous-unités B du récepteur GABA, (Brandon et al., 1999, 2002a ; Kittler and Moss,
2003). Ce domaine de liaison comprend notamment le résidu Ser*” conservé, dont la

phosphorylation par la PKA inhibe la liaison de la PKC (Brandon ef al., 2002a). La protéine

d’ancrage Receptor for Activated C-Kinase (RACK-1) se lie aux sous-unités [,
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indépendamment de la PKC, au niveau des résidus adjacents 395 a 404, et favorise 1’action de
la PKC (Brandon et al., 1999, 2002b). Des peptidomimétiques correspondant aux résidus 395
a 404 des sous-unités B antagonisent la liaison de RACK-1, et diminuent ainsi le niveau de
phosphorylation du récepteur GABA, par la PKC (Brandon ef al., 2002b).

Les premicres ¢études attribuent 1’inhibition de la fonction GABAergique induite par la
PKC a une modification des propriétés intrinséques du canal associé au récepteur GABAA,,
i.e. une baisse de la conductance chlore et un ralentissement de la cinétique de
désensibilisation résultant d’une plus faible affinité du récepteur pour le GABA (Kellenberger
et al., 1992). Ces effets seraient relayés en partie par une diminution du nombre de récepteurs
exprimés au niveau de la membrane plasmique (Chapell et al., 1998 ; Connolly et al., 1999 ;
Filippova et al, 2000). Ces données sont corroborées par des travaux montrant que
I’internalisation de complexe-récepteurs oifB,y21 induite par la PKC requiert la sous-unité vy,
selon un processus dépendant de la dynamine (Kittler et al., 2000b ; Herring et al., 2003,
2005).

La fonction du récepteur GABA, peut étre modifiée par I’activation de récepteurs dont
les voies de signalisation impliquent la PKC. C’est le cas des récepteurs muscarinique M1 et
sérotoninergiques 5-HT4 qui tous deux inhibent les courants évoqués par le GABA via la
régulation de la protéine adaptatrice RACK-1 (Feng ef al., 2001 ; Brandon et al., 2002b). De
plus, P’activation des récepteurs tyrosine kinase tels que le platelet-derived growth factor
receptor provoque une inhibition du courant évoqué par le GABA dans les neurones CA1 de
I’hippocampe de Rat, les vésicules membranaires préparées a partir de cerveau de Souris ou
les ovocytes de Xénope, par un mécanisme impliquant une PKC (Valenzuela ef al., 1995a).
Par I’intermédiaire de son récepteur TrkB, le brain-derived neurotrophic factor exerce un
contrdle bidirectionnel de la fonction GABAergique dans les neurones de 1’hippocampe : la
phosphorylation des résidus Ser’®*” de la sous-unité s, par le recrutement de la PKC,
potentialise d’abord le courant chlore, suivi d’une inhibition de I’amplitude des PPSI suite a la
déphosphorylation de 3 par le recrutement de la protéine phosphatase PP2A (Jovanovic et

al., 2004).
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Roles de la Protéine Calcium/Calmoduline Kinase 11

Les variations de la [Ca®] jouent un role crucial dans le contrdle de I’activité du
récepteur GABA 4, soit en modifiant directement les propriétés du canal, soit en agissant de
concert avec la calmoduline pour activer la CamKII. Les premiéres études ont été menées par
Chen et al. (1990) sur des neurones dissociés de I’hippocampe dans lesquels 1’augmentation
de la [Ca*"]. accélére la décroissance du courant au cours du temps (run-down) via un
processus dépendant de la calmoduline. A I’appui de cette hypothése, la dialyse intracellulaire
de la sous-unité catalytique « de la CamKII potentialise le courant évoqué par le GABA au
niveau des cellules de Purkinje, des neurones CA1l de I’hippocampe et des neurones de la
racine dorsale de Rat (Wang et al., 1995 ; Kano et al., 1996). Des travaux récents menés sur
les neurones en grain du cervelet ont mis en évidence que I’activation de la CamKII se traduit
par une augmentation de I’amplitude et une prolongation de la durée des PPSI via les sous-
unité B, et B3, respectivement (Houston et al., 2008). De plus, I’inhibition des PP1, 2A et 2B
(calcineurine), entraine une potentialisation du courant et une accélération de sa cinétique de

désensibilisation (Wang et al., 1995 ; Kano et al., 1996).

Réles de la Protéine Tyrosine Kinase

La phosphorylation par une PTK des récepteurs GABAa natifs provoque une
augmentation de la transmission GABAergique. Ainsi, les courants évoqués par le GABA au
niveau de neurones du tronc cérébral, de la bande diagonale de Broca, du ganglion cervical et
des cellules en grain du cervelet de Rat, sont potentialisés par une kinase Src de type pp60°™"*
et/ou diminués par des applications intra- ou extracellulaires de genistein, un inhibiteur
spécifique de PTK (Moss et al., 1995 ; Jassar et al., 1997 ; Wan et al., 1997 ; Amico et al.,

1998). La sous-unité vy, a ¢été identifiée comme substrat majeur de la PTK Src, qui

365 367

phosphoryle constitutivement la sous-unité au niveau des résidus Tyr " et Tyr™ ' (Brandon et

al., 2001).
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Figure 10 : Adressage et regroupement des sous-unités du récepteur GABA,. Les sous-unités du
récepteur GABA, sont synthétisées puis assemblées en complexes pentamériques au sein du réticulum
endoplasmique via un processus hautement régulé, notamment par leur association a la protéine Plic-1, qui
se lie aux sous-unités a et B et facilite ’accumulation des récepteurs GABA, au niveau de la synapse en
inhibant leur dégradation. Les sous-unités isolées subissent une ubiquitinisation et sont ensuite envoyées vers
le protéasome pour dégradation. Le processus d’adressage, depuis 1’appareil de Golgi jusque la membrane
plasmique, est ensuite controlé par des protéines qui s’associent aux différentes sous-unités du récepteur
GABA, : GABARAP se lie a v, et facilite le transport des récepteurs au sein de 1’appareil de Golgi jusqu’a
la membrane ; NSF et BIG2 s’associent aux sous-unités [ au sein de I’appareil de Golgi et régulent
I’adressage ; la palmitoylation des sous-unités y intervient également au sein de 1’appareil de Golgi par leur
liaison a GODZ et constitue une étape essentielle pour 1’adressage des récepteurs a la membrane ; les
protéines GRIF régulent également 1’adressage, tout comme les protéines PRIP, qui modulent le niveau de
phosphorylation des sous-unités § et y. L’insertion des récepteurs s’effectue dans la région extrasynaptique,
d’ou ils pourront diffuser vers la synapse. La diffusion latérale (fleches bleues) au sein de la membrane
plasmique permet des échanges entre des récepteurs isolés et des clusters de récepteurs synaptiques ou
extrasynaptiques. La localisation synaptique de récepteurs comportant une sous-unité o, est maintenue grace
a une interaction directe a la géphyrine, qui elle-méme se lie aux microtubules. La localisation
extrasynaptique de certains complexes peut €tre controlée par la radixine, qui interagit directement avec les
filaments d’actine.
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L’insuline entraine le recrutement rapide de récepteurs GABA, au niveau de la
membrane post-synaptique, consécutif a la phosphorylation de la sous-unité B, par la
sérine/thréonine kinase Akt (également appelée protéine kinase B) au niveau de son résidu
Ser*!? (Wan et al., 1997 ; Wang et al., 2003). Les récents travaux de cette équipe ont
démontré que la liaison de I’insuline a son récepteur stimule la PI3-kinase, entrainant ainsi
I’association du domaine SH2 de sa sous-unité régulatrice p85 a la boucle i, de la sous-unité
B, au niveau d’un motif contenant 2 résidus tyrosine phosphorylés (Tyr’’* et Tyr’"’) (Vetiska
et al., 2007). Cette interaction provoque l’activation de la protéine Akt, a D’origine de
I’augmentation du nombre de récepteurs GABA, au niveau de la membrane post-synaptique,
qui conduit a une potentialisation des courants post-synaptiques inhibiteurs évoqués par le

GABA (Wan et al., 1997 ; Wang et al., 2003).

2.2.2. Régulation du récepteur GABA4 par des protéines partenaires
Chacune des étapes liées a 1’expression (assemblage au sein du RE, insertion dans la
membrane plasmique), la fonction et I’internalisation (recyclage et dégradation) du récepteur
GABA, requiert I’association de protéines spécifiques aux différentes sous-unités du
pentamére. Pour I’ensemble des sous-unités du récepteur GABA,, la boucle intracellulaire
cytoplasmique i, présente la plupart des séquences d’interaction aux différentes protéines

impliquées dans la régulation de la fonction GABAergique.

Transport, maturation et repliement du récepteur GABAA dans la voie de sécrétion

Dés leur translocation dans le RE, les sous-unités du récepteur GABA 4 interagissent avec
au moins 3 protéines chaperons, i.e. la BiP, la calnexine et la protéine disulfide isomérase,
capables de reconnaitre des domaines de protéines en cours d’¢longation, et dont le rle est de
participer au repliement approprié et a 1’assemblage des sous-unités entre elles (Figure 4)
(Sarto-Jackson and Sieghart, 2008). La protéine BiP, une protéine abondante dans le RE, se
lie spécifiquement aux régions hydrophobes (Pelham, 1989) afin d’écarter rapidement les

protéines présentant des anomalies de structure qu’elle dirige alors vers la voie de dégradation
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associée au RE (Figure 10) (Kleizen and Braakman, 2004). La calnexine, constituant
intrinséque de la membrane du RE qui reconnait les glycanes immatures (Hammond and
Helenius, 1994), empéche également le déplacement des protéines non correctement repliées
dans la voie de sécrétion (Helenius and Aebi, 2004). Des études d’immunoprécipitation ont
permis de mettre en évidence que les sous-unités du récepteur GABA 4 isolées ou associées en
bindmes (o1y2L et Payar) €taient retenues dans le RE via leur association a la BiP et la
calnexine (Connolly et al., 1996) qui possedent une séquence consensus de rétention dans le
RE (Lys-Arg-Glu-Leu), dirigeant ces complexes non assemblés vers la voie de dégradation du
protéasome (Figure 10) (Kleizen and Braakman, 2004 ; Arancibia-Carcamo and Kittler,
2009). La protéine disulfide isomérase catalyse 1’oxydation des groupements SH de deux
cystéines afin de former un pont disulfure a I’extrémité N de chaque sous-unité du
récepteur GABA, (Figure 10), permettant leur stabilisation et leur transport (Sarto-Jackson
and Sieghart, 2008).

Des expériences de double-hybride ont permis de mettre en évidence que certaines sous-
unités du récepteur GABA, interagissent avec la protéine Plic-1 (proteins linking integrin-
associated protein and cytoskeleton) ou ubiquiline dans le RE (Bedford et al., 2001). Ces
travaux ont démontré I’existence d’une interaction spécifique de Plic-1 aux résidus 346 a 355
de la boucle i, des sous-unités a3, 0 et Bi3, parmi lesquels les 5 premiers résidus sont
conservés (Bedford et al., 2001). L’utilisation d’un peptidomimétique correspondant au
domaine de Plic-1 capable de lier la sous-unité a; a pour conséquence de réduire 1’expression
du récepteur GABA, a la membrane plasmique, alors que la surexpression de Plic-1 favorise
au contraire cette expression, sans affecter I’internalisation du récepteur (Bedford ef al.,
2001 ; Saliba et al., 2008). En effet, les domaines ubiquitine-like et de liaison a I’ubiquitine de
Plic-1 permettent d’inhiber la dégradation des complexes-récepteurs présents dans le RE, et
favorisent ainsi leur insertion a la membrane synaptique (Kleijnen et al., 2000, 2003 ; Saliba
et al., 2007, 2008). Au niveau de I’appareil de Golgi, 3 protéines majeures identifiées par
double-hybride pourraient interagir avec le récepteur GABA,, i.e. la palmitoyltransférase

GODZ (Golgi-specific DHHC — Asp-His-His-Cys — zinc finger protein), BIG2 (brefeldin A-
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inhibited GDP/GTP exchange factor 2) et GABARAP (GABA4 receptor associated protein)
(Figure 10). Keller ef al. (2004) ont démontré qu'un fragment de 14 acides aminés (368-381)
de la large boucle intracellulaire i, conservé au sein des sous-unités y;.3 se lie a GODZ,
permettant ainsi la palmitoylation de ces sous-unités (Keller ef al., 2004 ; Rathenberg et al.,
2004). La mutation des résidus cystéine de la boucle i, de y,, I’inhibition de la palmitoylation
ou de l’activit¢ de GODZ (co-expression d’un mutant dominant négatif), bloque Ia
translocation et le regroupement au niveau de la membrane des récepteurs exprimés dans des
neurones de 1’hippocampe ou du cortex (Rathenberg et al., 2004 ; Fang et al., 2006),
démontrant ainsi le role indispensable de la palmitoylation dans le fonctionnement de la
synapse GABAergique.

BIG2 est un facteur qui catalyse 1’échange GDP/GTP des petites protéines G appelées
Arf (ADP-rybosylation factor), dont le role dans le bourgeonnement des vésicules au sein de
I’appareil de Golgi est aujourd’hui bien démontré (D’Souza-Schorey and Chavrier, 2006).
L’interaction de BIG2 avec le récepteur GABA, est transitoire et spécifique des sous-unités f3
et met en jeu les résidus 328 a 345 de la sous-unités B3 (Charych ef al., 2004). Notamment, la
co-expression de BIG2 avec les sous-unités o, B3 et yos du récepteur GABA, diminue
I’intensité du marquage immunocytochimique périnucléaire suggérant que BIG2 facilite la
progression et la sortie des complexes-récepteurs de 1’appareil de Golgi (Charych et al.,
2004). Les auteurs ont également mis en évidence une co-localisation de BIG2 avec le
récepteur GABA, au niveau de la membrane, montrant ainsi que BIG2 pourrait jouer un role
dans le transport vers la surface cellulaire des récepteurs nouvellement formés, au sein de
vésicules via le recrutement de complexes protéiques AP (Adaptator protein) (Charych et al.,
2004).

GABARAP appartient quant a elle a une famille de petites protéines de liaison aux
microtubules, et interagit spécifiquement avec les sous-unités 7y, y2s et v du récepteur
GABA, (acides aminés 35 a 52 de la sous-unité y,) in vitro et in vivo (Wang et al., 1999 ;
Nymann-Andersen et al., 2002a). Les premieres données obtenues par immunocytochimie et

microscopie électronique révelent que GABARAP est co-localisée avec le récepteur GABAA
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principalement au niveau de I’appareil de Golgi et dans les vésicules synaptiques (Figure 10)
(Wang et al., 1999 ; Kittler et al., 2001). Plus récemment, des études d’immunofluorescence
et d’¢électrophysiologie ont démontré que GABARAP joue un role majeur dans ’adressage a
la membrane des récepteurs GABA, composés d’une sous-unité vy, et dans le phénomeéne de
potentialisation a long-terme dans le cervelet par le biais du regroupement des récepteurs, ce
dernier impliquant le domaine de liaison aux microtubules d¢ GABARAP (acides aminés 1 a
22) (Leil et al., 2004 ; Boileau et al., 2005 ; Chen et al., 2005, 2007 ; Kawaguchi and Hirano,
2007). Plusieurs équipes attribuent également a la présence de GABARAP au niveau de la
synapse une modification des propriétés intrinséques du canal, i.e. une augmentation de la
conductance et du temps d’ouverture (Everitt ez al., 2004 ; Luu ef al., 20006).

La translocation a travers le systéme de Golgi requiert d’autres protéines. Les protéines
PRIP-1 et PRIP-2 (Phospholipase C-related, catalytically inactive proteins) peuvent se fixer a
GABARAP, inhibant ainsi la liaison de cette dernieére a la sous-unité y, (Kanematsu et al.,
2002). Des études récentes ont démontré une association directe des protéines PRIP aux
boucles i, des 3 isoformes B du récepteur GABA, et, plus faiblement, a celle de la sous-unité
v2. Cette liaison est responsable de la régulation du niveau de phosphorylation (via le
recrutement de protéines phosphatases) et de 1’expression des complexes pentamériques
(Figure 10) (Terunuma et al., 2004 ; Kanematsu et al., 2006 ; Mizokami et al., 2007).
L’invalidation des geénes codant les protéines PRIP ou le blocage de la liaison de PRIP-1 aux
sous-unités B inhibe I’expression de récepteurs GABA, composés d’une sous-unité v,
suggérant ’existence d’un complexe trimérique entre GABARAP, PRIP et la sous-unité B qui
favorise I’interaction entre GABARAP et la sous-unité y, (Kanematsu et al., 2006, 2007b ;
Mizokami et al., 2007). Le facteur NSF (N-ethylameimide-sensitive factor), classiquement
impliqué dans le transport et la fusion des vésicules synaptiques (Whiteheart and Matveeva,
2004), s’associe €¢galement aux sous-unités B (résidus 395 a 415) et entraine une diminution

de I’expression du récepteur GABA, par défaut d’insertion dans les membranes plasmiques

(Goto et al., 2005).

Page |82



Introduction

Stabilité du récepteur GABAA au niveau de la synapse

Le regroupement et la stabilit¢ des récepteurs GABAA nouvellement adressés a la
membrane dépend d’une protéine particuliére, la géphyrine, impliquée aussi dans le
regroupement synaptique des récepteurs glycinergiques (Pfeiffer ef al., 1982 ; Kneussel et al.,
1999 ; Waldvogel ef al., 2010). L’inhibition de 1’expression de la géphyrine (par siARN) ou
I’invalidation de son gene, affecte la localisation synaptique de la majorité des sous-unités du
récepteur GABA, (Essrich et al., 1998 ; Baer et al., 1999 ; Kneussel et al., 1999, 2001 ;
Fischer ef al., 2000 ; Levi et al., 2004), mais ne modifie pas celle des sous-unités a; et as
(Kneussel et al., 2001). Inversement, les souris knock-out pour le géne codant la sous-unité y,
présentent une importante réduction de I’expression de la géphyrine au niveau synaptique
(Essrich et al., 1998), alors que 1’induction de y, dans des neurones restaure 1’expression de la
géphyrine au niveau post-synaptique (Essrich ef al., 1998 ; Alldred et al., 2005). Récemment,
Tretter et al. (2008) ont caractérisé un motif de 10 acides aminés au sein de la boucle i, de la
sous-unité o, site d’interaction a la géphyrine, et responsable du regroupement des récepteurs
a la membrane de neurones de I’hippocampe. Des enregistrements électrophysiologiques
complétés par des données de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) indiquent
que les récepteurs GABA, localisés au niveau de la membrane post-synaptique sont moins
mobiles que ceux situés dans des régions extrasynaptiques, mais retrouve une mobilité apres
invalidation du géne de la géphyrine, démontrant ainsi le role de la protéine dans 1’ancrage
des récepteurs au niveau de la synapse (Figure 10) (Jacob et al., 2005 ; Thomas et al., 2005).

Le regroupement de certaines sous-unités du récepteur GABA n’est pas affecté chez des
souris knock-out pour le gene codant la géphyrine, suggérant I’implication d’autres protéines
dans ce processus (Kneussel et al., 2001). Une étude récente a mis en évidence que la
radixine, une protéine de la famille des ERM (Erzine/Radixine/Moésine) qui permet de lier
les protéines membranaires aux filaments d’actine, interagit spécifiquement avec la sous-unité
as du récepteur GABA, par I’intermédiaire de son domaine FERM (Four-point-one-ERM)

(Loebrich et al., 2006). En effet, I’inhibition de I’expression de la radixine (par siARN) ou de
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Figure 11 : Régulation de I’endocytose et du recyclage des récepteurs GABA,. L’endocytose des
récepteurs GABA, est un processus extrasynaptique, qui dépend de la dynamine et de la formation de puits
de clathrine. L’internalisation du récepteur GABA implique I’interaction de la boucle i, des sous-unités [ et
v avec la sous-unité p, du complexe AP2. Lorsque des résidus situés au sein du motif d’interaction de p, avec
les sous-unités P et y sont phosphorylés par les PKA, PKC et/ou RACK-1, la liaison de , est inhibée, ce qui
augmente le nombre de récepteurs synaptiques. Apres fusion des vésicules d’internalisation aux endosomes,
le devenir des récepteurs GABA, dépend de la fixation de deux protéines : HAP-1 et CALM. L’interaction
de HAP-1 avec les sous-unités B, d’une part, et la liaison de la protéine CALM a v,, d’autre part, favorisent
le recyclage des récepteurs qui seront ré-adressé€s a la membrane plasmique. Les récepteurs non associés de
I’endosome sont orientés vers le lysosome pour y étre dégradés.
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sa liaison a la sous-unité as_entraine une diminution drastique du regroupement de sous-unités
as (Loebrich et al., 2006).

La régulation de la fonction des récepteurs GABAA présents au niveau de la synapse
dépend en partie de I’état de phosphorylation de chacune des sous-unités (cf § 2.2.1.).
Plusieurs protéines impliquées dans la phosphorylation du récepteur GABA, interagissent
directement avec celui-ci ; c’est le cas de RACK-1, de la PKC et des AKAPs, qui lient la
boucle intracellulaire 1, des sous-unités B (Figure 10) (Brandon et al., 1999, 2002b, 2003 ;
Arancibia-Carcamo and Kittler, 2009). A I’inverse, la déphosphorylation est assurée par les
protéines phosphatases PP1 et PP2A, qui se lient également aux sous-unités [, et par la
calcineurine, qui s’associe physiquement a la sous-unité y, (Wang et al., 2003 ; Jovanovic et

al., 2004 ; Terunuma et al., 2004 ; Arancibia-Carcamo and Kittler, 2009).

Endocytose et recyclage du récepteur GABAA

Les récepteurs GABA, sont renouvelés par un processus d’internalisation qui requiert la
formation de puits de clathrine, exclusivement a la périphérie de la région synaptique
(Figure 11) (Bogdanov et al., 2006 ; Kittler et al., 2000b). Des travaux rapportent également
une internalisation de récepteurs GABAA impliquant la dynamine et la cavéoline (Bradley et
al., 2008), ou bien indépendante de la dynamine, dans le cas des complexes aff (Cinar and
Barnes, 2001). Les complexes AP sont constitués de quatre sous-unités, de haut poids (a- et
Br-adaptines pour AP2) et bas poids (n, et o,) moléculaires. La protéine AP2 interagit
directement avec les boucles i, des sous-unités 3 et y, par exemple au niveau des acides
aminés 401 a 412 pour B3, au niveau d’un motif atypique de type dileucine impliqué dans
I’internalisation du récepteur GABA, pour la sous-unité f3,, ou encore au niveau d’un motif
de type TyrXX® (ou X représente un acide aminé quelconque et ® un résidu hydrophobe)
pour les sous-unités B, et v, (Herring et al., 2003 ; Kittler and Moss, 2003 ; Kittler et al.,
2005). L’interaction de la sous-unité B avec AP2 permettrait 1’internalisation du récepteur
dépendante des puits de clathrine et le recrutement de la dynamine (Figure 11) (Kittler et al.,

2000b ; Herring et al., 2003, 2005 ; Smith et al., 2008). De plus, les niveaux de base de
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Protéine d’interaction Récepteur GABA
. Autres L pr
X X Fonction(s) . Références
Protéine Domaine(s) Sous- Domaine(s) partenaires
impliqué(s) unité(s) impliqué(s)
AKAP79/150 ND B et Bs ND Protéine d’ancrage PKA, Calcineurine 6
Pour p, :
Sous-domaine A B'B“ 3(4(“(‘)3:415)’ 17.18. 25
2 : : 5 5 B
AP2 (283-394) P13, Y13 €t O 1 (318-327) et Internalisation - 29,30, 40
Sous-domaine B (361-370)
(407-435) 12
BIG2 Neerm €t Cropm Bis B3 (328-345) Adressage - 8
Calcineurine Domaine catalytique Y2 Y2 (317-332) Déphosphorylation AKAP79 43
GRIP, PRIP-1, 9 10,11,12,13,
GABARAP a.a. 37-52 Vi Yas €Yo ¥ (389-394) RAdressage . 7 14,26,27,31,32,
cgroupemen NSF, Géphyrine 35, 36, 43, 44
Géphyrine ND o a, (336-347) Regroupement GABARAP 31,42
DTM et . a
GODZ Domaine DHHC Y1 Y220 etys 75 (368-381) Palmitoyltransférase - 15, 24, 37
) B, (348-361) et Transport antérograde, 3
GRIF-1 aa. 124-283 . B, (316-339) O-glcNAc transférase L7
ND RS .
HAP-1 (entre 220 et 520) B ND Trafic vésiculaire - 28,38
Nsp D (compétitionavec g B (395-415) Adressage GABARAP 16
GABARAP) 13 &
PKC Isoformes a et BII B et Bs By (405-415) Phosphorylation RACK-1 3,5
. Domaine de liaison Stabilisation (RE)
Plic-1 a ’ubiquitine %13, g et Bis o; (346-353) Adressage - 2,39
PP1, PP2A ND B3 ND Déphosphorylation PRIP 19, 21
Régulation dela PPla. PP2A
PRIP a?PIS{?g:f? 8 Bisety, ND phosphorylation ’ ’ 22(;’ ih’ 3121,
Internalisation GABARAP T
RACK-1 ND o et Bis B1 (395-404) Protéine d’ancrage PKC, Src 3,5
Radixin Domaine FERM o 05 (342-357) Protéine d’ancrage B 33
Nierm Regroupement
Src ND Bis et yar ND Phosphorylation RACK-1 4,45

Tableau 4 : Protéines d’interaction aux sous-unités du récepteur GABA,. La fonction du récepteur GABA, est
controlée par de nombreuses protéines qui, en se fixant au niveau de la boucle i, des sous-unités, vont assister et/ou
réguler 1’adressage et/ou I’activitt GABAergique, soit directement, soit en servant de protéine intermédiaire. La
numérotation des références est propre a ce tableau : 1, Beck et al., 2002 ; 2, Bedford et al., 2001 ; 3, Brandon et al.,
1999 ; 4, Brandon et al., 2001 ; 5, Brandon et al., 2002b ; 6, Brandon et al., 2003 ; 7, Brickley et al., 2005 ; 8, Charych
etal., 2004 ;9, Chen et al., 2000 ; 10, Chen et al., 2005 ; 11, Chen et al., 2007 ; 12, Coyle et al., 2002 ; 13, Everitt et al.,
2004 ; 14, Everitt et al., 2009 ; 15, Fang et al., 2006 ; 16, Goto et al., 2005 ; 17, Herring et al., 2003 ; 18, Herring ef al.,
2005 ; 19, Jovanovic et al., 2004 ; 20, Kanematsu et al., 2002 ; 21, Kanematsu et al., 2006 ; 22, Kanematsu et al., 2007a ;
23, Kanematsu et al., 2007b ; 24, Keller et al., 2004 ; 25, Kittler et al., 2000b ; 26, Kittler et al., 2001 ; 27, Kittler et al.,
2004a ; 28, Kittler et al., 2004b ; 29, Kittler et al., 2005 ; 30, Kittler et al., 2008 ; 31, Kneussel ef al., 2000 ; 32, Leil et al.,
2004 ; 33, Loebrich et al., 2006 ; 34, Mizokami et al., 2007 ; 35, Nymann-Andersen et al., 2002a ; 36, Nymann-Andersen
etal., 2002b ; 37, Rathenberg et al., 2004 ; 38, Rong et al., 2007 ; 39, Saliba et al., 2008 ; 40, Smith et al., 2008 ; 41,
Terunuma et al., 2004 ; 42, Tretter et al., 2008 ; 43, Wang et al., 1999 ; 44, Wang and Olsen 2000 ; 45, Wang et al., 2003.
RE, réticulum endoplasmique ; a.a., acide aminé ; ND, non déterming.
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phosphorylation des résidus Ser*®™*” de la sous-unité B3 et Tyr’*>%” de la sous-unité ys,
résidus appartenant aux domaines d’interaction a AP2, inhibent la liaison d’AP2 et empéchent
I’internalisation constitutive des récepteurs GABA, (Brandon ef al., 2000, 2001).

Le devenir des récepteurs internalisés dépend de la protéine HAP-1 (Huntingtin
associated protein-1) qui, en se fixant sur la boucle i, des sous-unités [}, prévient sa
dégradation et favorise le recyclage du récepteur GABA, a la membrane plasmique (Kittler et
al., 2004a). En accord avec ces données, des travaux ont mis en évidence que I’inhibition de
I’expression de HAP-1 (par siARN) au niveau de 1’hypothalamus de Souris, inhibe la prise
alimentaire via la diminution du nombre de récepteurs GABA, préents a la membrane
plasmique (Sheng et al., 2006). Plus récemment, Yuan et al. (2008) ont mis en évidence le
role de la protéine CAML (Calcium-Modulating Cyclophilin Ligand) dans le recyclage du
récepteur GABA, (Figure 11). Cette protéine membranaire du RE serait principalement
localisée dans les domaines impliqués dans la recapture du Ca®", et présenterait une portion
libre cytoplasmique impliquée dans la reconnaissance d’autres protéines (Holloway and
Bram, 1998). L’interaction de CAML avec la sous-unité y, du récepteur GABA,, suggérée
par Yuan et al. (2008), mettrait en jeu la région Cey de la sous-unité, i.e. une portion de la
boucle i, et le DTM4. L’inhibition de I’expression de la CAML dans des neurones corticaux
(par shARN), provoque une diminution du nombre de récepteurs GABA post-synaptiques
membranaires, associée a un défaut de recyclage de récepteurs internalisés (Yuan et al.,
2008). L’ensemble des données concernant les protéines d’interaction aux sous-unités du
récepteur GABA , sont résumées dans le Tableau 4.

Le role de certaines protéines partenaires du récepteur GABAA n’a pas encore ¢€té
clairement identifié. C’est le cas de la protéine GRIF-1 (GABA, Receptor Interacting Factor-
1) dont les acides aminés 124 a 283 interagissent avec le fragment 324 a 354 de la boucle i, de
la sous-unité B, (Beck et al., 2002). GRIF-1 posséde 47% d’homologie avec HAP-1,
suggérant ainsi qu’elle pourrait jouer un role dans ’adressage des récepteurs GABA, a la

membrane (Beck et al., 2002).
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Chapitre Il : Le systéme urotensinergique

W 3

1. L’urotensine II et I’urotensin Il-related peptide

Initialement caractérisée a partir de ’'urophyse du Gobie Gyllicthys mirabilis sur la base
de son activité spasmogénique sur le rectum de Truite (Pearson ef al, 1980), I’UII a par la
suite été identifiée chez d’autres espéces comme le Poisson ventouse Catostomus commersoni
(McMaster and Lederis, 1983), la Carpe Cyprinius carpio (Ichikawa et al., 1984) et le Flétan
Platichthys flesus (Conlon et al., 1990). L’UII a également été purifiée a partir d’extraits de
moelle épiniere de Roussette Scyliorhinus canicula (Conlon et al., 1992a) et d’Esturgeon
Acipenser ruthenus (McMaster et al., 1992). Bien qu’il fut longtemps admis que 1’expression
de I’UII se limitait aux poissons, plusieurs observations plaidaient en faveur de la présence du
peptide chez d’autres espéces. En effet, 'UIl de Gobie est capable de provoquer la
vasodilatation d’anneaux d’aortes de Perdrix (Muramatsu and Kobayashi, 1979) et de Rat
(Gibson, 1987), ou la relaxation du muscle anococcygien de Souris (Gibson et al., 1984).
Quelques années plus tard, les travaux de Conlon et al. (1992b) ont démontré la présence de
I’UII dans le cerveau d’un tétrapode, la Grenouille verte Rana ridibunda. Depuis, I’UII a été
clonée chez plusieurs espéces de Mammiferes dont ’Homme (Coulouarn ef al., 1998 ; Ames
et al., 1999), la Souris (Coulouarn et al., 1999), le Rat (Coulouarn et al., 1999), le Porc (Mori
et al., 1999) et le Singe (Elshourbagy et al., 2002). Plus récemment, en recherchant la forme
mature de 1I’UII dans le cerveau de Rat, Sugo et al. (2003) ont isolé un paralogue de 1’UII
qu’ils ont nommé Ull-related peptide (URP). Le préproURP a été cloné chez ’Homme et la

Souris (Sugo et al., 2003) et par la suite chez le Poulet (Tostivint et al., 2006).
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1.1. Les génes de I’UII et de PURP

Chez I’Homme, le gene codant la préproUIl est localis¢é dans la région p36 du
chromosome 1, celui du préproURP occupant la région q28 du chromosome 3 (Sugo et al.,
2003). Les génes des deux formes de somatostatine, SS1 et SS2, sont présents dans les mémes
régions chromosomiques : le géne de la SS1 est situé a proximité de celui de I’'URP tandis que
le géne de la SS2, aussi appelée cortistatine (CST), est localisé sur le méme locus que celui de
I’UIIL. L hypothéese selon laquelle les deux tandems URP/SSI et UII/SS2 dériveraient de deux
geénes ancestraux, protoUII et protoSS1, eux-mémes placés en tandem, est renforcée par des
études de synténie montrant que plusieurs autres genes, MASP2, CLCN6 et TP73 de la région
Ip36 possedent un paralogue dans la région 3q28, ie. MASPI, CLCN2 et TP73L,
respectivement (Tostivint et al., 2006) (Figure 12). De fait, les régions 1p36 et 3q28 sont
considérées comme des paralogons, i.e. des régions ayant subi des duplications a grande

échelle (Popovici et al., 2001).
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Figure 12 : Evolution des genes des familles de peptides urotensinergiques et somato-
statinergiques. A. Processus évolutifs a 1’origine des genes des familles de I’UIl et de la
somatostatine (SS). Un ancétre commun aux deux familles aurait d’abord subit une duplication en
tandem, suivie d’une duplication segmentaire (coincidant vraisemblablement avec 1'une des deux
duplications du génome entier) a I’origine des séquences codant I’UII, I’'URP, la SS1 et la cortistatine
(CST ou SS2). B. Localisation chromosomique des genes codant I’UII et la CST (1p36) et des génes
codant la SS et 'URP (3928) chez I’Homme. Les positions relatives sont exprimées en Mega (M)
bases et les pointillés relient 2 peptides apparentés. La structure secondaire de chaque peptide est
représentée ; les résidus conservés au sein des deux familles sont indiqués en rouge. (D ‘apres Tostivint
et al., 20006).
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1.2. Structures de I’UII, de ’URP et de leur précurseur

Selon les especes, I’UII est constituée d’un nombre variable d’acides aminés, compris
entre 11 chez ’'Homme (Coulouarn et al., 1998) et 17 chez la Souris (Coulouarn et al., 1999)
(Figure 13). Jusqu’a présent, la caractérisation de la séquence de I’URP se limite a I’Homme,
la Souris, le Rat (Sugo et al., 2003) et le Poulet (Tostivint et al., 2006). Sa séquence est
strictement conservée chez les Mammiféres et correspond a ’Ala'-UIL,.;, humaine (Sugo et
al., 2003). Chez le Poulet, seule la valine en position 8 est substituée par une isoleucine
(Figure 13) (Tostivint et al., 2006).

Les formes matures de I’UII et de I’'URP possedent dans leur région Cier une séquence
cyclique de 6 acides aminés (CFWKYC) strictement conservée des poissons jusqu’aux
Mammiféres (Douglas et al., 2004). La triade FWK (Figure 13), également présente dans la
partie cyclique de la SS1 et de la CST, est indispensable a ’activité biologique. En effet, la
substitution d’un des acides aminés de cette triade par son énanthiomere de la série D ou par
tout autre résidu, génere des analogues inactifs de I’UIl (Camarda et al., 2002b ; Flohr et al.,
2002 ; Kinney et al., 2002 ; Labarrere et al., 2003 ; Guerrini et al., 2005) et de I’'URP
(Chatenet et al., 2004). La présence d’un coude y-inversé, mis en évidence par résonance
magnétique nucléaire (RMN) dans la structure de I’'URP, serait indispensable a la liaison des

peptides sur leur récepteur (Chatenet et al., 2004).

Ull Poulet Ull Souris URP Poulet

Figure 13 : Représentation schématique de I’UII et de son paralogue URP chez I’ Homme, le Rat,
la Souris et le Poulet. pGln, pyroglutamine.
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Singe Porc Souris Rat Poulet Grenouille Carpea Carpef P.zébre a P.zébre p
92 61 50 50 47 30 19 21 21 25 Homme
60 52 52 41 30 9 17 20 26 Singe
47 43 37 29 23 23 24 10 Porc
84 39 20 22 26 14 21 Souris
39 28 22 26 21 22 Rat
B 41 23 23 24 35 Poulet
Rat 29 14 23 19 19 Grenouille
Souris 33 76 89 75 40 Carpe a
Homme 40 55 50 73 40 Carpe B
Poulet Rat Souris 37 P. zébre a

Tableau 5 : Pourcentages d’identité entre les séquences peptidiques de la préproUII (A) et du préproURP (B).
Les formes a et [ identifiées chez la Carpe et le Poisson zébre (P. zeébre) correspondent a des variants (D aprés le
logiciel ClustalW).

Contrairement a la région Cierm, la portion N, est trés variable d’une espéce a ’autre,
tant sur le nombre que sur la nature des résidus. A titre d’exemple, I’UII de Souris contient 10
acides aminés en amont du cycle, contre 5 et 4 résidus chez le Rat et I’'Homme,
respectivement (Figure 13) (Coulouarn et al., 1998, 1999).

La proUII (Coulouarn et al., 1998) et le proURP (Sugo ef al., 2003) sont des précurseurs
monofonctionnels, i.e. ils possédent une seule copie du peptide actif situ¢ dans la région Ciep.
Comme la quasi-totalité des précurseurs neuropeptidiques, la préproUIl et le préproURP sont
flanqués en position N d’un peptide signal d’une vingtaine de résidus. Contrairement aux
séquences de I’UIl et de I’'URP qui sont trés conservées, celles de leur précurseur sont
extrémement variables d’une espece a 1’autre (Tableau 5). En effet, la préproUIl humaine ne
partage que 50% et 61% d’identité avec ses homologues murin (Coulouarn ef al., 1999) et
porcin (Mori et al., 1999). De plus, chez la Souris et le Rat, deux espéces pourtant proches
phylogénétiquement, les précurseurs présentent seulement 84% d’identité entre eux
(Tableau 5A) (Coulouarn et al., 1999). De méme, le préproURP humain ne partage que 40% a
55% d’identité avec les précurseurs de Rat, de Souris et de Poulet (Tableau 5B) (Tostivint et

al., 2006) (d’apres le logiciel ClustalW sur le site http://www.ebi.ac.uk/clustalwy/).
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1.3. Localisations périphérique et centrale de I’UII et de ’URP
1.3.1. Localisation périphérique

L’UIl et P'URP sont largement distribués en périphérie, particulierement dans les
systémes cardiovasculaire, rénal et endocrine (Tableau 6). Dans le cceur, les ARNm et les
peptides sont présents dans les oreillettes et les ventricules chez I’Homme (Totsune et al.,
2001 ; Matsushita et al., 2001 ; Dschietzig ef al., 2002 ; Douglas et al., 2002 ; Tzanidis et al.,
2003 ; Maguire et al., 2004) et le Singe (Elshourbagy et al., 2002). L’UII est également
détectée dans le coeur de Rat (Ames et al., 1999 ; Sugo et al., 2003) et de Souris (Elshourbagy
et al.,2002).

Au niveau vasculaire, le réseau artériel présente des niveaux élevés d’ARNm codant
I’UII, notamment dans 1’aorte thoracique, les artéres pulmonaires et les artérioles (Matsushita
et al., 2001 ; Dietschzig et al., 2002 ; Maguire et al., 2004). En revanche, a I’exception des
veines saphénes et ombilicales, le réseau veineux n’exprime pas le peptide (Matsushita et al.,
2001 ; Dschietzig et al., 2002 ; Maguire et al., 2004). Dans tous ces tissus, I’UII est localisée
a la fois dans les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses vasculaires (Douglas
et al., 2002). Plusieurs études ont montré la présence de quantités significatives d’UII
circulante chez ’'Homme (Totsune et al., 2001 ; Richards et al., 2002 ; Ng et al., 2002 ;
Russell et al., 2003). L’existence d’une protéase plasmatique capable de générer I’UII a partir
de son précurseur (Russell ef al., 2004), suggere que I’UII circulante serait le résultat d’une
maturation extracellulaire. Des expériences de spectrométrie de masse ont pu montrer
I’existence d’une urotensin-converting enzyme (UCE) d’abord a partir de tissu rénal de Porc
(Schliiter et al., 2003) puis dans des cellules endothéliales humaines (Russel et al., 2004).
Méme si la démonstration du clivage protéolytique de I’UII humaine dans ces cellules révele
une activité de I’'UCE de type furine, ’enzyme n’est a ce jour toujours pas caractérisée
(Russell et al., 2004).

Plusieurs travaux tendent a montrer que les reins constituent un site majeur de production
d’UII chez ’'Homme (Coulouarn et al., 1998 ; Nothacker et al., 1999 ; Matsushita et al.,

2001 ; Totsune et al., 2001, 2003 ; Sugo et al., 2003). Le peptide est particulierement
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Tissus Homme Singe Rat Souris
Systéme Nerveux Central
Cerveau 1,27 11 11
Hypothalamus 9
Tronc cérébral 1,3,17,25,27 4,8 10
Moelle épiniere 1,3,25 1,11 4,8,14,25,25 4,10, 19, 19
Cervelet 25,27 11 4
Liquide céphalorachidien 5,26
Systéme Cardiovasculaire
Ceeur 1,27,28 1,4,25 1,4,25 4,11
Myocarde 6 4,8
Oreillettes 6,7,13,15,27,28 11 4,825
Ventricules 6,7, 14,27, 28,29 11
Auricule droit 15
Aorte thoracique 15 1,11 14 11
Artére mammaire 7
Veine saphéne 7,12, 15 4
Plasma 17, 20,21, 22,27
Systéme Endocrinien
Hypophyse 3,27 25 25 4
Pancréas 3,27 3 3 4
Surrénale 3,27 3 3 4
Testicule 25 25 25,25 4
Ovaire 25 4
Placenta 25 4
Systémes Urogénital et Gastrointestinal
Rein 2,13,15,17,18,25,27,28 11 4,14, 16,25 4,11
Tube contourné 13,23 16
Glomérule 13,23 16
Tube collecteur 13,23
Vessie 2 11 25 11
Prostate 2,25 25
(Esophage 11 25 11
Estomac 3,25 11,25 25
Vésicule biliaire
Intestin 3,25,27,25 11,25 25 4,11
Foie 3,13,25,28,25 11,25 4,25 11
Autres tissus
Thymus 3,25,25 25,25 4
Rate 3,25 11,25 4,25,25 4,11
Poumon 13,25,25 11,25 4,25 4,11
Muscle squelettique 25 11 14,25 11
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abondant dans les cellules épithéliales des glomérules, des tubes contournés et des tubes
collecteurs rénaux (Shenouda et al., 2002 ; Maguire et al., 2004). Toutefois, I’expression de
I’UII dans le rein est tres faible chez le Singe et la Souris (Elshourbagy et al., 2002) voire
inexistante chez le Rat (Sugo et al., 2003).

L’UII est exprimée dans plusieurs glandes endocrines chez ’Homme et le Rat, en
particulier dans I’hypophyse, le pancréas et la glande surrénale (Coulouarn et al., 1998 ;
Totsune et al., 2001 ; Sugo et al., 2003). Le préproURP est quant a lui essentiellement présent
dans le testicule, ainsi que dans 1’ovaire et le placenta chez ’Homme (Sugo et al., 2003). Les
niveaux d’expression observés chez le Rat sont significatifs dans I’hypophyse, le pancréas et
la surrénale pour I’UII, et dans le testicule pour I’'URP (Sugo et al., 2003). En revanche, les
ARNm codant I’UII sont indétectables dans les glandes endocrines chez le Singe et la Souris
(Elshourbagy et al., 2002). La distribution de I’UII et ’'URP s’étend a d’autres tissus comme
la rate, le thymus, le foie, I’estomac, 1’intestin gréle, le colon et le poumon (Coulouarn ef al.,
1998, 1999 ; Totsune et al., 2001, 2003 ; Elshourbagy et al., 2002 ; Sugo et al., 2003 ;
Maguire et al., 2004). L’ensemble de ces données montre que I’UII et ’'URP sont largement
distribués en périphérie, mais qu’il existe une grande variabilité inter-especes, méme pour des

especes phylogénétiquement proches.

1.3.2. Localisation dans le systéme nerveux central
Des les années 80, la présence de I’UII et de son précurseur a été mise en évidence dans

le SNC de poissons téléostéens, au niveau de la moelle épinic¢re pour le Gobie (Bern et al.,

& Tableau 6 : Localisation de I’UII et de ’URP chez lez Mammiféres. Ce tableau a été réalisé a
partir de données obtenues par RT-PCR, RT-PCR quantitative, hybridation in sifu, dot-blot,
southern blot, northern blot, immunohistochimie ou dosage radioimmunologique. La
localisation de I’UII et de ’'URP est représentée en noir et en rouge, respectivement. La
numérotation des références est propre a ce tableau : 1, Ames et al., 1999 ; 2, Chartrel et al.,
2004 ; 3, Coulouarn et al., 1998 ; 4, Coulouarn et al., 1999 ; §, Cowley et al., 2005 ; 6, Douglas et al.,
2002 ; 7, Dschietzig et al., 2002 ; 8, Dun et al., 2001 ; 9, Egginger et Calas, 2005 ; 10, Egginger et al.,
2006 ; 11, Elshourbagy et al., 2002 ; 12, Leifeld et al., 2009 ; 13, Maguire et al., 2000 ; 14, Maguire et
al., 2008 ; 15, Matsushita et al., 2001 ; 16, Mori et al., 2009 ; 17, Ng et al., 2002 ; 18, Nothacker et al.,
1999 ; 19, Pelletier et al., 2005 ; 20, Richards et al., 2002 ; 21, Russell et al., 2003 ; 22, Russell et al.,
2004 ; 23, Shenouda et al., 2002 ; 24, Silvestre et al., 2004 ; 25, Sugo et al., 2003 ; 26, Thompson et
al., 2003 ; 27, Totsune et al., 2001 ; 28, Totsune et al., 2003 ; 29, Tzanidis et al., 2003.
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1985) et du tronc cérébral pour le Meunier (Yulis and Lederis, 1986). C’est ¢galement dans
ces régions que des taux élevés d’UII sont retrouvés chez des espéces dites supérieures, i.e. la
Grenouille (Chartrel et al., 1996 ; Conlon et al., 1996 ; Coulouarn et al., 1998) et les
Mammiféres (Tableau 6) (Coulouarn et al., 1998, 1999 ; Dun et al., 2001). Plus précisément,
le géne codant I’UII est essentiellement exprimé dans des motoneurones des noyaux des nerfs
craniens abducens, facial, trijumeau et hypoglosse chez le Rat (Coulouarn et al., 1999 ; Dun et
al., 2001) et ceux de la partie caudale de la moelle épini¢re chez la Souris (Coulouarn ef al.,
1999 ; Elshourbagy et al., 2002 ; Egginger et al., 2006 ; Dubessy et al., 2008), le Rat
(Coulouarn et al., 1999) et ’'Homme (Coulouarn ef al., 1998 ; Ames et al., 1999 ; Chartrel et
al., 2004). De facon inattendue, I’UII n’est pas présente dans le tronc cérébral de Singe (Ames
et al., 1999 ; Elshourbagy et al., 2002) indiquant qu’il existe des variations d’expression inter-
especes importantes. Méme si les concentrations sont relativement faibles, I’UII est également
retrouvée dans le liquide céphalorachidien chez I’Homme (Thompson et al., 2003 ; Cowley et
al., 2005).

Bien que I’URP ait été caractérisé en 2003 (Sugo et al., 2003), sa distribution dans le
cerveau demeure mal connue. Les données disponibles a ce jour indiquent que les ARNm
codant I’URP sont localisés dans la moelle épini¢re chez I’Homme et le Rat, avec des niveaux
d’expression largement inférieurs a ceux de I’UII (Sugo et al., 2003). Chez la Souris, les
précurseurs des deux peptides sont co-localisés dans les motoneurones de la corne antérieure
de la moelle épinicre (Pelletier et al, 2005 ; Dubessy et al., 2008). Des composés
immunologiquement apparentés a I’URP seraient présents dans les somas neuronaux de ’aire
préoptique et au niveau des fibres de I’organe vasculaire de la lame terminale et de I’éminence

médiane (Egginger and Calas, 2005).

2. Le récepteur de I’urotensine Il ou UT
2.1. Caractérisation de ’UT
Chez les Mammiféres, tous les récepteurs peptidergiques identifiés a ce jour

appartiennent a la superfamille des RCPG, dont les membres partagent des caractéristiques
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structurales, i.e. la présence de 7 DTM, une séquence N extracellulaire et une séquence
Cierm Intracellulaire (Probst et al., 1992).

Par des approches différentes, deux équipes de recherche ont isolé I’ADNc codant un
récepteur orphelin nommé GPR14. La premicre approche s’appuyait sur les caractéristiques
structurales communes a tous les RCPG et sur des banques de données génomiques
(Marchese et al., 1995), et la seconde approche sur les mécanismes de transduction des
signaux sensoriels tels que les odeurs, la lumiére et le goit, relayés par des RCPG (Tal et al.,
1995). Initialement identifié a partir de tissus sensoriels de Rat, le GPR14 a ét¢ renommé
sensory epithelium neuropeptide-like-receptor ou SENR (Tal et al., 1995), puis
définitivement rebaptis¢é UT (Douglas and Ohlstein, 2000). L’UT partage des analogies
structurales avec les récepteurs somatostatinergiques (SSTR) et opioidergiques (OR), mais
¢galement avec les récepteurs de la MCH (melanin-concentrating hormone) et de la galanine
et les GPR7 et 8. La comparaison de la séquence de I’'UT et de SSTR4 révele 27% d’analogie
de structure sur ’ensemble des acides aminés, et 41% d’identité si I’on prend uniquement en
compte les DTM (Marchese et al, 1995). De la méme maniére, 1’analyse des séquences
compléetes ou des DTM des récepteurs opioidergiques et de I’'UT révele respectivement 25%
et 34% d’identité avec le récepteur kOR, et 26% et 34% avec les récepteurs 6OR et ptOR
(Marchese et al., 1995).

La stratégie de pharmacologie inverse consiste a tester une série de ligands potentiels
pour leur capacité a stimuler une activité biologique associée a un récepteur d’intérét (Stadel
et al., 1997). Apres transfection des formes humaine et murine de I’UT dans la lignée
HEK?293, Ames et al. (1999) ont testé plus de 700 composés parmi lesquels I’UII de Gobie,
qui s’est révélée étre un puissant agoniste du récepteur (Ames et al., 1999). La méme année, a
I’aide de différents modéles biologiques, trois autres équipes ont confirmé que 1’UII est un
ligand naturel de I’UT (Liu et al., 1999 ; Mori et al., 1999 ; Nothacker ef al., 1999). Compte
tenu des analogies structurales de 1’UIl avec d’autres peptides cycliques (SS1 et CST), la
spécificit¢ du couple UII/UT pouvait étre sujette a controverse. Cependant, seules des

concentrations tres élevées de SS1 et de CST sont capables d’activer I'UT (Liu et al., 1999 ;
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Nothacker et al., 1999), permettant ainsi de confirmer que 1I’UII est le ligand endogeéne de
I’UT. Les formes de récepteur UT humain (Maguire et al., 2000), de Macaque (Elshourbagy
et al., 2002), de Rat (Marchese et al., 1995 ; Tal et al., 1995), de Souris (Elshourbagy et al.,
2002) et de Chat (Aiyar et al., 2005) présentent respectivement 95%, 74%, 74% et 74%

d’identité entre elles (d apres le logiciel ClustalW).

2.2. Structure et pharmacologie de I’UT
2.2.1. Structure
Chez I’Homme, le geéne codant I’UT est localisé sur le chromosome 17 (17q25.3)

(Protopopov et al., 2000) (Genbank, n° d’accession Q9UKP6) et ne présente pas d’intron

sSDTPQPO®CO®@®L@rc

Figure 14 : Structure du récepteur UT humain. Représentation schématique des DTM, des boucles
extracellulaires (e;_;) et intracellulaires (i;.;) de I’UT humain. Les résidus colorés en vert représentent
les séquences consensus des RCPG de classe A : 2 sites potentiels de N-glycosylation dans le segment
Nierm, Un motif NLxxxD au sein du DTM2, un pont disulfure présent entre les résidus Cys123 et Cys199
(représenté par la ligne discontinue), le résidu asparagine 130 conservé, un motif ERY dans la boucle
ip, 5 résidus conservés dans les DTM 6 et 7 et un motif NPxxY dans le DTM7. Dans sa partie Ciem,
I’UT humain présente 2 motifs poly-proline de type I et II (orange) ainsi qu’un cluster de résidus
sérine (violet). (Adapté d’apres Onan et al., 2004).

Page |98



Introduction

dans sa partie codante. Le récepteur UT appartient aux RCPG de classe A, avec lesquels il
partage de nombreuses homologies de structure. L’UT possede deux sites de N-glycosylation
dans la région Niem, un motif NLxxxD dans le DTM2 (ou x représente n’importe quel acide
amingé), un pont disulfure entre les boucles extracellulaires e; et e;, une séquence E/DRY a la
jonction du DTM3 et de la boucle i,, un site de palmitoylation (Cys), un motif NPxxY dans le
DTM7, des sites potentiels de phosphorylation par des protéines kinases A et C, la casein
kinase 1 et la glycogen synthase kinase 3 au niveau des boucles intracellulaires i, et 13 et dans
le domaine Ciem, €t deux motifs poly-proline de type I et II au niveau de la séquence Cierm
(Figure 14) (Tal et al., 1995 ; Marchese et al., 1995). A I’heure actuelle, aucun sous-type de
récepteur n’a été identifié ; seuls plusieurs polymorphismes ont été décrits (Protopopov et al.,
2000 ; Iida and Nakamura, 2005 ; Sjoeblom et al., 2006 ; Bentley ef al., 2008), parmi lesquels
la substitution de I’Arg'*® du motif ERY par un résidu His (#éf SNP, ID rs13305975). Une
telle mutation a déja été décrite pour le récepteur V, de la vasopressine, conduisant a une
désensibilisation constitutive (Barak ez al., 2001).

Des études réalisées sur des segments synthétiques de I’UT, ont démontré que seules les
boucles e, et e; du récepteur adoptent une conformation en hélice a capable d’interagir avec
I’UII et I’'URP (Boivin et al., 2006, 2008). Plus récemment, Lescot et al. (2008) ont généré un
modele tridimensionnel de I’UT humain a partir duquel ils ont démontré que la liaison de
I’UII humaine sur son récepteur met en jeu les DTM 3, 4, 6 et 7, en plus des boucles e; et es.
Ce modéle a notamment permis de calculer un volume de la poche de liaison de 1162 A%
lorsque I’UT est inactif et de 1814 A% apres liaison de I’UII (Figure 15) (Lescot et al., 2008).
L’équipe de Leduc avaient auparavant démontré, a 1’aide de la technique de marquage par
photoaffinité, une implication des résidus Met**® du DTM3 et Met'™® et/ou Met'®* du DTM4
de I’UT de Rat (Figure 15) (Boucard et al., 2003, Holleran et al., 2007). Plus récemment, la
méthode SCAM a permis I’identification des acides aminés Phe®®, Trp*’® et Leu®® du DTM6
et Leu™®, Tyr’™, Thr'®® et Thr’® du DTM7, impliqués dans la liaison de I’UII sur 1I’'UT

humain (Holleran et al., 2009).
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Figure 15 : Modélisation moléculaire de la liaison de I’UII sur le récepteur UT. A. Représentation
tridimensionnelle de la poche de liaison de I’UII sur I’UT humain en configuration active. Gauche, Le
site de liaison de I’UII est constitué de 3 poches de liaison, nommées P1, P2 et P3. La coloration est
fonction du degré de lipophilie et s’étale du marron (le plus lipophile) au bleu (le plus hydrophile).
Droite, Les résidus de I'UT impliqués dans la liaison de 1I’UIl sont en orange. Les boucles
extracellulaires et les DTM sont en vert et en jaune, respectivement. (D aprés Lescot et al., 2008).
B. Modélisation de ’'UT de Rat dans sa configuration inactive mais complexée a I’UII, observé d’un
point de vue latérale (gauche) ou de dessus (droite). L’UII apparait en rose, excepté pour les résidus
Glu' a Asp* colorés en jaune, Phe® en vert et Lys® en bleu qui interagissent respectivement avec les
résidus Met™, Met'®/Met'® (les résidus méthionine sont en orange) et Asp™’ (rouge) de 1'UT.
L’encadré représente I’interaction de la Lys® de I’UII avec I’Asp™” de I’'UT vue depuis le DTM6.
(D’apres Holleran et al., 2007).
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La comparaison des séquences de I’UT humain et murin met en évidence d’importantes
différences dans la boucle Cim. En effet, seul le récepteur humain possede deux sites poly-
prolines de type I et II qui permet d’interagir avec des protéines intracellulaires a domaines de

type SH3 (d’aprés le site www.scansit.mit.edu/motifscan). L’ensemble de ces données

implique une extréme prudence dans la transposition de résultats de I’animal a I’Homme.

2.2.2. Pharmacologie

Les propriétés vasoactives de 1’UII observées des les années 80 sur des anneaux d’aortes
de Rat (Gibson, 1987), ont naturellement conduit plusieurs groupes a développer des
analogues de I’UII et de I’'URP a visée thérapeutique dans le traitement de pathologies du
systtme cardiovasculaire. Les premiers travaux ont consisté a étudier les relations
structure/activité des peptides. La délétion des résidus Ny, de I’UIl humaine a révélé que
I’Ull4.11) correspond a la séquence minimale recouvrant la pleine activité biologique, alors
que I’Ulls.11) est selon les études, 200 a 1000 fois moins efficace que le peptide natif (Perkins
et al., 1990 ; Flohr et al., 2002 ; Labarrere ef al., 2003). Le remplacement de chacun des trois
résidus Nierm par une alanine (Ala-scan) ou par son énantiomere dextrogyre (D-scan) est sans
conséquence sur I’activité biologique (Flohr et al., 2002 ; Kinney et al., 2002 ; Brkovic et al.,
2003 ; Labarrére et al., 2003). Bien que I’[Ala''JUII et la [D-Val''|UII conservent des
propriétés vasoactives modérées, le premier est deux fois plus puissant que le second, révélant
que P’orientation de la chaine latérale du résidu Ciem est essentielle pour I’activité biologique
(Labarrere et al., 2003). L’importance du résidu Ciem a récemment €té confirmée par Lescot
et al. (2008) qui, grace au modele 3D de ’'UT humain, ont mis en évidence 1’existence de 3
liaisons hydrophobes entre la Val'' de I’UII et le résidu Arg”® de I'UT (Figure 15).

Toute modification de la portion cyclique perturbe considérablement 1’efficacité du
couplage ligand/récepteur. En effet, le remplacement par une alanine ou leur énantiomére
dextrogyre de Phe®, Trp’, Lys® ou Tyr’ pour 1’'UIl humaine et de Phe’, Lys’ et Tyr® pour
I’URP, génére des analogues inactifs dans le mod¢le de contraction d’anneaux d’aortes de Rat

(Labarrere et al., 2003 ; Chatenet et al., 2004). De plus, la réduction de la taille du cycle
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contrarie la liaison de I’UIl sur I'UT (Kinney et al., 2002). La présence des résidus Cys,
responsables de la formation d’un pont disulfure, est également indispensable puisque leur
remplacement par deux résidus sérine dans la séquence de 1’UIl humaine (Labarrére et al.,
2003 ; Guerrini et al., 2005) ou par leur énanthiomeére dextrogyre dans celle de I’'URP
(Chatenet et al., 2004) diminue fortement I’activité vasoactive. De facon intéressante,

I’analogue cyclique [Pen>'”

JUII, qui correspond a la substitution des résidus cystéine par une
pénicillamine (résidu présentant deux groupements méthyle supplémentaires), est 8 fois moins
puissant que I’UII sur le test de contraction d’anneaux d’aortes de Rat (Labarrére ef al., 2003).
En revanche, la substitution du seul acide aminé Cys5 par une pénicillamine sur I’Ull4. )
aboutit a un super agoniste, dénommé P5U, 3 fois plus affin et 20 fois plus puissant que I’'UII
sur le test de contraction d’anneaux d’aortes de Rat (Grieco et al., 2002 ; Patacchini et al.,
2003). Les études de structure-activité de Labarrére et al. (2003) ont également permis de
caractériser un super agoniste de I’UT, le [3-iodo-Tyr6]UII(4_11), 5 fois plus puissant que I’UII
(Labarrere et al., 2003).

La substitution par une ornithine de la Lys® pour I’UIl humaine et Lys’ pour 'URP a
permis de générer les premiers antagonistes peptidiques de 1’UT. L’[Orn*JUII se comporte
comme un véritable antagoniste compétitif sur la contraction d’anneaux d’aortes de Rat
(Camarda et al., 2002a, b ; Vergura et al., 2004), tandis que 1’[Orm’JURP, qui présente
pourtant des propriétés antagonistes sur I’UT de Rat (Diallo et al., 2008), conserve une faible
activité agoniste sur I’'UT humain (Chatenet et al., 2004). Ces résultats ont ensuite permis
d’élaborer d’autres composés tels que I’urantide ([Pen’, D—Trp7,Orn8]UH(4_11)), un antagoniste
totalement dépourvu d’activité intrinséque sur le modéle d’anneaux d’aortes de Rat
(Patacchini et al., 2003 ; Camarda et al., 2004). Cependant, dans la mesure ou ce composé
mime les effets stimulants de 1’UIl humaine sur la [Ca*"]. dans des cellules CHO transfectées
par ’ADNc codant ’UT humain (Camarda et al., 2004), il se pourrait que les différences

structurales de I’UT entre espéces (cf § 2.2.1.) expliquent I’absence d’utilisation potentielle de

ces antagonistes peptidiques dans des essais cliniques chez I’Homme.
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Au cours de ces dernic¢res années, d’autres antagonistes, de nature non-peptidique, ont
¢galement été développés (Behm et al., 2004b ; Douglas et al., 2005 ; Cosenzi, 2008 ; Lescot
et al., 2008). Les premiers composés, dérivés de pyrrolidine, ont été décrits par la Société
GlaxoSmithKline (Dhanak et al., 2001a, b ; Jin et al., 2005), et ont servi de base aux dérivés
sulfonamide suivants, tels que le SB-611812 et le SB-706375 (Dhanak et al., 2001, 2002a-g ;
Barton et al., 2004 ; Douglas et al., 2005 ; Bousette ef al., 2006a, b). Parmi les plus puissants
antagonistes connus a ce jour figurent des dérivés de I'urée tels que le palosuran développé
par la Société Actélion (Aissaoui et al., 2002, 2004a, b ; Clozel et al., 2004 ; Mathys et al.,
2005 ; ICso = 67 nM sur I’UT humain), des dérivés des benzazépines (Tarui et al., 2002 ;
ICso = 1,7 nM), des dérivés diphényle carboxamide (Tarui et al., 2001 ; ICsyp = 6 nM) et des
dérivés de la quinoléine développés par Takeda Chemical Industries (Tarui et al., 2001 ;
ICso = 2,4 nM). Le palosuran a été le premier antagoniste de I’UT testé chez ’Homme. Les
premicres études menées chez des rats présentant une insuffisance rénale aigiie ischémique
montrent que le palosuran entraine une augmentation significative de la fonction rénale, et
diminue le nombre de lésions tubulaires et tubulo-interstitielles. Administré chez des patients
diabétiques présentant une macroalbuminurie, ce composé diminue |’albuminurie sans
perturber les paramétres hémodynamiques rénaux ou systémiques (Sidharta et al., 2006).
Cependant, des études complémentaires n’ont pas confirmé ces résultats. Trés récemment, des
travaux menés par cette équipe chez des patients atteints de diabete de type 2 rapportent que
le palosuran (2 fois 125 mg par jour pendant 4 semaines) ne modifie ni la sécrétion d’insuline
ni le taux de glucose sanguin, sans altérer les paramétres hémodynamiques (Sidharta et al.,
2009).

La recherche de nouveaux agonistes et antagonistes de I’UT s’appuie également sur des
modé¢lisations tridimensionnelles de I’UT et de ses ligands afin de réaliser des criblages
virtuels des librairies de composés. Flohr et al. (2002), par une approche de résonnance
magnétique nucléaire, ont été les premiers a proposer un modele de pharmacophore, basé sur
la séquence Trp-Lys-Tyr de I’UII, a partir duquel une dizaine d’antagonistes non peptidiques

ont été obtenus par criblage virtuel. Plusieurs équipes ont par la suite complété ce modele
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(Carotenuto et al., 2004 ; Kobilka, 2005), et notamment Lescot ef al. (2007) qui ont proposé 2
modeles de pharmacophores pour des antagonistes non peptidiques de I’UT, basé a la fois sur
I’UII humaine et sur 4 antagonistes non peptidiques de I’UT : un dérivé de 1’urée, un dérivé
des benzazépines, un dérivé diphényle carboxamide et un dérivé de la quinoléine. Le criblage
virtuel de leur librairie interne a permis d’isoler 231 composés, parmi lesquels 6 présentent
une activité antagoniste de I’UT sur un test de mobilisation calcique (ICso compris entre 1,4 et
6,36 uM). Parallelement, une autre approche a consisté en la modélisation 3D de I’UT afin
d’étudier et de comparer la liaison d’agonistes et d’antagonistes peptidiques ou non-
peptidiques pour la réalisation de criblages in silico (Kinney et al., 2002 ; Lavecchia et al.,
2005 ; Lescot et al., 2008 ; Grieco et al., 2009). Les récepteurs de Rat et humain ont ainsi été
étudiés, permettant 7) d’identifier les résidus de I’UT impliqués dans la liaison de 1’UII, et i)
de mettre en évidence les sites impliqués dans la reconnaissance d’un agoniste ou d’un

antagoniste.

2.3. Désensibilisation et internalisation de ’UT

Trés peu d’études, parfois contradictoires, ont a ce jour ¢été réalisées sur la
désensibilisation de I’UT, notamment en raison de la liaison quasi irréversible de 1’UII sur son
récepteur et de I’absence de bons agonistes réversibles (Douglas et al., 2000 ; Qi et al., 2005 ;
Song et al., 2006). Les premicres données obtenues par Camarda et al. (2002) rapportent
qu’au cours de deux applications consécutives d’UII sur le méme anneau d’aorte thoracique
de Rat a 5 heures d’intervalle, la réponse contractile induite par la seconde application est
diminuée d’environ 50%. Des résultats obtenus plus récemment par un test de mobilisation
calcique en utilisant des cultures de cellules endothéliales aortiques humaines décrivent
¢galement une réponse diminuée de 50% lors d’une seconde application d’UII 100 nM a 10
minutes d’intervalle (Brailoiu et al., 2008). Toutefois, I’équipe de Filipeanu a montré sur des
cultures de neurones de moelle épini¢re que deux applications d’UII (1 uM) espacées de 10-
15 min entrainent une réponse calcique de méme amplitude (Filipeanu ef al., 2002). Plus tard,

deux équipes ont démontré que I’application d’UII sur des cellules COS-7 (0,2 nM ; Proulx et
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al., 2005, 2008) ou HEK293 (100 nM ; Giebing et al., 2005), transfectées par I’'UT de Rat
étiqueté en Cierm par ’enhanced green fluorescent protein (EGFP), entraine I’internalisation
du récepteur via la formation de puits de clathrine et le recrutement des arrestines. De plus,
Giebing et al. (2005) ont démontré I’existence d’un recyclage et d’un ré-adressage de I’UT a
la membrane plasmique. A 1’aide de 4 mutants de I’UT de Rat tronqués dans la partie Cierm, et
d’un mutant dont les 4 résidus sérine (364-367) ont été¢ remplacés par des résidus alanine,
Proulx et al. (2005) ont mis en évidence le rdle crucial de ce cluster de sérines dans
I’internalisation de I’UT. Les récents travaux de cette équipe révelent que des récepteurs
mutés au niveau du résidu Asp’’, conservé pour les RCPG de classe A, ou au niveau de
I’Arg'*® du motif ERY, mimant ainsi un des polymorphismes identifiés pour 1’'UT, sont
incapables de s’internaliser et de recruter la B-arrestine (Proulx et al, 2008). Toutefois,

aucune étude n’a encore démontré une implication pathologique de ce polymorphisme.

2.4. Localisation de ’UT
2.4.1. Localisation périphérique

Les propriétés vasoactives de I’UII, établies dés les années 1980 chez les rongeurs
(Gibson et al., 1984 ; Gibson, 1987), suggéraient la présence de I'UT dans le systéme
cardiovasculaire. Chez les hominidés, des niveaux élevés d’ARNm ont été mesurés dans le
myocarde (Maguire et al., 2000 ; Douglas et al., 2002), les oreillettes (Ames et al., 1999 ;
Totsune ef al., 2001 ; Matsushita et al., 2001 ; Elshourbagy et al., 2002) et les ventricules
(Ames et al., 1999 ; Totsune et al., 2001, 2003 ; Elshourbagy et al., 2002) (Tableau 7). Chez
les rongeurs, I’UT est majoritairement exprimé dans le cceur (Nothacker et al., 1999 ; Maguire
et al., 2000 ; Gartlon et al., 2001 ; Elshourbagy et al., 2002), notamment dans le ventricule
gauche chez le Rat (Gong et al., 2004) et le myocarde chez la Souris (Liu et al., 1999). Au
niveau vasculaire, I’'UT est présent dans I’aorte thoracique (Ames et al., 1999 ; Matsushita et
al., 2001 ; Elshourbagy et al., 2002), les artéres pulmonaires et coronaires (Maguire et al.,
2000), mais absent des veines caves (Ames et al., 1999) ou des veines saphenes (Tableau 7)

(Matsushita et al, 2001). Au niveau cellulaire, I’'UT est exprimé dans les cellules
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Tissus Homme Singe Rat Souris
Systéme Nerveux Central
Cerveau 5 7,9 6
Amygdale 9
Bulbe olfactif 7,9
Cortex 13, 18 7,9, 14
Hippocampe (glie) 7,11,9
Hypothalamus (glie) 18 7,11,9
Thalamus 11,9, 14
Moelle épiniere 19 6 7,9, 14 12
Cervelet 7,9, 14
Tronc cérébral 18 7,11,9
Noyaux du pons 9
Neurones cholinergiques mésopontins 2
Noyau du nerf abducens 9,13, 14
Noyaux du septum latéral 2,9,14
Noyaux interpédonculaires 2,9
Aire tegmentale latéro-dorsale 2,9
Noyau habénulaire médian 2,9
Noyau pédonculopontin du tegmentum 2,9
Systéme Cardiovasculaire
Ceeur 1,5,12,19 6 7,17 6,12
Myocarde 4,13 8, 14,20
Oreillettes 1,15,18 6 14
Ventricules 1,4,13,18,21 6 814
Aorte thoracique 1,15 6 13,17 6
Artére pulmonaire 14
Veine saphéne 15 14
Systéme Endocrinien
Hypophyse 18 9
Pancréas 1,5 6
Surrénale 18 6 14
Testicule 5 7
Thyroide 6
Placenta 5,18
Systémes Urogénital et Gastrointestinal
Rein 3,5,13, 15,16, 18, 19 6 7,14 6
Vessie 12 6,12
Prostate 5
(Esophage 6
Estomac 6
Intestin 5,18 6
Foie 5,10, 19 7
Autres tissus
Thymus 5
Rate 5 7 6
Poumon 5 6 7 6
Muscle squelettique 1,5,12,13 6 14 6
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endothéliales et musculaires vasculaires lisses (Ames et al., 1999 ; Douglas et al., 2002 ;
Totsune et al., 2003). En accord avec la distribution de 1’UII chez I’ Homme (Watson et May,
2004), I’UT est fortement exprimé dans les reins (Maguire et al., 2000 ; Totsune et al., 2001 ;
Matsushita et al., 2001), plus particulierement dans la medulla (Disa et al., 2006). Toutefois,
les niveaux d’expression sont faibles chez le Singe (Elshourbagy et al., 2002) et la co-
localisation UII/UT n’est pas retrouvée chez les rongeurs (Tableau 7) (Maguire et al., 2000 ;
Gartlon et al., 2001 ; Elshourbagy et al., 2002 ; Dubessy et al., 2008). Les tissus endocrines
constituent également des sites d’expression de I’UT, avec de fortes densités du récepteur
dans I’hypophyse, le pancréas et la glande surrénale chez ’Homme (Ames et al., 1999). De
faibles niveaux d’ARNm sont aussi détectés dans le testicule (Gartlon et al, 2001) et
I’hypophyse (Jégou et al., 2006) de Rat. Dans le cas du Singe et de la Souris, le pancréas et la
surrénale expriment I’UT mais pas 1’UII (Elshourbagy et al., 2002 ; Dubessy et al., 2008),
confirmant que les expressions du récepteur et de son ligand ne sont pas forcément
superposables (Tableau 7).

De nombreux autres tissus périphériques présentent des niveaux d’expression significatifs
d’UT, variant selon les especes. Il s’agit du tractus gastrointestinal (Gartlon et al., 2001 ;
Dubessy et al., 2008), des muscles squelettiques (Ames et al, 1999 ; Liu et al., 1999 ;
Maguire et al., 2000 ; Elshourbagy et al., 2002 ; Dubessy et al., 2008), des poumons (Ames et
al., 1999 ; Gartlon et al., 2001 ; Elshourbagy et al., 2002 ; Dubessy et al., 2008), des tissus
lymphoides (Elshourbagy et al., 2002 ; Dubessy et al., 2008), de la vessie (Liu ef al., 1999) et

du foie (Totsune et al., 2003) (Tableau 7).

& Tableau 7 : Localisations centrale et périphérique de I’UT chez les Mammiféres. Ce tableau a
été réalisé a partir de données obtenues par RT-PCR, RT-PCR quantitative, hybridation in situ,
southern blot, northern blot, immunohistochimie ou des études de liaison par autoradiographie ou
microscopie confocale. La numérotation des références est propre a ce tableau : 1, Ames ef al.,
1999 ; 2, Clark et al., 2001 ; 3, Disa et al., 2006 ; 4, Douglas et al., 2002 ; 5, Douglas et al., 2004a ;
6, Elshourbagy et al., 2002 ; 7, Gartlon et al., 2001 ; 8, Gong et al., 2004 ; 9, Jégou et al., 2006 ;
10, Leifeld et al., 2009 ; 11, Lin et al., 2003b ; 12, Liu et al., 1999 ; 13, Maguire et al., 2000 ;
14, Maguire et al., 2008 ; 15, Matsushita et al., 2001 ; 16, Mori et al., 2009 ; 17, Nothacker et al.,
1999 ; 18, Totsune et al., 2001 ; 19, Totsune et al., 2003 ; 20, Tzanidis et al., 2003 ; 21, Zhang et al.,
2002.
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Figure 16 : Voies de transduction associées au récepteur UT impliquées dans les effets
vasculaires de I’UIIL. AC, adénylyl cyclase ; CC-L, canal calcique de type L ; DAG, diacyglycérol ;
EGFR, epidermal growth factor receptor ; ERK, extracellular signal-regulated kinase ; GC, guanylyl
cyclase ; IP3, inositol 1,4,5 triphosphate ; MAPK, mitogen-activated protein kinase ; MLC, myosin
light chain ; MLCK, myosin light chain kinase ; MLCP, myosin light chain phosphatase ; NO,
monoxyde d’azote ; NOS, NO synthase ; Nox, NADPH oxydase ; PIP,, phosphatidylinositol 4,5
diphosphate ; PKA, protéine kinase A ; PKC, protéine kinase C ; PKG, protéine kinase G ; PLC,
phospholipase C ; RE, réticulum endoplasmique ; Rho, ras homolog gene family ; ROS, reactive
oxygen species ; SHP-2, src homology 2-containing tyrosine phosphatase.
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2.4.2. Localisation dans le SNC

Les données disponibles a ce jour indiquent que le gene de ’UT est largement exprimé
dans le SNC des Mammiféres (Tableau 7). Le tronc cérébral est particulierement riche en UT
chez I’Homme et le Rat mais seule la moelle épiniere humaine présente des taux élevés
d’ARNm (Gartlon et al., 2001 ; Totsune et al., 2001, 2003 ; Jégou et al., 2006). Dans le
cerveau, une forte densit¢ d’ARNm codant le récepteur est détectée dans la région
mésopontine tegmentale, notamment dans les neurones cholinergiques des aires
pedonculopontine et latéro-dorsale (Clark et al., 2001). Les autres régions du SNC présentent
des niveaux d’expression relativement faibles avec une variabilité inter-espéces. A titre
d’exemple, dans la moelle épiniére de Singe (Elshoubagy ef al., 2002) et de Souris (Liu ef al.,
1999 ; Elshoubagy et al., 2002 ; Dubessy et al., 2008), ’'UT est trés faiblement exprimé
comparativement a ce qui est observé chez ’'Homme (Totsune et al, 2003). L’UT est
¢galement présent dans les vaisseaux sanguins cérébraux, plus particulieérement au niveau des
cellules endothéliales des microvaisseaux (Spinazzi et al., 2006). Enfin, Lin ef al. (2003b) ont
démontré une immunoréactivité liée a I’'UT dans le tronc cérébral et I’hypothalamus localisée
dans une sous-population de cellules gliales de type astrocytaire, et Castel et al. (2006) ont

mis en évidence une expression fonctionnelle de I’'UT dans le cortex de Rat.

2.5. Voies de transduction associées a I’UT

Des données obtenues a partir de cellules transfectées par I’ADNc codant I’UT, ou
d’anneaux d’aortes thoraciques ont clairement démontré que la principale voie de transduction
associée a I’UT correspond a I’activation d’une protéine G de type Gyq11. La liaison de I'UII a
son récepteur entraine donc le recrutement des pools calciques intracellulaires via la
production d’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP;) consécutive a I’activation d’une phospholipase
C (PLC) (Ames et al., 1999 ; Liu et al., 1999 ; Nothacker et al., 1999 ; Saetrum Opgaard et
al., 2000 ; Elshourbagy et al., 2002 ; Rossowski et al., 2002 ; Tzanidis et al., 2003 ; Castel et
al., 2006) (Figure 16). Plusieurs études ont également mis en évidence un couplage a la

protéine G, impliqué dans la mobilisation du calcium intracellulaire et I’activation de ERK
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(extracellular signal-regulated kinase) (Ziltener et al., 2002 ; Douglas et al., 2004 ; Castel et
al., 2006 ; Jarry et al., in press). L’effet vasoconstricteur de I’UIl implique les canaux
calciques, la PKC, des tyrosine kinases, la mitogen-activated protein kinase (MAPK) p38,
ERK, I’activation de la voie RhoA/Rho kinase et/ou la phosphorylation préalable de la myosin
light chain-2 (MLC-2) via I’activation d’une MLC kinase (Sauzeau et al., 2001 ; Rossowski et
al., 2002 ; Russell and Molenaar, 2004 ; Tasaki et al., 2004). L’effet vasodilatateur de 1’UII
sur les artéres pulmonaires et coronaires implique quant a lui la production de NO et
I’activation de la cyclooxygénase (Katano et al., 2000 ; Zhang et al., 2003 ; Lin ef al., 2004)
(Figure 16). Bien avant la caractérisation de I’'UT, plusieurs travaux avaient déja établi un lien
entre D’activité contractile de I’UIl et d’autres voies intracellulaires comme celle de la
phospholipase A, (Gibson, 1987 ; Gibson ef al., 1988 ; Itoh et al., 1988). Le role de ’acide
arachidonique flt par la suite confirmé sur un modéle de muscles lisses de Grenouille (Yano
et al., 1995) ainsi que dans un modé¢le de récepteur UT recombinant de Rat (Mori et al.,
1999).

Les effets mitogenes de 1’UII observés sur des lignées transfectées par I’ADNc codant
I’UT humain (Ziltener et al., 2002) et sur des cellules natives comme les cellules épithéliales
rénales (Matsushita et al., 2003) ou musculaires lisses (Tamura et al., 2003), sont relayés par
I’activation de ERK. La calmoduline, la PKC et la MAPK sont également impliquées dans ce
processus mitogene, qui pourrait dépendre d’une protéine Gy, sensible a la toxine pertussique
(Ziltener et al., 2002). Enfin, dans les cellules musculaires lisses vasculaires, ’action
mitogene de I’UII est sous-tendue par 1’activation de la voie RhoA/Rho kinase (Sauzeau et
al.,2001).

Des pathologies cardiovasculaires telles que I’hypertrophie des cardiomyocytes seraient
en partie relayées par I’effet de I’UII sur 1’activation de la p38 MAPK et de ERK via un
mécanisme impliquant la transactivation du récepteur de 1’epidermal growth factor (EGFR)
(Zou et al., 2001 ; Onan et al., 2004). Des travaux plus récents montrent que I’UII stimule la
production de radicaux oxygénés libres par la NAD(P)H oxydase (Djordjevic et al., 2005 ;

Liu et al., 2009), qui entraineraient une inhibition de I’activité de la tyrosine phosphatase a
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domaine SH2, facilitant ainsi la phosphorylation de I’EGFR (Chen et al., 2008 ; Liu et al.,
2009).

Au niveau central, Filipeanu et al. (2002) ont démontré que I’UIl mobilise le calcium
extracellulaire dans les neurones de moelle épiniére de Souris. Dans ce cas précis, 1’influx
calcique est relayé par des canaux de type N dont I’ouverture est sous-tendue par I’activation
d’une PKA et d’'une PKC. De plus, I’UII est capable de provoquer une dépolarisation
membranaire des neurones cholinergiques du tegmentum ventral qui pourrait jouer un role
majeur dans le sommeil en régulant le phénomene de rapid eve movement (Clark et al., 2005 ;
de Lecea and Bourgin, 2008). Un effet dépolarisant de I’UII et de ’URP a également été mis

en évidence dans les astrocytes corticaux de Rat (Jarry et al., in press).

3. Activités biologiques de I’UII

3.1. Effets cardiovasculaires de I’UII

3.1.1. Effets ex vivo et in vitro

Bien avant la premicre purification de I’UIl (Pearson et al., 1980), plusieurs groupes
avaient montré que des extraits d’urophyses contiennent des composés capables d’augmenter
I’activité contractile de muscles lisses vasculaires de poissons (Lederis, 1969, 1970a, b ; Chan
and Bern, 1976 ; Berlind, 1972). En accord avec ces expériences pilotes, il a ensuite été
montré que 1’application d’UIl sur des anneaux d’aortes thoraciques dépourvus
d’endothélium, entraine une vasoconstriction chez le Rat (Ames et al., 1999 ; Liu et al.,
1999 ; Chatenet ef al., 2004), le Singe (Ames et al., 1999), le Lapin (Saetrum-Opgaard et al.,
2000) et ’'Homme (Maguire et al., 2000 ; MacLean et al., 2000 ; Russell et al., 2001 ;
Camarda et al., 2002a) (Tableau 8). Des résultats similaires ont été obtenus sur ce modele
avec I’URP (Chatenet et al., 2004). Toutefois, sur des vaisseaux intacts, I’'UII provoque une
vasodilatation, notamment sur les artéres pulmonaires, mésentériques et fémorales chez le Rat
(Ames et al., 1999), le Chat (Behm et al., 2004a) et ’'Homme (MacLean et al., 2000). Ces
derniers effets seraient relayés par la libération de NO qui présente des propriétés

myorelaxantes (Bottrill et al., 2000 ; Katano et al., 2000 ; Gray et al., 2001 ; Abdelrahman et
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Homme Singe Rat Souris
Systéme Vasculaire
In vitro
Anneaux d’aorte Constriction %2223 Constriction * Constriction * %% 10: 1119

Artere fémorale
Artere pulmonaire
Artere mésentérique
Artere de resistance
Veine saphene
Veine ombilicale

In vivo
i.v. chronique
i.v. aigué
Intradermique

Systéme Cardiaque
In vitro

Artere coronaire

Ventricule droit
Oreillette droite
Muscle papillaire

Cardiomyocytes
In vivo

i.v. chronique

i.v. aigué

Systéme Immunitaire
In vitro
Culture PBMC
In vivo

i.v. chronique
Systéme Rénal

i.v. chronique

i.v. aigué

Systéme Endocrinien
Perfusion pancréatique

Cellules cortico-surrénaliennes

Dilatation *°
Dilatation 2°

Dilatation 2°

Constriction 2!

Constriction * %!

Vasoconstriction ’
Vasoconstriction %!

Vasoconstriction

Constriction 2!

1 Contractilité 2

1 Contractilité **

Chémo-attraction 2

Vasoconstriction 43!

Arrét cardiaque **!

Dilatation *
Constriction 2°, Dilatation *
Constriction *°, Dilatation * % *

Dilatation ®

Dilatation '?

1 Pression artérielle 7
Constriction ¥, Dilatation >

1 Contractilité '¢

1 Contractilité 2,
Prolifération 2%, Hypertrophie *

Pression artérielle () > ", (1) 6,
1 Résistance vasculaire

| Pression artérielle !> 1518,
1 Rythme cardiaque '3 1518,
Tachycardie >

Extravasation

Filtration glomérulaire () M,
Excrétion de Na* (]) %, (1) *°,
Débit urinaire (1) %, (1) %,
Flux sanguin (}) 2 (1) ¥
| Filtration glomérulaire >*
| Excrétion de Na™ %28

,
| Débit urinaire >?’, | Flux sanguin °

8

s

| Libération d’insuline *%?’

| Libération basale de
corticostérone

Extravasation 2
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al., 2002 ; Zhang et al., 2003 ; Prosser et al., 2006) (Tableau 8). La présence de I’UT dans les
cellules musculaires vasculaires lisses (Ames ef al., 1999 ; Gong et al., 2004 ; Maguire et al.,
2008) (Tableau 8) et dans les cellules endothéliales (Ames et al., 1999 ; Bottrill et al., 2000)
suppose donc que les propriétés vasoactives de 1I’UIIl reflétent une composante directe
(vasoconstrictrice) et indirecte (vasodilatatrice). Les effets de 1’UII sur le réseau veineux
semblent quant a eux se limiter a quelques vaisseaux comme les veines saphénes et
ombilicales chez ’Homme (Maguire et al, 2000) ou la veine jugulaire chez le Lapin
(Camarda et al., 2002a). Le fait que I’invalidation du géne codant I’'UT chez la Souris entraine
la perte des activités contractiles de 1’UII, confirme que les propriétés vasoactives du peptide
sont bien relayées par ce récepteur (Behm et al., 2003).

En marge du contrdle du tonus vasculaire, le systéme urotensinergique jouerait également
un role dans la régulation de I’activité cardiaque. Perfusée sur des cceurs isolés de Rat, 1’UIL
provoque une ¢€lévation de la pression coronarienne (Gray et al., 2001) et exerce un effet
inotrope positif chez I’Homme plus puissant que celui observé avec I’endothéline-1, la
sérotonine ou la noradrénaline (Russell et al., 2001). Sur des myocytes vasculaires humains
(Sauzeau et al., 2001) et de Lapin (Watanabe et al, 2001), I’UII stimule la prolifération
cellulaire. Dans le premier cas, cet effet mitogéne s’accompagne d’une réorganisation du

cytosquelette avec formation de fibres d’actine de stress (Sauzeau et al., 2001).

3.1.2. Effets in vivo
Compte tenu du potentiel thérapeutique de ligands de I’UT dans le traitement de

pathologies cardiovasculaires, la littérature scientifique dans ce domaine est particulierement

< Tableau 8 : Effets périphériques de I’UIl chez les Mammiféres. La numérotation des
références est propre a ce tableau : 1, Abdelrahman et Pang, 2002 ; 2, Abdel-razik et al., 2008 ;
3, Albertin et al., 2006 ; 4, Ames et al., 1999 ; 5, Balment e al., 2005 ; 6, Bennett et al., 2004 ;
7, Bohm and Pernow, 2002 ; 8, Bottrill ez al., 2000 ; 9, Camarda et al., 2002a ; 10, Camarda et al.,
2002b ; 11, Chatenet et al., 2004 ; 12, Gardiner et al., 2001 ; 13, Gardiner et al., 2004 ; 14, Gendron et
al., 2004 ; 15, Gibson et al., 1986 ; 16, Gong et al., 2004 ; 17, Gray et al., 2001 ; 18, Hassan et al.,
2003 ; 19, Leslie et al., 2000 ; 20, MacLean et al., 2000 ; 21, Maguire et al., 2000 ; 22, Prosser et al.,
2006 ; 23, Russell ef al., 2001 ; 24, Sauzeau et al., 2001 ; 25, Segain et al., 2007 ; 26, Silvestre et al.,
2001 ; 27, Silvestre et al., 2004 ; 28, Song et al., 2006 ; 29, Vergura et al., 2004 ; 30, Zhang et al.,
2003 ; 31, Zhu et al., 2004 ; 32, Zou et al., 2001. i.v., intraveineuse ; PBMC, peripheral blood
mononuclear cell.

113|Page



Introduction

¢toffée (Tableau 8). Les données obtenues chez 1’animal ont démontré que I’injection
périphérique en bolus intraveineux d’UIIl (Gibson et al., 1986 ; Gardiner et al., 2001 ;
Abdelrahman and Pang, 2002) ou d’URP (Sugo et al., 2003) chez des rats anesthésiés entraine
une diminution lente et prolongée de la pression artérielle. Cependant, administrée de manicre
chronique, I’UII provoque une augmentation de la résistance vasculaire accompagnée d’une
¢lévation de la pression artérielle (Bennett et al., 2004). Chez des macaques non vigiles, 1’UII
est tellement efficace qu’elle entraine la mort de I’animal par collapsus et arrét cardiaque. En
dépit de la proximité phylogénétique, les rares données physiologiques disponibles chez
I’Homme, sont tres différentes. En effet, selon les études, I’injection d’UIl par voie
intradermique (Leslie ef al., 2000) ou intraveineuse (i.v.) (Bohm and Pernow, 2002) provoque
une vasoconstriction locale, ou bien est sans effet (Wilkinson et al., 2002) (Tableau 8).
L’injection intracérébroventriculaire (i.c.v.) d’UII induit une élévation du débit cardiaque
et de la pression systémique chez le Rat (Lin ef al., 2003a, b) (Tableau 8) et la Truite (Le
Meével et al., 1996 ; Lancien et al., 2004). L’application directe d’UIl dans les noyaux
paraventriculaire et arqué, ou dans I’aire Al, a permis de montrer que ces structures
cérébrales sont en partie impliquées dans les activités centrales du systéme urotensinergique
dans le controle de I’activité cardiaque (Lu et al., 2002) (Tableau 8). L’ensemble de ces
travaux met en évidence un réle du systéme urotensinergique dans le contréle central et
périphérique du systeme cardiovasculaire, dépendant de [’espece étudiée et du mode

d’application de I’UII.

3.1.3. UII et maladies vasculaires
La présence d’UII circulante associée aux propriétés vasoactives de I’UII et de I’'URP
constituent des éléments clés en faveur d’un role du systéme urotensinergique dans les
processus liés a I’hypertension artérielle. De fait, les patients atteints d’une hypertension
systémique présentent des taux plasmatiques (Cheung et al., 2004) et urinaires (Matsushita et
al., 2001) d’UII supérieurs a ceux retrouvés chez les sujets normo-tendus. Par ailleurs, une

forte immunoréactivit¢ de 1I’UIl a été retrouvée dans les cellules endothéliales et les
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macrophages au niveau des coronaires de patients atteints d’athérosclérose (Ames et al.,
1999 ; Maguire et al., 2004). L’UII pourrait donc participer aux processus de remodelage
tissulaire liés a 1’athérosclérose, en stimulant la prolifération des cellules musculaires lisses
(Sauzeau et al., 2001), responsable d’une augmentation du diameétre de la paroi des vaisseaux.
De plus, ’activité mitogeéne de 1I’UII est potentialisée par la forme oxydée de la low-density
lipoprotein libérée par les cellules endothéliales (Watanabe et al, 2001). Enfin,
I’extravasation vasculaire engendrée par I’UIl au niveau de 1’aorte thoracique chez le Rat
(Gendron et al., 2004) pourrait concomitamment favoriser I’infiltration de cellules
inflammatoires activées, elles-mémes susceptibles d’exacerber la pathogénicité de

I’athérosclérose.

3.1.4. UII et maladies du myocarde

Bien que les maladies cardiaques soient souvent intimement liées aux processus
physiopathologiques vasculaires, I’UIl pourrait aussi étre directement impliquée dans
certaines pathologies cardiaques, dont I’infarctus du myocarde. D’apres une étude menée par
Richards et al. (2002), les concentrations plasmatiques d’UII sont positivement corrélées avec
la sévérité de la maladie. Trés récemment, une autre équipe a montré, a 1’aide d’un modele
animal d’insuffisance cardiaque congestive, que I’UIL, ’'URP et I’'UT sont surexprimés dans
le tissu cardiaque (Nakayama et al.,, 2008). Il est intéressant de noter que le niveau
d’expression de I’'URP est dix fois supérieur a celui de 1’UII, suggérant ainsi que ’URP

pourrait jouer un réle important dans cette pathologie (Nakayama et al., 2008).

3.2. Effets sur le systéme immunitaire

Plusieurs travaux ont révélé que I’UT est exprimé a la surface de certaines cellules
immunitaires telles que les macrophages et les lymphocytes B (Bousette et al., 2004). De
plus, les zones d’infiltration des macrophages présentent une immunoréactivité spécifique
pour I’UIl (Maguire et al., 2004) et ce peptide provoque une extravasation plasmatique chez

la Souris (Vergura et al., 2004) et le Rat (Gendron et al., 2004), suggérant que le systéme
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urotensinergique participerait aux processus de I’inflammation en favorisant le passage de
cellules infiltrantes. Plus récemment, une étude menée par Segain et al. (2007) sur des
monocytes humains permet de considérer I’UII comme un véritable facteur chémo-attractant.
Il est a noter que I’expression du gene codant I’UT est elle-méme régulée par des facteurs
proinflammatoires tels que 1’interleukine-1p, le tumor necrosis factor-a et I’interféron-y, mais
¢galement par d’autres stimuli comme le lipopolysaccharide via ’activation des voies NF-«B
et RhoA/Rho kinase (Segain et al., 2007). Ces résultats indiquent que le systéme
urotensinergique interviendrait dans la réponse immunitaire en favorisant notamment le

recrutement de monocytes dans la zone inflammée.

3.3. Effets rénaux de I’UII

La présence de quantités particulierement élevées d’UII et d’UT au niveau rénal suggérait
un rdle crucial de I’UII dans le controle de I’équilibre hydrominéral (Tableau 8). Des 1981,
Marshall et Bern ont montré, sur un modele de vessie de Gobie, que 1I’UII favorise la
recapture de sodium. Administrée chez le Rat de fagon prolongée par voie i.c.v., I’UII
augmente le taux de filtration glomérulaire (Zhang et al.,, 2003). Cependant, des effets
radicalement opposés sont observés quand le peptide est injecté en bolus (Balment et al.,
2005 ; Song et al., 2006). Le fait que I’urantide, un antagoniste de I’UT (Patacchini et al.,
2003), soit capable d’entrainer une ¢lévation de la filtration glomérulaire, de la diurese et de la
natriurése (Song et al., 2006), plaide en faveur de I’implication de ce récepteur dans les effets
stimulants de I’UII.

Chez des patients atteints d’une néphropathie consécutive au diabetes mellitus, les
quantités d’UII mesurées dans le plasma (Totsune et al., 2001) et dans les urines (Langham et
al., 2004) sont considérablement augmentées. Particuliecrement élevés chez les malades
souffrant d’une néphropathie en stade final, les taux circulants d’UIIl sont inversement
proportionnels au débit cardiaque (Mallamaci et al., 2005), suggérant que 1’UII jouerait, dans
ce cas précis, un role cardioprotecteur. Cependant, dans un modele d’ischémie rénale chez le

Rat, le blocage de I’UT par le palosuran prévient la vasoconstriction rénale post-ischémique,
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et réduit les 1ésions tubulaires et glomérulaires rénales consécutives (Clozel et al., 2004). Ces
deux exemples apparemment contradictoires, illustrent la complexité de I’action du systéme

urotensinergique dans un contexte pathologique rénal.

3.4. Effets sur le systéme endocrine

Les premicres études réalisées chez des poissons ont montré que 1’UII inhibe la libération
de prolactine (PRL) (Grau et al., 1982 ; Rivas ef al., 1986) et augmente le taux plasmatique de
cortisol (Arnold-Reed and Balment, 1994 ; Kelsall and Balment, 1998) (Tableau 8). A
I’inverse, I’'UII entraine une hausse des quantités circulantes de thyroid-stimulating hormone
et de PRL chez le Rat (Gartlon ef al., 2001). Chez cette méme espéce, I’application d’UII sur
des cellules corticosurrénaliennes en culture diminue de facon dose-dépendante la sécrétion
basale de corticostérone mais ne modifie pas la sécrétion stimulée par I’hormone corticotrope
(Tableau 8) (Albertin ef al., 2006). Par ailleurs, I’UII inhibe la libération d’insuline induite par
le glucose (Silvestre et al., 2001, 2004), inhibition levée en présence de palosuran ou
d’urantide (Marco et al., 2008), deux antagonistes de I’UT. L’implication potentielle du
systéme urotensinergique dans le contrdle de la glycémie est confortée par deux études qui
rapportent la présence de concentrations d’UIIl plasmatiques élevées chez des patients
souffrant d’un diabéte de type II (Totsune et al, 2003 ; Suguro et al., 2008). Enfin, des
travaux menés chez des sujets présentant le polymorphisme Ser*Asn du géne de 1'UII (réf
SNP, ID rs228648) montrent 1’existence d’une corrélation avec les taux plasmatiques de
glucose et d’insuline, indiquant une possible résistance a I’insuline (Sun ef al., 2002 ; Wenyi

et al., 2003).

3.5. Effets comportementaux

La distribution de I’UII et de ’UT dans le SNC laissait présager un réle du systéme
urotensinergique dans le contrdle des processus liés au comportement (Tableau 9). Méme si
les données disponibles a ce jour sont relativement limitées, il est acquis que I’injection d’UII

par voie i.c.v. augmente 1’activité motrice de fagon dose-dépendante et prolongée chez le Rat
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(Gartlon et al., 2001), la Souris (Do Rego et al., 2005) (Tableau 9) et la Truite (Lancien et al.,
2004). Ces résultats sont en adéquation avec la présence de I’UT dans le striatum, le noyau
accumbens, le cortex cérébral ou la moelle épiniere (Ames et al., 1999 ; Liu ef al., 1999 ;
Coulouarn et al., 1998, 1999, 2001 ; Gartlon et al., 2001 ; Clark et al., 2001).

Plusieurs tests comme le labyrinthe en croix surélevé, la chambre a compartiments
sombre/clair, la planche a trous et la suspension par la queue, ont permis de mettre en
évidence des propriétés anxiogénes et dépressives de I’UIl chez la Souris (Tableau 9)
(Matsumoto et al., 2004 ; Do Rego et al., 2005), suggérant fortement que le systéme
urotensinergique interviendrait dans 1’apparition de certains troubles de 1’humeur.

L’expression de ’UT au niveau de I’hypothalamus (aire ventromédiane, noyaux arqué et

Rat Souris
Systéme Nerveux Central
Micro-injection
Aire tegmentale ventrale 1 [Dopamine]exaceliuaire -

Infusion
1'°, 1 [Dopamine] '°,

Tranche de cortex cérébral 1 [Noradrénaline] " 1 . . 210
1 [Histamine]

1 [5-Sérotonine] '°,
Effets comportementaux
Micro-injection
Tegmentum 1 Sommeil paradoxal ®

1 Activité motrice > *, Anxiogéne *°,

Injection intracérébroventriculaire 1 Activité motrice > * : 3 )
Prodépressif ~~, Orexigéne

Systéme Cardiovasculaire

Micro-injection

Noyau paraventriculaire Hypertension systémique ®
Noyau arqué Hypertension systémique ®
Aire A, (forte dose) | Débit cardiaque ®
Aire A; (faible dose) | Pression artérielle ®
Dilatation !, 1 Résistance vasculaire !
Injection intracérébroventriculaire 1 Pression artérielle ®7, 1 Rythme

cardiaque "', 1 Débit cardiaque *’

Systéme Endocrinien

Injection intracérébroventriculaire 1 Libération de TSH et PRL *

Tableau 9 : Effets centraux de I’UII chez les rongeurs. La numérotation des références est
propre a ce tableau : 1, Chuquet et al., 2008 ; 2, Clark et al., 2005 ; 3, Do Rego et al., 2005 ;
4, Gartlon et al., 2001 ; 5, Huitron-Resendiz et al., 2005 ; 6, Lin et al., 2003a ; 7, Lin et al., 2003b ;
8, Lu et al., 2002 ; 9, Matsumoto et al., 2004 ; 10, Ono et al., 2008 ; 11, Watson et al., 2008. PRL,
prolactine ; TSH, thyroid-stimulating hormone.
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supraoptique) et du tronc cérébral (noyaux du tractus solitaire et parabrachial) suppose que
I’UII pourrait participer, a ’instar de nombreux autres neuropeptides, au contrdle de la prise
alimentaire (Gartlon et al., 2001 ; Jégou et al., 2006). De fait, I’UII présente chez la Souris
des propriétés orexigenes (Tableau 9) (Do Rego et al., 2005), laissant entrevoir de nouvelles
applications thérapeutiques potentielles pour ce peptide dans le traitement des troubles de
I’alimentation.

Le sommeil est classiquement divisé en trois phases, i.e. sommeils léger, profond et
paradoxal. Ce dernier s’accompagne de mouvements rapides des yeux (rapid eye movement)
contrdlés par des neurones cholinergiques localisés dans 1’aire tegmentale (Monaco et al.,
1984 ; Webster and Jones, 1988 ; Baghdoyan et al., 1989 ; Quattrochi ef al., 1989 ; Steriade et
al., 1990). Or, le tegmentum est particulierement riche en ARNm codant I’UT (Clark et al.,
2001) et une microinjection d’UII dans cette zone se traduit chez le Rat par une augmentation
du nombre et de la durée des phases de sommeil paradoxal (Tableau 9) (Huitron-Resendiz et
al., 2005).

Il convient de noter que contrairement a ce qui est communément observé pour d’autres
peptides impliqués dans la régulation du sommeil tels que 1’hypocrétine 1 (Xi et al., 2001), les
deux autres phases ne sont pas modifiées. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que
I’hypocrétine agit a la fois sur les systémes cholinergique et glutamatergique, alors que 1’UII

ne mobiliserait que les neurones cholinergiques (Burlet ez al., 2002).
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Objectifs de 'étude

W 3

Les astrocytes constituent I’interface entre le systéme nerveux et le systéme vasculaire, et
jouent un role clef dans la régulation métabolique, la transmission synaptique et/ou la
neurogenése et la synaptogenése, via [’expression de nombreux récepteurs/canaux
ioniques/transporteurs et la libération de facteurs autocrine et paracrine (Ostrow and Sachs,
2005). L'interaction entre ces deux systémes paralleles génére des microenvironnements
spécialisés nommés « niche vasculaire », dans lesquels résident des cellules endothéliales, des
astrocytes et des cellules souches neurales (Barami, 2008). Dans les régions cérébrales 1ésées,
en particulier aprés une ischémie cérébrale, des études récentes montrent que les vaisseaux
sanguins de la niche sur-expriment des molécules vasoactives, qui pourraient contrdler la
réponse astrocytaire, et la réparation tissulaire. L’UIIl est considéré comme le peptide
vasoactif le plus puissant connu a ce jour. Bien que les geénes codant I’UIIL, 'URP et 'UT
soient exprimés dans le SNC (de maniere non ubiquiste), le rdle cellulaire et moléculaire du
systéme urotensinergique dans le cerveau n’est pas connu. Les activités néoangiogeénes de
I’UII, les niveaux élevés d’ARNm codant I’UT dans des extraits de cerveaux chez ’Homme,
et la présence de sites spécifiques de I’UII dans le cerveau de Rat, nous ont incités a étudier le
role du systéme urotensinergique dans la régulation de la fonction astrocytaire au sein des
niches vasculaires. Les travaux réalisés dans notre équipe ont i) mis en évidence la présence
des ARNm codant I’UT et la protéine dans les astrocytes corticaux de Rat en culture (Castel
et al., 2000) et ii) montré que I’UII interagit avec des sites de trés haute et haute affinité,
couplés a la voie Gq-PLC-IPg-Ca2+, Gijo-PIPs sensible a la PTX, et aux canaux calciques de
type T (Castel et al., 2006 ; Diallo et al., 2008 ; Jarry et al., in press). De plus, nous avons
démontré que I’activation du site de treés haute affinité pour 1’UII, qui ne reconnait pas I’URP,
relaye la prolifération des astrocytes corticaux de Rat en culture (Jarry et al., in press). Les
différences d’affinité de ’UT pour ’UIl et 'URP, et ses différents couplages pourraient

s’expliquer par des phénoménes de plasticit¢é dépendants de 1’état de prolifération
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astrocytaire, eux-mémes sous-tendus par des interactions physiques et/ou fonctionnelles avec
d’autres récepteurs. Un exemple de plasticité « récepteur » a été suggéré pour le récepteur
GABA,, dont I’expression fonctionnelle a la membrane plasmique est inversement
proportionnelle a la capacité de prolifération des astrocytes, aprés un accident vasculaire
cérébral (Tateishi et al., 2006) ou dans des tumeurs astrocytaires malignes (Labrakakis et al.,
1998). Ces données suggerent donc que le récepteur GABA, est récepteur « répresseur » de
prolifération cellulaire. Une étude montrant que 1I’UII régule la fonction GABAergique dans
les neurones d’Aplysie (Sawada et Ichinose, 1999), permettait d’envisager ’existence d’une
interaction entre les effets mitogénes de I’UIl et répresseur du GABA sur la
prolifération astrocytaire en conditions physiopathologiques.

L’objectif de mon travail de thése visait donc a caractériser les mécanismes de
modulation de D’activit¢é GABAergique par 1I’UII, et a rechercher si cette modification
fonctionnelle pouvait résulter d’une interaction physique entre le récepteur GABA, et I’UT.
Pour atteindre cet objectif, mon travail de thése a consisté i) a montrer que I’UT et le
récepteur GABA, sont co-exprimés dans les astrocytes et a rechercher I’existence d’une
interaction fonctionnelle bidirectionnelle entre les deux récepteurs dans ce modele cellulaire,
ii) a caractériser le mécanisme d’action de I'UIl sur I’activit¢ GABAergique dans les
astrocytes de cervelet en co-culture avec des neurones, et dans une lignée co-exprimant I’'UT
et les sous-unités du récepteur GABA, humain, et iii) a identifier les séquences d’interaction

permettant le rapprochement de ’'UT au récepteur GABA, et sa régulation fonctionnelle.

/ Hypothése de travail : \

uT RGABA,
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Matériels et Méthodes

1. Culture cellulaire

1.1. Cultures d’astrocytes de Rat

La culture d’astrocytes purifiés permet la sélection d’une population homogéne de
cellules natives dont le transcriptome serait proche de celui des astrocytes in vivo (Nakagawa
et al., 2005). Les cultures primaires de cellules gliales sont réalisées selon un protocole inspiré
de la méthode décrite par Booher et Sensenbrenner (1972). Aprés décapitation des rats Wistar
(Depré, Saint-Doulchard, France), le cortex de rats agés de 24-48 heures ou le cervelet de rats
agés de 8 jours est prélevé puis placé dans un milieu de culture composé d’un mélange
DMEM/Ham’s F12 (2/1, v/v; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) complété
d’une solution d’antibiotiques-antifongique (1%, Sigma-Aldrich), de L-glutamine (2 mM,
Sigma-Aldrich), d’insuline (0,001%, Sigma-Aldrich), de D(+)-glucose (0,4%, Sigma-Aldrich)
et d’HEPES (5 mM, Sigma-Aldrich). Aprés élimination des méninges, les cellules sont
dissociées de fagon mécanique par passages lents et successifs au travers d’une aiguille creuse
(10 cm x 1,2 mm de diameétre). La suspension cellulaire est centrifugée (5 min, 100 g), puis le
culot est resuspendu et filtré sur un tamis de nylon (maillage de 100 um) afin d’éliminer les
fragments non dissociés. La densité cellulaire de la suspension est déterminée a I’aide d’un
hématometre (cellule de Neubauer) et les cellules sont ensemencées dans des flasques de
150 cm? (Dutscher, Brumath, France) a raison de 20.10° cellules/flasque dans un milieu
supplémenté en sérum bovin feetal (SBF ; 10%, Eurobio, Les Ullis, France). Les cellules sont
placées dans un incubateur en atmosphére humide et maintenu a 37°C en présence de 5% de
COs,. Le milieu de culture est renouvelé tous les trois jours.

Ces cultures primaires sont composées d’une majorité d’astrocytes mais présentent une
proportion non négligeable d’oligodendrocytes et de cellules microgliales (Figure 18 ; Diallo

and Gandolfo, communication personnelle). Aprés 6 a 8 jours de culture (90% de confluence),
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1. Culture d’astrocytes
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Figure 18 : Protocoles de culture d’astrocytes et de neurones en grain du cervelet. Les cultures
d’astrocytes sont réalisées par dispersion mécanique a partir de cortex de ratons agés de 48h (P2) ou
de cervelet de ratons agés de 8 jours (P8). Les cultures primaires, majoritairement composées
d’astrocytes (marqués en rouge sur les microphotographies a 1’aide d’un anticorps dirigé contre la
GFAP), d’oligodendrocytes, et de cellules microgliales (marquées en vert a 1’aide d’un anticorps
dirigé contre 1’isolectine B4), sont purifiées par agitation orbitale. Les astrocytes issus de ces cultures
secondaires, pures a plus de 99%, sont ensuite ensemencés sur un support et a une densité adaptés au
type d’expérience. Les cultures de neurones en grain sont réalisées a partir de cervelet de ratons agés
de 8 jours par dispersion enzymatique, & 1’aide de trypsine, puis par dispersion mécanique. Les
neurones ainsi obtenus sont ensemencés seuls (monocultures) ou sur un tapis d’astrocytes (cocultures),
sur un support et a une densité adaptés au type d’expérience.

les cultures primaires sont purifiées en utilisant les capacités d’adhésion de chacun des types
cellulaires présents dans les cultures (Brown and Mohn, 1999). Les flasques sont ainsi
soumises a deux cycles successifs d’agitation orbitale (2 h puis 18 h) et les cellules encore
adhérentes (astrocytes et microglie) sont détachées par une solution de trypsine-EDTA
(0,05%, Sigma-Aldrich), puis centrifugées (8 min, 100 g). La suspension cellulaire est
déposée 2 min dans une flasque de 150 cm? afin d’éliminer la microglie résiduelle qui adhére
rapidement au support. Les astrocytes non-adhérents sont resuspendus dans du milieu de
culture supplémenté par 10% de SBF puis ensemencés sur un support (préalablement traité
avec une solution contenant 5 pg/mL de poly-L-lysine et 1% d’antibiotiques-antifongique) et

a une densité variables selon le type d’expérimentation (Tableau 10). Les cellules sont
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maintenues en culture dans un incubateur en atmosphére humide a 37°C et a 5% de CO.,.
Apres 2 jours de culture, les cellules présentent les caractéristiques morphologiques des
astrocytes de type I et plus de 99% d’entre elles expriment un marqueur astrocytaire, la glial

fibrillary acidic protein ou GFAP (Figure 18) (Castel et al., 2006).

1.2. Cultures de neurones en grain du cervelet

Les cultures primaires de neuroblastes cérébelleux sont réalisées a partir d’animaux agés
de 8 jours selon la technique développée au laboratoire par le Dr Bruno Gonzalez (Figure 18).
Aprés décapitation, le cervelet de rats Wistar (Depré, Saint-Doulchard, France) agés de 8
jours est prélevé puis placé dans un milieu de culture composé d’'un mélange DMEM/Ham’s
F12 (3/1, v/v; Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) complété d’une solution
d’antibiotiques-antifongique (1%, Sigma-Aldrich) et de chlorure de potassium (25 mM,
Sigma-Aldrich). Apres élimination des méninges, les cervelets sont hachés et les morceaux
transférés dans 10 mL de tampon Krebs-Ringer contenant 300 pg/mL d’albumine de sérum
bovin (BSA) et 0,03% de MgSO,4. Aprés centrifugation (100 g, 15 s) et élimination du
surnageant, le culot est soumis a une digestion enzymatique en ajoutant 10 mL de tampon

Krebs-Ringer contenant 300 pg/mL de BSA, 0,03% de MgSO4 et 250 pg/mL de trypsine

Densités cellulaires (cellules/puits)

Expériences Supports
Astrocytes Cellules en Grain  Lignée CHO
Mesure du métabolisme Boite de Pétri
des PIPs Falcon 35 mm 400000 - -
Mesure de la production Boite de Pétri
d’AMPc Falcon 35 mm 400000 a a
Mesure de la [Ca®"], Plaque 96 puits Falcon _ _ 50 000
(Flexstation) (bord noir/fond blanc)
Immunohistochimie Plaque 24 puits Costar 20 000 750 000 200 000
(mono- et co-cultures) + lamelles de verre
Patch-clamp Plaque 24 puits Costar 20 000 750 000 200 000

(mono- et co-cultures)

+ lamelles de verre

Tableau 10 : Ensemencement des cellules et choix des supports selon le type d’expérience.
AMPc, 3',5"-adénosine monophosphate cyclique ; [Ca®*]., concentration cytosolique de calcium ; PIPs,
polyphosphoinositides.
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(5 min ; RT). L'action de la trypsine est stoppée par ajout de 10 mL de tampon Krebs-Ringer
contenant 300 pg/mL de BSA, 0,076% de MgSO,4, 100 pg/mL d’inhibiteur de trypsine et
15 pg/mL de désoxyribonucléase I (Sigma-Aldrich). Aprés centrifugation (100 g, 15 s), une
dissociation mécanique est réalisée dans le méme tampon Krebs-Ringer. La suspension est
ensuite ajoutée a S mL de tampon Krebs-Ringer contenant 300 ug/mL de BSA, 0,03% de
MgSO4 et 0,0014% de CaCl,, puis centrifugée (100 g, 5 min). Le culot cellulaire est
resuspendu dans 5 mL de milieu de culture, et la densité cellulaire est déterminée a 1’aide
d’une chambre de numération de type Neubauer. Les neuroblastes sont ensuite distribués dans
des plaques 24 puits, contenant des lamelles de verres préalablement coatées avec une
solution de poly-L-lysine (5 pg/mL, 1% d’antibiotiques-antifongique), dans du milieu de
culture supplémenté par 10% de SBF. Afin de préserver la pureté des cultures primaires de
neuroblastes, de la cytosine arabinofuranoside (3 uM, Sigma-Aldrich) est ajoutée 24 h apres
I’ensemencement pour limiter la prolifération des cellules gliales. Les cultures sont

maintenues dans un incubateur en atmosphére humide a 37°C et a 5% de COa.

1.3. Cocultures astrocytes/neurones en grain

Les cocultures astrocytes/neurones en grain sont obtenues en déposant directement les
cellules en grain (750 000 cellules/puits) sur les cultures secondaires d’astrocytes cérébelleux
agées de 24 h ensemencées dans des plaques 24 puits au fond desquelles ont été déposées des
lamelles de verre coatées avec une solution de poly-L-lysine (Figure 18). Les cocultures sont
maintenues dans un milieu de type neuronal et placées dans un incubateur en atmosphere

humide a 37°C et a 5% de CO..

1.4. Lignées cellulaires

Les cellules CHO (ECACC, Salisbury, Royaume-Uni) et CHO exprimant stablement
I’UT humain (CHO-UT) sont maintenues dans un milieu de culture Ham’s F12 contenant
10% de SBF, de la glutamine (2 mM, Invitrogen) et 1% d’antibiotiques/antifongique (Sigma-

Aldrich), et incubées en atmosphéere humide a 37°C et a 5% CO,. Les cellules sont repiquées
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lorsqu’elles arrivent a 85-95% de confluence. Brievement, apres ringage au PBS, les cellules
sont incubées dans une solution de trypsine-EDTA (1 mM, 2 mL) pendant 2 min a 37°C. La
réaction est inhibée par ajout de milieu de culture et la suspension cellulaire est centrifugée
(100 g, 5 min). Les cellules sont resuspendues et ensemencées a une dilution de 1/10°™ dans
une flasque de 75 cm? (Dutscher).

Les cellules CHO-UT exprimant de maniere stable ’'UT humain (cloné dans le vecteur
pIRES-neo2) ont été produites dans notre Unité par les Drs C. Dubessy et I. Lirhmann. Les
cellules CHO-UT sont sélectionnées a 1’aide de la généticine (G418, 400 pg/mL, Sigma-

Aldrich) ajoutée systématiquement dans le milieu de culture.

2. Biologie moléculaire

2.1. Plasmides recombinants

Les ADNc codant les sous-unités a, Bi, B3, y1 et y2 humaines du récepteur GABAA,
clonées dans les vecteurs d’expression pCDMS (a2, B1 et v2) et pcDNA1/Amp (B3 et y;), ont
été généreusement donnés par le Dr. Wingrove (Material Transfert Agreement, MTA ; Merck
Sharp and Dohme, Harlow, Royaume-Uni). L’ADNc codant le récepteur UT humain
(pcDNA3.1) a ¢été obtenu aupres du cDNA Resource Center (MTA, Missouri University of
Science and Technology, Etats-Unis). Le plasmide recombinant GFP (pmaxGFP) provient du
kit de transfection Amaxa (Lonza, Cologne, Allemagne). Les vecteurs pPCMV-HA et pCMV-
c-myc ont été acheté chez Clontech (BD Biosciences, Pont-de-Claix, France). Le Tableau 11
résume les plasmides utilisés pour chaque expérience.

Pour certaines expériences, les sous-unités B3 et y, du récepteur GABA, et I'UT ont été
sous-clonées dans les vecteurs pCMV-c-myc et/ou pPCMV-HA. De méme, la stratégie mise en
ceuvre pour identifier les régions de I’'UT et du récepteur GABA, impliquées dans le couplage
fonctionnel de ces deux récepteurs a consisté i) a tronquer ’'UT dans sa partie Ciern pour
générer les mutants UTs79, UTss1, UTs3, et UTsp9, dont les ADNce sont sous-clonés dans les
vecteurs pCMV-HA et pCMV-c-myc, et ii) a produire des peptidomimétiques correspondant

aux boucles i, des sous-unités oy, B3 et y2, ou a I’extrémité Ciery de ’'UT, leurs ADNc étant
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Expériences/ Lignées

Protocole Cellulaires ADNe
Patch-clamp CHO-UT o, B1, Y2, B3, V1
- o, B37 YZ +
Patch-clamp CHO UT™ / UTso™ / UTss, ™

(Mutants tronqués de I’'UT) / UTsi™ / Uy

Patch-clamp

- c-myc
(UT fragment Cierm) CHO-UT 02, B3, Y2 + UTs10.380
Patch-clamp o Bo s+
(Boucles i, des sous-unités du CHO-UT " g 2> P3, Z_Zmyc ) e
récepteur GABA,) 2 (335-419) 3 (328-450) Y2 (357-443)
Immunocytochimie emye A
. . +
(Colocalisation) G o, B, v2 + UT
Immunocytochimie cmye
. . +
(Internalisation) CHO o, B3, 12 UT
Mesure de la [Ca™], GG UTS™® / UTs7"™ / UTsg, "™ /

(Flexstation — Mutants de 1’UT) UT33,"™* ou UT3;9"™"

Tableau 11 : Lignées cellulaires et ADNc utilisés selon le type d’expérience. [Ca*"]., concentration
cytosolique de calcium ; CHO, lignée de cellules ovariennes de Hamster chinois ; CHO-UT, lignée
CHO exprimant stablement ’UT humain.

¢galement sous-clonés dans les vecteurs pCMV-HA et pCMV-c-myc. Des études de
microfluorimétrie et d’électrophysiologie ont permis de confirmer la fonctionnalité¢ des

construits UT et a,, B3 et y2, respectivement.

2.2. Sous-clonage des ADNc, transformation et amplification

Aprés une premicre étape de polymerase chain reaction (PCR) a 1’aide d’amorces
spécifiques et d’'une Taq polymérase haute fidélité (Invitrogen) (Tableau 12), la taille des
produits de PCR est vérifiée par migration sur gel d’agarose. Les fragments d’ADNc sont
ensuite purifiés en utilisant la technique d’extraction sur gel (Gel extraction kit, Qiagen,
Courtaboeuf, France) et insérés dans le vecteur souhaité par digestion, a I’aide d’enzymes de
restriction spécifiques de chaque construction (Tableau 12), puis ligation dans les vecteurs
d’expression. Des bactéries compétences de type TOP10 (vecteurs pcDNA1/Amp et pCMV)
ou TOP10 P3 (vecteur pCDMS) sont transformées avec ces plasmides par choc thermique

puis amplifiées dans du milieu Luria Broth (Invitrogen) contenant un antibiotique de sélection
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Vecteurs -
ADNc s e e Provenance Bactéries
d’origine
o pCDM8 Donation du Dr. B Wingrove (Merck Sharp and Dohme) TOP10 P3
Bs pcDNA1/Amp Donation du Dr. B Wingrove (Merck Sharp and Dohme) TOP10
Y2 pCDMS8 Donation du Dr. B Wingrove (Merck Sharp and Dohme) TOP10 P3
UT pcDNA3.1 c¢DNA Resource Center (Missouri University) TOP10
Vecteurs de .
ADNc¢ Primers Enzymes
sous-clonage
HA Sens : ATCGGAATTCTTATGAATTACTTCACCAAAAGAGGATGG
02 (335-419) pCMV-HA . EcoRI/Xhol
Anti-sens : ATCGCTCGAGTTCATCTGTCAATTTTGCTAACACTGTTGAA
Sens : ATGCGTCGACCATGTGGGGCCTTGCGGGAGGA
B pCMV-c-myc ) Sall/Notl
Anti-sens : AAAGCGGCCGCTCAGTTAACATAGTACAGCCAGT
e Sens : ATCGGTCGACTATGAACTACATTTTCTTTGGAAGAGGC
B3 (328-450) & pCMV-C-mYC . Sall/Notl
Anti-sens : ATCGGCGGCCGCTTCATCTGTCTATGGCATTCACATCGGT
Sens : AAAGTCGACGATGAGTTCGCCAAATATATGGAG
v e pCMV-c-mye , Sall/Notl
Anti-sens : AMACTCGAGTCACAGGTAGAGGTAGGAGAC
e Sens : ATCGGAATTCTTATGCATTATTTTGTCAGCAACCGGAAA
Y2 (357-443) 2 pCMV—c—myc . EcoRI/Xhol
Anti-sens : ATCGCTCGAGTTCAGGAGTCCATTTTGGCAATGCGGAT
UTHA pCMV-HA Sens : ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT
) EcoRI/Xhol
uTe™* pCMV-c-myc Anti-sens : AMACTCGAGTCACGCCGGGGCCCTGGG
Ul pCMV-HA Sens : ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT EeoRXhol
co 0
UT370°™¢  pCMV-c-myc Anti-sens : GATCCTCGAGTCAGAGGCTGTCAGTGGGCTGTGG
UT,s, ™ pCMV-HA Sens : ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT
eomve . EcoRI/Xhol
UT;s, ™ pCMV-c-myc Anti-sens : GATCCTCGAGTCAGAAGCGGGCGCGGGGCTGC
UT;5™ pCMV-HA Sens : ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT
cmve i EcoRI/Xhol
UT;s3,"™°  pCMV-c-myc Anti-sens : GATCCTCGAGTCAGCCCCGCACGCGGCCGCG
UTsp™ pCMV-HA Sens : ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT
emve ) EcoRI/Xhol
UTs0™¢  pCMV-c-myc Anti-sens : GATCCTCGAGTTCAGGTGAGCAGCGTGTAGAGGAAGGGGTTGGCGCA
emve Sens : GATCGAATTCTTATGACCAGGAACTACCGCGACCACCTG
UT319_389 Y pCMV-C-l’l’lyc EcoRI/Xhol

Anti-sens : GATCCTCGAGTTCAGGTGAGCAGCGTGTAGAGGAAGGGGTTGGCGCA

Tableau 12 : Amorces, enzymes de restriction et vecteurs utilisés pour les différentes constructions de
récepteurs. Amorces et enzymes de restriction utilisées pour le sous-clonage des ADNc codant les sous-unités
humaines a, (pCDMS), B; (pcDNA1/Amp) et y, (pCDMS8) du récepteur GABA, et I’'UT humain dans les vecteurs
pCMV-HA et pCMV-c-myc. Les ANDc codant les boucles i, des sous-unités a,, B; et v, du récepteur GABA,, les
variants de I’UT tronqués dans leur partie Cipm, ainsi que le fragment Ciey (319-389) de I’UT ont également été
sous-clonés dans les vecteurs pPCMV-HA et pCMV-c-myc.

compatible avec le vecteur (ampicilline ou kanamycine). Aprés amplification, I’ADN

plasmidique est extrait et purifi¢ a I’aide du kit Qiagen Mini- ou Maxiprep (Courtabeeuf,
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France) puis précipité a 1’isopropanol et culotté par centrifugation (14 000 g, 10 min, 4°C).
Les culots sont lavés a I’éthanol 70%, puis séchés a I’air libre avant d’étre solubilisés dans un
tampon tris-EDTA. La validit¢é des constructions est ensuite contrdlée par digestions
enzymatiques a 1’aide d’enzymes de restriction spécifiques, ainsi que par séquencage
(Séquence CEQ 8000, Beckman Coulter, Service commun de I’IFRMP23). La concentration
et la qualité des ADN sont estimées par lecture de la densité optique a 260 et 280 nm a ’aide

d’un spectrophotometre.

3. Transfection des lignées cellulaires par nucléofection

Les lignées CHO, dont la confluence atteint 85 a 95%, sont décollées (protocole § 1.4.) et
comptées. Chaque transfection nécessite 2 millions de cellules. Aprés centrifugation (100 g,
5 min), le milieu est soigneusement éliminé et les cellules sont resuspendues dans 100 pL de
tampon de transfection fournie dans le kit commercial (Nucleofector Kit T, Lonza, Cologne,
Allemagne). La solution cellulaire est ensuite rapidement mélangée aux ADNc préalablement
préparés (a, B, v, GFP et/ou UT ; ratio, 1:1:2:0,25 et/ou 1) puis I’ensemble est déposé dans
une cuve de transfection fournie dans le kit. Parmi les deux programmes jusqu’alors
disponibles (U-023, high efficiency ; H-014, high viability) nous utilisons le programme U-
023. Apres transfection, les cellules sont délicatement reprises avec 1 mL de milieu de culture
puis ensemencées dans des plaques 24 puits contenant des lamelles de verre a la densité de
2.10° cellules/puits. Le milieu de culture des cellules est changé au bout de 12 heures afin de
retirer les débris cellulaires générés lors de la transfection. Les enregistrements
¢lectrophysiologiques et les immunomarquages sont réalisés de 18 a 48 h et & 24 h post-

transfection, respectivement.

4. Enregistrements électrophysiologiques
4.1. Technique de patch-clamp
Le passage d’ions a travers les membranes biologiques s’effectue au travers de canaux

ioniques transmembranaires. Bien que plusieurs états conformationnels soient possibles pour
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un méme canal, on considére en général schématiquement uniquement les états « ouvert » et
« fermé ». Ces changements conformationnels se traduisent par 1’ouverture ou la fermeture
des voies de passage des ions. Le sens et I’intensit¢ de ces mouvements ioniques dépendent
des forces de perméation, liées a la force de diffusion (qui tend vers I’équilibre des
concentrations ioniques de part et d’autre de la membrane) et a la force électromotrice
dépendant de la valeur du potentiel de membrane. Ces flux d’ions a travers un canal
entrainent I’apparition de courants mesurables expérimentalement.

La technique de patch-clamp permet la mesure et 1’étude de ces variations de courant
induites par les mouvements ioniques, ainsi que I’étude du mode de régulation des canaux.
Mise au point en 1976 par Neher et Sakmann (Neher et Sakmann, 1976 ; prix Nobel de
Meédecine et Physiologie en 1992) puis perfectionnée (Hamill et al., 1981), cette technique
permet d’enregistrer 1’activité de canaux unitaires ou de I’ensemble des canaux d’une cellule
selon la configuration utilisée. Les courants mesurés sont de tres faibles amplitudes, allant de
quelques picoamperes (pA) pour des courants unitaires a quelques nano-amperes (nA) pour
les enregistrements sur cellule entiére. Ainsi, cette technique rend possible I’étude en temps
réel de I’activité des canaux ioniques, et en particulier 1’étude des variations de cette activité

induites par 1’application de substances régulatrices.

4.2. Instrumentation

Le poste de patch-clamp utilis¢ au cours des expérimentations présentées dans ce
mémoire se compose des éléments suivants (Figure 19) : 1, Cage de Faraday assurant la
protection de I’espace de manipulation vis-a-vis des perturbations électromagnétiques ;
2, Table anti-vibratoire permettant d’amortir les vibrations mécaniques ; 3, Microscope Leica
DMLFSA (Leica, Heidelberg, Allemagne); 4, Caméra Cool Digital (Prinston Instrument,
Roper Scientific) afin de suivre I’évolution de la [Ca®']. parallélement aux enregistrements
électrophysiologiques ; 5 et 6, Micromanipulateurs électriques 3 axes (Sutter Instrument,
Novato, CA, Etats-Unis) permettant des déplacements fins, dans les trois dimensions, de la

micropipette de patch et de la pipette d’¢jection ; 7, Systeme de perfusion par gravité pour
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appliquer les solutions a tester au voisinage de la cellule (débit, 2 mL/min) ; 8, Systéme
d’aspiration du milieu extracellulaire ; 9, Traceur papier (RS-3200, Gould) permettant de
visualiser les courants en temps réel et de les conserver sur papier ; 10, Convertisseur signal
analogique/numérique (Digidata 1200, Axon Instruments) pour le transfert bidirectionnel de
signaux entre le poste d’¢lectrophysiologie et 1’ordinateur ; 11, Amplificateur opérationnel de
type Axopatch 200A de chez Axon Instruments (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, Etats-
Unis) adapté a la mesure de courants de I’ordre du pA et permettant la conversion courant-
tension et I’imposition d’un potentiel a la cellule par I’intermédiaire de la micropipette de
patch ; 12, Pipette d’¢jection connectée a un systéme de pression pneumatique qui permet
d’appliquer les agonistes du récepteur GABAA a quelques micromeétres de la cellule ; 13,
Micropipette de mesure en verre remplie d’une solution électrolytique dans laquelle plonge
une électrode d’argent, a I’aide de laquelle est réalisé le "patch".

L’ensemble du dispositif de stimulation/détection/amplification est sous le contréle de
I’unité centrale (ordinateur) gérée par I’expérimentateur. La mesure et ’enregistrement des

données expérimentales s’effectuent a I’aide du logiciel pClamp 8 (Axon Instruments).

Cellule-entiere Patch perforé

Figure 19 : Description du poste d’électrophysiologie et des configurations utilisées au cours des
expériences de patch-clamp. A. Vue d’ensemble des équipements d’électrophysiologie et d’imagerie
dynamique calcique. La numérotation se référe a la liste des équipements mentionnés dans le
paragraphe 4.2. B. Illustration de la configuration cellule-attachée (haut) a partir de laquelle il est
possible d’obtenir la configuration cellule-enti¢re (gauche) ou patch-perforé (droite).
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4.3. Configurations d’enregistrement

Bien que la technique de patch-clamp ait été développée pour visualiser les courants
unitaires, son champ d’application s’est rapidement étendu a I’enregistrement de courants
macroscopiques correspondant a I’ouverture de I’ensemble des canaux de la cellule.

La configuration cellule-entiére est obtenue a partir de la configuration cellule attachée,
dans laquelle 1’¢électrode d’enregistrement est en étroit contact avec la membrane cellulaire
(résistance de I’ordre de 10 a 100 giga-Ohm ; giga-seal) (Figure 19B). Une faible succion, ou
une impulsion électrique de quelques centaines de mV, provoque la rupture de la membrane
isolée sous la pipette, tout en conservant la qualité du scellement. Ainsi, une continuité
¢lectrique s’établit entre la solution intrapipette et la cellule, permettant 1’enregistrement d’un
courant global. Dans cette configuration, il est possible d’administrer, a I’intérieur de la
cellule, des substances qui agissent spécifiquement sur des voies de transduction du signal
couplées aux canaux ioniques. Cependant, la rupture de la membrane plasmique engendre un
phénoméne de diffusion entre le cytoplasme et la solution contenue dans la pipette, entrainant
a terme une disparition de certaines fonctions cellulaires.

La configuration patch-perforé nécessite l'utilisation dans la solution intrapipette
d'antibiotiques tels que la nystatine, I'amphotéricine B ou la gramicidine D qui forment des
pores sélectivement perméables a des petits ions (Figure 19B). Dans notre étude, nous avons
utilisé la gramicidine D (Sigma-Aldrich), a la concentration finale de 100 ug/mL, qui forme
des pores perméables aux ions monovalents mis a part le chlore. Ainsi, cette approche mime
les conditions d'enregistrements de la configuration cellule-enticre tout en conservant a la fois
I’intégrité cellulaire et les concentrations intracellulaires physiologiques de chlore dans nos
conditions expérimentales.

L’enregistrement de D’activité des astrocytes et des cellules en grain est réalis¢ en
configuration patch-perforé, tandis que toutes les mesures réalisées sur les lignées CHO sont

effectuées en configuration « cellule-entiére ».

135|Page



Matériels et Meéthodes

4.4. Microélectrodes de mesure et solutions

Les micropipettes utilisées pour le patch-clamp sont usinées a partir de capillaires de
borosilicate (Brand GMBH, Wertheim, Allemagne). Ceux-ci sont portés a haute température
puis étirés sous I’effet d’un poids a I’aide d’une étireuse verticale (List Medical Electronic,
Darmstadt, Allemagne) afin de produire des pipettes dont 1’extrémité atteint un diamétre de
I’ordre du micrométre. Les micropipettes ainsi obtenues sont remplies d’une solution
intracellulaire et fixées sur 1’¢lectrode d’argent chloruré permettant les mesures. L’¢électrode
d’argent chlorurée permet la conversion des courants d’ions en solution en courant d’électrons
suivant la réaction réversible suivante : Ag + Cl" <> AgCl + ¢". De cette manicre, les courants
ioniques convertis en courants ¢lectroniques peuvent étre enregistrés directement sur
ordinateur. La pipette d’¢jection, étirée a partir de capillaires de borosilicate (Harvard
apparatus, Edenbridge, Royaume-Uni), est remplie d’un agoniste du récepteur GABAA,
I’isoguvacine (10 M, Sigma-Aldrich), dilu¢ dans la solution extracellulaire, et son extrémité
est cassée sous le microscope a I’aide de pinces fines afin d’obtenir un diamétre de I’ordre du
micrometre. La pipette d’éjection est connectée a un « systeme d’éjection » par pression

pneumatique, et placée a quelques dizaines de um de la cellule (Figure 19).

Solution Solutions extracellulaires
intracellulaire 5 ¢¢1ocytes/Lignée CHO Cellules en grain
NaCl — 150 mM 145 mM
KCl 130 mM 54 mM 2,5 mM
CaCl, 0,5 mM 2 mM 2 mM
MgCl, 2 mM 1 mM 1 mM
HEPES 10 mM 5 mM 10 mM
D-glucose — 10 mM 10 mM
EGTA 5 mM — —
ATP 1 mM - -
GTP 0,1 mM - -

Tableau 13 : Composition des solutions intracellulaire et extracellulaires utilisées pour les
enregistrements électrophysiologiques. L’ATP et le GTP sont préparés sous forme de solutions stock
a 107 M et 10> M, respectivement, ajoutées extemporanément a la solution intracellulaire.
EGTA, acide tétraacétique d'éthyléne-glycol; HEPES, Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane
sulfonique.
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Le DMCM (10° M, Sigma-Aldrich), le SR-95531 (10° M, Sigma-Aldrich), le
pentobarbital (10° M, Sigma-Aldrich), la picrotoxine (10 M, Sigma-Aldrich), 'UII (107 —
101 M, Plate-forme en imagerie cellulaire de Haute-Normandie, PRIMACEN, Mont-Saint-
Aignan), I’'URP (107 — 10> M, PRIMACEN), le palosuran (10° M, MTA, Actélion
Pharmaceuticals, Allschwil, Suisse) et I'[Orn’]-URP (10 M, PRIMACEN) sont dilués dans
la solution extracellulaire et administrés via un systéme de perfusion par gravité¢ (débit,
2 mL/min). La dynamique du systéme est telle que le milieu environnant la cellule est
renouvelé en moins d’une seconde. Le GDP-3-S (10* M, Sigma-Aldrich), le BAPTA (10 M,
Sigma-Aldrich), le dynamin inhibitory peptide (DIP, 10” M, Sigma-Aldrich), la staurosporine
(10° M, Sigma-Aldrich), la quercetine (10 M, Sigma-Aldrich) et le cocktail d’inhibiteurs de
phosphatases (100 fois dilué, Sigma-Aldrich) sont dilués dans la solution intracellulaire. La

composition des solutions intra- et extracellulaire est présentée dans le Tableau 13.

4.5. Analyse des données électrophysiologiques
L’amplitude des dépolarisations/courants et les cinétiques d’activation et d’inactivation
du courant chlore ont été obtenues a 1’aide du module d’analyse Clampfit de pClamp 8 (Axon

Instruments).

5. Mesures des variations de la concentration cytosolique de calcium

5.1. Flexstation

Les variations de la [Ca®"]. sont déterminées par mesure de fluorescence grice & un
automate de criblage moyen débit (Flexstation II, PRIMACEN) piloté par le logiciel SoftMax
Pro 4.7 (Molecular Devices, Saint Grégoire, France). Les cellules en culture sont dissociées
par un mélange trypsine-EDTA (Sigma-Aldrich), transfectées par nucléofection et
ensemencées a raison de 50.10° cellules/puits dans des plaques de 96 puits noirs a fond clair
(Corning Costar, Brumath, France) en présence de 100 uL de milieu de culture puis incubées
24 h en atmosphere humide a 37°C et a 5% de CO,. L’auto-fluorescence est tout d’abord

mesurée en remplacant le milieu de culture par 200 uL de tampon HBSS (CaCl,, 1,3 mM ;
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MgCl,, 0,5 mM ; MgSOs, 0,4 mM ; KCl, 5,3 mM ; KH,PO4, 0,4 mM ; NaHCO;3, 4,2 mM ;
NaCl, 137,9 mM ; Na,HPO,, 0,4 mM ; D-glucose, 5,6 mM ; Invitrogen) contenant 5 mM
d’HEPES et 2,5 mM de probénécide (Sigma-Aldrich) diluée dans une solution de NaOH 0,5
mM. Les cellules sont ensuite incubées 1 h en présence de 40 uL/puits du méme tampon
HBSS contenant la sonde fluorescente Fluo-4 AM (2 uM, Molecular Devices) et 0,25 pLL/mL
d’acide pluronique (Molecular Devices). Les cellules sont ensuite rincées deux fois avec 150
uL de tampon et incubées 10 min avec 200 pL de tampon avant la lecture de la fluorescence.
Les différentes solutions de peptides sont disposées dans une plaque 96 puits a fond conique,
a des concentrations de 5.10” 4 5.10™"° M. Un volume de 50 pL/puits est injecté 17 secondes
apres le début de la mesure de fluorescence qui se prolonge jusqu’a un temps total de lecture
de 100 a 120 secondes. Les paramétres suivants sont utilisés : excitation, Aex = 475 nm ;
émission, A¢m = 525 nm ; vitesse d’injection = 26 pl/sec ; hauteur de pipette équivalente a un
volume de 100 pL. Les données brutes collectées sont exportées depuis SoftMax Pro pour

étre traitées avec le logiciel GraphPad Prism 4 (GraphPad software, La Jolla, Etats-Unis).

5.2. Imagerie dynamique — Systeme MétaFluor

Les variations de la [Ca®']. dans les lignées CHO-UT co-transfectées par les ADNc
codant les sous-unités o, B3 et v, du récepteur GABA, ont également été mesurées a 1’aide
d’un systéme d’imagerie dynamique couplé au poste d’¢lectrophysiologie. Ce systeme a
I’avantage de i) suivre 1’évolution de la [Ca*"]. sur cellule unique et ii) permettre de coupler,
en temps réel et sur la méme cellule, la mesure des flux calciques aux enregistrements
¢lectrophysiologiques. Le systéme se compose d’une caméra Cool Digital (Roper Scientific)
et d’un boitier d’excitation avec roue de filtres (Solent Scientific). Le logiciel MétaFluor
(Roper Scientific) développé par Universal Imaging permet de faire I’acquisition d’images et
de séquences d’images (time lapse) en contraste interférentiel ou aprés excitation de
fluorochromes, a une longueur d’onde et pour une durée définie par I’expérimentateur.

L’¢évolution de la [Ca®"]. des cellules a été suivie a ’aide de la sonde ratiométrique

double excitation/mono émission Fura-2 (hex ™ = 380 nm, Aex *° = 340 nm, Aem = 510 nm ;
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Molecular Devices), dérivée du chélateur de calcium EGTA. La liaison du calcium avec la
sonde entraine un déplacement du spectre d’excitation (380 nm — 340 nm) qui se traduit par
une augmentation de I’intensité de fluorescence. Les cellules sont incubées (37°C, 5% de
CO,, 30 min) dans 500 pL de tampon HBSS contenant 5 mM d’HEPES, 2,5 mM de
probénécide diluée dans une solution de NaOH 0,5 mM, la sonde fluorescente Fura-2 AM
(2uM) et 0,25 uL/mL d’acide pluronique. Lors des protocoles d’enregistrements
¢lectrophysiologiques simultanés, la sonde Fura-2 (2 uM) est également ajoutée a la solution
intracellulaire afin d’éviter la dialyse intracellulaire de la sonde en configuration « cellule-
entiere ». Les enregistrements sont réalisés avec une solution extracellulaire de patch-clamp
adaptées aux lignées (Tableau 13).

Les images Asgy et Asqo sont recueillies toutes les 2 secondes pendant 1 minute puis
chaque seconde pendant 15 secondes (temps d’exposition = 150 ms, gain = 1, binning = 2).
Les composés a tester sont ensuite perfusés et la fluorescence est mesurée chaque seconde
pendant 30 secondes. Apres ringage, 1’évolution de la fluorescence est suivie chaque seconde
pendant 2 minutes puis toutes les 2 secondes jusqu’a 30 minutes d’enregistrement. Le logiciel
MeétaFluor est équipé d’un module d’analyse qui calcule le ratio sonde liée/sonde libre
(A340/A380) et permet ainsi de générer un graphique de I’évolution de la fluorescence dans une
ou plusieurs régions d’intérét définies par 1’expérimentateur. Les données sont ensuite

exportées sous le logiciel Excel afin d’étre moyennées et analysées.

6. Microphotographies des cultures primaires — Syst¢éme MétaMorph

Les mono-cultures et co-cultures ont été observées a 1, 3 et 6 jours in vitro a I’aide d’un
systéme de vidéo-imagerie (PRIMACEN) qui se compose d’un microscope inversé¢ Leica
DMIRBE reli¢ a une caméra Cool Digital (Roper Scientific), équipé d’une chambre
thermostatée a 37°C (Solent Scientific) maintenue a 5% de CO,. Le logiciel MetaMorph
(Roper Scientific) développé par Universal Imaging permet de faire I’acquisition d’images et
de séquences d’images (time lapse) en contraste interférentiel ou aprés excitation de

fluorochromes.
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7. Mesure du métabolisme des polyphosphoinositides

L’effet de I’UII, du GABA ou de I’isoguvacine sur le métabolisme des PIPs est mesuré
en utilisant un protocole mis au point au laboratoire (Desrues et al., 1990). Les cultures
secondaires (80% de confluence) sont rincées 3 fois au PBS (150 mM, pH = 7,4 ; Sigma-
Aldrich) et incubées (2 h, 37°C, 5% CO,) en présence ou absence d’UII ou d’URP (100 nM)
dans un milieu dépourvu de SBF, d’insuline et de glucose, et contenant du myo-[*H]inositol
(10 uCi/mL, PerkinElmer, Boston, MA, Etats-Unis). Les cellules sont ensuite récupérées a
I’aide d’un grattoir dans une solution d’acide trichoroacétique (TCA, 10%, 4°C) et
homogénéisées par sonication. Les inositols phosphates sont séparés de la fraction
membranaire par centrifugation (10000 g, 10 min, 4°C). Les PIPs sont extraits par un
mélange chloroforme/éthanol (2:1, v/v; 4°C) et la radioactivité est mesurée a 1’aide d’un

compteur LKB 1217 Rack Beta (EG et G Wallac, Evry, France).

8. Mesure de la formation d’AMPc

En vue de rechercher I’effet des agonistes du récepteur GABA4 sur la formation d’AMPc
induite par I’UII, nous avons étudié¢ les variations de la production d’AMPc par des astrocytes
corticaux de Rat. Les cultures secondaires (80% de confluence) sont rincées 3 fois au PBS
(150 mM, pH = 7,4) et pré-incubées (30 min, 37°C, 5% CO,) dans 200 pL. de milieu
dépourvu de sérum et contenant un inhibiteur de phosphodiestérases, I’isobutylméthyl-
xanthine (IBMX, 10 M). Les cellules sont ensuite incubées (20 min, 37°C, 5% CO,) dans
200 pL de la méme solution en présence ou absence d’UII (1 um — 10 pM) et/ou de GABA ou
d’isoguvacine (10 M, chacun). La réaction est stoppée en retirant le milieu et en ajoutant
200 pL de TCA (10%, 4°C). Les cellules sont ensuite récupérées a 1’aide d’un grattoir,
homogénéisées par sonication, et centrifugées (10 000 g, 10 min, 4°C) afin d’éliminer la
fraction membranaire. Le surnageant est rincé 3 fois par une solution d’éther saturée en eau et
placé pour évaporation pendant la nuit au SpeedVac (Savant AES 2000, GMI, Minneapolis,
Etats-Unis). Les échantillons sont resuspendus dans 1 mL de tampon acétate (50 mM,

pH =5.8), et la concentration d’AMPc contenue dans chaque puits est déterminée a ’aide
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d’un kit commercial de dosage radioimmunologique (RPA 509, Amersham Biosciences). Le

seuil de sensibilité est de 15 fmoles/tube.

9. Immunocytochimie et immunohistochimie

L’expression de I’UT et des différentes sous-unités du récepteur GABA4 a été étudiée sur
i) des cultures astrocytes/neurones et ii) des tranches organotypiques flottantes de cervelet de
ratons agés de 8 jours. Des expériences menées sur la lignée cellulaire CHO, transfectée par
les ADNc codant PUT™ humain et les sous-unités oy, B;"™ et/ou y,"™° du récepteur
GABA, humain, ont permis d’étudier plus précisément la répartition cellulaire des deux
récepteurs et [’internalisation du récepteur GABA,a, consécutives a [’application
d’isoguvacine et/ou d’UIl. L’immunomarquage a ¢été réalisé selon la technique
d’immunofluorescence indirecte : un anticorps primaire permet d’abord de localiser un
antigéne exprimé dans un tissu ou une cellule, puis un anticorps secondaire dirigé contre une
espece donnée et couplé a un fluorochrome reconnait spécifiquement le premier anticorps de
cette espece. La fluorescence est ensuite détectée par microscopie confocale. Les différents
anticorps primaires et secondaires utilisés pour les immunomarquages sont indiqués dans le

Tableau 14.

9.1. Protocoles d’immunocytochimie
9.1.1. Expression de I’UT et du récepteur GABA, dans les co-cultures
astrocytes/neurones
Les cellules sont cultivées sur des lamelles de verre de 12 mm de diamétre. Aprés ringage
au PBS, les cellules sont fixées a 1’aide d’une solution de paraformaldéhyde (PFA, 4%, RT,
10 min) puis rincées 3 fois au PBS. Une étape facultative de perméabilisation des cellules
(RT, 5 min) avec une solution contenant 0,3% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) permet aux
anticorps d’accéder aux compartiments intracellulaires. Apres ringage au PBS, les sites de
liaison non-spécifique sont bloqués par une solution de PBS contenant 0,1% de BSA (Sigma-

Aldrich) et du sérum de Chévre ou d’Ane dilué au 1/50°™ (NGS, Normal Goat Serum ou
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Concentration (ng/mL)

Anticorps Espéce Fournisseur
Immunocytochimie Immunohistochimie
Anticorps Primaires
Anti-UT (E18) Chevre Tébu-Bio 1 1
Anti-UT (P15) Chévre Tébu-Bio 1 1
Anti-UT (M250) Lapin Tébu-Bio 1 1
Anti-GFAP Lapin Dako 2,9 2,9
Anti-GFAP Souris Sigma-Aldrich 0,2 0,2
Anti-NeuN Souris Tébu-Bio 1 0,5
Anti-S1008 Souris Sigma-Aldrich - 0,5
Anti-Doublecortine Chévre Tébu-Bio - 0,5
Anti-Calbindin Souris Sigma-Aldrich - 1
Anti-y, Lapin Dr. W. Sieghart 0,05 0,1
Anti-y, Lapin Dr. W. Sieghart 0,05 0,1
Anti-HA Lapin Tébu-Bio 0,5 -
Anti-c-myc Souris Tébu-Bio 0,5 —
Anticorps Secondaires
Anti-Lapin Ane Tébu-Bio 0,5 0,5
Anti-Souris Ane Tébu-Bio 0,5 0,5
Anti-Chévre Ane Tébu-Bio 0,5 0,5

Tableau 14 : Anticorps utilisés pour les immunomarquages.

NDS, Normal Donkey Serum, RT, 1 h). Les cellules sont ensuite incubées en présence des

anticorps primaires dilués dans une solution de PBS/NDS ou PBS/NGS (4°C, 12 h). Apres

rincage au PBS, les cellules sont incubées (RT, 2 h) avec les anticorps secondaires couplés a

I’Alexa-488 ou a 1I’Alexa-594. Puis les cellules sont rincées et leur noyau marqué a 1’aide

d’une solution de DAPI (2 pg/mL, RT, 2 min, Sigma-Aldrich). Aprées ringage, les lamelles

sont montées sur lame a 1’aide d’une solution de Mowiol (Calbiochem, Darmstadt,

Allemagne).
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9.1.2. Localisation subcellulaire de I’UT et du récepteur GABA, dans la lignée

CHO
Les distributions membranaire et intracellulaire des deux récepteurs ont été étudiées sur
des cellules CHO, co-transfectées par les ADNc codant PUT et les sous-unités ap, Bs et
¥,"™¢ du récepteur GABA,. Les cellules ont été traitées avec 1’isoguvacine (10™* M, 30 min)
et/ou 'UIL (10® M, 30 min). Le protocole d’immunomarquage est identique & celui décrit
précédemment. Les anticorps primaires utilisés sont dirigés contre les épitopes HA et c-myc
de 'UT et de la sous-unité B3 du récepteur GABA,, respectivement. Les anticorps
secondaires anti-Lapin couplé a I’Alexa-488 et anti-Chévre couplé a 1’Alexa-594 ont permis
de révéler la localisation de I’UT et du récepteur GABA,, respectivement. Les images
obtenues par microscopie confocale sont ensuite analysées a 1’aide du logiciel Leica Confocal

Software (cf § 9.3).

9.1.3. Internalisation du récepteur GABA 5
La capacité¢ des ligands de chacun des deux récepteurs a induire 1’internalisation du
récepteur GABA, a été étudiée grace a un protocole permettant de révéler consécutivement
les récepteurs GABA4 présents a la membrane et ceux internalisés, sur des cellules CHO co-

c-myc

transfectées par les ADNc codant I’UT et les sous-unités ap, B3 et v du récepteur
GABA,A. Apres ringage du milieu de culture au PBS froid, qui permet de stopper
I’internalisation des récepteurs, les cellules sont incubées avec 1’anticorps primaire dirigé
contre 1’épitope c-myc de la sous-unité v, (15°C, 2 h). Les cellules sont ensuite rincées puis
traitées avec 1’isoguvacine (10* M) et/ou 'UIL (10® M) a 37°C et & 5% de CO, pendant
30 min. Apres ringage au PBS froid, les cellules sont fixées a I’aide d’une solution de PFA
4% (RT, 10 min) puis rincées a nouveau au PBS. Les sites de liaison non-spécifique sont
bloqués par une solution de PBS contenant 0,1% de BSA et du NDS dilué¢ au 1/50°™ (RT,
1 h), puis les cellules sont incubées en présence d’un anticorps secondaire dirigé contre

I’épitope c-myc et couplé a I’Alexa-488, dilué dans une solution de PBS/NDS (RT ; 2 h).

Cette premicre étape permet de révéler les récepteurs GABA, présents a la membrane
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plasmique. Apres rincage au PBS, les cellules sont perméabilisées avec une solution
contenant 0,3% de Triton X-100 (RT, 5 min). Les cellules sont rincées et les sites de liaison
non-spécifique bloqués par une solution de PBS contenant 0,1% de BSA et du NDS dilué au
1/50°™ (RT, 1 h). Les cellules sont ensuite incubées avec un second anticorps dirigé contre
I’épitope c-myc et couplé a 1I’Alexa-594, dilué dans une solution de PBS/NDS (RT ; 2 h) afin
de révéler les récepteurs GABA4 intracellulaires. Aprés ringage, les lamelles sont montées sur
lame a I’aide d’une solution de Mowiol. Les images obtenues par microscopie confocale sont

ensuite analysées a 1’aide du logiciel Leica Confocal Sofiware (cf § 9.3).

9.2. Protocole d’immunohistochimie
9.2.1. Préparation des tranches organotypiques de cervelet

La préparation des tranches organotypiques se fait a partir de ratons agés de 8 jours.
Brievement, les animaux sont décapités et deux courtes incisions sont effectuées entre le bas
du crane et chacune des oreilles. Une autre incision reliant les deux oreilles permet d’oter la
boite cranienne recouvrant le cervelet. Le cervelet est prélevé a 1’aide d’une pince courbe et
aussitot placé dans du PBS (5 min, 4°C). Le vermis est isolé par deux incisions effectuées a
I’aide d’un scalpel, débarrassé des méninges et placé sur la base d’un vibratome (VT1000S,
Leica), puis immergé dans du PBS maintenu a 4°C. Les tranches sagittales de 180 um
d’épaisseur sont récupérées dans une plaque 24 puits contenant 1 mL de PBS froid. Pour
obtenir une meilleure qualité des tranches, les dissections sont effectuées le plus rapidement
possible, et avec le minimum de perturbations mécaniques. De plus, pendant la coupe sur le
vibratome, a 1’aide d’une pipette Pasteur, la tranche est constamment nettoyée de toutes les

cellules mortes et substances libérées par le tissu.

9.2.2. Expression de I’UT et du récepteur GABA 4 dans les tranches de cervelet
Les tranches organotypiques sont aussitot fixées a 1’aide d’une solution de PFA 4% (RT,
20 min). Apres ringage au PBS, les sites de liaison non-spécifique sont bloqués par une

solution de PBS contenant 0,1% de BSA, 0,3% de Triton X-100 et du NDS dilué au 1/50°™
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(RT, 1 h), puis les tranches sont incubées en présence des anticorps primaires dilués dans une
solution de PBS/NDS (4°C, 12 h). Apr¢s ringage au PBS, les tranches sont incubées (RT, 2 h)
avec les anticorps secondaires couplés a 1’Alexa-488 ou a I’ Alexa-594. Puis les tranches sont
rincées 3 fois au PBS et le noyau des cellules marqué a 1’aide d’une solution de DAPI
(2 pg/mL, RT, 5 min). Aprés 2 ringages, les tranches sont montées entre lame et lamelle a

I’aide d’une solution de Mowiol puis observées en microscopie confocale apres 24 h.

9.3. Acquisition et analyse des images confocales

L’acquisition des images relatives aux expériences d’immunocyto- et d’immunohisto-
chimie a été réalisée sur la plate-forme PRIMACEN a I’aide d’un microscope droit Leica TCS
SP2 ¢équipé du systeme AOBS (Accousto-Optical Beam Splitter) et présentant 8 raies
d’excitation (405, 458, 476, 488, 514, 543, 594 et 633 nm). Les acquisitions sont réalisées
selon les 3 dimensions x, y et z, a la résolution de 1024x1024 pixels et en mode séquentiel.
Pour un fluorochrome donné, chaque image représente la moyenne de 2 balayages pour
chaque ligne et de 3 balayages pour I’image entiére. Les acquisitions effectuées sur les
tranches de cervelet ont également été moyennées sur 1’axe z (5 um en moyenne, une image
tous les 0,5 um).

Les échelles et les profils d’intensité de marquage ont été obtenus grace au logiciel Leica
confocal software. Brievement, apres avoir délimité une région d’intérét (onglet ‘Quantify’,
‘Profile’ puis ‘Viewer’, dans notre cas une ligne droite coupant la cellule au niveau de son
cytoplasme, le logiciel calcule I’intensité de la fluorescence pour chaque fluorochrome le long
de cette ligne (Figure 20). Les données sont présentées sous forme de graphique (‘Graphs’).
Les spectres sont exportés sous forme de tableaux (clic droit sur le spectre puis export) afin
d’étre analysés sous le logiciel Excel. Pour les expériences d’internalisation du récepteur
GABAA,, le calcul des fractions membranaire et intracellulaire a été réalisé¢ a partir de ces
profils d’intensité, en prenant la valeur de I’intensité a la membrane de part et d’autre de la
cellule, et la valeur équidistante correspondant a la fraction intracellulaire. Chaque valeur a

ensuite été rapportée a I’intensité totale.
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Figure 20 : Analyse subcellulaire du profil d’expression de ’UT et des sous-unités du récepteur
GABA,. Les images sont réalisées et analysées a 1’aide du logiciel Leica Confocal Software. Dans une
premicre étape (1) I’acquisition des images est réalisée séquentiellement sur un seul plan de coupe, a
488 nm (UT, vert) et a 594 nm (B;™, rouge). A partir des images de colocalisation, 1’outil Profile
(onglet Quantify) permet de déterminer, le long d’un segment défini (2), le profil d’intensité de chaque
fluorochrome (3). Les courbes ainsi obtenues sont exportées et analysées sous le logiciel Excel afin
d’étudier, suivant le type d’expérience, I’expression et/ou ’internalisation de I’UT et du récepteur
GABAA (RGABA,).

10. Synthése peptidique

L’UIl humaine, I’UII de Rat, 'URP et 1’[Orn’]-URP ont été synthétisés sur la Plate-
forme PRIMACEN. La synthése des peptides lin€aires a été réalisée sur support solide
(0,25 mmol), en employant le groupement Fmoc comme protection temporaire de la fonction
amine terminale (Wellings & Atherton, 1997), grace a un synthétiseur automatique de
peptides Pioneer® (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) piloté par le logiciel
Workstation en suivant les protocoles prédéfinis par le constructeur. Le support utilisé¢ est une
résine de type polyéthyléneglycol-polystyréne pré-chargée avec le résidu Cery de la séquence
d’intérét. A DI’issue de la synthése, les peptides sont cyclisés par déprotection des résidus
cystéine, réalisée par un mélange de 2-mercapto-éthanol/N,N-dimethylformamide (1:1 ; 5 h).
Aprés filtration et lavages successifs (N,N-dimethylformamide, dichlorométhane et
isopropanol) de 1’association peptidyl-résine, I’oxydation des cystéines en cystine est menée
en présence d’une solution aqueuse de KsFe(CN)g (0,1 mmol ; 1 mL) pendant 15 heures selon
une méthode adaptée de celle décrite par Eritja ef al. (1987). Puis les peptides sont séparés de
la résine par clivage dans une solution d’acide trifluoroacétique/phénol/anisole/H,0,
précipités par l’ajout de tert-butylméthyléther, et séchés au dessicateur. L’analyse des

peptides clivés et leur purification sont réalisées par chromatographie en phase liquide a haute
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performance en phase inverse sur un appareillage modulaire de marque Gilson piloté par le
logiciel d’acquisition du constructeur UniPoint (version 1.65). Enfin, les peptides synthétisés
sont caractérisés par spectrométriec de masse de type matrix-assisted laser
desorption/ionization-time of flight (MALDI-TOF) (Moore, 1997) sur un spectromeétre

Voyager DE-PRO (Applied Biosystems).

11. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel Prism4 (GraphPad,
San Diego, CA, Etats-Unis). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Suivant le type
d’expérience et le nombre d’échantillons, les données ont été traitées a I’aide des tests non-

paramétriques de Mann et Whitney, de Wilcoxon, de Kruskal et Wallis ou de Friedman.
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Effect of GABA, receptor activation on UT-coupled

signaling pathways in rat cortical astrocytes

Laurence Desrues, Thomas Lefebvre, Mickaél Diallo, Pierrick Gandolfo, Jérome Leprince,
David Chatenet, Hubert Vaudry, Marie-Christine Tonon and Héléne Castel

Peptides (2008) 29:727-734

Nous avons démontré, dans les astrocytes corticaux de Rat en culture, I’existence de deux
voies de couplage distinctes associées a I’UT, ie. G¢/PLC/PIPs et GJ/AC/AMPc. La
stimulation de la PKA consécutive a I’activation de I’AC permettrait un changement de
couplage de I’'UT, d’une protéine G a une protéine Gj, et une meilleure affinité¢ de I’UT pour
la protéine Gq4. L’UII entraine ainsi, a faible concentration (< 1 nM), une stimulation de la
synthése d’AMPc, et, a plus forte concentration (> 10 nM), une inhibition de la production
d’AMPc et une augmentation du métabolisme des PIPs. Nous avons observé que I’activation
du récepteur GABA,, par les agonistes GABA ou isoguvacine, inhibe les effets stimulateurs
de I’UII sur la production d’AMPc et le métabolisme des PIPs, un mécanisme associé a une
altération du changement de couplage de I’UT.

Ces résultats démontrent pour la premiere fois 1’existence d’une interaction fonctionnelle
entre ’UT et le récepteur GABA,, et suggerent le réle d’une plasticité entre un RCPG et un
récepteur canal dans la fonction astrocytaire.
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ABSTRACT

Cultured rat cortical astrocytes express two types of urotensin II (UIl) binding sites: a high
affinity site corresponding to the UT (GPR14) receptor and alow affinity site that has notbeen
fully characterized. Activation of the high affinity site in astroglial cells stimulates polyphos-
rhoinositide (PIP) turnover and provokes an increase in intracellular calcium concentration.
We have hypothesized that the existence of distinct affinity sites for UIl in rat cortical
astrocytes could be accounted for by a possible cross-talk between UT and the ligand-gated
ion channel GABA, receptor (GABALR). Exposure of cultured astrocytes to Ull provoked a
bell-shaped increase in cAMP production, with an ECs, stimulating value of 0.83 + 0.04 pM,
that was totally blocked in the presence of the adenylyl cyclase inhibitor SQ 22,536. In
contrast, Ull was found to inhibit forskolin-induced cAMP formation. In the presence of the
specific PKA inhibitor H83, Ull provoked a sustained stimulation of cAMP formation.
Inhibition of PKA by H89 strongly reduced the stimulatory effect of UIl on PIP metabolism.
GABA and the GABA,R agonist isoguvacine provoked a marked inhibition of Ull-induced
cAMP synthesis and a significant reduction of Ull-evoked PIP turnover. These data suggest
that functional interaction between UT and GABA 4R negatively regulates coupling of UT to
the classical PLC/IP; signaling cascade as well as to the adenylyl cyclase/PKA pathway.
i) 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Urotensin II (UIl) is a cyclic neuropeptide that was originally

[11,12). A paralog of Ul called urotensin l-related peptide
(URP) has been recently isolated [46]. Ull and URP share a fully
conserved cyclic hexapeptide core (CFWKYC) that carries the

isolated from the caudal neurosecretory system of teleost fish biological activity of the peptides [18,26,46]. Both UIl and URP

[40] and later characterized in amphibians [8] and mammals

are endogenous ligands of a G protein-coupled receptor

* Corresponding author at: INSERM U413, Laboratory of Cellular and Molecular Neurcendocrinology, 76821 Mont-Saint-Aignan, France.

Tel.: +33 235 14 6624; fax: +33 235 14 6946.

E-mail address: hubertvaudry@univ-rouen.fr (H. Vaudry).

Abbreviations: AC, adenylyl cyclase; [Caz']e, cytosolic calcium concentration; DMEM, Dulbecco's modified Eagle's medium; FBS, fetal
bovine serum; GABA4R, gamma-aminobutyric acid type A receptor; GFAP, glial fibrillary acidic protein; GFCR, G protein-coupled receptor;
HEPES, N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane sulfonic acid; IBMX, isobutylmethylxanthine, PBS, phosphate buffered saline; PIP,
polyphosphoinositide; PEA, protein kinase A; PEC, protein kinase C; PLC, phospholipase C; Ull, urctensin II; URP, urotensin II-related

peptide; UT, urotensin II receptor.

0196-5781/$ — see front matter (@ 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

dei:10.1016/j.peptides.2008.01.024
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(GPCR), termed UT [1,31,46], that is positively coupled to the
PLC/PKC signaling cascade through a Ggyq; protein [38].

The genes encoding Ull, URP and UT are all expressed in
the central nervous system (CNS) [1,46). UIl mRNA is
particularly abundant in motoneurons of the medulla
oblongata and spinal cord [11,12,41,42] while UT mRNA is
widely expressed in various regions of the CNS including the
olfactory system, hippocampus, amygdala, hypothalamus,
locus ceeruleus, motor nuclei and ventral horn of the spinal
cord [24]. Consistent with the widespread distribution of UT
in the brain, UIl exerts a variety of neurobiological effects. In
particular, intracerebroventricular administration of Ull
increases locomotor activity in trout [27], induces rapid
eye movements during sleep wake cycles in rat [23] and
provokes anxiogenic-like behavior in mice [35,14]. Central
injection of UII also causes hypertension and bradycardia in
rat [30], induces chronotropic and inotropic responses in
sheep [47] and stimulates prolactin and thyrotropin secre-
ton in rat [22].

Immunchistochemical studies have demonstrated the
presence of UT in astroglial cells [6,30]. In cultured rat
astrocytes, two distinct types of Ull binding sites with high
and low affinities have been identified [6]. The high affinity
site likely corresponds to UT while the low affinity site
has not been fully characterized [6]. We have hypothesized
that the two affinity states could be accounted for by
cross-talk between UT and other membrane receptors.
Indeed, it has been previously observed that, in Aplysia
neurons, UIl potentiates GABA, receptor (GABAAR)-
mediated chloride current [44]. Since the GABAsR is also
expressed in glial cells [3-5,19,21], in the present study, we
have investigated whether activation of GABA,R may
modify the coupling of UT to its transduction systems in
cultured rat astrocytes.

2. Materials and methods
2.1.  Reagents

Rat Ull (UIL, pQHGTAPECFWKYCI) was synthesized by the solid
phase methodology on a Pioneer PerSeptive Biosystem peptide
synthesizer (Applera France, Courtaboeuf, France) using the
standard Fmoc procedure as previously described [7,29]. The
peptide was purified on a 2.2-cm x 25-cm Vydac Cie column
(Alltech, Templemars, France) (>98% pure) and characterized
by MALDI-TOF MS on a Voyager DE-PRO mass spectrometer
(Applera France). Somatostatin-14 was a gift from Dr L. Fermé
(Sanof-Synthélabo, Le Plessis-Robinson, France). Dulbecco's
modified Eagle’s medium (DMEM), glutamine, N-2-hydro-
xyethylpiperazine-N'-2-ethane sulfonic acid (HEPES), the
antibiotic-antimycotic solution, Ham-F12 culture medium,
insulin, p(+)-glucose, GABA, isoguvacine, H89 dihydrochloride
hydrate, 5Q 22,536, trypsine-EDTA, forskolin and isobutyl-
methylxanthine (IBMX) were purchased from Sigma (St
Quentin Fallavier, France). Fetal bovine serum (FBS) was from
Eurobio (Courtaboeuf, France). Myo-[*Hlinosito] (100 Cifmmol)
was obtained from PerkinElmer (Courtaboeuf, France). The
cAMP radicimmunoassay kit was from GE Healthcare (Saclay,
France).
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2.2 Cell culture

Primary cultures of cortical astrocytes were prepared as
previously described [20]. Briefly, cerebral hemispheres from
newborn Wistar rats were collected in DMEM/Ham-F12 (2/1, v/
v) culture medium supplemented with 2 mM glutamine, 1%
insulin, 5 mM HEPES, 04% glucose and 1% of the antibiotic-
antimycotic solution. The tissues were disaggregated
mechanically with a syringe equipped with a 1-mm gauge
needle, and filtered through a 100-pm pore size mesh filter
(Falcon, Becton Dickinson, Grenoble, France). Dissociated cells
were resuspended in culture medium supplemented with 10%
heat-inactivated FBS and seeded in 150-cm? culture flasks
(Falcon) at a density of 20 x 10° cells per flask. The cells were
incubated at 37 °C in a humidified atmosphere (5% CO,) and
the medium was changed twice a week. When cultures were
confluent, the flasks were gently shaken on an orbital shaker
at 250 rpm for 2 h. Dislodged cells were discarded and asecond
step of purification was performed at 250 rpm for 14-16 h.
Remaining adhesive cells were collected by trypsination,
centrifuged (800 rpm, 10 min) and plated in 150-cm® flasks.
Suspended astrocytes were harvested and seeded in poly-i-
lysine-coated 24-well plates (for the measurement of cAMP
production) or in 35-mm dishes (for the measurement of PIPs
turnover). The purity of the cultures assessed by counting the
percentage of astrocytes immunostained with GFAP antibo-

dies was 99% [6].
2.3 Measurement of cAMP formation

Astrocytes cultured on 24-well plates for 2-4 days were
preincubated at 37°C for 30min in serum-free medium
supplemented with IBMX (0.1 mM) to inhibit phosphodies-
terases. The cells were then incubated in the same solution
with test substances for 20 min. The incubation was stopped
by removing the medium and adding ice-cold 70% ethanol.
The cells were homogenized and centrifuged (14,000 rpm, 4 °C,
10 min). The supernatants were collected and evaporated
overnight. Finally, dried extracts were resuspended with
50mM acetate buffer, and the cAMP content per well was
measured following the procedure recommended in the cAMP
radicimmunoassay kit. The sensitivity threshold of the assay
was 15 fmol/tube.

2.4, Measurement of polyphosphoinositide turnover

The effect of Ull on polyphosphoinositide (PIP) metabolism
was quantified by measuring the incorporation of [*HJino-
sitol into PIPs [13]. Astrocytes cultured on 35-mm dishes
for 2-4 days were incubated for 2h at 37 °C with 10 pnCi/ml
myo-[*Hlinositol in serum-free medium, without glucose-
supplementation, in the absence or presence of test
substances. The incubation was stopped by removing the
medium and adding ice-cold 10% trichloroacetic acid. The
cells were homogenized and centrifuged (14,000 rpm, 4 °C,
10 min). The pellet was washed with 500 pul chilled water
and [*H]-labeled PIPs were extracted with 500 pl of chloro-
form/methanol (2/1, v/v). The radicactivity was counted in a
beta counter (LKB 1217 Rack Beta, EG and G Wallac, Evry,
France).
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2.5.  Data analysis

For measurements of cAMP production and PIP turnover,
values presented in the figures are means + 5.E.M. Statistical
significance of differences was determined by using the
Mann-Whitney test.

3. Results

3.1.  Effect of UIl on cAMP formation in cultured rat
astrocytes

Exposure of cultured rat astrocytes to graded concentrations
of Ul (1pM to 1pM) for 20 min provoked a bell-shaped
increase in cAMP production with a maximum response at
10 pM (173.4+ 23.8%). The best fit of the stimulating dose-
response curve (1pM-1nM) yielded an ECs walue of
0.83+£0.04pM (Fig. 1A, inset). At higher concentrations
(1 nM-1 pM), the stimulatory effect of Ull on cAMP formation
gradually declined (Fig. 1A). Incubation of astrocytes for
20 min with the specific adenylyl cyclase (AC) inhibitor SQ
22,536 (0.1mM), attenuated basal cAMP level and totally
suppressed the stimulatory effect of Ull on cAMP production
(Fig. 1A). In order to investigate whether high concentrations
of Ullmight uncouple UT from its cognate G protein through a
cAMP-dependentprocess, cultured astrocytes were exposed to
Ull in the presence of the AC activator forskelin (10 uM,
30 min). UII (0.1 nM-1 uM) provoked a significant inhibition of
forskolin-stimulated cAMP formation (Fig. 1B). In the presence
of the specific cell-permeable PKA inhibitor H89 (10 pM,
20 min), Ull induced a concentration-dependent increase of
cAMP production that reached a plateau at 0.1nM and
persisted at concentrations up te 1 uM (Fig. 1C).

3.2.  Effect of PKA inhibition on Ull-evoked activation of
polyphosphoinositide turnover in cultured rat astrocytes

Incubation of astrocytes with graded concentrations of Ul
(1 pM-1 pM) resulted in a biphasic dose-dependent stimula-
tion of the incorporation of [*Hlinositol into the PIP fraction
yielding an EC}, value of 40+01pM and ECZ, value of
30.0+£0.1nM (Fig 2A). At the concentration of 100 nM, Ul
evoked a maximum stimulatory effect of 143 + 4% on PIP
turnover. The opposite effects of Ull on basal and forskolin-
induced cAMP production led us to hypothesize that an
exchange coupling of UT from G; to G; may modify the UT-
associated G, efficiency in a PKA-dependent manner. Addition
of H89 (10pM, 2h) in the incubation medium markedly
reduced the Ull-evoked increase of [*H]PIP formation (Fig. 2B).

3.3.  Effect of GABA4R activation on Ull-induced
stimulation of cAMP and PIP formation

A possible regulation of these UT-associated transduction
pathways by GABAR was investigated. GABA (10 pM) totally
suppressed the stimulatory effect of UII (0.1 nM-1 pM) on
cAMP formation (Fig. 3A). Similarly, the GABAsR agonist
isoguvacine (10 pM) markedly reduced Ull-evoked cAMP
formation (Fig. 3A). Somatostatin-14 (SRIF, 10 nM), which
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Fig. 1 - Effect of UIl on ¢cAMP formation in cultured rat
cortical astrocytes. (A) Cells were incubated for 20 min
with graded concentrations of UII (1 pM to 1 pM) in the
absence (O) or presence (@) of the adenylyl cyclase
inhibitor SQ 22,536 (0.1 mM). The inset represents the best
sigmoidal fit of the dose-response curve corresponding to
the stimulatory effect of UII (1 pM to 1nM). (B) After a 30-
min pre-incubation with forskolin (Fsk, 10 uM), cells were
incubated for 20 min with graded concentrations of UII
(10 pM, 0.1 nM, 10 nM and 1 pM). (C) Cells were incubated
for 20 min with graded concentrations of UII (1 pM to 1 uM)
in the presence of H89 (10 uM). The results are expressed
as percentages of the corresponding control values in the
absence of UIl. Data are mean + S.E.M. of 2-5 independent
experiments performed in triplicate. ns, not statistically
significant; *P < 0.05, "P < 0.01, **'P < 0.001 compared to
the control value; *P < 0.05, **P < 0.01 compared to the
respective value in the presence of forskolin (Mann-
Whitney test).
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Fig. 2 - Effect of UII on polyphosphoinositide turnover in ©
cultured rat cortical astrocytes. (A) Cells were incubated 200 - -
with [PH]-inositol for 2 h in the presence of graded 5 180 4 = L,aﬁ::
concentrations of Ull (1 pM to 1 pM). (B) Cells were = ?150_ - .
incubated with [*H]-inositol for 2 h in the absence or § T 140
. =]
presence of graded concentrations of UII (1 pM, 0.1 nM, g S120 il
10nM and 1 pM) without or with the PKA inhibitor H89 r: .‘; 100 - E‘-‘ﬂ Ul + isoguvacine
(10 pM). The results are expressed as percentages of the == 80 o L
corresponding control values in the absence of UlI (A, B) or 3 60 -
H89 (B). Data are mean + S.E.M. of 34 independent 40 f

experiments performed in triplicate. ns, not statistically
significant; *P < 0.05, *'P < 0.01, *'P < 0.001 compared to
the control value; *P < 0.05, ***P < 0.001 compared to the
respective value in the absence of H89 (Mann-Whitney
test).

exhibits sequence similarities with Ull and displaces [**1JUll
at micromelar concentrations [6], significantly attenuated by
30.8% and 45.6% basal and forskolin-induced stimulation of
cAMP formation, respectively (Fig. 3B). Concomitant admin-
istration of SRIF and isoguvacine (10 pM) affected neither basal
nor SRIF-evoked inhibition of cAMP synthesis (Fig. 3B). A dose-
response curve revealed that the maximum effect of iso-
guvacine on cAMP formation was observed at a concentration
of UIl of 10 pM (Fig. 3C). In addition, isoguvacine significantly
increased the 1Cg, value of the Ull dose-response curve from
5.3+ 0.2 pM to 18 + 9 pM (Fig. 3C, inset).

The possible involvement of GABAR activation in the UT/
Gq-associated transduction pathway was then assessed. GABA
and isoguvacine (10 pM each) significantly attenuated the Ull
(0.1 1M, 10nM and 1 pM)-induced [*H]inositol incorporation
intoPIPs by 45%, 40.9% and 37.5% for GABA and 90.5%, 37% and
53% for isoguvacine (Fig. 4A). A dose-response curve showed
that isoguvacine, at concentrations of 10 pM and 0.1 mM,
significantly inhibited UIl (10 nM}-induced PIP metabolism
(Fig. 4B).
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Fig. 3 - Effect of GABA4R agonists on Ull-induced cAMP
formation in cultured rat cortical astrocytes. (A) Cells were
incubated for 20 min with graded concentrations of UII
(0.1 nM, 10 nM and 1 pM) in the absence or presence of
GABA (10 pM) or isoguvacine (10 pM). (B) Cells were
incubated for 20 min with SRIF (10 nM), in the absence or
presence of forskolin (Fsk, 10 pM, 30 min) and forskolin-
treated cells were exposed to isoguvacine (10 pM) without
and with SRIF (10 nM). (C) Cells were incubated for 20 min
with graded concentrations of UII (1 pM to 1 pM) in the
absence () or presence (@) of isoguvacine (10 pM). The
inset represents the best sigmoidal fit of the dose-
response curve corresponding to the stimulatory effect of
UII (1 pM to 1 nM) on cAMP formation in the absence () or
presence (@) of isoguvacine (10 uM). The results are
expressed as percentages of the corresponding control
values in the absence of Ull (A, C) or SRIF (B). Data are
mean + 5.E.M. of 2-11 independent experiments
performed in triplicate. ns, not statistically significant;

‘P <0.05, P < 0.01, **'P < 0.001 compared to control value;
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared to the respective
value in the absence of SRIF or GABA4R agonists (Mann-
Whitney test).
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Fig. 4 - Effect of GABA4R agonists on Ull-induced
stimulation of polyphosphoinositide turnover in cultured
rat cortical astrocytes. (A) Cells were incubated with [*H]-
inositol for 2 h in the absence or presence of graded
concentrations of UlI (0.1 nM, 10nM and 1 pM), without or
with GABA (10 pM) or isoguvacine (10 pM). The results are
expressed as percentages of the corresponding control
values in the absence of Ull or GABA4R agonists. (B) Cells
were incubated with [*H]-inositol for 2 h in the absence or
presence of UII (10 nM), without or with isoguvacine

(10 nM to 0.1 mM). The results are expressed as
percentages of the corresponding control values in the
absence of Ull. Data are mean =+ 5.E.M. of 2-19
independent experiments performed in triplicate. ns, not
statistically significant; **P <0.001 compared to control
value; *P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared to the
respective value in the absence of GABA4R agonists
(Mann-Whitney test).

4, Discussion

The UII/URP receptor, UT, is coupled to PLC through a Ggy
protein: activation of UT provokes an increase in PIP turnover
and a subsequent rise of intracellular calcium concentration
[15]). It has been recently shown that, in addition, UT is also
capable of activating the PKA pathway in spinal cord neurons
[17]) and ofreducing forskolin-induced cAMP formationin UT-
transfected cells [45]. In the present study, we have
investigated the effect of GABAAR activation on the intracel-
lular signaling cascades recruited by UT in rat cortical
astrocytes. We show that, at low concentrations, Ul
stimulates both the G/AC/cAMP and Gg/PLC/IP; pathways.
At higher UIl concentrations, UT couples preferentially to a
Gy AC system in addition to the G4/PLC cascade. Activation of
the GABA 4R profoundly alters the UT coupling in rat cortical
astrocytes.

AC antagonist SQ 22,536, indicating that UT is indeed
positively coupled to AC. However, at higher concentrations
(>10 nM), the stimulatory effect of UII gradually declined. This
observation suggested that cAMP accumulation and PKA
activation may induce homologous desensitization of the
cAMP response to UlL ie. a shift of the coupling of UT from G,
to Gi. In support of this hypothesis, we found that (i) Ul
inhibited forskolin-evoked cAMP formation and (ii) the PKA
inhibitor H89 prevented the attenuation of the cAMP response
to high concentrations of Ull These data indicate that UT is
coupled to a G/AC transduction pathway whose activation
causes an exchange towards coupling to a G/AC cascade
through a PKA-dependent mechanism. A similar observation
has been recently reported in UT-transfected CHO cells in
which Ull inhibits forskolin-evoked cAMP formation [45].

Dual coupling of other GPCRs, such as Bs-adrenergic and
serotoninergic receptors, to G. and G has already been
reported in cardiac myocytes [25,48]. Specific Ser/Thr clusters
in the C-terminal tails of these receptors may serve as the
primary site for agonist-induced receptor phosphorylation
[39]. Lawler et al. have demonstrated that PKA phosphoryla-
tion of the Ser’™ residue of the G.-associated prostacyclin
receptor, favors its coupling to Gey, leading to inhibition of AC
[28]. Analysis of the primary sequence of rat UT revealed the
presence of a critical PKA-dependent phosphorylation site at
Ser*™ inthe C-terminal domain of the receptor, which is likely
involved in the G, to G; exchange coupling in astrocytes.

There is now increasing evidence that activation of varicus
GPCR can simultaneously recruit AC and PLC. For instance, M4
muscarinic, somatostatin and opioid receptors that are nega-
tively coupled to AC, are also positively coupled to PLC [36,37).
The present study has demonstrated that UT, expressed in
astrocytes,is associated tothe AC/PKAas wellas tothe PLC/PKC
pathways. The stimulating dose-response curve of Ull on PIP
exhibits a biphasic profile, with a second component around
30nM. The rebound stimulation of PIP turnover detected in the
second phase of the curve, occurs precisely at UIl concentra-
tions responsible for the gradual fading of cAMP formation.
Moreover, we observed that the PKA inhibitor H89 markedly
reduced the stimulatory effect of Ull on PIP metabolism. Thus,
the ability of Ull to stimulate PLC activity can beaccounted for at
least in part to the PKA-dependent G, to G; exchange coupling of
UT. It can be hypothesized that high level of receptor activation
leads to a potentiation of the PLC activity via a mechanism
involving a PKA-dependent phosphorylation of UT. In support
of this hypothesis, ithas been recently shown that a deletion of
up to S0residues containing many potential phospho-acceptor
receptor sites in the cytoplasmic domain of UT, reduces the
ability of UIl to stimulate 1Py formation [43]. We thus propose
that the UT/G4/G; system induces cAMP accumnulation and PKA
activation which in tum enhances receptor affinity towards G;
protein, and amplifies UT coupling to the G,/PLC transduction
cascade.

Receptor cross-talk and oligomerization have been shown
to modify several aspects of receptor function including ligand
binding and G protein coupling [2]. The biphasic displacement
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Fig. 5 - Proposed model depicting the possible mechanism by which GABA4R activation may modulate the coupling of UT to
its signaling pathways in rat cortical astrocytes. At low concentrations, Ull, acting through UT, activates both the G./AC/
cAMP/PKA and Go/PLC/PIP signaling pathways. Activation of PKA provokes a decreased affinity for G, and an increased
affinity for G; proteins. Thus, at high concentrations, UlI still stimulates PIP turnover but inhibits cAMP formation so that
activation of GABA 4R attenuates Ull-induced cAMP formation and PIP turnover.

curve observed with Ull on cultured astrocytes [6] may thus be
ascribed to different functional states of UT regulated by its
possible interaction with other membrane receptors. The
present data revealed that, in cultured rat astrocytes, GABA
and the specific GABA4R agonist isoguvacine strongly reduced
the stimulation of cAMP formation evoked by UIl, without
affecting basal cAMP level. The dose-response curve of Ull on
cAMP contents performed in the presence of isoguvacine,
showed that GABA,R activation markedly lowered the affinity
and efficacy of UT coupling to AC. Besides UT, astroglial cells
also express several variants of somatostatin receptors,
including sstl, sst2 and sst4 [16,34] which exhibit a high
degree of sequence identity with UT [33]. In fact, a recent study
has shown that UIl and URP can activate the somatostatin
receptors sst? and sst5 [32]. However, we found that
isoguvacine did not modify the ability of somatostatin to
depress forskolin-induced cAMP formation in rat astrocytes,
indicating that GABA,R activation specifically affects UT but
not somatostatin receptor coupling to AC. Similarly to what
was observed on Ull-evoked cAMP synthesis, GABA and the
CABAuR agonist isoguvacine also reduced the Ull-mediated
increase in PIP turnover. The maximum inhibition was
detected at UIl concentrations in the pM range which induce
stimulation of cAMP formation. Thus, GABA.R exerts its
negative control specifically on the UT/G4/G: system, reduces
the PKA-dependent G; to G; UT exchange coupling and, as a
consequence, inhibits the rebound stimulation of PIP meta-
bolism. These observations suggest that efficient coupling of
UT to G proteins is regulated either through a direct cross-talk
with GABA4R, or through a more distant mechanism involving
CABAaR-associated chloride efflux responsible for caleium
entry via voltage-activated calcium channels. Consistent with
this latter hypothesis, it has been previously shown that
activation of GABAAR causes opening of voltage-dependent
calcium channels in hippocampal astrocytes [19] and that
calcium entry may negatively regulate AC types V or VI activity
and cAMP formation [9,10].
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In conclusion, the present study has shown that, in
cultured rat astrocytes, Ull binding causes positive coupling
of UT to both the G4/PLC and G/AC pathways. PKA stimulation
provokes a switch of UT coupling from G: to G; and a
potentiation of UT coupling to G,. Activation of the GABAAR
negatively regulates the UT/G; and UT/Gq couplings (Fig. 5).
These data provide the first evidence that UT function can be
regulated by a ligand-gated ion channel receptor.
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Article I1 :

Tight promiscuity between the GABA, receptor and
the G protein-coupled receptor for urotensin I1
induces long-term inhibition of the GABAergic

activity. Relevance for astrocyte plasticity

Thomas Lefebvre, Laurence Desrues, Céline Lecointre, Mickaél Diallo,
Christophe Dubessy, Jérome Leprince, Vincent Compere, Pierrick
Gandolfo, Marie-Christine Tonon and Héléne Castel

J. Cell. Biol. (Soumis)

Dans cette étude, nous avons démontré que I’UT et le récepteur GABA, sont co-
exprimés dans les cellules de Purkinje et les prolongements astrocytaires du cervelet de Rat,
ainsi que dans les astrocytes en co-culture avec des neurones en grain. Dans ce modele de co-
culture, I’UII inhibe la fonction GABAergique, spécifiquement et avec une tres haute affinité,
dans les astrocytes. Sur des cellules CHO exprimant I’UT humain et différentes combinaisons
en sous-unités du récepteur GABAA humain, I’UII inhibe 1’amplitude du courant chlore dés
105 M (Bsy2 = a2PBsy2 = aafiy2 > a2PBsyr > aafiy1) et est d’autant plus puissant que la sous-
unité y est associé¢e au complexe GABAergique (02f372 = 02172 >> azf3 = af). Leffet de
I’UIl, caractéris¢é par une inhibition rapide, suivie d’une diminution progressive de
I’amplitude du courant au cours du ringage, n’est pas relayé par les protéines G associées a
I’UT. En revanche, I’inhibition observée a long-terme dépend partiellement du calcium, des
kinases/phosphatases intracellulaires, et met en jeu la dynamine, une protéine classiquement
impliquée dans le processus d’internalisation du récepteur GABA . Nous confirmons en effet
sur des CHO exprimant I’UT et les sous-unités a,Bs3" "y, que I'UII provoque ’internalisation
du récepteur GABAA. Enfin, I'utilisation de mutants de I’UT ou du peptidomimétique
correspondant au domaine Cim de I’UT, indique que I’interaction fonctionnelle avec le
récepteur GABA4 est relayée par le fragment le plus distal de I’'UT.

Ces résultats démontrent que 1’activation de I’UT, dans les CHO et les astrocytes, inhibe
rapidement la fonction GABAergique, et provoque ’extinction du récepteur GABA, a la
membrane plasmique via son internalisation. Les effets rapides de 1I’UII, partiellement
indépendants des voies de signalisation classiquement associées aux RCPG, et conduisant a
I’internalisation prolongée et majeure du canal chlore, suggérent I’existence d’un couplage
"direct" entre I’UT et le récepteur GABA4. De fait, la perte du role répresseur du récepteur
GABA, engendrée par le peptide vasoactif UIl pourrait jouer un rdle majeur dans la
prolifération astrocytaire au cours de 1ésions cérébrales.
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the urotensin Il G protein-coupled receptor induces
long-term inhibition of the GABAergic activity.
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carboxylate, FBS, fetal bovine serum; EGTA, ethylene glycol bis(2-aminoethylether)-N,N'-
tetraacetic acid; BAPTA, (1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid; DIP,
dynamin inhibitory peptide; HA, hemaglutinin; AC, adenylyl cyclase; [Ca*"]., cytosolic
calcium concentration; GABAAR, gamma-aminobutyric acid type A receptor; GFAP, glial
fibrillary acidic protein; GPCR, G protein-coupled receptor; HEPES, N-2-
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Abstract

GABA, receptor (GABAAR) expression levels are correlated with the proliferation rate of
astrocytes after stroke or during malignancy of astrocytoma, leading to the non resolved
hypothesis that GABAAR expression/activation may work as a cell proliferation repressor. A
number of vasoactive peptides exhibit the potential to modulate astrocyte proliferation, and
the question whether these mechanisms may imply alterations in GABAsR-mediated
functions, and/or plasma membrane densities is open. The vasoactive peptide urotensin II
(UID) activates a G protein-coupled receptor named UT, and mediates potent vasoconstricting
actions in mammals. We have previously demonstrated that UT/G¢/IP; coupling in astrocytes
is regulated by the GABAAR. We found that UT and GABAAR are co-expressed in cerebellar
glial cells, and that UII inhibited the GABAergic activity in cultured astrocytes. In CHO co-
expressing human UT and GABAAR subunits, UIl markedly depressed the GABA current
(B3y2 > a2PB3y2 > a2B1y2). This effect characterized by a fast short-term inhibition followed
by drastic and irreversible run-down, is not relayed by G proteins. The run-down partially
involves Ca®" and phosphorylation processes, is mediated by dynamin, and results from
GABAAR internalization. Thus, activation of the vasoactive G protein-coupled receptor UT
triggers functional inhibition and endocytosis of GABAAR in CHO and astrocytes, via its
receptor C-terminus. This Ull-induced disappearance of the repressor activity of GABA4R,

may play a key role in the initiation of astrogliosis.

Running title: urotensin II-induced GABA AR long-term inhibition
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Introduction

Integrated brain function and dysfunction arise from the complex interactions between a
network of multiple cell types including neurons, astrocytes and the microvascular endothelial
cells comprising the cerebral vasculature (Ohab et al., 2006; Takano et al., 2006; Lo and
Rosenberg, 2009). This micro-environment is a dynamic structure referred as neurovascular
unit (NVU) where polarized astrocytes have a pivotal role, rapidly transducing synaptic
information within the NVU via their endfeet processes to brain capillaries (Lo and
Rosenberg; Abbot et al., 2006). The hemodynamic neurovascular coupling involves specific
targets within the neural-glial-endothelial complex (Pelligrino, 2006; Metea and Newman,
2007); in particular metabotropic receptors expressed by astrocytes that can classically couple
to the second messenger system IP3/Ca”" (Salm and McCarthy, 1992; Magistretty et al., 1993;
Verkhratsky and Steinhdusern, 2000; Wang and Bordey, 2008). The important action of
astrocytes in the control of brain microvasculature raises also the possibility that astrocyte
dysfunction would be involved in the misregulation of the NVU in brain pathologies
(Tadecola, 1998; Niwa et al., 2000; Iadecola, 2004). In these conditions, astroglial reactivity is
characterized by proliferation, hypertrophy, process extension, increased synthesis of
intermediate filaments, including glial fibrillary acid protein GFAP and vimentin, as well as
production of many bioactive molecules (Eddleston and Mucke, 1993; Silver and Muller,
2004; Seifert et al., 2006). The possibility that density of receptors expressed at the astrocytic
plasma membrane level, might be an additional component governing the NVU.

Several important studies have shown that, like many receptors, the GABA4 receptor
(GABAR) is sensitive to brain pathologies. These receptors are believe to be pentameric
heterooligomers mainly constructed from a range of homologous subunit types .6, B1-3, ¥i-3,
0 and ¢ (Seighart, 2006; Nutt and Sthal, 2009; D’Hulst et al., 2009). Expression of a and 3
receptor subunits produces functional GABAa-gated channels, and their co-expression with
the y, and y3 subunit is essential for benzodiazepine sensitivity (D’Hulst et al., 2009). There is
increasing evidence that GABAAR may be involved in differentiation and proliferation during
development and in lesioned adult brain. In particular, GABAAR activation inhibits the
proliferative effects of basic-fibroblast growth factors on cortical progenitors, leading to an
increased number of differentiated neurons (Antonopoulos et al., 1997). In pathological
conditions, significant decrease of benzodiazepine sites associated to the GABAAR have been
demonstrated in patients with ischemic cerebrovascular (Dong et al., 1997, Moriwaki et al.,

1998 ; Muller et al., 2002), Parkinson's (Kawabata et al., 1996), and Alzheimer's (Mizukami
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et al., 1998a; Mizukami et al., 1998b; Ohyama et al., 1999; Rissman et al., 2003) diseases. In
in vivo models, GABAergic binding sites have been shown to decrease within various brain
regions other several days following different ischemia models (Mileson et al., 1992; Schiene
et al., 1996). It was also observed a reduced chloride conductance (Verheul et al., 1993), a
decrease in receptor mediated inhibitory post-synaptic potentials (Luhman et al., 1995) and a
marked down-regulation of the GABAAR expression at the cell surface along with a fast time
course (Li et al., 1993; Schwartz-Bloom and Sah, 2001; Tateishi et al., 2006). These findings
suggest that a deficit in GABA neurotransmission cannot be due to loss of neuron-expressing
GABAAR, and contributes to the development of neuronal degeneration following cerebral
lesion (Li et al., 1993 and Schwartz-Bloom and Sah, 2001).

The GABAAR is expressed at high levels not only in neurons but also in astrocytes of the
mature rodent brain (Bureau et al., 1995). Although previous studies have demonstrated
negligible expressions of GABAR in cultured astrocytes (Hansen et al., 1991; Hosli et al.,
1990; Hosli and Hosli, 1990), electrophysiological, immunohistochemical, and biochemical
investigations have led to evidence for astrocyte expression of GABAAR in culture (von
Blankenfeld et al., 1991), brain slices (MacVicar et al., 1989), acutely isolated hippocampal
slices (Fraser et al., 1995), and membrane fractions of the mature rodent brain (Bureau et al.,
1995) and also in vivo (Tateishi et al., 2006). Thus, these discrepancies suggested that
expression and/or responses mediated by the GABAAR can be influenced by the maturation,
differentiation, or activation of astrocytes (Hosli et al., 1997). In reactive and malignant
astrocytes, mRNA levels of GABAAR have been shown to remain constant before diminution
of functional GABAAR (Tyndal et al., 1994; Tateishi et al., 2006). Thus, the disappearance of
GABAAR expression is correlated with higher glial proliferation rate after stroke or during
malignancy of astrocytoma (Labrakakis et al., 1998; Tateishi et al., 2006), leading to the non
resolved hypothesis that GABAAR expression/activation works as a repressor of cell
proliferation.

Investigations on alterations in GABAsR-mediated functions, receptor densities or
modulation in astrocytes, remain unchallenged. It has been demonstrated that simultaneous
activation of different postsynaptic receptors by the co-application of specific
neurotransmitters induces cross-modulation of their activation properties and receptor
insertion/deletion form the post-synaptic membrane. Negative cross-talk has been
demonstrated between P2X and nicotinic acethylcholine receptors (Li et al., 2003), dopamine
and adenosine receptors, GABAsR and dopamine D5 (Liu et al., 2000) or P2X receptors as
well as between dopamine D1 and NMDA receptors (Lee et al., 2002). Moreover, cultured
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astrocytes expressed functional receptors for a high proportion of the mediators acting as
neurotransmitters and vasoactive peptides (Hansson and Ronnbéck, 2004, Kis et al., 2003). As
many of them are released by endothelium and astrocytes, there is a potential for complex
signalling between cells in the NVU, involving receptor cross-talks.

Urotensin II (UII) and its paralog urotensin II-related peptide URP, are highly efficient
vasoactive peptides of eleven and eighteen residues respectively, that share a fully conserved
C-terminal cyclic CFWKYC core corresponding to the pharmacophore of the peptides
(Labarrere et al., 2003, Sugo et al., 2003; Leprince et al., 2008). The biological action of UII
and URP are mediated through activation of a common class A G protein-coupled receptor
(GPCR) receptor originally called GPR14 and now renamed UT. It is now clearly established
that activation of native UII receptors or UT-transfected cell lines is associated with an
increase in polyphosphoinositide (PIP) turn-over causing an increase in cytosolic calcium
concentration ([Ca2+]c) (Liu et al., 1999; Elshourbagy et al., 2002; Ziltener et al., 2002). A
number of evidence revealed that UIl plays a crucial role in the physiology and
pathophysiology of the cardiovascular system (Douglas et al., 2004). In the brain, UIl mRNA
is particularly abundant in motoneurons of the medulla oblongata and spinal cord (Coulouarn
et al.,, 1998, 1999) while UT mRNA is widely expressed in various regions of the central
nervous system (CNS) including the olfactory system, hippocampus, amygdala,
hypothalamus, or cerebellum (Sugo et al., 2003). However, immunohistochemical studies
revealed that UT is expressed in astroglial processes in vivo (Lin et al., 2003) and in cultured
rat cortical astrocytes (Castel et al., 2006). In astrocytes, we have previously demonstrated
that UII activates a PLC/PIPs/Ca’" transduction pathway, via both Gq and Gy, proteins (Castel
et al., 2006; Jarry et al., in press), and stimulates cell proliferation. Moreover, a functional
interaction between GABAAR and UT suggested a cross-talk between these two receptors,
involved in astrocyte activity (Desrues et al., 2008).

Here, we demonstrate that activation of the vasoactive UT receptor induces a long-term
inhibition of the GABAjR-mediating chloride currents, a process potentially relevant in
astrocyte proliferation. We show the co-expression of UT and the y; and y, subunit in glial
processes and also Purkinje neurons in rat cerebellum. Electrophysiological recordings further
demonstrated that UII induced a very high efficient long-lasting inhibition of the GABAAR
activity in astrocytes, not in neurons, in a co-culture model. When co-expression of the two
receptors is reconstituted in CHO cells, we show that Ull-induced regulation of the GABAAR
function requires at least By subunit complexes, and provokes accentuated desensitization of

GABAAR chloride current. The UII effect is characterized by G protein-independent fast
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short-term and delayed irreversible run-down of the GABAAR current. Our results show that
the run-down is partially blocked in the presence of various kinase and phosphatase inhibitors,
and was totally abolished after inhibition of dynamin, a protein known to be involved in the
internalization of the GABAaR. The long-term Ull-induced inhibition requires the most distal
part of the C-terminus portion of UT, and may involve the second intracellular loop of the
GABAAR subunits. Thus, we confirm that activation of UT lead to a down regulation of the
GABAergic activity attributable to GABAAR internalization, a mechanism likely relevant for

astrocyte proliferation.
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Results

GABAAR and Ul I receptor functional coupling in rat cerebellar astrocytes

In order to gain insight into correlation between GABAAR expression and the reactive state of
astrocytes, post-natal (P7) purified astrocytes were cultured after one passage in mono-culture
and in co-culture with cerebellar granule cells at 1, 3 and 6 day-in-vitro (DIV). Two
morphological phenotypes for astrocytes were detected, small cell body and many thin
processes or flat and polygonal, this second one being observed at 6 DIV, when astrocytes
have proliferated until confluence in the absence of neurons. However, from 3 to 6 DIV, a
number of astrocytes co-cultured with neurons retained a stellate phenotype and exhibit a less
dense glial network (data not shown). We and others have previously demonstrated that
astrocytes express in vitro and in vivo mRNA and/or protein for the UII receptor named UT
(Lin et al., 2003; Castel et al., 2006). In 5-6 DIV co-culture, expression of UT was further
investigated in astrocytes co-cultured with cerebellar granule neurons by double
immunolabeling with the antibodies directed against rat UT, the astrocyte marker GFAP
and/or the specific marker of mature neurons NeuN. As shown in Fig.1Aa and b, UT is
extensively expressed in astroglial pocesses, but also in the sparse mature granule cells
present in the co-culture. In addition, we found that although granule cells are known to
express GABAAR subunits (Fritschy and Panzanelli, 2006), anti-y; (Fig.1Ac) and in a less
extent anti-y, (Fig. 1Ad) subunit staining are relatively faint in co-culture, some cells being
co-labeled with the antibody raised against UT. The expression patterns of y; GABAAR
subunit and UT are quite similar, and the immunoreactive cell distribution is clearly seen in
astrocytes processes. In order to investigate a potential cross-talk between GABAAR and UT
in both astrocytes and neurons, patch-clamp recordings were first carried-out on membrane
potentials and currents of astrocytes in mono-culture, and astrocytes or neurons in co-culture
(Fig. 1B and C). By using gramicidin-perforated patch-clamp configuration to avoid diffusion
of cytoplasmic factors out of the recorded cells and disturbance of intracellular CI°
concentration, we established that flat and proliferating astrocytes in mono-culture exhibited a
depolarized mean resting potentials of -46.38 £ 4.34 mV (n = 31), and failed to show
GABAergic activity (12% responding cells) (Fig. 1B). In contrast, astrocytes cultured with
cerebellar granule neurons present a stellate astrocytic morphology (Fig. 1B) and did not
reach confluence after 6 DIV, correlated with the appearance of an astrocyte population with
more negative resting membrane potentials (-56.55 = 3.37 mV (n = 78) being responsible for

a higher proportion of responding cells (48%). In co-cultured astrocytes, local perfusion of rat
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UII (#UIL, 107 M, 40 s) provoked a marked inhibition of the amplitude of the depolarization
and chloride current (voltage clamp; -60 mV) evoked by the GABAAR agonist isoguvacine
(Iso, 10 M) by 24.2 + 7.5% and 33 + 8% (n = 5), respectively (Fig. 1C). In contrast, #UII did
not affect the Iso-evoked depolarization and current in cerebellar granule neurons (Fig. 1C).
In astrocytes, rUIl induced a dose-dependent inhibition of the current for concentrations
ranging from 10 to 10® M (Fig. 1D). The best fit of the normalized dose-response curve
yielded an ICs value 43.6 + 23.7% pM, with a significant decrease and maximum inhibition
detected from rUII concentrations of 10" M, and 10” M, respectively (Fig. 1D). These data
indicate that in astrocytes, unlike in neurons, rUII efficiently and markedly down regulated
the GABAergic activity when UT and y subunits of the GABAAR are co-expressed.

To further confirm whether UT and the GABAAR might be co-expressed in situ,
particularly in astroglial cells, we investigated the topographic cellular and subcellular
distribution of UT at postnatal day 7 (P7) in cerebellar slices, when the maturation of
synapses is just taking place. We show by confocal microscopy that UT protein
immnoreactivity was specifically distributed in particular zones of the cerebellar cortex, in the
Purkinje cell layer (PCL), and on fibers irradiating from the thin molecular cell layer (ML)
toward the external granule cell layer (EGL), and on isolated cells residing in the internal
granule cell layer (IGL) (Fig. 2). In particular, UT receptor staining was present on NeuN-
positive mature granule cell bodies of IGL (Fig. 2A and A’) and also in Purkinje neuronal cell
bodies and fibers of the PCL projecting into the ML (Fig. 2A), as revealed by the strong
immunofluorescence of UT in calbindin-positive Purkinje cells (Fig 2B), in the soma and
ramifications (Fig. 2B’). It is known that during development, Bergmann fibers are associated
with migrating granule cells, and that doublecortine (DCX) is a distinctive marker of granule
cells only during the period of radial descent into the deep cerebellar layers (Sotelo, 2004).
Therefore, we used the DCX immunoreactivity to observe the potential expression of UT into
the immature migrating granule neurons. The DCX immunoreactivity appeared as a diffuse
labeling in the IGL and densely in the ML enriched in radial migrating granule cells,
contiguously associated to UT-positive components but not co-localized (Fig. 2C and C’).
Moreover, UT was strongly co-localized with GFAP expressed by astrocytes of the white
matter (not shown), and on glial cells corresponding to Bergmann cells (Taft et al., 2005)
scattered among granule neurones of the IGL and fibers of the ML and EGL (Fig. 2D). At
higher magnification, the double immunofluorescence analysis revealed that Bergman cell

bodies and fibers were surrounded by yellow co-localizing signals of UT varicosities and of
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GFAP-positive filaments (Fig. 2D’). We next examine the localization of y subunits of the
GABAAR in the rat cerebellum at P7. Immunohistochemical analysis showed strong labeling
of the y; subunit in Purkinje cells, and faint staining in fibers of the ML and in granule cell
bodies of the IGL, co-localizing with UT (Fig. 2E, E’). The y, subunit immunoreactivity was
also mainly detected in Purkinje cells and fibers of the EGL (Fig. 2F, F’).

Differential inhibitory effect of AUIl on off and afy subunit-containing
GABAAR

In order to establish a direct functional link between the GABAAR and UT, and to determine
whether the modulation of the GABAergic activity by UII requires specific domains or
subunits of the GABAAR, whole-cell patch-clamp recordings were performed on stable CHO
cell lines expressing human UT, and transiently transfected with various cDNAs encoding
recombinant human GABAAR subunits. For each GABAAR subunit composition, i.e. o372,
o2PB1y2, a2B3y1, 0Piyi, 02Ps, o2Pi, Bay2 and Piya, cells were voltage-clamped at -70 mV and
typical current exhibited a slow decay during continuous agonist Iso application (Fig 3A). The
effect of graded concentrations (10°~107 M) of AUII was studied on the current evoked by
Iso (10* 5 s) on CHO-UT, co-expressing each combination of GABAAR type subunits.
Perfusion of AUIl (I min) induced inhibition of GABAAR complexes systematically
containing y; or Y, subunit (Fig. 3A). The normalized data were then fitted using a single
isotherm function (see “Material and Method sections), and the fit showed that AUII
depressed the chloride currents from GABAAR complexes auBsy2, afiy2, Bsy2 and By, with
ICso values of 49.00 £ 0.31, 20.40 £ 0.45, 79.4 + 0.95 and 366.1 £+ 0.7, respectively
(Table S1). The concentration-dependent inhibition of the current was also detected for
o2P3y1, 02P1y1 complexes but yielded rather different ICs values (Table S1). In contrast, AUII
was less effective on the B3y and afy; or totally ineffective on the a3 and o3; CHO
expressing complexes (Table S1). The efficacies and potencies of the effect of AUII on the
different GABAAR combinations are summarized in the Supplementary Table 1. In addition,
as already demonstrated (Davies et al., 1997), expression of B3 homomers in CHO exhibited
spontaneous currents resulting from opening of the chloride channel in the absence of Iso,

which were totally insensitive to #UII (data not shown).
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Specific involvement of UT in the modulation of the GABAAR

It was important to test whether the effect of AUIIL, but also of other urotensinergic
modulators, may alter the GABAAR function, in the absence of UT. Thus, cDNA encoding
human o3y, subunits of the GABAAR were transiently transfected in non UT expressing
CHO. It has been already shown that the GABAAR allosteric modulator B-carboline DMCM,
acting at the benzodiazepine receptor site, exerts an inhibition of o331y, subunit complexes
changed into a potentiation of a3y, receptors (Puia et al., 1991; Wafford et al., 1993), and
fails to affect aff complexes, lacking y subunits. Thus, DMCM (10° M) was systematically
tested to verify whether the y, subunit was associated to the GABAAR channel complex. Our
data demonstrate a mean of 22.47 = 3.21% inhibition of the current in most tested cells
(Fig. 4A). To gain further insight into the mechanism of the UT-dependent modulation the
Iso-evoked current, the effect of ZUII and its paralog URP characterized as being the other
endogenous ligand of UT (Sugo et al., 2003; Jarry et al., in press) were tested on the
amplitude of the B3y, GABAAR currents in CHO. We found that they failed to affect the
amplitude of the current during agonist ligand perfusion (1 min) and after 2-min washout
(Fig. 4A). A specific rat UT antagonist previously characterized in our laboratory (Diallo et
al., 2008), the URP analog [Orn’]-URP, and a high-affinity human and primate UT specific
antagonist, palosuran (Clozel et al., 2004; Behm et al., 2008), were also tested. Thus, as
shown in Figure 4A, [Orn’]-URP and palosuran (10° M, each) did not modulate the Iso-
evoked current in the absence of UT expression. Previous studies and our experimental
observations have clearly shown that the extent of the incorporation of y subunits into
heterologously expressed GABAAR, may vary between transfections. Thus, we analyzed the
effect of AUIl concomitantly to that of DMCM on Iso-induced currents in CHO-UT co-
expressing o372 GABAAR subunits. It appears that the chloride currents were not uniformly
inhibited by the inverse benzodiazepine agonist DMCM, the mean inhibition in responding
cells being 22.5 £+ 3.2% (n = 25), a percentage value very similar to the percent inhibition
provoked by AUII on the same cells (21.55 + 2.57%) (Fig. 2B). It can be noticed that both
effects of AUIl and DMCM were hardly reversible, the inhibition persisting after 2-min
washout (Fig. 2B). The amplitude of the AUII (10 M)-induced inhibition was plotted as a
function of the DMCM (10® M)-induced inhibition of chloride currents recorded from twenty
five CHO-UT cells expressing the o33 and y, subunits of the GABAAR. The percent of

inhibition was calculated from cells receiving a 1-min application of DMCM, and after
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10-min washout, perfused with AUII (1 min). A linear regression analysis confirmed the
significance of a correlation as represented on the scatter plot (r*= 0.8, P<0.001).

In CHO-UT co-expressing azfsy2 GABAAR subunits, #UII and URP (10® M, each)
provoked a marked current inhibition by 29.24 + 1.90% (rn = 54) and 22.9 + 3.5% (n = 12),
respectively, that persisted during washout for AUII, but completely recovered for URP
(Fig. 4C). In order to examine whether UT antagonist might counteract the Ull-induced
decrease of the GABAergic activity, [Orn’]-URP and palosuran were tested. [Orn’]-URP (10
M) significantly, but weakly inhibited the Iso-evoked current by 17.84 + 4.00%, blocked the
effect of the acute application of AUII, but failed to counteract the prolonged effect of the
peptide on the same cell (Fig. 4D). Surprisingly, the very specific primate antagonist
palosuran, mimicked the A#UII-induced inhibition of the Iso-evoked current (AUII, 29.24 +
1.90%, (n = 54); palosuran, 31.59 *+ 5.34%, (n = 7), but abolished the irreversible action of
AUIl during washout (Fig. 4E). This indicating that well characterized urotensinergic
antagonists may keep their antagonist profile versus UT, but exhibit “agonistic activity” in
regard to the GABAAR activity.

The pharmacological characterization of the UT-induced [Ca*']. increase was then
investigated. Changes in [Ca®]. evoked by urotensinergic ligands AUII, URP, [Orn’]-URP
and palosuran were measured by Ca”" fluorescence imaging in CHO-UT preloaded with the
acetomethoxyester form of Fura-2 (Fura-2 AM). Fluorescence signals were measured at 1-s
intervals during the recording session. A continuous fluorescence imaging was done on cells
stimulated for 1 min with UT agonists for a period of 33 min. When applied to the bath
solution at 10® M, AUII and URP evoked a significant and rapid increase of the amplitude of
the baseline [Ca®"]. by 322% and 341%. Surprisingly, the effect of AUII was irreversible
during 16-min washout period, and only partially recovered after 33-min (Fig. 5A) as
compared with URP whose effect totally recovered after 16-min washout (Fig. 5B). It is also
observed that [Orn’]-URP (10° M) behaved as a partial agonist, increasing the [Ca*']. by
265% but prevented the sustained effect of ZUII on the [Ca®"]., revealing the ability of this
peptide to competitively antagonize AUII binding (Fig. 5C). In contrast, palosuran (10° M)
failed to evoke a [Ca®]. rise and completely blocked the AUII-induced [Ca*"]. increase on

Ull-responding cells (Fig. 5D).
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GABAAR pharmacology and gating properties when co-expressed with UT
The ability of classic pharmacological modulators to affect the GABAAR function on the
a2P3y2 subunit complexe co-expressed with UT, was also tested. Barbiturates have been
described to modulate GABA receptor function by increasing the mean open duration time of
the chloride channels (Macdonald et al. 1989), the SR95531 is a competitive and reversible
antagonist of GABA, receptor-mediated currents, and picrotoxin has been described as an
open channel blocker selective for GABA- and glycine-gated chloride channels (Rabow et al.,
1995). Thus, we found that the specific positive allosteric GABAR modulator pentobarbital
(10° M) directly activated a chloride current, and reversibly potentiated the Iso-evoked
current by 196.28 + 12.33% (n = 8) (Fig. 1AS). In addition, SR95531 (10~ M) and picrotoxin
(10* M) induced attended current inhibition by 76.92 + 10.35% (n = 5), 76.92 + 10.35%
(n=5) and by 56.76 + 4.33% (n = 9), respectively (Fig 1AS). This indicates that
pharmacological characteristics of the GABAAR is not altered by the presence of UT. To
determine whether activation of UT might modify the conductance and selectivity of the
GABAR-channel complex, the current-voltage (I-V) relationship was studied on CHO-UT
co-expressing o372 GABAAR subunits. The voltage-dependence of the cell response to Iso
(10™* M) was investigated in the absence or presence of AUII and the amplitude of the current
was measured at different holding potentials (Fig. 1BS). Local perfusion of AUII (10" M)
decreased the slope of the I-V curve but did not significantly shift the chloride reversal
potentials (EqCI, control, 4.84 mV; AUIIL, 3.36 mV; n = 5), closed to the theoretical EqCI’
value calculated from the Nernst equation, based on the external and internal chloride
concentrations used during recording (see Material and Methods sections). It is observed that
hUII-induced inhibition of the Iso-evoked current recorded at -60 mV (26.93 + 6.35%) and
+60 mV (37.06 £ 11.25%) (n = 5) was very similar and did not significantly dependent on the
holding potential.

To clearly assess the mechanism of UT-mediating inhibitions of the chloride current, the
effect of AUII was tested on the fast component of GABAAR current desensitization. A longer
saturating concentration of Iso (10 M, 25 s) were applied in the vicinity of CHO-UT-0B3y2
co-expressing cells. In Figure 6A, the current evoked by Iso showed a slow decay during
continuous agonist ejection as observed as an apparent desensitization of around 59% in
control, and 77% under perfusion with AUII (10®* M, 1 s). Among all recording sessions, the
current decay measured from the peak current to the level reached at the end of the Iso pulse

was best fitted by a single exponential. We found that the time constant significantly

Page |174



Résultats

decreased from 12.46 £ 1.85% in control to 7.86 = 0.46% (n = 5) in the presence of AUII
(Fig. 6A). The data presented in Fig. 6B showed that activation of UT resulted in the
modulation of the recovery from desenzitization of the GABAAR current. This receptor-
channel parameter was measured by applying a long pulse duration (25 s) with a saturating
concentration of Iso (10* M) in order to approach a steady-state current, followed by
increasing time intervals between sequential agonist ejections. The peak current recorded
during 25 s in the absence of AUIl was used as a normalization control. Test pulses were
given shortly after the desensitizing pulse and when the interval between desensitizing and
test pulses increased, the peak current response to a test pulse increased. Rates of recovery
from desensitization were monitored by plotting peak current responses to test pulses
normalized to the peak current response to the desensitizing pulse, as a function of the interval
between desensitizing and test pulses (Fig. 6B). We followed the time-dependent recovery
from desensitization in the absence or presence of AUII (10® M). Recovering of 50%
receptors from this long exposure occurred with mean time constants of 16.2 s in control and
82.2 s in the presence of AUII, demonstrating that the progressive recovering of the current
amplitude is delayed in the presence of the peptide (Fig. 6B). We thus measured the
remaining inhibitory effect of AUII, when receptors have been mostly desensitized by
repetitive trains of brief Iso pulses (10'4 M, 1 s, 0.4 Hz) delivered on CHO, or CHO-UT
expressing the a,B372 GABAAR subunits. The Iso-evoked currents were initially large and
gradually diminished over the course of the experiment, stabilizing mainly after seven pulses.
It is shown that AUII did not alter the chloride current on CHO-GABAR but significantly
and rapidly depressed the current after less than 1 s perfusion on CHO-UT-GABAR. This
rapid effect was shown to develop as fast as that of DMCM, the direct allosteric modulator the
GABAAR (Fig. 6C).

Mechanisms promoting fast short-term and long-term Ul Il-induced GABAAR
current inhibition

In CHO-UT co-expressing the a,B3y, GABAAR subunits, the Iso-activated currents was
measured in standard whole-cell with GTP (10 M) and ATP (10 M) in the intrapipette
solution, during a 30 min recording period from the initial application of the GABAsR
agonist. In control conditions, the plot of the mean normalized amplitudes revealed that a
progressive decline all along the recording session (Fig. 7A). A 1-min application of AUII

(10® M) provoked a fast and significant decrease of the Iso-evoked current (23.44 + 2.47%,
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n = 10) and followed by a progressive current run-down, reaching 84.61 + 5.92% (n = 4)
inhibition after 24 min washout. Thus, UT activation almost completely vanished the
functional expression of the GABAAR at the plasma membrane (Fig. 7A). The observed
marked run-down is very surprising, since it developed during the washout period. To further
explore the mechanisms sustaining the #UII-induced long-term depression of the GABAAR,
we hypothesized that various UT-coupling to G proteins, relays [Ca®‘]. rise resulting in kinase
or phosphatase activation, likely responsible for changes in GABAAR subunits
phosphorylation state. Thus, to first verify the possible involvement of UT-associated G
proteins in the Ull-induced inhibition of the GABAAR function, the intracellular compartment
of CHO-UT cells co-expressing B3y, subunits was dialyzed with GTP-B-S (10 M), the
inactive analog of GTP. We found that G protein specific blockage did not prevent the fast
and long-term inhibition of the Iso-evoked currents induced by AUII (Fig. 7B). Moreover,
intracellular dialysis with a cocktail of kinase and phosphatase inhibitors (KIC), composed of
phosphatase inhibitors 1X (see Material and Method section), quercetin (10° M) and
staurosporine (10° M), failed to alter the fast #UII inhibitory effect but partially attenuated
(KIC, -36.07 £ 7.96%, n = 8) the run-down phenomenon (Fig. 7C). To exclude any
contribution of UT-associated Ca®" transduction pathway, the AUII-induced [Ca®"]. increase
and chloride current decrease were simultaneously recorded. Using the voltage-clamp
configuration, Fura-2 AM loaded CHO-UT-GABAAR were held at —70 mV and iterative
ejections of Iso (10 M) evoked stable peak current amplitudes. In the representative example
of the Fig 7D, bath perfusion of AUII (10® M) reduced the peak current amplitude by 24%
since only 5-s perfusion, but evoked a peak calcium increase of 117.7% only after a 10-s
delay. After the transient calcium increase, the chloride current amplitude progressively
diminished during the recording time (Fig. 7D). Consistent with this observation, intracellular
BAPTA (10 M) dialysis only reduced by 39.29 + 10.16% (n = 9) the long-term current
inhibition (Fig 7E). Together, these observations tend to show that neither G protein
neutralization, calcium transients, nor phosphorylation mechanisms play a crucial role in the
run-down of the GABAAR current provoked by UT receptor activation. A number of studies
have demonstrated that the phosphorylation state of the receptor is a key element to determine
the surface stability of the receptor at the membrane (Krishek et al., 1994; Moss et al., 1995;
Henneberger et al., 2002; Kittler and Moss, 2003; Jovanovic et al., 2004). Although there is
conflicting evidence concerning the exact mechanism of the internalization process of the

GABAAR, a clathrin- and dynamin-dependent process has been shown to be the most often
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encountered (Connolly et al., 1999; Kittler et al., 2000). To test hypothetical role of UII in the
dynamin-dependent GABAAR endocytosis, a dynamin inhibitory peptide DIP, which
competitively blocks binding of dynamin to amphiphysin (Lissin et al., 1998) has been
introduced in the intrapipette solution. As shown in Figure 7F, when cells were dialyzed with
DIP (10° M), AUII (10® M) retained its capacity to induce a fast and highly reversible
inhibition (21.93 + 3.95%, n = 9) of the Iso-evoked current, but failed to reduced the current
amplitude with time recording.

We further confirm that UT activation regulates the GABA current via increased
endocytosis, and symmetrically decreases of GABAAR expression at the plasma membrane.
In a first step, we establish the sub-cellular localization of both UT and GABAAR in cultured
CHO transiently transfected with cDNAs encoding recombinant HA-tagged UT (UT"™*) and
the ouPsy.-c-myc tagged (y."™°) GABAAR subunits. As already detected in patch-clamp
recordings of GABAergic electrical activity, less than 50% of cells were efficiently
transfected with GABAAR subunits. In non-treated cells, we observed that UT and the y;
subunit were targeted to the plasma membrane, and are co-localized in a majority of cells
(Fig. S2). In the presence of AUII (10 M) and/or Iso (10™ M), labeling corresponding to
UT" and also y,°™°, appeared re-dristributed in the cytosolic cell compartment (Fig. S2),
indicating that activation of UT or GABAAR might be sufficient to trigger internalization of
the two receptor complexes. In a second step, internalization of GABAAR was followed by
labeling the surface receptors with antibodies directed against the extracellular epitope tag HA
on the N-terminus of the B3 (B5™") co-expressed with oy, GABAR subunits and/or UT.
These cells were pre-bound with the HA antibody, and after removal of excess of antibody,
were incubated in the absence or presence of AUII (10 M), Iso (10 M), or a combination of
hUII and Iso. In the absence of ligand exposure, the immunoreactivity for the GABAAR £33
subunit exhibited a membrane localization (green) in non permeabilized cells, the proportion
of internalized receptors (in red) being absent (Fig. 8Aa). Intensity profiles highlight the
distribution of fluorescence at the plasma membrane (green) in control condition. In contrast,
treatment with AUII, Iso or both receptor agonists, drastically induced GABAAR endocytosis,
which could be seen by the increase of red punctuates in the cell soma (Fig. 8 Ab-d). The
nucleus, visualized as a decrease in fluorescence in the green curve in control condition, was
not responsible for the intracellular accumulation of GABAAR. Figure 8B showed the relative
percent of membrane fluorescence corresponding to ratio between the fluorescence level

measured at the interface between trace line and cell membrane (referred as plasma
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membrane) and the fluorescence level detected in the half of the trace line (referred as being
intracellular). Experiments were performed on CHO transiently expressing the GABAsR
asPs™y, in the absence of presence of the co-expressed UT. In non-treated CHO-UT-
GABAAR, the green intensity labeling mainly located at the plasma membrane was 87.29 +
2.14% (n = 10) as compared to cytosol. After 10 min treatment in the presence of 4UII, Iso or
both receptor agonists, the intensity labeling at the plasma membrane drastically diminished
by 40.29 £ 4.14% (n = 18), 39.31 £ 2.84% (n = 12) and 34.71 £ 3.19% (n = 5), respectively.
When the GABAAR was expressed alone, AUII failed to induce GABAAR internalization
whereas Iso or Iso combined with AUII remained constant in their ability to provoke

GABAAR removal from the plasma membrane (Fig. 8B).

UT-induced extension of the GABAergic activity requires its cytosolic C-
terminus domain

To assess whether the C-terminus fragment of UT, corresponding to the cytoplasmic C-tail of
the receptor contribute to the Ull-induced run-down of the GABAR activity, we constructed
four truncated mutants in which the last 19 (UTHA37O), 38 (UTHA351), 57 (UTHA332) or 70
(UTHA319) residues were removed (Fig. 9A). In the UTHA370, two polyproline motifs, one of
type I and the other of type II, have been removed. In contrats, in the UT"*35; mutant, a
cluster of serine residues were missing (Fig. 9A). Very similar mutants evolving from rat UT,
have already been validated for their binding capacities and cell membrane expression (Proulx
et al., 2005). In order to assess the functional properties of the truncated mutants,
microfluorimetric studies of the [Ca*']. were performed using increasing concentrations of
AUII in transiently transfected CHO with mutant cDNAs. We extracted ECsy values
significantly lowered for truncated UTHA370, UTHA351 and UTHA332 mutants compared to the
wild-type UT™M4, the efficiencies of the #UIl-induced [Ca®"]. stimulation exhibiting similar
levels (Fig. S3A and B). However, the UTHA,,4 truncated form of UT failed to evoke a
calcium response (Fig. S3A and B). Confocal images of CHO expressing either UT™*, or
truncated mutants, showed expression of all constructs, including UTHA319, at both plasma
membrane and cytosolic compartments (Fig. S3C). Together, these data indicate that all
truncated forms of UT might be trafficked to the plasma membrane, and that the majority of
them relayed normal coupling to the Gq/CazJr tranduction pathway. We thus investigate their
capacity to translate the modulation of the GABAAR current in CHO transfected with cDNAs
encoding the a3y, subunits. In CHO-GABAAR co-expressing the UTHA37O mutant, the AUII
(10® M)-induced fast short-term inhibition was totally blocked, whereas the long-term
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inhibition was delayed, and significantly altered by 10.21 + 2.03% (n = 18) (Fig. 9B). In the
presence of shorter truncated forms, AUII totally failed to alter the GABAAR activity,
suggesting that the most distal C-terminus part of UT is involved in the functional cross-talk
between GABAAR (Fig. 9B). These data were confirmed by the additional expression of the
C-terminus sequence fragment of UT (Uj319.389), @ peptidomimetic sequence motif dedicated to
act as a competitive inhibitors of putative UT C-terminus protein recognition domains (Fig.
9A). To test this potential behavior, the cDNA encoding the UT“™319.330 was co-transfected
with cDNAs for a,B3y, subunits in the CHO-UT. The peptidomimetic corresponding to the
entire fragment of the human UT, completely inhibited the fast and long-term effects of AUII
on the GABA-evoked current (Fig. 9C). To reversely investigated whether the C-terminus
part of UT interacts directly or indirectly with the GABAAR subunits, cDNAs coding
peptidomimetics corresponding to the cytosolic second intracellular loops (i2) of o (0-12), B3
(B3-12) and y2 (y2-12) GABAAR subunits were prepared (Fig. 9A). Indeed, i, of B and y subunits
of GABAAR subunits, have been shown to possess a number of consensus sites for
phosphorylation by serine/threonine and tyrosine kinases (Moss and Smart, 1996) and to
physically associate with various proteins involved in receptor trafficking, clustering or
endocytosis (Brandon et al., 2002). As depicting in Figure 9, the use of minigenes encoding
for o™ -1y, B3 -i; and y,°™° -i, subunits in CHO-UT co-transfected with cDNAs for o,
B3 and y,, did not significantly interfere with the fast inhibitory effect of UII but significantly
attenuated the long-term AUIl-induced run-down of the Iso-evoked current, by 58. 68 + 68%
(n =15); 6622 £ 5.72% (n = 4) and 35.35 + 12.32% (n = 6), respectively after 24 min
recordings (Fig. 9D). Collectively, these results indicate that the C-terminus of UT relays the
inhibition of the GABAAR function, whereas intracellular loops of a,, B3 or y, may partially

counteract the #UII-induced internalization process.

Page |179



Résultats

Page |180



Résultats

Discussion

It was suggested that GABA acts as an anti-proliferating neurotransmitter in ventricular and
subventricular zones (Haydar et al., 2000) and in cortical progenitor cells (LoTurco et al.,
1995) and that dowregulation of functional GABAAR is correlated with the proliferation rate
of reactive or malignant astrocytes (Labrakakis et al., 1998; Tateishi et al., 2006). Currently,
the question of the regulation of the GABAAR plasticity and receptor cross-modulations in
extrasynaptic glial cells, and the functional consequences were not explored. In the present
study, we found that tight promiscuity between the GABAAR and the G protein-coupled
receptor for the vasoactive peptide UII, results from a fast inhibition followed by a marked
run-down of the GABAergic activity.

There is evidence that UII is expressed in various peripheral organs including the heart
and kidney (Ames et al.,, 1999; Matsushita et al., 2001), and consistently regulates
cardiovascular and renal functions (Totsune et al., 2001; Russel, 2004). Moreover, several
studies have demonstrated that central administration of UIIl is involved in behavioral
activities, sleep-wake cycles, pressor and tachycardic responses, and in the control of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis (Gartlon et al., 2001; Matsumoto et al., 2004; Lancien et
al., 2004; do Régo et al., 2005; Huitron-Resendiz et al., 2005; Notacker et al., 2005).
Moreover, we and others have shown that UT expression may be specific to glial cells within
the brain stem hypothalamus, hyppocampus and thalamus (Lin et al., 2003) and in cultured
astrocytes from rat cortex (Castel et al., 2006), on which UII stimulates cell proliferation
(Jarry et al.,, in press). In cortical astrocytes, our finding have previously demonstrated that
UT positive couplings to G¢/PLC/PIPs and Gy/adenylyl cyclase/cAMP are negatively
regulated by GABAAR activation, suggesting the existence of a negative functional
interaction between the GABAAR and UT in cortical astrocytes.

In the present study, to gain insight into the regulation of the GABAergic activity by UT
in astrocytes, the cellular and subcellular distribution and features of the G protein-coupled
UII receptor UT, has been investigated in the cerebellum in situ, and in astrocyte-neuron co-
cultures from rat cerebellum at P7, when migration of immature granule neurons still
occurred, along immature glial processes (Liesi et al., 2003; Sotelo, 2004). Therefore,
cerebellum constitutes an excellent model to study how UT may regulate the GABAergic
activity in astrocytes and/or neurons, as the various cerebellar cell types remain immature
even at the post-natal period, and express more than fourteen GABAAR subunits relatively

abundantly (Wisden et al., 1996). At this stage, we report intense UT labeling in Purkinje cell
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bodies and ramifications as well as in glial Bergmann-GFAP positive long processes in the
ML, radially and longitudinally oriented to the EGL. In developmental cerebellum, Bergmann
fibers are associated with migrating granule cells, and it has been shown that doublecortin
(DCX)) is a distinctive marker of granule cells only during the period of radial descent into the
deep cerebellar layers (Rakic, 1971; Gleeson et al., 1999). Thus, we confirmed that UT-
immunoreactive fibers are closely associated and contiguous to components labelled by DCX,
probably granule neurons migrating from the EGL to the IGL. In co-culture of astrocytes and
granule neurones from cerebella at P7, UT is also mainly expressed in astrocytes processes, as
revealed by the very high level of co-localization with GFAP. It can be noticed in both co-
cultures and cerebellum slices, sparse UT immunopositive cells non expressing GFAP, but
stained by the antibody directed against the specific marker of mature neurons NeuN,
suggesting that UT may also be faintly express in differentiated granule neurons. These
observations are in agreement with previous studies demonstrated that in rodent brain, UT
mRNA are detected in some area such as the olfactory system, hippocampus, amygdala,
tegmental nuclei, or cerebellum (Purkinje and granule cell layer) (Gartlon et al., 2001; Jégou
et al., 2006; Sugo et al., 2003), and the distribution of UII binding sites are restricted in few
areas including the cerebellar cortex (Clark et al., 2001, Jégou et al., 2006). Thus, the
presence of UT in post-natal rat cerebellum arises at a stage when Bergmann cells specialized
in supporting the migration of granule neurons. Consequently, the UT expression in Purkinje
cells and Bergmann glia might sustain a role for signaling events needed for interaction and
migration of neurons. In the same cell processes, UT appears to be co-localized with v, and, in
a less extent, with y, subunits of the GABAAR, which corroborates previous studies
establishing the main expression of as, y; and y3 subunits in the Purkinje cell layer (Pirker et
al., 2000), since y; mRNA has also been found in Bergman glia (Laurie et al., 1992).
Moreover, Bovolin et al., (1992) confirmed by quantitative PCR, that y; subunit mRNA are
the most abundant gamma subunits detected in astrocytes from neonatal rat cerebellum.
Responses of astrocytes to GABA have already been demonstrated (Kettenmann and
Schachner, 1985; Kettenmann et al., 1987; MacVicar et al., 1989; Mudrick-Donnon et al.,
1993; Fraser et al., 1995), i.e GABA evokes depolarization of astrocytes and increase of the
the [Ca’]. (Nilsson et al., 1993; Fraser et al., 1995), accompanied by morphological
alterations (Matsutani and Yamamoto, 1997; Mong et al., 2002). However, it has been shown
that early culture period exhibited a GABA4 response which disappeared by in vitro aging

culture. This mechanism is unclear; either it is explained by the proliferation of GABAR-

Page | 182



Résultats

negative astrocytes or by the decrease in GABAAR protein in cultured astrocytes, or by both
(Hosly et al., 1997). Inhibition of astrocytic proliferation in culture where astrocytes were co-
cultured with neurons, associated with preservation of GABA response (Gasser and Hatten,
1990), allowed to suggest that proliferation and differentiation of glial cells are modulated by
the interaction with neurons. Accordingly, we investigated possible functional interaction
between the GABAAR and UT expressed in astrocytes co-cultured with granule neurons. In
these conditions, half of astrocytes are responding to the GABAAR agonist isoguvacine, a
glial cell population exhibiting a process-bearing morphology, probably attributed to cessation
of the cell cycle and differentiation (Hatten et al., 1987; Wang et al., 1994; Weinstein et al.,
1990). These astrocytes are also distinguished by a more hyperpolarized resting membrane
potential than proliferating cells, non-responding to isoguvacine. Such heterogeneity in the
resting potential may arise from the dependence on the degree of intercellular coupling
between the recorded astrocyte and the rest of the population (McKhann et al., 1997); as a
consequence, more depolarized (measured) resting potentials result from higher level of
astrocyte proliferation. The current study was designed by using gramicidin perforated-cell
patch-clamp configuration witch maintain the physiological intracellular chloride
concentration. Ejection of UII in the vicinity of cells elicited decrease of the Iso-evoked
depolarization and chloride current amplitudes, in astrocytes but not in granule cells. The UII-
induced GABAR current inhibition is a very high affinity process which slowly recovered in
the absence of the peptide (washout period). Since the granule cell layer displays a dense
expression network of o, a1, B2, B3 and O subunits (Laurie et al., 1992; Pirker et al., 2000),
led to propose that GABAAR essentially composed of o and 6 subunits (after P7), would not
represent a receptor target for UT. However, our previous study demonstrated that UT-
mediating increase in cAMP and PIPs turnover in astrocytes are markedly inhibited by GABA
and isoguvacine in cortical astrocytes (Desrues et al., 2008) whereas Ono et al. (2008) have
described a negative regulation of the UT-induced neurotransmitter release induced by
GABAAR allosteric modulators benzodizepines. In conjunction with the finding of the present
study, it can be suggested the existence of a negative cross-talk coupling between UT and
GABAAR specific of astrocytes.

The molecular basis for the observed directional decrease in GABAAR function has been
investigated in CHO co-expressing human UT and a3 and/or y GABAAR subunits. GABAsR
can be made from several different subunit families (ou;-o6, B1-B3, v1-v3, P13, O, €, T, and 0),

which come together in various combinations to form the pentameric receptor (Frolund et al.,
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2002). Most receptors are thought to contain o, 8; and the third subunit type varying, being
often the y, subunit. To assess which receptor complex is particularly affected by UT, we
tested graded concentrations of UII on different receptor complexes. Expression of unitary
subunits has produced conflicting results, but some subunits expressed alone (Blair et al.,
1988; Pritchett et al., 1988) or as binary combinations, for instance oy, or B,y2, appear to be
able to produce GABA-gated ion channels (Sigel et al., 1990; Krishek et al., 1994; Angelotti
and Macdonald, 1993). We found that UIl was very potent and less potent, at decreasing the
activity of Bisyior and ouPisyin. GABAAR subunit complexes, respectively, and failed to
modify the GABAAR current when the y subunit is not associated with binary complexes. It
thus demonstrates that UIl exhibit a very high affinity toward the inhibition of the
GABAergic activity, via a mechanism involving the y subunit. Accordingly, recombinant and
native UT receptors have been shown to exhibit very high affinity binding sites (Ames et al.
1999; Liu et al. 1999; Mori et al. 1999; Nothacker et al. 1999; Clozel et al., 2004), including
astrocytic receptors (Castel et al., 20006).

The subunit composition determines the GABA sensitivity and the pharmacological
properties of the GABAAR (Sieghart et al., 1995; Hevers and Luddens, 1998; Boileau et al.,
2002), and the time course of the GABA response refereed as desensitization and deactivation
of the chloride currents (Bianchi et al., 2001; Boileau et al., 2003; Feng and Macdonald,
2004). Consistently, the possibility that the a,3y,1 receptor subunits co-expressed with UT in
CHO, exhibit an altered pharmacological profile has been verified. It was shown that the
competitive high affinity antagonist SR95531 depresses, and the barbiturate pentobarbital
potentiates, the chloride current, two behavioral responses matching with the previously
described mechanisms in recombinant and transfected systems (Hamann et al., 1988;
Rupprecht and Holsboer, 1999; Krampfl et al., 2002; Lindquist et al. 2005). In addition, to
assess the systematic co-expression of the y subunit to aff binary complexes, we also tested
the effect of DMCM on the Iso-evoked current. Therefore, the direction of the modulation
exerted by DMCM on GABA currents is negative in cells expressing v, subunit including
neurons (Bormann and Clapham, 1985; Puia et al., 1991; Wafford et al., 1993) and positive in
yi-expressing cells as cortical astrocytes (Bormann and Kettenman, 1988; Bovolin et al.,
1992), and null when y is not present at all (Bormann and Clapham, 1985; Herb et al., 1992).
Our data indicate that DMCM was able to inhibit the GABA4R current in a majority of cells,
confirming the co-expression of y, to the recombinant channel complex in CHO-UT. In

investigating possible mechanisms that may underlie the effect of UT agonists on reduction of
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chloride current, we have found that a short application of UII, significantly affected
macroscopic desensitization of B3y, receptor currents by accelerating the current
desensitization, and markedly slowed the recovering process. These Ull-induced
desensitization characteristics can be paralleled to desensitization observed for GABAsR
exposed to highest GABA concentrations, a mechanism known to develop from the closed but
fully bound conducting state of the receptor (Dominguez-Perrot et al., 1996). Moreover, since
recovery from desensitization does not involved membrane voltage (Yoon, 1994), it is
suggested that Ull-induced desensitization is mainly due to conformational changes of the
ligand-bound GABAJR. Fast-repetitive applications of the agonist have also been tested to
induce a current decay resulting from a displacement of the EqCI" (Le Foll et al., 1998). In
these conditions, we have determined that i) UII negatively regulates the Iso-evoked current
only when UT was co-expressed and ii) UIl and DMCM provokes similar fast (within less
than 2 s) inhibition of the GABAergic activity.

Reciprocally, the pharmacological pattern of UT controlling the GABAAR activity by
using UT agonists and antagonists, has been investigated on CHO only expressing the a3y,
receptor subunits, and then on CHO-UT. Thus, UII and its paralog URP, exhibiting the same
conserved biologically active cyclic sequence of UII (Leprince et al., 2008), or the UT
antagonists [Orn’]-URP (peptide) and palosuran (derived from urea), failed to alter the
GABAergic activity in the absence of UT. However, on CHO-UT-GABA\R, UIIl and URP
provoked similar current inhibitions, except that URP triggers a reversible effect. This is in
accordance with the Ull-induced long-lasting in the one hand, and the URP-evoked transient,
on the other hand, increase in [Ca®’] in CHO-UT. The specific long-lasting phenomenon
might be attributable to the slow dissociation rate of U, as already described for rat and
human UII on UT transfected cells, skeletal muscle myoblasts and astrocytes (Clozel et al.,
2004; Douglas et al., 2004, Qi et al., 2004; Castel et al., 2006). Thus, the slow dissociation
might be specific of UIl and would likely accounts for the sustained and washout-resistant
contractile responses induced by UII on primate arteries and [Ca”"]c increase in rat cortical
astrocytes (Jarry et al., in press), and GABAR current in our recombinant system. The rapid
development in recent years of several distinct UT antagonists (Dhanak et al., 2003; Douglas
et al., 2004, Bhem et al., 2008) has led to the synthesis of [Orn’]-URP which can suppress
Ull-mediating contraction of rat aortic ring and [Ca®"] mobilization assay (Chatenet et al.,
2004; Diallo et al., 2008) and of palosuran, one such high affinity human UT (Behm et al.,
2008). Both of them induced GABAAR current inhibition, mimicking by this way the action
of UIL but counteracted the long-lasting effect of UII, suggesting that [Orn’]-URP and
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palosuran, can be considered as UT ‘“agonists” toward the GABAAR effector pathway.
Surprisingly, we demonstrated that [Orn’]-URP acts as a partial agonist and competitive
antagonist on [Ca”"]c, whereas palosuran is devoid of any effect but counteracts the UII-
evoked [Ca™'] increase, last findings supported by previous studies demonstrating that
palosuran is a specific primate UT antagonist (Behm et al., 2008).

Recordings from cerebellar astrocytes, and in CHO co-expressing UT and o, B and y
subunits of the GABAAR, showed marked inhibition of the chloride current upon activation of
UT by UII. The time course of this inhibition can be distinguished by two phases, i.e. a short-
term decrease detected immediately after and during the UIl administration, followed by a
progressive run-down of the current, leading to around 80% GABAAR current disappearance.
UT has been shown to be coupled to Gg11, Gs and G; proteins in native and recombinant
systems (Proulx et al., 2008), supporting the hypothesis that Ull-mediating current inhibition
results from kinase and/or phosphatase activation and GABAAR phosphorylation. Therefore,
the second large intracellular loop of several GABAAR subunits possesses numerous
consensus phosphorylation sites (Moss and Smart, 1996) and effective phosphorylation
mechanisms are involved in either short- or long-term regulation of inhibitory synaptic
transmission (Moss and Smart, 1996; Brandon et al., 2002; Liisher and Keller, 2004).
Consequently, GTP-B-S was first used to dialyse CHO-UT-GABA4R in order to block the
UT couplings to its cognate G proteins, and we found that the Ull-induced inhibition is not
altered, demonstrating the occurrence of UT-G protein-independent signalling pathways. To
discard the implication of calcium and different kinases and phosphatases, we simultaneously
measured the Ull-induced [Ca®']. and the amplitude of the Iso-evoked current. The time lag
between Ull-induced reduction of the GABA current and the [Ca*']c rise suggests that the
short-term effect does not require calcium, whereas we observed that the long-term run-down
is partially reversed in the presence of intracellular BAPTA. Considering that protein kinases
can modulate both GABAAR function and trafficking (Brandon et al., 2002; Liicher and
Keller, 2004), application of a large-scale inhibitors of PKA, PKC, PTK or Cam KII, and of
various phosphatases has been tested during the recording session. Again, the short-term
effect was not modified, but the long-term inhibition is only attenuated. Together, it is thus
proposed that initiation of UT and GABAAR functional interaction is independent on calcium
and classic phosphorylation mechanisms, signalling processes probably required, as a
consequence, during run-down of the chloride current. In this context, the Ca®'/calmodulin

requirement for membrane fusion in endocytic pathways (Priyor et al., 2000), as well as the
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clathrin-mediated internalization depending on kinase and phosphatase activities (Lin et al.,
1997; Naga Prasad et al., 2005), support here a role of UT in GABAAR endocytosis.

The possibility that the density of the GABAAR at the plasma membrane might be the
Ull-governing effect, has been raised by recent work revealing that many ionotropic receptors
are quite dynamically trafficked and undergo both constitutive and regulated movements
between synaptic sites and intracellular compartments. Importantly, recent efforts by a
number of groups have indicated that changes in the surface expression of the GABAAR, by
the process of insertion or internalization, can play an important role in receptor function.
(Wan et al., 1997; Nusser et al., 1998; Kneussel, 2002; Wang et al., 2003). GABAsR
internalization is primarily thought to occur via a clathrin- and dynamin-dependent
mechanism (Kittler et al., 2000; Barnes, 2001). To further investigate the role of endocytosis
and recycling in regulating the number of GABAJR at the plasma membrane, we analysed the
effect of a particular peptide (DIP) that blocks endocytosis by disrupting the interaction
between dynamin and amphiphysin, an interaction that is essential for clathrin-coated pit-
mediated endocytosis (Grabs et al., 1997; Connolly et al., 1999; Kittler et al., 2000). It is
observed that DIP does not interfere with the fast short-term inhibition but totally abolishes
the Ull-induced decrease of the GABAAR current, supporting the notion that UT regulates
GABAergic activity, at least through internalization. The involvement of the dynamin
endocytic pathway in the regulation of the GABAAR activity has been previously described
on recombinant and native preparations (Kittler et al., 2000; Kittler et al., 2005), an involved
mechanism consecutive to the activation of the dopamine Dj receptor in neurons (Chen et al.,
2006). Since i) it was suggested that clathrin-dependent endocytosis of GABAAR concerns the
[ or v, subunit (Kittler et al., 2000; Herring et al., 2003; Kittler et al., 2008), and ii) UT affects
GABAAR complexes comprising a y subunit, we tested the relative contribution of a ligand-
dependent mechanism on the regulation of the surface expression of the a3y GABAAR
subunit. The surface expression of the B3 subunit was compared either in standard control
medium, in medium supplemented with the GABAAR agonist isoguvacine, UIl or both
ligands for 30 min, before analysing. We found that exposition to UII is sufficient to reduce
the number of GABAR at the cell surface only when co-expressed with UT. As attended, the
GABAAR agonist triggered removal of around 60% of GABAaR; such endocytosis
phenomenon is not exacerbated by co-administration of UIIL. These data show that UII/UT
system provokes a marked GABAR internalization, even in the absence of agonist gating the

chloride channel, indicating that UT and GABAAR co-activations are not necessary for UII-
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induced GABAergic down regulation.

The exact mechanism by which UT provokes the fast short-term inhibition of the current
and long-term endocytosis of GABAARs remains unclear. Here we produced and expressed
truncated UT receptors in order to identify which portion and/or specific determinants are
involved in the GABAAR modulation. The deletion of up to 57 residues of the UT C-
terminus, did not affect the expression and ability of truncated mutants to stimulate the
[Ca’"].. A very similar observation has been made for rat UT truncated mutants that conserve
their binding capacity, translocation at the plasma membrane, and activation of PLC or the
extracellular signal-regulated kinase ERK signalling cascades (Proux et al., 2005). Here we
observed that when UTjs7g is co-expressed with GABAAR, the fast short-term Ull-induced
inhibition is totally blocked, and the run-down is delayed, whereas UTj3s;, UT33; and UTsp9
mutants fail to functionally interact with GABAAR. In addition, the peptidomimetic
corresponding to the entire UT C-terminus, in a same way, totally abolished the UII-
mediating effect. Together, these data support the contention that the most distal part of the
UT C-terminus relays the fast and long-term inhibitions of the GABAAR function. This distal
C-terminus (351-389) presents two polyproline motifs (Fig. 9) known to possibly interact
with SH3 domain proteins (Cao et al., 2000; Agrawal and Kishan, 2002), but not conserved
among species. The last 19 residues of the rat UT C-terminus contains motifs that are not
crucial for UT internalization (Proulx et al., 2005), the serine cluster localized at position 364-
367, displaying consensus motifs for PKC and casein kinase I important for UT endocytosis
(Proulx et al., 2005). Therefore, the question whether the sequence 370-389 of the human UT
sustains GABAAR modulation has to be elucidated. Because the modulation of GABAAR
current is completely abolished when binary o combinations were co-expressed with UT, we
hypothesized that the intracellular loop of the y, subunit may represent a direct or indirect
target sequence for UT. Thus, the used of peptidomimetics corresponding to the second loops
of o, B3 and y» GABAAR subunits, were co-expressed in CHO-UT-GABAR. In this set of
experiment, none of these peptide fragments antagonized the fast Ull-mediating effect, but
each of them, attenuated the run-down phenomenon, indicating an absence of specificity for
the ability of intracellular loops to partially counteract the Ull-induced GABAR run-down.
The mini-peptide strategy has previously been successfully used to demonstrate the direct
interaction between the GABAAR and the D5 receptor (Liu et al., 2000), however, our
surprising data may be explained either by the inability of peptidomimetics to be sufficiently

expressed, and/or to reach target sites during the trafficking process in our CHO model. An
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alternative would be to synthesize a cyclic version of each loop, as already proposed for the
third cytosolic loop of the vasopressinergic V2 receptor (Granier et al., 2004). However, it
might be also supposed that UT interacts with other sequences belonging to y subunits. In
particular, the calcium-modulating cyclophilin ligand (CAML) protein, identified as an
integral membrane protein that regulates surface expression of GABAaRs, has been shown to
interact with the M4 domain of the receptor chloride channel (Alldred et al., 2005). Together,
the functional cross-modulation between UT and GABAAR is mediated through the most
distal part of the UT C-terminus, which would directly interact with y subunits, or recruits
intermediate proteins implicated in GABAR inhibitory transactivation.

Therefore, our observations suggest a model in which UT and GABAR are closely
associated to depress the GABAergic activity (Fig. 10). In this model, when UT and o372
GABAAR subunits are co-expressed, UII efficiently activates the G protein-coupled receptor
UT, leading to a fast short-term decrease of the chloride current, independently of G proteins,
calcium, phosphorylation and endocytosis processes, and involving the last 19 amino acids of
the UT C-terminus (Fig. 10). During washout, a long-term inhibition refereed as a run-down,
develops via a dynamin-dependent internalization requiring at least in part the 351-370
sequence of UT, and a calcium- and phosphorylation-dependent endocytic mechanism. This
directional cross-talk between UT and the GABAAR leads to the extinction of the GABAAR
expression at the plasma membrane that would play a key role in the induction of astrogliosis

and cell proliferation.
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Legendes to Figures

Figure 1. Immunostaining of UT and GABA,R v subunits in rat cerebellum. (Aa and Ab)
Double immunofluorescence labeling with the antibodies directed against rat UT (green) and
against the specific astrocyte marker GFAP (in red, Aa), or the mature neuron marker NeuN
(red, Ab) in astrocyte-neurone co-culture from P7 rat cerebellum. Astrocytes, recognized by
strong GFAP staining shows UT immunoreactivity (arrowheads), whereas few weaker UT-
stained cells lack GFAP (arrows). (Ab) Note the presence of faint UT labeling on mature
granule cells (arrowheads). (Ac and Ad) Double immunofluorescence of UT (green) and of
the y; (Ac, red) or y, (Ad, red) GABAAR subunits in co-culture. Some UT immunopositive
cells expressed y; or y, subunits (arrowheads) but UT was absent from y,-positive bodies
(arrow). Overlay of the images (Merge) are shown on the bottom rows. Each panel represents
a stack from 3 confocal images at intervals of 0.1 um visualized in maximal intensity
projection mode. Scale bars, 50 um. (B) Phase contrast photomicrograph of astrocytes in
mono-, or of astrocytes and neurons in co-culture at 3 DIV. In mono-culture, flat astrocytes
are proliferating whereas the presence of neurons in co-culture favors an astrocytic stellate
phenotype and a relative quiescent state. (C) Membrane depolarization and currents evoked
by the GABAAR agonist isoguvacine (Iso) obtained in astrocytes and cerebellar granule
neurons before, during #UIl (107 M, 1 min) application and after 2-min washout. Right,
summary of the rUll-induced inhibition of the GABAergic activity. Normalized amplitudes
deduced by the mean Iso-evoked depolarization or current obtained before rUII application.
(D) Concentration-response relationship of Iso-evoked currents recorded from cerebellar
astrocytes in co-culture and corresponding curve fitted with a sigmoidal function yielding an
ECso value of 43. 6 +23.7 10™"> M. Note that #UII is efficient since 10! M, and that 10° M
rUII induced a discernable inward, but the full reduction of the Iso current was seen before
the onset of the inward current. Data are mean + SEM of 4 to 6 cells. *, P < 0.05; ** P <0.01
compared with the corresponding control Iso-evoked current. One-way ANOVA followed by
a Mann and Whitney post hoc test.

Figure 2. Co-localization of UT-immunoreactivity in Neuron and glial components with y
subunits expressing cells in the rat cerebellum. (A-D) Immunohistochemical distribution of
UT in glial processes and Purkinje cell bodies in molecular cell layer (ML), Purkinje cell

layer (PCL) and in a less extent in the internal granule cell layer (IGL) in the cerebellar cortex
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at P7, in parasagittal sections. Each panel represents a stack from 2 to 5 confocal images
visualized in maximal intensity projection mode. A, Double-fluorescence staining for UT
(green) and the specific marker of mature neurons NeuN (red) showing the presence of UT-
positive cells lacking NeuN (arrowhead) or exhibiting NeuN-positive nucleus (arrows). (A’)
high magnification photomicrograph depicting the distribution of UT (green) and NeuN (red)-
positive cells in the IGL. (B) Double-fluorescence staining for UT (green) and the specific
marker of the Purkinje cells, calbindin (red) illustrating a clear co-localisation of UT with
calbindin in Purkinje cells. (B”) high magnification photomicrograph of UT (green) labeling
prominent in calbindin-positive Purkinje cell soma and dendrites (red). (C) Double-
fluorescence staining for UT (green) and the specific marker of migrating neuroblasts
doublecortin (red) depicting a diffuse labeling in the ML contiguous along UT-positive fibers.
(C’) high magnification photomicrograph of UT (green) immunopositive fibers closely
juxtaposed to doublecortin-expressing migrating granule cells (in red). (D) Double-
fluorescence staining for UT (green) and the specific astrocyte marker GFAP (red) revealing
the expression of UT in glial fibers. (D’) high magnification photomicrograph confirming the
distribution of UT (green) in glial GFAP-positive fibers (yellow, arrowhead) in the ML. (E
and F) Immunohistochemical distribution of UT and the y subunits of GABAAR in the
cerebellar cortex at P7, in a parasagittal section. Double-immunofluorescence staining for UT
(green) and the y; (E, red) or v, (F, red) subunits of the GABAR detectable prominently in
Purkinje cells and in a few extent in glial components (arrowhead) of the ML and IGL. Nuclei
(blue) were counterstained with DAPI. Scale bars : 50 uM (A-F); 20 um (A’-F’). EGL,
external granule cell layer; ICL, internal granule cell layer; ML, molecular cell layer; PCL,

Purkinje cell layer.

Figure 3. Effect of hUII on different subunit combinations of GABAAR. (A) Typical Iso-
evoked current recordings at the holding potential of -60 mV, in the whole cell configuration,
illustrating concentration-dependent modulation of chloride current response in CHO stably
expressing the human UT (CHO-UT) and transiently transfected with ¢cDNAs encoding
o2B3y2, 02B1v2, a2PB3yi, oaPiyi, Bsyz, Piyz, a2B3, P subunits of the GABAR. Increasing
concentrations of #UII were bath perfused and Iso (10 M) was repeatedly applied for 5 s at
intervals of 90 s in the vicinity of cells expressing the different GABAAR complexes. (B)
Corresponding concentration-response curves for AUIl on o,f1y, and azB3y2, oufiy: and

o2B3y1, Pry2 and PBsyz, azP; and anPs receptor subunits. Note that when the y, subunit is
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associated to the GABAAR complex, #UII is efficient since 10™° M, excepted for By,. Data
are normalized to the control isoguvacine response immediately prior to lower AUII

concentration application. Data are mean + SEM of 3 to 23 cells.

Figure 4. Pharmacological characterization of the UT-mediated inhibition of the
GABAAR currents. (A) Whole-cell current response to the GABAAR agonist Iso recorded in
the absence or presence of the GABAR allosteric modulator DMCM, of UT agonists ZUII or
URP, and of UT antagonists [Orn’]-URP or palosuran in CHO transiently transfected with
cDNAs encoding o, B3 and v, subunits. The UT agonists, AUII and URP (10 M, each), and
antagonists, [Orn’]-URP and palosuran (10 M, each), failed to modulate current amplitudes
evoked by Iso (10* M) whereas DMCM (10° M) markedly attenuated the response,
indicating that y, subunit formed, as expected, the recombinant GABAR. Below, summary
of the AUll-induced inhibition of the GABAergic activity in CHO-GABAR. Data are
normalized to the control isoguvacine response immediately prior to first AUII application (n
= 3-18). (B) Comparison of the inhibitory effect of AUII (10" * M) and DMCM (10 M) on
CHO-UT-GABAAR as illustrated in one representative cell, and in the summarized bar graphs
(n = 25). Bottom row, plot of the correlation of AUIl-induced inhibition as function of the
DMCM-evoked decrease of the currents (n = 28). The r* indicates a significant positive
correlation between these two types of inhibitions. (C) Comparison of the inhibitory effect of
AUTI (10" ® M) and URP (10® M) on CHO-UT-GABAR shown in one representative cell,
and in the summarized bar graphs, indicating a similar acute but more reversible effect of
URP comparing with AUIl (n = 12-54). (D) Representative cell example of the effect of
[Orn’]-URP (10 M) in the absence or presence of AUII (10 M) versus the effect of AUII
alone. Right, summary of the effect of each ligand indicating that [Orn’]-URP but in a less
extent as URP, counteracting the acute effect of AUIl (n = 3-54). (E) Representative cell
example of the effect of palosuran (10 M) in the absence or presence of AUII (10 M) versus
the effect of AUII alone. Right, summary of the effect of each ligand indicating that palosuran
markedly inhibited, as #UII, the Iso-evoked current, counteracting the sustained effect of AUII
(n = 7-54). Data are mean = SEM from 9 to 54 cells. ns, non significant, *, P < 0.05; ** P <
0.01; *** P < 0.001 compared with the corresponding control Iso-evoked current. One-way

ANOVA followed by Mann and Whitney post hoc test.
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Figure 5. Role of specific UT ligands on the cytosolic calcium in CHO-UT. Continuous
recording of cytosolic calcium concentration [Ca*']. given by the ratio of Fura-2 AM
fluorescence at 340 and 380 nm (340/380 nm). (A and B) AUII (A) or URP (B) (10™ M, each)
applied for 1 min provokes a robust increase of [Ca*']., which remains stable along the
recording period for AUII (A), or recovers to the basal line level for URP (B). Note remaining
spiking cells in the case of URP. Bar graphs represent the percent increase of the [Ca’'].
during AUII (A) or URP (B) perfusion, and after 16 min and 32-min washout. (C and D)
[Orm’]-URP (10° M, C) or palosuran (10° M, D) application, before and during AUII, a
control peptide perfusion being tested (1 min) after a washout period. Short application (1
min) of [Orm’]-URP evokes a highly reversible [Ca®]. increase, and blocks the sustained
effect of AUIL. A 4 min perfusion of palosuran and a combination of palosuran and AUII, did
not stimulate the [Ca*"]. rise, whereas a consecutive AUII perfusion weakly and slowly
induces cell responses. Bar graphs represent the percent increase of the [Ca*"]. in the presence
of [Om’]-URP or palosuran, in the absence or presence of AUII and (A) or URP (B)
perfusion, and after 16 min and 32-min washout. Percent values were obtained by normalizing
signals evoked during and after treatments to the value measured before ligand application.
Data are mean + SEM from 9 to 25 cells. ns, non significant; *, P <0.05; ** P <0.01; *** P <
0.001 compared with the corresponding control Iso-evoked current. One-way ANOVA
followed by Freidman post hoc test.

Figure 6. Ull-induced fast current inhibition and GABA,R desensitization. Currents
evoked by Iso were recorded in the whole-cell configuration at the holding potential of -70
mV on CHO-UT co-expressing ozf3y2 subunits of the GABAsR. (A and B) Superimposed
Iso-evoked current traces recorded from a single cell. (A) Examples of currents recorded from
voltage-clamped membrane patches during a long desensitizing pulse (25 s) of Iso (10™ M), in
the absence (black) or presence (green) of AUII (10®* M, 1 min). Exponential fit to the
desensitizing current phases are shown overlaid on the currents. Current decay during
desensitization was best fitted with one exponential yielding time constant T of 11.31 £ 0.03 s
in control, and 8.86 £ 0.01 s in the presence of AUII. Bar graphs corresponding to the average
desensitization constant parameter t in the absence of presence of AUII, (n = 5). (B) In each
series, prolonged Iso (30 s) application eliciting current desenzitization followed by a time
course of the recovery from desensitization, in the absence (control) or presence of AUII (10

M). The recovery was monitored by a brief pulse of Iso (1 s) applied at incremental intervals

Page |208



Résultats

(5-s steps) immediately after the end of the 25-s agonist application. The graph represents the
time-course of the recovery from desensitization. The relative amplitude of the Iso-evoked
current is expressed as a fraction of the peak control current induced by the long Iso
application to the current amplitude elicited by each short pulse, and plotted against interpulse
intervals. (C) Traces of repeated short pulses of Iso (10* M, 1 s) at 10-s intervals in CHO or
CHO-UT transiently transfected with ¢cDNAs encoding a;,B3y, GABAAR subunits (CHO-
GABAAR or CHO-UT-GABAAR). When the desensitized fraction of the current is overcame,
AUIL (10®* M, 1.5 min) and/or DMCM (10° M, 1.5 min) were bath perfused on CHO-
GABAAR and/or on CHO-UT-GABAAR, respectively. Corresponding normalized current
amplitude of the above experiment. Average time course current amplitudes before, during
and after AUII- and/or DMCM-induced effects. Data are mean = SEM from 3 to 8 cells. ns,
non significant; *, P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001 compared with the corresponding
control Iso-evoked current. One-way ANOVA followed by Freidman (C) or Mann and
Whitney (D) post hoc tests.

Figure 7. Intracellular mechanisms of UT-triggered GABAAR inhibition. (A) Currents
evoked by Iso (10* M, 5 s) were recorded for a long session period in the whole-cell
configuration at the holding potential of -70 mV. Traces of Iso-evoked current amplitude
time-course on CHO-UT co-expressing o372 GABAAR subunits, in control (above row) or
during a 1-min application of #UII (10™® M, bottom row). Corresponding average time course
of the iso-evoked current, in control (filled diamond) or during and after a 1-min AUII
application (open diamond). The peptide induced a fast short-term inhibition during agonist
application, and a long-term run-down along washout period (>20 min). (B and C) Traces of
Iso (10 M)-evoked current before (1), during (2) a I-min AUII (10 M) application and after
20 min washout (3), in the absence (open circles) or presence of intracellular dialyzing non-
hydolysable analog of GDP, GDP-B-S ((B, filled circles, 10 M) or of the cocktail of kinase
and phosphatase inhibitors (C, KIC) bath perfused. In the bottom rows are represented the
corresponding average time course of the iso-evoked current, in the absence (filled circles) or
presence (open diamond) of GDP-B-S (B) or KIC (C). (D) [Ca®"]. fluorescence images of the
cultured CHO-UT-GABAR preloaded with Fura-2 AM (2 uM), and intracellularly dialyzed
with Fura-2 KCl (2 uM) as illustrated in the first image, during the patch-clamp recording
session. Representative imaging field before, during AUIL (10® M) application and during

washout, and time-course of the fluorescence ratio 340/380. Number above the curve indicate
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the corresponding fluorescent image. The bottom row shows simultaneous chloride currents
evoked by repetitive Iso (10 M, 5 s) applications, the time scale being enlarged to show that
the current inhibition occurs before the AUII-induced [Ca**]. rise. (E) Traces of Iso (10™ M)-
evoked current before (1), during (2) a 1-min AUII (10® M) application and after 20 min
washout (3), in the absence (open circles) or presence (filled circles) of an intrapipette Ca®'-
free solution (BAPTA, 10~ M). In the bottom rows are represented the corresponding average
time course of the iso-evoked current, in the absence (filled circles) or presence (open circles)
of BAPTA. After rapid Ca®" chelation, AUII-induced fast short-term inhibition during agonist
application, is followed by a plateau phase along the washout period (>20 min). (F) Traces of
Iso (10™* M)-evoked current before (1), during (2) a 1-min #UII (10" M) application and after
20 min washout (3), in the absence (open circles) or presence of intracellular dialyzing of the
dynamin inhibitory peptide (DIP, 10° M). Note that DIP totally blocks the AUII-induced
current run-down. In the bottom rows are represented the corresponding average time course
of the iso-evoked current, in the absence (filled circles) or presence (open circles) of BAPTA
(E) or DIP (F). Numbers below traces indicate the time of recording, 1 min-before (1), during
hUII (2) application and after 22-min washout (3). Data are mean + SEM from 3 to 21 cells.
ns, non significant; *, P < 0.05; ** P <0.01; *** P <0.001 compared with the corresponding
control Iso-evoked current. One-way ANOVA followed by a Mann and Whitney post hoc

test.

Figure 8. UT activation mediating GABALR internalization. (Aa-d) CHO-UT cells
transiently transfected with cDNA encoding 0c2[33HAy2 GABAAR subunits. Expressed
GABAR-B;™ were prebound (4°C, 30 min) with anti-HA antibody. Excess antibodies were
removed and cells were incubated at 37°C for 60 min. Cells were then fixed, and cell surface
receptors were detected in the absence of permeabilization with Alexa-488-conjugated
secondary antibody (green). The cells were then permeabilized with 0.05% Triton X-100 and
internalized antibody was measured using a secondary antibody conjugated with Alexa-594
(red). Significant internalization could be detected for Bs™* subunit in control (Aa) or after 60
min of AUIL 10°®* M (Ab), Iso 10* M (Ac) or AUII+Iso (Ad). Fluorescence intensity plots of
green and red fluorescence corresponding to the localization of GABAAR (B5*) at the plasma
membrane and in the cytosol, respectively, across the regions delimited by the white lines

scans. A.u., arbitrary unit; Scale bars, 25 pM. (B) Bar graphs of the fraction of fluorescence at

the plasma membrane on CHOT-UT-GABAAR (grey square) or CHO-GABAR (white
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square), in the absence or presence of AUII (10™® M), Iso (10™* M) or #UII+Iso. The percentage
of membrane fluorescence was calculated by averaging the intensity values obtained when the
line cross the plasma membrane, further normalized to the intensity value taken at the half of
the distance between these two crossing points, corresponding to the cytosolic receptor
fraction. Each bars correspond to mean + SEM percent obtained from 3 to 18 cells. ns, non
significant; *** P < 0.001; CHO -UT-GABA versus control; #, P < 0.001, CHO-GABAAsR
versus control. One-way ANOVA followed by a Mann and Whitney post hoc test.

Figure 9. Receptor sequences involved in UT regulation of the GABAR activity.

(A) Schematic diagrams mixed with sequence alignments illustrating the HA epitope-tagged
human UT, C-terminus truncated UTHA370, UTHA351, UTHA332, UTHA, mutants, and
peptidomimetics corresponding to the entire C-terminus cytosolic fragment of UT (UT ™.
389) or to the intracellular loops of the a, B3 and v, GABAAR subunits (0™ -ip, B3 -i, and
v2¢™.,. (B) Traces of Iso (10 M)-evoked current before (1), during (2) a 1-min AUII (10
M) application and after 22 min washout (3), recorded from CHO co-expressing UT™* and
the a,B3y2 GABAAR (open diamond), Ut (filled circles), UTHA, (filled diamond),
UT"3; (filled triangle) and UT™56 (filled square) Corresponding average time course of the
Iso-evoked current, in the absence (open diamond) or presence of UT truncated mutants. Note
that the most distal portion of the C-terminus relays the inhibition of the current. (C) Traces of
Iso (10™* M)-evoked current before (1), during (2) a 1-min AUIIL (10" M) application and after
22 min washout (3), recorded from CHO-UT co-expressing the axfs;y. GABAAR, in the

-myc

absence (open diamond) or presence of UT“ "™ 9359 (filled circles). Corresponding average
time course of the Iso-evoked current, in the absence (open diamond) or presence of UTHA6.
339 indicating that the UT C-terminus holds GABA4R regulating sequence interaction. (D)
Traces of Iso (10 M)-evoked current before (1), during (2) a 40-1-min AUII (10° M)
application and after 22 min washout (3), recorded from CHO-UT co-expressing the of3y2
GABAAR subunits, in the absence (open diamond) or presence of the o™i, (open

diamond), B;“™ i, (filled triangle), or y,°™°

-1, (filled circles). Corresponding average time
course of the Iso-evoked current, in the absence (open diamond) or presence the GABAAR
subunit intracellular loops. These peptidomimetics failed to counteract the fast short-term
current inhibition but attenuate the run-down phenomenon. In B and D, significance was only
annotated above the time course graph during AUII perfusion and after 18-min washout, for

clarity. Data are mean £ SEM from 3 to 13 cells. ns, non significant; *, P < 0.05; ** P <0.01;
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*¥#% P < 0.001 compared with the corresponding control Iso-evoked current. One-way

ANOVA followed by a Freidman post hoc test.

Figure 10. Schematic model depicting the mechanism of UT-mediated GABAAR down-
regulation. UII efficiently activates the G protein-coupled receptor UT, leading to a fast
short-term decrease of the chloride current, independently of G proteins, calcium,
phosphorylation and endocytosis processes, and involving the last 19 amino acids of the UT
C-terminus and y subunits of the GABAAR complex (1). During the washout period, a long-
term inhibition develops via a dynamin-dependent internalization, requiring at least in part the
351-370 sequence of UT and y subunits, and calcium- and phosphorylation-dependent
endocytic mechanisms (2). By extrapolation, it is hypothesized that directional cross-talk
between UT and GABAAR, and the extinction of the latter at the plasma membrane, relays at

least in part, transition between quiescence to reactivity in astrocytes.
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Legends to supplementary Figures

Table S1. Primer sequences and Restriction enzymes used for the different UT and

GABA 4R subunits constructions.

Table S2. ECsp and maximum inhibitory effects of hUII on different GABA,R subunit
combinations. ECsy and mean percentage inhibition of the Iso-evoked current by AUII 1072
and 107 M, corresponding to the concentration response curves of Fig. 3B, individually
determined for each cell. Data for the ECsy values are presented as the mean £ SEM of 3 to 6

cells. ND, not determined. The Pearson coefficient r* closed to 1 is used for significance.

Figure S1. Pharmacological and gating properties of hUIl-induced regulation of
GABAR. (A) Whole-cell current response to the GABAsR agonist Iso recorded in the
absence or presence of the GABAAR allosteric modulator pentobarbital, the GABAsR
antagonist SR95531 and the chloride channel blocker picrotoxin in CHO transiently
transfected with cDNAs encoding o, B3 and v, subunits. Bath perfusion of pentobarbital (10
M) provokes an opening of the chloride channel associate with the GABAR and potentiates
Iso (10™ M)-evoked current whereas SR95531 (10 M) and picrotoxin (10 M) markedly
depressed the GABAAR response. Below, summary of the AUll-induced inhibition of the
GABAergic activity in CHO-GABAAR. (B) Current traces of Iso (10* M)-evoked at
potentials varying from -80 to +60 mV by 20 mV steps, in the absence (control) or presence
of AUII (10® M). Current-Voltage (I-V) relationship of the Iso-evoked current. Chloride
concentration in the patch pipette was closed that of the extracellular solution (EqCl'= 0 mV).
Iso current amplitudes were measured at the peak and plotted against the membrane potential
to construct the graph. Data are mean = SEM from 5 to 9 cells. ns, non significant; *, P <
0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001 compared with the control Iso-evoked current. One-way

ANOVA followed by Mann and Whitney post hoc test.

Figure S2. Co-localization of UT with GABA, receptor in CHO-transfected cells.
Representative confocal microscope images of permeabilized CHO cells co-expressing UT™
(green) and the GABAAR 0i2B37:"™° (red) in the absence (control, A) or presence of UII (10
M, B), GABA (10" M, C) or UII+GABA (D). Cells were immunostained for the y,"*
GABAAR subunit (anti-HA) and for UT“™° (anti-c-myc) or the merge (yellow). Under
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control condition, UT and the GABAAR 7, subunit were mainly expressed at the plasma
membrane. In contrast, in the presence of UIl, GABA or in both instances (10 min), UT and
GABAAR are both relocated throughout the cytoplasm (white dashed arrow) and at the
plasma membrane (white plain arrow), as also seen in the merged panel (yellow). Scale bars,

25 uM.

Figure S3. Functional expression of the UT C-terminus truncated mutants. (A) CHO
transiently expressing UT™ (filled diamond), UT"*;,5 (filled square), UT"33, (open square),
UTH45, (filled triangle). UT" 55 (open circle) were loaded with Fluo-4 AM (40 min) and
exposed to graded concentrations of #UII (10™°-107 M). Dose-response curve of the mean of
maximum amplitude of [Ca®*"]. transient induced by AUII of at least 3 independent
experiments. The results are expressed as percentages of the corresponding control values in
the absence of AUII (B) Corresponding table summarizing ECsy values and percentage of
efficacies of the effect of AUII on each UT constructions. Data are mean + SEM from 3
independent experiments in duplicates. ns, non significant; *, P < 0.05; ** < 0.01; *** P <
0.001 compared with the control Iso-evoked current. One-way ANOVA followed by a Mann
and Whitney. (C) Confocal microscope images of permeabilized CHO expressing UT™ and

the different UT™™ truncated forms (green).
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Materials and Methods

Animals

Wistar rats (Depré, Saint-Doulchard, France) were kept in a temperature-controlled room
(21£1°C), under an established photoperiod (lights on 07.00-19.00 h) with free access to food
and tap water. Animal manipulations were performed according to the recommendations of

the French Ethical Committee and under the supervision of authorized investigators.

Primary Cell Culture

Astrocytes

Primary cultures of astrocytes were prepared as previously described (Gandolfo et al. 1997).
Briefly, cerebellum from 7-day-old (P7) Wistar rats were collected in DMEM/Ham-F12 (2:1,
v/v) culture medium supplemented with 2 mM glutamine, 1% insulin, 5 mM HEPES, 0.4%
D(+)-glucose and 1% of the antibiotic-antimycotic solution. The tissues were disaggregated
mechanically with a syringue equipped with a 1-mm gauge needle, and filtered through a 100-
um pore size mesh filter (Falcon, Becton Dickinson, Grenoble, France). Dissociated cells
were resuspended in culture medium supplemented with 10% heat-inactivated FBS and
seeded in 150-cm’ culture flasks (Falcon) at a density of 20 x 10° cells/flask. Cells were
incubated at 37 °C in a humidified atmosphere (5% CO;) and the medium was changed twice
a week. When cultures were confluent, the flasks were gently shaken on an orbital shaker at
250 rpm for 2 h. Dislodged cells were discarded and a second step of purification was
performed at 250 rpm for 14-16 h. Remaining adhesive cells were collected by trypsination,
centrifuged (800 rpm, 10 min) and plated in 150-cm” flasks. Suspended astrocytes were
harvested and seeded in 24-well poly-L-lysine-coated plates. The purity of the cultures was
previously assessed by counting the percentage of astrocytes immunostained with GFAP

antibodies. The enriched cultures contained >99% astrocytes (Castel et al., 2006).

Co-culture astrocytes-neurons

Granule cell cultures were prepared from cerebella of 7-day-old Wistar rats as described
previously (Lefebvre et al., 2009). Isolated cells were plated on 14-mm culture dishes coated
with poly-L-lysine (5 mM) at a density of 1.5 x 10° cells/dish and incubated at 37 °C in a
humidified atmosphere (5% CO,) for 1 to 10 days before use. Culture medium consisted of
DMEM/Ham’s F12 (75%/25%) supplemented with 10% FBS, 2 mM glutamine, 5 pg/ml

insulin, 25 mM KCI and 1% of antibiotic-antimycotic solution. Co-cultures are obtained by
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seeding granule cells (1.5 x 10° cells/ml) on cerebellar astrocytes plated in 24-well plates after
12 hours. Co-cultures are maintained in the specific medium for neuron and incubated at

37 °C in a humidified atmosphere (5% CO2) for several days.

CHO recombinant cell line and plasmid transfection

CHO-K1 cell lines were obtained from American Type Culture Collection (Manassas, VA,
USA). The human UT stable CHO (CHO-UT) was generated by CHO electroporation with
20 pg pIRES-neo2-UT DNA and 500 ug sterile sonicated salmon sperm DNA using the
EasyJect One electroporation system (Equibio, Angleur, Belgium), followed by repetitive
rounds of limiting dilution of cells in G418 (400 pg/ml) for selection (Chatenet et al., 2004).
Normal or Stable CHO were grown in Ham-F12 medium supplemented with 10% FBS, 1%
antibiotic-antimicotic solution and 2 mM glutamine, at 37°C in a humidified incubator with
an atmosphere of 5% CO,. The stable CHO-UT medium was supplemented with the antibiotic
G418 (40 pg/ml).

For transfection, cells were trypsinized (0.05%), triturated in HamF-12 containing 10%
FBS media, pelleted by centrifugation, resuspended in 100 pl solution V for nucleofection by
an Amaxa Nucleofector Device (Kdln, Germany; set to program U-016). Experiments were
performed on normal CHO-K1 cells or on the stable CHO-UT and transiently transfected with
combinations of cDNA coding GABAR subunits a;B3y2, 02fsy1, 02B1y2, a2B3y1, 02Ps, PBay2 (4
ug of cDNA total/transfection). Cells were seeded on 14-mm poly-L-lysine-coated glass
bottom insert dishes at 5 x 10° cells in a volume of 0.5 ml/dish. Cells were incubated
overnight at 37°C in a humidified incubator (5% CO,) during 16h before electrophysiological

or immunocytochemical experiments.

Receptor constructions

The stable cell line CHO-expressing human UT was obtained from Dr Dubessy (Inserm
U982, France), as described previously (Chatenet et al., 2004). For UT epitope-tagged with
HA and c-Myc, UT-HA or UT-c-myc, human UT receptor cDNA inserted into pcDNA3.1
(Ressource Center, MI, USA) was amplified and PCR products were subcloned using the
EcoRI and Xhol sites of pCMV-HA or pCMV-C-myc (BD Biosciences Clontech,
Mississauga, ON, Canada) after digestion by the same restriction enzymes (Table S1).
Mutagenesis was confirmed by automated nucleotide sequencing. Mutant UT receptor cDNAs
were constructed by oligonucleotide-directed mutagenesis (Expand High Fidelity PCR
System; Roche) using the human UT receptor cDNA inserted into pcDNA3 as a template.
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Two sets of forward and reverse oligonucleotides were used (Table S1) to introduce stop
codons at Leu370, Phe351, Gly332 and Thr319 (to generate UTs7;, UTsso, UTs3, and UTsyo,
respectively). PCR products were subcloned using the EcoRI and Xhol sites of pCMV-HA
after digestion by the same restriction enzymes.

GABA, receptor cDNA clones; oy, Bi, B3, y1 and y,. engineered into the expression
vector pCDMS (a1, Bi, y2) or pcDNA/Amp (B3, 71) were generously provided by Dr Wingrove
(Merk Sharp and Dohme, Harlow, UK). To obtained o™, B3"™° and y,1,"™° epitope-
tagged subunits, o, B3 and y,r ¢cDNA inserted were amplified and PCR products were
subcloned using the Sall and Notl sites of pCMV-C-myc (Table S1) after digestion by the
same restriction enzymes (Table S1).

Construction of the mini-peptides corresponding to the C-terminus UT (UT“™39.359),
and to o, B3 or Y21 cytoplasmic loop regions cDNA encoding fragments o, -1y, B3> -ip or
1251, were amplified by PCR. All 5” and 3 oligonucleotides incorporated Sall and Notl
sites, respectively, to facilitate subcloning into pPCMV-C-myc, and incorporated initiation and

stop codons where appropriate (Table S1).

Cell Immunofluorescence

Immunocytochemistry on co-culture

Co-cultures astrocytes-neurons on coverslips were washed three times in PBS, fixed in 4%
paraformaldehyde (PFA) at 4°C for 20 min, and washed three times in PBS. Cells were
permeabilized in PBS containing 0.1% Triton X-100 (10 min) and pre-incubated with normal
goat and/or normal donkey antiserum (1:50, Santa-Cruz, Tebu bio, Le Perray En Yvelines,
France) for 1h. Then, cells were incubated at 20°C for 1 h with a goat anti-UT (1:200), an
mouse anti-NeuN (1:200, Santa-Cruz), an rabbit anti-GFAP (1:1000, Dako, Trappes,
France),or rabbit anti-yl and y2 GABAAR subunit. (1:200, generous gift from Dr Sieghart,
Brain Research Institute, Vienna, Austria). Specificity of the UT immunolabelling on
astrocytes has already been demonstrated (Castel et al., 2006). After several rinses in PBS,
cells were incubated at 20°C for 2h with Alexa 488-conjugated donkey anti-goat diluted
1:300 and anti-Alexa 594-conjugated donkey anti rabbit IgGs.
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Receptor cell surface internalization

For double-immunofluorescence, non-permeabilized living CHO cells expressing the UT-
HA and/or the a,B3y2-c-myc GABA, receptor were washed two times in PBS, and incubated
with monoclonal mouse anti-myc and rabbit polyclonal anti-HA (1:200, Santa-cruz) for 1h on
ice in DMEM (Connolly et al., 1999). Excess antibody was removed and cells were incubated
with the different receptor agonists for 30 min at room temperature (RT). After several rinses
in PBS, cells were fixed in 4% paraformaldehyde at 4°C for 20 min, washed three times in
PBS and then incubated at RT for 2h with appropriate secondary antibodies, i.e. Alexa-488-
and 594-conjugated donkey anti-mouse IgGs diluted 1:300. After washing, coverslips were
incubated in DAPI (1/10000), washed again and mounted in Eukitt (VWR International,
Strasbourg, France).

All preparations were examined using a confocal laser-scanning microscope (Leica,
Heidelberg, Germany) equipped with a Diaplan optical system, a UV laser (excitation

wavelength 405 nm) and argon/krypton ion (excitation wavelengths 488/594 nm) laser.

Immunohistochemistry on cerebellar sections

Following decapitation, the cerebellum of 7 days old Wistar rats was extracted and immersed
in iced PBS. Cerebella of 7-day-old rats were sectioned transversely into 180 pm-thick slices
on a vibrating blade microtome (VT1000S, Leica Instruments). The slices were subsequently
washed in PBS (pH 7.4) and postfixed in a 4% PFA solution for 20 min. Thereafter, free-
floating sections were rinsed and non-specific binding was blocked by 10% normal donkey
serum, 0.1% BSA and 0,3% Triton X-100 in PBS for 1h. The tissue sections were incubated
overnight at 4°C with a goat antiserum directed against rat UT (1:200, Santa Cruz), a mouse
anti-calbindin (1:400, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), a mouse anti-GFAP
(1:1000, Dako), a mouse anti-NeuN raised in mouse (1:200, Santa-Cruz), an anti-doublecortin
raised in goat (1:400, Santa-Cruz), or an anti-y; or anti-y, GABAR subunit (1:200, Brain
Research Institute). The sections were rinsed three times with PBS and incubated for 2h at
room temperature with Alexa 488- or 594—conjugated donkey anti-rabbit, donkey anti-goat or
donkey anti-mouse (1:200, Invitrogen, Boulogne Billancourt, France). After washing, slices
were incubated with 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 1:10000, Sigma-Aldrich) for 5
min to label nuclei. Finally, the sections were rinsed in PBS, and mounted with mowiol. The
preparations were examined on a Leica SP2 upright confocal laser scanning microscope (DM

RXA-UV) equipped with Acousto-Optical Beam Splitter (AOBS) system. For confocal
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images, Alexa 488 and Alexa 594 were excited respectively at 488 and 594 nm. To study the
specificity of the UT immunoreactivity, the following controls were performed: (1)
substitution of antisera with PBS and (2) preincubation for 12 h of the UT antiserum with the
blocking peptide (10 uM) (Santa-Cruz).

Electrophysiology

The conventional whole-cell configuration of the patch-clamp technique was used to study the
GABA-gated currents in astrocytes and granule neurons, UT stably transfected CHO, CHO-
UT and CHO transiently transfected with diverse variants of UT and GABAAR subunits.
After 24h transfection, cell culture coverslips were placed in a small chamber (1.5 ml) on a
stage of a right microscope DMLFSA (Leica, Heidelberg, Germany) and superfused
continuously with the following bath solution containing (in mM): NaCl, 150; KCIl, 2.5;
HEPES, 5; CaCl,, 2; MgCl,, 1; glucose, 10 (pH 7.4 adjusted with NaOH). The patch pipettes
were fabricated from 1.5 mm (outer diameter) soft glass tubes on a two-step vertical pipette
puller (List-Medical, L/M-3P-A, Darmstadt, Germany). Patch electrodes had a final resistance
of 4-6 MQ) when filled with an internal pipette solution containing (in mM): KCl, 130; MgCl,,
2; CaCly, 0.5; EGTA, 5; HEPES, 10; ATP, 1; GTP, 0.1 (pH 7.4 adjusted with KOH). ATP and
GTP were added to the internal solution used to fill electrode just before recording. All
recordings were obtained at room temperature with cells voltage-clamped at =70 mV. The
GABA, receptor agonist isoguvacine was prepared in the extracellular solution and was
applied to cells by pneumatic pressure ejection. To prevent desenzitization, isoguvacine was
applied during 5 s at 2-min intervals. ATP, GTP, or GDPBS were administered through the
patch pipette solution. All peptide ligands, inhibitors or allosteric modulators of the GABAx
receptor function were applied via gravity through a plastic tubing positioned in the vicinity
of the cell body in order to maintain a sustained perfusion. In these conditions, drugs could
reach the cell of interest after 30 s of perfusion. [soguvacine was applied focally by pneumatic
pressure ejection from a micropipette.

All current signals were amplified from an Axopatch 200A Amplifier (Axon Instruments,
Union City, CA, USA) and filtered at 2 kHz (3 dB, four-pole, low-pass Bessel filter). Data
acquisition and analysis were performed through a digidata 1200 interface using the pClamp 8
suite programs (Axon Instruments, Union City, CA, USA) and/or the Origin 4.1 analysis
software (Microcal Software, Northampton, MA, USA).

The decrease of the chloride current (normalized current, I) was defined as (I-Iso + I-

Ull/Iso)-1 where I-Iso + UII is the current response in the presence of various concentrations
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of UIl and I-Iso is the control GABAAR current. Concentration response curves were
generated and the data were fitted by a non-linear regression analysis using Microcal Origin
Software. Dose-response curves were fitted using a nonlinear square-fitting program to the
equation: F(x)= Bmax/[1+(ECs¢/x)"], where x is the drug concentration, ECsy is the
concentration of drug eliciting a half-maximal response and n is the Hill coefficient.

All values are given as means + SEM and tests used are given in the legends to figures.

Cell calcium imaging

For cell calcium imaging, Fura-2 AM (5 mM, Molecular Probe; Fisher, Cergy-Pontoise,
France) was dissolved in 20% pluronic F-127 (w/v, DMSO) and then added to culture
medium at a final concentrations of 5 uM and 0.02%, with 2.5 mM probenecid (Sigma-
Aldrich) respectively. Cells were incubated in the dye solution for 1h at a humidified
atmosphere (37°C, 5% CO;) and then rinsed in the standard extracellular solution used for
patch-clamp experiments. For simultaneous measurements of intracellular calcium and
chloride-evoked currents in CHO, patch-clamp electrodes were filled with an internal solution
containing : KCI, 140; MgCI2, 4; fura-2, 0.25; HEPES, 10; ATP, 1; GTP, 0.1 (pH 7.4
adjusted with KOH). Fluorescence images were acquired with the right microscope DMLFSA
(Leica) equipped with a digital CCD camera Coolsnap HQ (Photometrics, Roper scientific,
Evry, France). A high-speed scanning polychromatic light source was used for alternate
excitations at wavelenghts of 340 and 380 nm. The fluorescence intensities at both
wavelenghts (F340 and F380) were mesured every 500 ms. Image acquisition and analysis
were obtained with a MetaFluor/Metamorph Imaging System (Roper scientific). The ratio
between the two images was proportional to the [Ca®]. in the cell under study. Before an
experiment, the bath ground level of fluorescence (attributable to autofluorescence and

camera noise) was determined and systematically substracted.

Calcium mobilization assay

CHO cells stably transiently transfected with the human UT-HA or their truncated forms were
plated at a density of 4 x 10" cells/well in flat clear bottom black 96-well plates. After 24 h in
culture, cells were incubated at 37 C with 40 pl of 2 uM fluo-4 AM dye containing 20%
pluronic acid for 40 min in a 5% CO, atmosphere. Cells were washed twice with modified
HBSS, and the effects of graded concentrations of UII on [Ca®’]. were measured with a

fluorometric imaging plate reader FlexStation II (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) during
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150 s with an excitation wavelength of 480 nm and an emission wavelength of 525 nm. After
18 s recording in basal conditions, 50 pl of graded concentration of UII (four-fold final
concentration) was added to the incubation medium with a built-in eight-channel pipettor to
assess activity. After subtraction of mean fluorescence background, baseline was normalized
to 100%. Fluorescence peak values were determined for each concentration of UII potency
(ICsp) and efficacy (Emax) were calculated with the Prism 4.0 software using a logistic

equation to fit peak fluorescence data and results were expressed as mean + SEM.

Chemicals

Rat UII (#UIl, pQHGTAPECFWKYCI), human UII (AUIl, ETPDCFWKYCV), URP and
[Om’JURP were synthesized by the solid phase methodology on a Pioneer PerSeptive
Biosystem peptide synthesizer (Applera France, Courtabceuf, France) using the standard
manufacturer’s procedures as previously described (Labarrére et al. 2003; Chatenet et al.
2004). All peptides were purified on a 2.2 X 25-cm Vydac C;s column (Alltech, Templemars,
France) (>98% pure) and characterized by MALDI-TOF MS on a Voyager DE-PRO mass
spectrometer (Applera France). DMEM, glutamine, HEPES and the antibiotic-antimycotic
solution were purchased from Invitrogen (Cergy-Pontoise, France). ATP, GTP, guanosine 5’-
[Bthio]triphosphate (GDP-B-S), the GABA4 receptor agonist isoguvacine, pentobarbital,
methyl 6,7-dimethoxy-4-ethyl-f-carboline-3-carboxylate (DMCM), a phosphatase inhibitor
cocktail 2 (sodium vanadate, sodium molibdate, sodium tartrate and imidazole, Quercetin,
staurosporine), picrotoxin, SR95531, Ham-F12, insulin, D(+)-glucose, Tri reagent, probenicid,
and bovine serum albumin (BSA) were obtained from Sigma. FBS was from Eurobio
(France). The goat antiserum against rat UT, the rabbit antisera against human, mouse and rat
UT, calbindin, the HA epitope tag, and the mouse antiserum against the c-myc epitope tag, the
rabbit NeuN and the rabbit GFAP antiserum were from Santa Cruz. The anti-y; and -y,
subunits of the GABAAR are generous gifts from Dr W. Sieghart (Section of Biochemical
Psychiatry, University Clinic for Psychiatry, A-1090 Vienna, Austria). Pluronic acid and
Fura-2 pentapotassium salt and Fura-2 acetoxymethyl ester (Fura-2 AM) were from
Molecular Probes (Leiden, Netherlands). The dynamin inhibitory peptide (DIP) was obtained
from Tocris Bioscience (Ellisville, MI, USA).

Page |221



Résultats

222 |Page



Résultats

Astrocyte Neuron .
O Potential
JulL el o Current
’ 3 120
Hﬂ‘ -og -‘ ns ns
‘ L X l 100 f----------ox
| 15 mV ad s | 15 mV 8 .
Iso Iso 5s “E 80 1
Ll o & o0
— — - = _— 3 40
V V |40 A | 100 pA é 20 4
_14Up _ S
2s 5s E J
Astrocytes Neurons
D Astrocytes 1007
rull (M)

103 102 10" 1010 109 10%

AP E =

13 12 11 10 9 -8 7
Log [rUll] M

Current (% of control)

Figure 1
Lefebvre et al.

223 |Page



Résultats

Calbindin

Doublecortin

Figure 2
Lefebvre et al.

Page |224



Résultats

Current (% of control)

Current (% of control)

uT GABA,R

il CHO-UT-GABA,R

hull (M) hull (M)
10-1310-12 10111010 10 108 101310-2 10-11 10 10 10

Iso |3_0

on [UTVOT o o TYTTITY e
on TTTTTTT e JUVVVVY 2

N

S

hull (M) hull (M)
10-1210-11 10-10 10-° 10 107 1021011 10-10 10 10 107

o TTVTTIT e o FIPTTTY o9

Iso

o TTTTTT e o YTV e

N

100 100 -

® a,B1, . ® By,
90 7 © 0By, £ 907 < Bava
[
80 - 8 80
G
70 e e 701 Q
60 - ‘g 60 -
50 f 5’ 50 -
40 =T T T T T T 1 40 | T T T T T 1
13 42 11 10 -9 -8 7 43 12 11 10 8 8 7
Log [hUII] (M) Log [hUII] (M)
110 7 —~ 110
m o,B,v4 I m o,f,
100 1 A aBsry € 1001 ﬁ:b@ B oy
[&]
90 %5 90 SN
80 - n < go
€
70 a 2 704
>
60 =T T T T T T 1 O 60 =T T T T T T 1
43 12 11 10 -9 -8 7 43 12 11 10 -9 8 7
Log [hUII] (M) Log [hUII] (M)
Figure 3

Lefebvre et al.

225|Page



Résultats

it e i Gy iy
il it - A Hitha PR i - - A

@ Application
DMCM DMCM = O Washout (2 min)
s -—U—— T Iso ..E 100
[ | 200 pA - S 80
—U’- T | 200 pA ug 60
huie hull 2s R 40
_/ ) _/ | 200 pA T ~Ef- T 20
25 ‘Ur v _I1nA 8 0 hull DMCM
URP Ze
|/ ‘U‘ W 3 1207
_ 1 200 pA o T 1
2s § 8 100 1
[Orn3]-URP 2% 1 2=08
—— - T IR 8] P < 0.001
U 55 ]
__| 200 pA S5 &-
2s O35 ]
Palosuran £ 40 R
| | T T 40 60 80 100 120
J U U | 200 pA hUll-induced inhibition
2s (% of control)
@ Application C CHO-UT-GABA,R @ Application
- O Washout (2 min) . O Washout (2 min)
S 120 hUll 3
= ns ns ns ns =
§ 100 + - - -~ p=p=r ~ g e~ -z~ Iso —_ B §
O 80 S
2 60 . v ©
8 2
= 40 E
é 20 _ 5
3 o+ s e e U \_J U |500pA 3
0@0 < oQ‘ ‘NOQ‘ \06\§
¢ <
D CHO-UT-GABA,R E CHO-UT-GABA,R
[Orn®%-URP Palosuran

O Application
O Washout (2 min)

O Application
O Washout (2 min)

' i

18

T

2 £ 100
c [
hUII+[0rn5]-URP 8 hUIl + Palosuran 8 8o
6 — — — G 60
} J E W W E 40
__|l250pA € € 20
[} o
2s £ t 0
3 =
hUll (&) hull (6]
— AN —
— — — K — — —
| 125pA < | 50 pA
2s 2s

Figure 4
Lefebvre et al.

Page 226



Résultats

Ratio 340/380 nm

O Ratio 340/380 nm O Ratio 340/380 nm

Ratio 340/380 nm

O Application
O Washout (16 min)
ns 8 Washout (32 min
c 400 [ ( )
o 350
%300
S 250
£ 200
-
‘2 150
o 100 -
R 50
o T T T T T T T 1 0
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 hull Washout
Recording time (s)
O Application
- 0 Washout (16 min)
400 — @ Washout (32 min)
0>> 350
@ 300
< 250
@ 200
Q 150 F
7
G 100 B
X 50
0 T T T T T T T | ° 0 é
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 URP Washout
Recording time (s)
O Application
[Orn’]-URP 0 Washout (3 min)
6 [Orn®-URP +hull hull 400 ok
.61 - - - |
1.4 F>> 350 —
1.2 2 300
17 T 20070, %
0.8 7 & 200 3 i
0.6 Q 150
0.4 S 100 - -- -
0.2 X 50
0 T T T T T T T 1 0 2
0 125 250 375 .500 ) 625 750 875 1000 qu \)Q. §
Recording time (s) & SR
~Q
&
o § ®
s o O Application
O Washout (3 min)
Palosuran Palosuran hull —_—
11 + hUll 140 ok
— [—
® S 120
0.8 ,M C|>.) 100
| o =
0610 @ ® 6} e S 80
0.4 8 60
s 40
0.2 °
X 20
0 T T T T T T T 1 0
0 125 250 375 500 625 750 875 1000 \)&Q o’\(bo 0\\
Recording time (s) oSS C i
T Figure 5

Lefebvre et al.

227|Page



Résultats

Control

i i
it i

£
c
Q
o
—
(o]
X
<
=
c
2
—
=1
O

@ 167 T
T = 8.86£0.01 5 50
2 10
T 8
200 pA 2= ¢
32 4
5s © )
o= 11.31£0.03 s S 00 L
Q N\
S
) ; -~ Control
r - hull
~ 100
- £ 80
C
___________ o § 60
********************** 85 401 % '
g 2 |
~ o4 - . (- . T T T
0 05 1 15 2 25 3 35
; Recording time (min)
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, _ | 100 pA
15s
N

CHO-GABA,R

110
100
90
80
70
60

50 T+ T
0 40 80 120 160

Recording time (s)

Page |228

Current (% of control)

110
100
90
80
70
60
50

80 120 160

e
Recording time (s)

Current (% of control)

110
100

,ml e il CHO-UT-GABALR
4

90
80
70
60
50 +r—rr——
0 40 80 120 160

Recording time (s)

Figure 6
Lefebvre et al.



Résultats

R
“&Z Mm CHO-UT-GABA,R

I§o ____________ . X
WWWWWW Vo o
| 100 pA 3 3 3
hull 2 2 2 3

———————— .W} ,1;__;_,;,. 1 |200pa 1™ | 200pA 1 200pA ™ |400 pA

UUUUUUUU | 200 pA 2s 2s 2 s 2 s
140 140 - hUIl - GDP-B-S 140 == hUll - KIC
120 - —e- Control 120 120 - - hUll + KIC

e hUIl + GDP-B-S

s
€
8 —- hull 100
“—
S} 80
& 60
= 40
o 20
5 } 04 3 I
) 0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Recording time (min) Recording time (min) Recording time (min)
D i
C O
= . hull
€ 0.651 2
Qo 1
S D 067
X ]
S 0.551
S osl
é 01 // 7;/ L . MT]J L " ‘4‘“ . y "T " L u " er "u. J\r.‘__
b 100 1
Q2007
S L —_—
Qo 300- 4s 50's
E & F
Hitkh I I T | it <& fHi o °
Ly, D) d
v 3 3
BAPTA —ica* ) 5
3 iy 2 3
1 200 pA 1™ | 200 pA 1 200 pA 1 200 pA
2 s 2 s Z 2s
. —o- hUll - BAPTA - —~ hUIll - DIP
S 140 - hUll + BAPTA S 140 - hUll + DIP
g |5 o o
8 8 o
N Y
S} S
8 *
€ €
g (g
5 5 o
o 0 4 8 12 16 20 24 O 0o 4 8 12 16 20 24
Recording time (min) Recording time (min)

Figure 7
Lefebvre et al.

229|Page



Résultats

Membrane
UT/o,B5HAy,

d hUIl + Iso

[0)
ns
E 100
28 a0
S G
go 60 B I I,
— g wohx HHE
8 5 40
c S
gz 20
& U A N\ et
€ & &F &
s \xo‘?
N\
O

Page [230

Internalized

UT/a,B5HAy,

B UT + GABAR
O GABA,R

Fluorescence
intensity (a.u.)

Fluorescence Fluorescence
intensity (a.u.)

intensity (a.u.)

Fluorescence
intensity (a.u.)

300
250
200
150
100
50
0

250
200
150
100
50
0

300
250
200
150
100

50

300
250
200
150
100

50

Internalized Membrane

200
100

w
=3
o S

o

2 4 6 8 10

A Ao A Ngnan
01234586 7 8 91011
Distance (um)

Internalized Membrane

200
100

o
=)
N
IS
o

8 10

IR

01234586 78 9101
Distance (um)

300
Internalized ;1 Membrane
100
0
0 2 46 8101214
AL fv“ﬂmm l

0 2 4 6 8 10 12 14
Distance (um)

300

Internalized 5y

100

0
0 1

Membrane

N
©w
IN
o
o

0o 1 2 3 4 5 6
Distance (um)

Figure 8
Lefebvre et al.



Résultats

A 319 332 351 370 389
UTHA — - TRNYRDHLRGRVRGPGSGGGRGPVPSLQPRARFQRCSGRSLSSCSPQPTDSLVLAPAAPARPAPEGPRAPA

UTHA370 — - TRNYRDHLRGRVRGPGSGGGRGPVPSLQPRARFQRCSGRSLSSCSPQPTDSL
UTHA351 —- - -0 TRNYRDHLRGRVRGPGSGGGRGPVPSLQPRARF

UTHA,,, —— -~ TRNYRDHLRCRVRG

UTHA;,y  — - - - - - - ©

UTc-myc31g 389 TRNYRDHLRGRVRGPGSGGGRGPVPSLQPRARFQRCSGRSLSSCSPQPTDSLVLAPAAPARPAPEGPRAPA
cmyc: 335 419
ch Y '|2 NYFTKRGWAWDGKSVVNDKKKEKASVMIQNNAYAVAVANYAPNLSKDPVLSTISKSATTPEPNKKPENKPAEAKKTFNSVSKIDR

. 328 450
Bsc_myc-Iz NYTIFFGRGPQRQKKLAEKTAKAKNDRSKSESNRVDAHGNILLTSLEVHNEMNEVSGGIGDTRNSAISFDNSGIQYRKQSMPREGHGRFLGDRSLPHKKTHLRRRSSQLKIKIPDLTDVNAIDR

. 357 443
'y2°'"‘y°-|2 HYFVSNRKPSKDKDKKKKNPAPTIDIRPRSAT IQMNNATHLQERDEEYGYECLDGKDCASFFCCFEDCRTGAWRHGRIHIRIAKMDS

B —o— Control
- ™ HA
i Hi il CHO-UT-GABA,R —— UTHA;,,
< - - . — UTHA,,
. —o—:: —0—*** —A— U'|'HA332
Coem 140 = =7 moumn,
THA370 THA351 M52 UTHA,, £ 120 5
8 100
—
o 80 1
o
= 60
3 3 3 =
2 2 2 S 40
1 1 1 c
200 pA | 1nA | 200 pA | 100 pA 100 pA 3 20 1
2s 2s 2s 2s 2s 0 4 8 12 16 20 24
Recording time (min)
C —- Control
il —~ 140 1 - + UTS™C0 389
Interfering 2 1201 -
eptide S [ - N
pep 8 100 1
“ 1
o o 80 1
3 2
S 60
3 S 40
o
2 5 20 1
1 ° - 3
) A| 0 4 8 12 16 20 24
00p Recording time (min)
2s 2s
—— Control
D s - x —h— + qz“’myc-iz
M CHO-UT-GABA,R — 1407 i L+ pyome,
. £ 120 & 4y,
Interfering i S -
peptide o 100
Bac myc_|2 YZc-myc_, ‘S 80 1
(=]
°© A < 60 |
3 § 40 1
—
3 2 S 20 1
2 5 3 o
1 1 1 0 ——————————————
1A 0 4 8 12 16 20 24
200 pA 1nA n 500 pA Recording time (min)
2s 2s 2s 2s

Figure 9
Lefebvre et al.

231 |Page



Résultats

Short-term effect Long-term effect

Quiescent astrocyte ull e 4 ull ull Reactive astrocytes

G protein

Caz+
« ~| Caz )
A Kinases
J Kinases
T Phosphatases
Phosphatases Dynamin
uT Dynamin Y

&,

\ '
\ / \ 4

351

Figure 10
Lefebvre et al.

Page 232



Résultats

cDNA Subcloning Primers Enzymes
Forward: ATCGGAATTCTTATGAATTACTTCACCAAAAGAGGATGG
0y (335.419)° ™° pCMV-c-myc EcoRI/Xhol
Reverse: ATCGCTCGAGTTCATCTGTCAATTTTGCTAACACTGTTGAA
Forward: ATGCGTCGACCATGTGGGGCCTTGCGGGAGGA
BaHA pCMV-HA Sall/Notl
Reverse: AAAGCGGCCGCTCAGTTAACATAGTACAGCCAGT
Forward: ATCGGTCGACTATGAACTACATTTTCTTTGGAAGAGGC
B3 328450"™° pCMV-c-myc Sall/Notl
Reverse: ATCGGCGGCCGCTTCATCTGTCTATGGCATTCACATCGGT
Forward: AAAGTCGACGATGAGTTCGCCAAATATATGGAG
Yo mye pCMV-c-myc Sall/Notl
Reverse: AAACTCGAGTCACAGGTAGAGGTAGGAGAC
Forward: ATCGGAATTCTTATGCATTATTTTGTCAGCAACCGGAAA
Y2 (357-443°™° pCMV-c-myc EcoRlI/Xhol
Reverse: ATCGCTCGAGTTCAGGAGTCCATTTTGGCAATGCGGAT
Forward: ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT
UTHA pCMV-HA EcoRI/Xhol
Reverse: AAACTCGAGTCACGCCGGGGCCCTGGG
Forward: ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT
UTHA o pCMV-HA EcoRI/Xhol
Reverse: GATCCTCGAGTCAGAGGCTGTCAGTGGGCTGTGG
Forward: ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT
UTHA,, pCMV-HA EcoRI/Xhol
Reverse: GATCCTCGAGTCAGAAGCGGGCGCGGGGCTGC
Forward: ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT
UTHA,, pCMV-HA EcoRI/Xhol
Reverse: GATCCTCGAGTCAGCCCCGCACGCGGCCGCG
Forward: ATGCGAATTCGGATGGCGCTGACCCCCGAGT
UTHA, o pCMV-HA EcoRI/Xhol
Reverse: GATCCTCGAGTTCAGGTGAGCAGCGTGTAGAGGAAGGGGTTGGCGCA
Forward: GATCGAATTCTTATGACCAGGAACTACCGCGACCACCTG
UTemYC, 10 389 pCMV-c-myc EcoRI/Xhol
Reverse: GATCCTCGAGTTCAGGTGAGCAGCGTGTAGAGGAAGGGGTTGGCGCA
Table S1

Lefebvre et al.
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Complexes IC5, + SEM % Inhibition at 1012 M % Inhibition at 107 M r2
wB,y; 6.03 + 1.50 pM 2.54 19.16 0.68
ayBavs 741.00 + 2.26 pM 4.77 26.25 0.83
aBiYs 20.40 + 0.45 pM 27.01 44.62 0.68
PR 49.00 + 0.31 pM 21.90 43.21 0.78
aB; ND ND ND ND
B, ND ND ND ND
Bay4 366.00 + 0.74 pM 3.13 18.29 0.84
Bay, 79.40 £ 0.95 pM 23.00 48.16 0.65
Table S2
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Discussion

L’urotensine IT (UII) et son paralogue 'urotensin Il-related peptide (URP) sont deux
neuropeptides cycliques considérés comme les facteurs endogeénes vasoactifs les plus
puissants caractérisés a ce jour. Les travaux réalisés dans notre équipe ont mis en évidence la
présence des ARNm codant I’UT et la protéine dans les astrocytes corticaux de Rat en culture,
et ont montré que 1I’UII active les voies Gq—PLC—Ca2+, Gis, ou des canaux calciques de type T,
et stimule la prolifération astrocytaire (Castel et al., 2006 ; Jarry et al., in press). Les
différences d’affinit¢ de I’UT pour I’UIl et I’'URP, et ses différents couplages pourraient
s’expliquer par des phénomeénes de plasticité dépendants de 1’état de prolifération astrocytaire,
eux-mémes sous-tendus par des interactions physiques et/ou fonctionnelles avec d’autres
récepteurs. Un exemple de plasticité "récepteur” a été suggéré pour le récepteur GABA 4, dont
I’expression fonctionnelle a la membrane plasmique est inversement proportionnelle a la
capacité de prolifération des astrocytes, aprés un accident vasculaire cérébral ou dans des
tumeurs astrocytaires malignes (Labrakakis et al., 1998 ; Tateishi et al., 2006). Ces données
suggerent donc que le récepteur GABA, est un récepteur "répresseur" de prolifération
cellulaire. Une étude montrant que I’UII régule la fonction GABAergique dans les neurones
d’Aplysie (Sawada et Ichinose, 1999), permettait d’envisager ’existence d’une interaction
entre les effets mitogéne de I’UII et répresseur du GABA sur la prolifération astrocytaire en
conditions physiopathologiques. Les résultats présentés dans ce manuscrit ont pour objectif de
mieux comprendre le role de I’UT et du récepteur GABA, dans les astrocytes en conditions

physiologiques et physiopathologiques.

1. Caractérisation des voies de couplage de I’UT

L’ensemble des travaux menés a la fois sur des modéles in vitro (Liu et al., 1999 ;

Elshourbagy et al., 2002 ; Ziltener et al., 2002 ; Castel et al., 2006 ; Diallo et al., 2008 ; Jarry
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et al., in press) et ex vivo (Saetrum Opgraad et al., 2000) a permis d’établir que I’UT est
positivement couplé a la PLC via une protéine Gg11. De fait, ’activation de I’UT par des
concentrations croissantes d’UII ou d’URP entraine une stimulation du métabolisme des PIPs
associée & une augmentation de la [Ca®'].. Il a également été montré que I’UT est capable
d’activer la voie de la PKA dans les neurones de la moelle épiniére (Filipeanu et al., 2002) et
de réduire la formation d’AMPc induite par la forskoline dans des cellules transfectées par
I’ADNCc codant I’'UT (Song et al., 2006), suggérant un couplage de ’UT aux protéines G; et
Gij/o, respectivement.

Nous avons donc dans un premier temps étudié les voies de couplage de ’'UT dans les
astrocytes corticaux de Rat en culture. L’incubation des astrocytes avec des concentrations
croissantes d’UIl stimule de facon dose-dépendante la formation d’AMPc. La courbe
concentration-réponse obtenue présente une distribution gaussienne, avec un effet maximal
observé pour des concentrations picomolaires. L’augmentation de la production d’AMPc
induite par I’UII est bloquée par 1’antagoniste sélectif de I’AC, le SQ 22536, confirmant ainsi
I’existence d’un couplage positif entre ’'UT et ’AC. Cependant, pour des concentrations
supérieures a 10 nM, ’effet inhibiteur de 1’UII sur P’activité adenylyl cyclasique est atténué.
Nous avons émis 1’hypothése selon laquelle ce phénoméne pouvait étre 1i€é a un changement
de couplage de I’'UT, de la protéine G; a la protéine G;j, dépendant de la PKA. En effet, nous
montrons que le H89, un inhibiteur de PKA, prévient la diminution de 1’efficacité de I’UII a
stimuler la formation d’AMPc observée en réponse a de fortes concentrations d’UII. Cette
hypotheése de I’existence d’un couplage a la protéine G; est en accord avec le travail de Song
et al. (2006) qui démontre que 1I’UII est également capable d’inhiber la production d’AMPc
induite par la forskoline. Un tel mécanisme de double couplage aux protéines Gs et G; a déja
¢été mis en évidence dans les myocytes cardiaques pour d’autres RCPG tels que les récepteurs
B> adrénergiques (Kilts ef al., 2000 ; Xiao, 2001). Dans notre étude, nous proposons que
I’activation de la PKA consécutive au couplage UT/G/AC en réponse a I’UIl pourrait
conduire a une boucle de régulation et a la phosphorylation de I’UT au niveau de sites

consensus de phosphorylation. En effet, Lawler et al (2001) ont démontré que la
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phosphorylation par la PKA du résidu Ser’’ du récepteur de la prostacycline couplé a la
protéine Gs, favorise son couplage a une protéine Gi, conduisant donc a une inhibition de
I’AC. Ainsi, considérant que I’'UT de Rat présente dans sa région cytosolique Cierm de
nombreux résidus sérine et thréonine regroupés sous forme de clusters (Proulx et al., 2005),
ils pourraient constituer des sites potentiels de phosphorylation par une PKA, impliqués dans
le changement de couplage observé dans les astrocytes.

Il existe de plus en plus de preuves montrant qu'un RCPG peut simultanément activer
I’AC et la PLC. Par exemple, les récepteurs muscarinique M, somatostatinergiques et
opioidergiques, négativement couplés a I’AC, sont également positivement couplés a la PLC
(Murthy et al., 1996a, b). Nos résultats révelent que I’UT, exprimé dans les astrocytes, est
couplé aux voies AC/PKA et PLC/PKC. La courbe concentration-réponse de I’effet de I’UII
sur le métabolisme des PIPs présente un profil biphasique, dont 1’analyse permet d’extraire
une affinité de ’ordre de 30 nM pour la deuxieme phase. Il faut noter qu’aux concentrations
d’UII impliquées dans ce rebond, I’activation de I’AC est probablement diminuée. De plus,
nous montrons que le H89 réduit fortement 1’effet stimulant de I’UII sur le métabolisme des
PIPs. Ainsi, la capacité de I’UII a augmenter I’activité de la PLC peut s’expliquer, au moins
en partie, par le changement de couplage de I’UT, d’une protéine G vers une protéine G;.
L’activation de I’UT par de fortes concentrations d’UIl conduirait a I’augmentation de
I’activité de la PLC via un mécanisme impliquant la phosphorylation de I’UT par la PKA. A
I’appui de cette hypothése, il a récemment été montré que la délétion des 50 derniers résidus
de ’UT de Rat, parmi lesquels se trouvent de nombreux sites de phosphorylation, diminue la
capacit¢ de I’UIl a induire la formation d’IP; (Proulx et al., 2005). Ainsi, nos résultats
montrent que, dans les astrocytes de Rat en culture, la liaison de 1’UII entraine un couplage de
I’UT aux voies G¢/PLC/PKC et Gy/AC/PKA. L’activation de la PKA provoque un
changement de couplage de I’'UT, d’une protéine G; a une G;, et une meilleure affinité pour la

protéine Gq (Figure 21).
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2. L’activation du récepteur GABA, inhibe le coulage de ’UT aux protéines
Gi/Gq

Il est désormais clairement établi que 1’oligomérisation des RCPG affecte certaines
fonctions des récepteurs telles que la liaison du ligand ou son couplage aux protéines G (Bai,
2004). Les premicres études de caractérisation de I’'UT dans les astrocytes menées dans notre
équipe ont révélé la présence de 2 sites de liaison pour I’UIIl (Castel et al., 2006). Des
résultats similaires avaient auparavant été obtenus sur des cellules CHO transfectées avec
I’ADNCc codant ’UT (Clozel et al., 2004). Dans la mesure ou la présence du récepteur sous
forme couplée ou découplée a une protéine G avait été écartée (Castel er al, 2000),
I’existence de dimeres d’UT ou son association avec un autre récepteur constituait une
hypothese séduisante pour expliquer ’existence de ces 2 sites de trés haute et haute affinités.
Nous montrons que, dans les astrocytes de Rat en culture, le GABA et I’agoniste spécifique
du récepteur GABA,, I’isoguvacine, réduisent 1’effet stimulant de 1I’UIIl sur la formation

d’AMPc (Figure 21). La courbe concentration-réponse de I’UII sur la formation d’AMPc

= 7 1P, Q PKA 27 1Py =

Figure 21 : Représentation schématique des différentes voies de couplage de I’UT modulées par
I’activation du récepteur GABA,. De faibles concentrations d’UIl stimulent a la fois les voies
GJ/AC/AMPc/PKA et Go/PLC/PIPs. L’activation de la PKA entraine une baisse d’affinité de ’'UT
pour les protéines G; et une augmentation de D’affinité pour les protéines G;. A plus fortes
concentrations, I’UII conserve sa capacité a stimuler le métabolisme des PIPs mais inhibe la formation
d’AMPc. L’activation du récepteur GABA, atténue les effets de 1’UIl & la fois sur la formation
d’AMPc et le métabolisme des PIPs. RGABA,, récepteur GABA 4.
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réalisée en présence d’isoguvacine montre que l’activation du récepteur GABA, réduit
fortement 1’affinité et I’efficacité du couplage de I’'UT a I’AC. En plus de I’'UT, les cellules
astrocytaires expriment également certains variants des récepteurs de la somatostatine,
incluant sstl, sst2 et sst4 (Feindt et al., 1995 ; Masmoudi et al., 2005) qui présentent de fortes
homologies de séquence avec I’UT (Marchese et al., 1995). Des études récentes montrent que
I’UII et URP sont capables d’activer les récepteurs de type 2 et 5 (Malagon et al., 2008).
Toutefois, nos résultats montrent que I’isoguvacine ne modifie pas la capacit¢ de la
somatostatine a inhiber la formation d’AMPc induite par la forskoline dans les astrocytes de
Rat, démontrant ainsi que ’activation spécifique du récepteur GABA module le couplage de
I’UT a I’AC. De plus, le GABA et I’isoguvacine inhibent I’augmentation du métabolisme des
PIPs induite par I’UIl (Figure 21). L’effet maximum est observé pour des concentrations
d’UIl de I'ordre du pM, pour lesquelles I’UIl stimule la formation d’AMPc. Ainsi, le
récepteur GABA, régule spécifiquement la fonction de I’UT via les voies G¢/Gs. De fait, en
diminuant I’activité de I’AC par la protéine Gs et consécutivement, celle de la PKA, le GABA
pourrait inhiber le changement de couplage de la protéine Gs vers la protéine Gj, et ainsi
bloquer la deuxieéme phase de stimulation du métabolisme des PIPs observée pour de plus
fortes concentrations d’UII (Figure 21). Ces résultats démontrent pour la premiere fois que la
fonction du récepteur UT peut étre régulée par un récepteur canal, et suggérent que le
couplage de I’'UT aux protéines G est régulé soit par une association directe avec le récepteur
GABA,, soit par un mécanisme impliquant I’efflux d’ions chlore a I’origine d’une entrée de
calcium via les canaux calciques voltage-dépendant. En effet, il a ét¢ montré sur des cultures
d’astrocytes hippocampaux que 1’activation du récepteur GABA,A entraine 1’ouverture de
canaux calciques voltage-dépendants (Fraser et al., 1995) et que I’entrée de calcium peut
inhiber I’activit¢ des AC de type V et VI et la formation d’AMPc (Cooper et al., 1995 ;

Cooper, 2003).
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3. Caractérisation de I’expression de I’UT et du récepteur GABA 4

Afin de mieux comprendre les mécanismes a 1’origine des interactions fonctionnelles
entre le systéme urotensinergique et le systtme GABAergique, nous avons dans un premier
temps rechercher les niveaux d’expression de I’UT et du récepteur GABA, sur un modele de
tranches et sur des co-cultures astrocytes/neurones de cervelet de rats 4gés de 7 jours, stade
auquel les précurseurs neuronaux de la couche granulaire externe migrent le long des fibres de
Bergman et se différencient dans la couche granulaire interne. Les travaux de Lin et al
(2003b) ont montré que I’'UT est majoritairement exprimé par une sous-population
d’astrocytes du tronc cérébral et de I’hypothalamus, et des études menées dans notre équipe
ont mis en évidence une expression fonctionnelle de I’'UT dans les astrocytes corticaux en
culture (Castel et al., 2006).

Nos études de co-marquage réalisées sur les tranches de cervelet montrent que I’UT est
fortement exprimé dans les neurones de Purkinje, ainsi que dans des fibres astrocytaires de la
couche moléculaire, correspondant aux cellules de la glie de Bergmann. L’UT est également
présent dans des fibres de la couche moléculaire, étroitement juxtaposées a des structures
cellulaires immunopositives pour la doublecortine, un marqueur spécifique des neurones
immatures précurseurs proliférants. Cette localisation suggere que I’UT astrocytaire pourrait
étre impliqué dans le processus de migration radiale des neurones en grain. Sur les co-cultures
astrocytes/neurones de cervelet, I’UT est principalement exprimé dans les astrocytes et
colocalise tres fortement avec la GFAP. Nos montrons également, dans les tranches et les co-
cultures, que certains neurones en grain matures présentent un marquage diffus pour ’UT,
comme obervé dans les cellules révelées a I’aide d’un anticorps dirigé contre le NeuN
(Neuronal Nuclei). Des études antérieures avaient déja établi la présence de sites de liaison de
I’UII et d’ARNm codant I’UT dans le cervelet, notamment dans les cellules de Purkinje et la
couche granulaire interne (Clark et al., 2001 ; Gartlon et al., 2001 ; Jégou et al., 2006). De
plus, dans les neurones de Purkinje ainsi que dans les fibres de Bergman, I’'UT est co-localisé
principalement avec les sous-unités y;, et dans une moindre mesure vy, du récepteur GABAA.

Une telle expression des sous-unités y; et y, du complexe GABA, dans le cervelet a été
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précédemment démontrée par immunocytochimie (Miiller et al., 1994 ; Khan et al., 1996 ;
Miralles et al., 1999 ; Pirker et al., 2000), hybridation in situ (Wisden et al., 1989 ; Laurie et
al., 1992a ; Persohn et al., 1992), microscopie ¢électronique (Riquelme et al., 2002) et PCR-
quantitative (Bovolin et al., 1992), révélant en effet une expression majoritaire des isoformes

a5, 71 et v3 dans les cellules de Purkinje, et de y, dans la glie de Bergman, au stade immature.

4. L’activation de I’UT inhibe la fonction du récepteur GABA , dans les astrocytes

Méme si la réponse des astrocytes au GABA a été bien caractérisée (dépolarisation
cellulaire), Hosli et al. (1997) les études montrent que I’amplitude du courant CI” induit par le
GABA dans les astrocytes in vitro diminue avec 1’age de la culture. Ce mécanisme, encore
mal compris, pourrait s’expliquer par la prolifération majoritaire d’astrocytes exprimant peu,
voire pas, le récepteur GABA,, et/ou par une perte de la fonctionnalité du récepteur corrélée a
la prolifération (Hosli ef al., 1997). 1l a été¢ démontré que lorsque les astrocytes sont cultivés
en présence de neurones, leur prolifération est inhibée et la réponse au GABA maintenue
(Gasser and Hatten, 1990), suggérant que des interactions neurones/astrocytes modulent la
prolifération et la différenciation des cellules gliales. Nous avons donc recherché 1’existence
d’une interaction entre I’UT et le récepteur GABA exprimés dans les astrocytes cultivés en
présence de neurones. Nos travaux, réalisés en conservant des concentrations intracellulaires
physiologiques de CI, indiquent que 12% des astrocytes cultivés seuls contre 48% des
astrocytes cultivés en présence de neurones répondent a 1’agoniste du récepteur GABA,,
I’isoguvacine, par un courant chlore et une dépolarisation membranaire. De plus, nous
montrons que I’augmentation du niveau d’expression du récepteur GABA, observée dans les
co-cultures s’accompagne de changements de la morphologie des astrocytes et d’un décalage
de leur potentiel de repos vers des valeurs plus hyperpolarisées. En effet, les astrocytes
cultivés seuls, majoritairement plats et polygonaux, proliférent jusqu’a former un tapis
cellulaire confluent & 6 jours, tandis que les astrocytes cultivés en présence de neurones,
ramifiés, proliférent moins vite et s’organisent au contact des groupes de neurones

(Figure 22). En accord avec ces résultats, McKhann et al. (1997) ont démontré que les
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astrocytes proliférants présentent des valeurs de potentiel de repos plus dépolarisées. Ils
démontrent de maniére élégante que les variabilités observées parmi les études publiées
dépendent des communications intercellulaires au moment de I’enregistrement
¢lectrophysiologique d’une cellule unique ; les valeurs de potentiel plus dépolarisées étant
corrélées a des astrocytes proliférants et donc connectés.

Dans ce modele de co-culture, nous montrons par la technique de patch-clamp que la
perfusion d’UII de Rat au voisinage des cellules inhibe la dépolarisation membranaire et
atténue de manicre concentration-dépendante I’amplitude du courant chlore évoquée par
I’isoguvacine uniquement dans les astrocytes. L’effet de 1’UII sur I’inhibition de la fonction
du récepteur GABA,, caractérisé par un ralentissement de la cinétique d’activation ainsi
qu’une accélération de la désensibilisation du courant chlore, est trés puissant et persiste
pendant le rincage. L’absence d’effet de I’UII dans les neurones pourrait s’expliquer par une

composition différente en sous-unités du récepteur GABA, dans les astrocytes et les

Mono-cultures

1 DIV 3 DIV 6 DIV

Figure 22 : Microphotographies illustrant la proportion, la distribution et la morphologie des
astrocytes et/ou des neurones en mono- et co-cultures astrocyte/neurone. Les cultures présentent
deux types astrocytaires morphologiquement distincts, i.e. des astrocytes plats et polygonaux (fleches
rouges) et des astrocytes dont le corps cellulaire de petite taille se ramifie (fleches blanches). Les
astrocytes cultivés seuls (haut), majoritairement plats, proliférent et forment un tapis confluent a
6 jours de culture (DIV), tandis que la présence de neurones (bas) entraine une diminution de la
prolifération et une réorganisation des astrocytes ramifiés au contact des groupes de neurones (fleche
verte). Echelle, 50 um.
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neurones. En effet, les neurones en grain du cervelet expriment majoritairement les isoformes
o, O, B2, B3 et O (Laurie et al., 1992 ; Pirker et al., 2000), suggérant que les complexes
GABA, formés par ces sous-unités ne constituent pas une cible potentielle de I’'UT. Ainsi,
nos résultats démontrant ’inhibition du couplage de I’UT par D’activation du récepteur
GABA, dans les astrocytes corticaux, associés aux récents travaux de Kawaguchi et al
(2009) qui indiquent que les benzodiazépines inhibent la libération de noradrénaline induite
par I’UII, et nos études révélant que 1’UIl diminue réciproquement 1’activité GABAergique
dans les astrocytes de cervelet, suggerent D’existence d’une interaction fonctionnelle

bidirectionnelle entre I’UT et le récepteur GABA 4 dans les astrocytes.

5. Caractérisation des mécanismes impliqués dans D’interaction fonctionnelle
bidirectionnelle entre I’UT et le récepteur GABA, dans une lignée CHO

Afin de rechercher la nature de la ou des sous-unité(s) du récepteur GABA 4 impliquée(s)
dans les effets de I’UII, différentes combinaisons en ADNc codant diverses sous-unités du
récepteur GABA, humain ont été transfectées transitoirement dans des lignées CHO natives
ou des lignées CHO exprimant de maniere stable I’'UT humain (CHO-UT). Méme si la
fonctionnalit¢ de complexes GABA, composés d’un seul isoforme fait encore débat,
I’expression d’une seule (Blair et al., 1988 ; Pritchett et al., 1988) ou de deux sous-unités,
oYz ou PBoys, est capable de reformer un pentameére perméable aux ions chlore en réponse au
GABA (Sigel et al., 1990 ; Krishek et al., 1994 ; Angelotti and Macdonald, 1993). Nous
montrons que 1’UII inhibe fortement I’amplitude du courant évoqué par I’isoguvacine sur les
complexes B3y = azB3/172 et plus faiblement sur a2f1/3y1, et qu’il est sans effet lorsque la sous-
unité y n’est pas associée au complexe GABAA. La composition en sous-unités influence
fortement 1’affinité du récepteur pour le GABA, son profil pharmacologique (Sieghart et al.,
1995 ; Hevers and Luddens, 1998 ; Boileau et al., 2002) ainsi que les propriétés intrinséques
du canal chlore, i.e. les constantes de désensibilisation et de déactivation (Bianchi et al.,
2001 ; Boileau et al., 2003 ; Feng et al., 2004). Nous avons donc vérifié sur un complexe

a2P3y2 que la co-expression de I’UT dans la lignée CHO ne modifiait pas les caractéristiques

Page |249



Discussion

pharmacologiques du récepteur GABA,. Nous montrons que 1’antagoniste compétitif
SR95531 inhibe, et que le pentobarbital stimule le courant chlore, conformément aux
précédentes études réalisées sur des modeles recombinants (Hamann ef al., 1988 ; Rupprecht
and Holsboer, 1999 ; Krampfl et al., 2002 ; Lindquist et al., 2005 ; Macdonald and Olsen,
1994). De plus, la présence systématique de la sous-unité y au sein du complexe a été
controlée en testant le modulateur allostérique du récepteur GABA,, le DMCM.
Classiquement, le DMCM inhibe D’activité de récepteurs comprenant une sous-unité v
(Bormann et al., 1985 ; Puia et al., 1991 ; Wafford et al., 1993), stimule la fonction ce ceux
comportant 1’isoforme y; (Bormann and Kettenmann, 1988 ; Bovolin et al., 1992), et est sans
effet lorsque la sous-unité y est absente (Bormann et al., 1985 ; Herb et al., 1992). Dans la
grande majorité des cellules testées, le DMCM inhibe le courant GABA 4, confirmant ainsi la
présence de la sous-unité v, au sein des complexes exprimés dans les cellules CHO. Au cours
de notre étude, nous avons constaté qu’une bréve application d’UII accélere la cinétique de
désensibilisation du courant chlore, et augmente le temps nécessaire pour permettre a
I’ensemble des complexes GABAR de revenir dans leur état « activable ». Cet effet peut étre
comparé a I’état de désensibilisation du récepteur exposé a de treés fortes concentrations de
GABA, et suggére donc que I’UII entraine un changement conformationnel du complexe
récepteur lorsqu’il est li¢ au GABA. Par un protocole d’éjections consécutives d’un agoniste,
nous montrons que 1I’UIl, perfusée pendant seulement 2 s, est déja capable d’entrainer une
diminution du courant chlore uniquement lorsque I’UT est co-exprimé, un effet qui est mimé
par le DMCM.

Nous avons ensuite testé la capacité des ligands urotensinergiques, agonistes et
antagonistes, a moduler I’activité du récepteur GABA, sur des CHO exprimant I’UT et/ou les
sous-unités a,Psy2. Dans les cellules exprimant uniquement le récepteur GABA,, I’UII et
I’URP, dont la partie cyclique biologiquement active est commune, 1’antagoniste peptidique
[Om’]-URP et I’antagoniste non-peptidique palosuran, ne modulent pas le courant GABA,.
Lorsque I’UT est co-exprimé avec le récepteur GABA,, I'UII et I’URP inhibent

irréversiblement et réversiblement le courant chlore, respectivement. Des effets similaires ont
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¢té obtenus sur des tests de mobilisation calcique: I’UIl entraine une augmentation
irréversible de la [Ca®"]. alors que I’URP stimule transitoirement la [Ca’"]. dans les CHO-UT.
L’effet prolongé observé avec 1’UII pourrait s’expliquer par la dissociation lente du peptide de
son récepteur UT, un phénomene précédemment décrit sur des récepteurs de Rat et humain,
natifs et recombinants (Clozel ef al., 2004 ; Douglas et al., 2004b ; Qi et al., 2004 ; Castel et
al., 2006). Ainsi, une faible dissociation permet d’expliquer les effets prolongés de 1’UII
observés dans les expériences de contraction d’anneaux d’aortes (Labarrére ef al., 2003), de
test de mobilisation calcique (Jarry et al., in press) ainsi que sur 1’inhibition du courant chlore.
De fagcon moins attendue, les deux antagonistes testés inhibent la fonction GABAergique,
mimant ainsi les effets de 1’UIL Leurs actions sont réversibles et suggérent que I’[Orn’]-URP
et le palosuran se comportent comme des "agonistes" de I’'UT sur la modulation de I’activité
du récepteur GABA . De maniére plus surprenante encore, nous montrons que 1’[Orn’]-URP
se comporte comme un agoniste partiel et comme un antagoniste compétitif sur la [Ca®],
alors que le palosuran, qui ne présente pas d’activité propre, abolit totalement 1’effet de I’UII
sur la [Ca”']..

Nos enregistrements électrophysiologiques réalisés sur les astrocytes de cervelet et sur les
cellules CHO-UT exprimant le complexe o,Bsy, révelent que I’UII exerce une modulation
biphasique, i.e. une inhibition rapide du courant chlore pendant I’exposition au peptide, suivie
d’une diminution progressive de I’amplitude du courant au cours du temps, jusqu'a entrainer
une disparition de plus de 80% de la réponse GABAergique aprés 30 min. Nos travaux et les
données de la littérature ont démontré que I’UT est couplé aux protéines Gq/11, Gs et/ou G;,
permettant d’envisager le role de I’UIIl dans I’activation de kinases et/ou de phosphatases
responsable potentiellement d’un changement de I’état de phosphorylation du récepteur
GABA,. De fait, les sous-unités du récepteur GABA, possédent au niveau de leur seconde
boucle intracellulaire de nombreux sites consensus de phosphorylation impliqués dans la
régulation de la fonction du récepteur (Moss and Smart, 1996 ; Brandon et al., 2002b ;
Luscher and Keller, 2004). Ainsi, différents bloqueurs des voies de signalisation associées a

I’UT ont été utilisés. Nous montrons que le blocage du couplage de I’'UT aux protéines G par
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Figure 23 : Représentation schématique du mécanisme d’inhibition de P’activité du récepteur
GABA, par PUT. L’activation de I’UT entraine une inhibition rapide du courant GABA,
immédiatement apres 1’application d’UIL, via un mécanisme indépendant des protéines G, du calcium,
ou des kinases/phosphatases intracellulaires, qui implique la séquence 370-389 du fragment Ciy, de
I’UT et la sous-unité y du récepteur GABA, (Encadré I). Au cours de la période de ringage,
I’inhibition du courant chlore au cours du temps conduit a la disparition quasi-totale de I’activité
GABAergique. Ce phénomene est dii a I’internalisation du complexe GABA, apres recrutement de la
dynamine, via un mécanisme impliquant le calcium et des processus d’endocytose phospho-
dépendants. Dans ce dernier cas, 1’interaction nécessite la séquence minimum 351-370 du fragment
Cierm de I’UT et certains domaines des sous-unité y du récepteur GABA, (Encadré 2). Un tel couplage
fonctionnel permettrait d’expliquer comment la perte du réle répresseur du récepteur GABA 4 favorise
I’activation et la prolifération des astrocytes en condition physiopathologique.

le GTP-B-S ne modifie par les effets rapide et a long terme de I’UIl. Afin d’écarter
I’implication du calcium et des kinases/phosphatases intracellulaires, nous avons enregistré

les modifications de la [Ca’]. dans les CHO-UT simultanément aux enregistrements
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¢lectrophysiologiques. L’inhibition du courant chlore engendrée par I’UIl précéde de
plusieurs secondes la stimulation de la [Ca*"]. induite par le peptide, démontrant ainsi que le
calcium n’est pas impliqué dans ’effet rapide de I’UII, alors que I’inhibition observée a long
terme est partiellement bloquée en présence de BAPTA, un chélateur de calcium. Considérant
le nombre élevé de protéines kinase et phosphatase capables de réguler 1’activité du récepteur
GABA, (Brandon et al., 2002b ; Luscher and Keller, 2004), nous avons utilis¢ des inhibiteurs
de kinases a large spectre combinés a un cocktail d’inhibiteurs de phosphatases. Dans ces
conditions, ’inhibition rapide du courant persiste, et 1’effet a long terme de I’UII n’est que
partiellement atténué. L’ensemble de ces observations suggere que 1’étape d’initiation de
I’interaction fonctionnelle entre I’UT et le récepteur GABA, est totalement indépendante du
calcium et des mécanismes classiques de phosphorylation, mais que ces processus
interviennent ensuite dans 1’extinction progressive de la réponse au GABA. En effet, Pryor et
al. (2000) ont montré I’implication du complexe Ca’’/calmoduline dans le processus
d’endocytose, et plusieurs études conferent aux kinases et phosphatases un rdle essentiel dans
I’internalisation des RCPG (Lin et al., 1997 ; Naga Prasad et al., 2005).

Parmi les nombreux processus de régulation de I’activité du récepteur GABA,, les
mécanismes d’insertion a la membrane et d’internalisation sont sans doute ceux qui ont été les
plus étudiés au cours de ces derniéres années. Ces travaux révelent que les complexes
récepteur sont sans cesse renouvelés via leur internalisation impliquant la formation de puits
de clathrine et le recrutement de la dynamine (Kittler et al., 2000a ; Bogdanov et al., 2006 ;
Bradley ef al., 2008). Ainsi, afin de déterminer le role de 1’endocytose dans la régulation du
nombre de récepteurs GABA présents a la membrane, nous avons étudié les effets de 1’UII
en présence du dynamin inhibitory peptide (DIP), un peptide bloquant I’interaction de la
dynamine a 1’amphiphysine, étape indispensable a I’initiation de I’endocytose (Grabs et al.,
1997 ; Kittler et al., 2000a). L application intracellulaire du DIP ne modifie par 1’inhibition
rapide du courant, mais abolit totalement I’effet de ’UIl a long terme, suggérant tres
fortement que I’UT régule la fonction GABAergique en provoquant I’internalisation du

récepteur GABAA.
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Nous avons démontré que les effets de I’UII nécessitent la présence au sein du complexe
GABA, d’une sous-unité y. Etant donné que I’internalisation du récepteur GABAA met en jeu
les sous-unités B et y qui, en se fixant au complexe AP2, permettent d’initier le processus
d’endocytose (Herring et al., 2003 ; Kittler and Moss, 2003 ; Kittler et al., 2005, 2008), nous
avons testé la capacité des ligands de chacun des deux récepteurs a induire 1’internalisation du
récepteur GABA,. Sur les lignées exprimant uniquement le récepteur GABA,A, nous
montrons que 1’UII ne modifie pas le nombre de récepteurs a la membrane plasmique, alors
que I’isoguvacine provoque leur internalisation. Lorsque I’UT et le récepteur GABA sont co-
exprimés, I’UIl mime I’effet de 1’isoguvacine, c’est-a-dire qu’elle provoque la translocation
du récepteur GABA, de la membrane vers le cytosol. Ainsi, ces données confirment le role
initiateur du peptide UII dans le processus d’internalisation du récepteur GABA,, et ceci en

I’absence d’agoniste du récepteur canal.

6. Caractérisation des séquences d’interaction entre I’UT et le récepteur GABA
Les mécanismes moléculaires par lesquels I’UII inhibe rapidement le courant chlore et
induit I’internalisation du récepteur GABA, restent a déterminer. Afin de rechercher le motif
d’interaction de I’UT au récepteur GABA ,, différents mutants de I’'UT dont le domaine Cierm
cytosolique est tronqué de 19 (UTs7), 38 (UTss;), 57 (UTs3z) et 70 (UTs19) acides aminés,
respectivement, ont €té générés. La délétion des 57 acides aminés ne modifie ni I’expression a
la membrane, ni la capacité des mutants tronqués a stimuler la [Ca®].. En 2005, Proulx e al.
ont décrit que la délétion des 50 derniers acides aminés de ’'UT de Rat ne modifie pas la
liaison de I’UIIl au récepteur, la translocation a la membrane plasmique, et les voies de
couplage a la protéine ERK et au métabolisme des PIPs. Lorsque le récepteur GABA, est co-
exprimé avec 1’UTj379, ’action rapide de I’UII est abolie et I’inhibition a long terme est
retardée, alors qu’en présence des mutants UTss;, UTs3, ou UTsjg, ’effet inhibiteur de 1I’UII a
et long termes sur la fonction GABAergique disparait. De plus, I’expression concomitante du
peptidomimétique correspondant au fragment Cierm de I’'UT bloque les effets de I’UII. Ainsi,

nous montrons que le fragment distal 351-389 de I’'UT joue un role majeur dans la modulation
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de I’activité du récepteur GABA, par I’UIIL. Ce domaine contient deux motifs poly-proline de
type 1 et II, spécifiques du récepteur humain, qui relayent classiquement 1’interaction a des
protéines intracellulaires & domaines de type SH3 (Cao et al., 2000 ; Agrawal and Kishan,
2002). Dans leur étude, Proulx et al. (2005) ont également montré que les 19 derniers acides
aminés du fragment Ciy, de I’'UT de Rat ne sont pas impliqués dans 1’internalisation du
récepteur, alors que le cluster de résidus sérine situé en position 364-367, qui constitue un
motif consensus pour la PKC et la cas€ine kinase 1, joue un role crucial. Ainsi, la question du
role exact de la séquence 370-389 de I’UT humain dans I’inhibition de la fonction du
récepteur GABA 4 reste non résolue.

L’absence d’effet de I’UII sur les complexes uniquement constitués des isoformes o et 3
nous a conduit a considérer Yy comme une sous-unité clé du processus d’interaction entre I’UT
et le récepteur GABA,, et a proposer la seconde boucle intracellulaire de y comme cible
potentielle directe ou indirecte de I’UT. Sur cette base, nous avons étudi¢ la capacité de 1’UII
a inhiber le courant GABA4 dans des cellules CHO-UT exprimant un récepteur GABA, de
type aPsy2, en présence de peptidomimétiques correspondant aux boucles i, des sous-unités
oo, B3 et y,. Cette stratégie a notamment permis a Liu ef al. (2000) de démontrer 1’existence
d’une interaction directe entre le récepteur dopaminergique Ds et le récepteur GABAA.
Toutefois, dans notre étude, aucun de ces peptides n’a pu bloquer I’effet rapide de 1’UII,
méme si chacun d’entre eux réduit 1’inhibition du courant a long terme. Ces résultats peuvent
s’expliquer par un trop faible niveau d’expression de ces boucles, et/ou par I’absence d’un
repliement correct permettant d’interagir avec la séquence cible. Une solution alternative
consisterait a cycliser nos boucles, méthode employée par Granier et al. (2004) pour la
synthése de la 3°™ boucle intracellulaire du récepteur de vasopressine. Nous avons également
émis I’hypothese selon laquelle la seconde boucle intracellulaire de la sous-unité y ne
constitue par la zone de contact avec I’UT. Notamment, parmi les nombreuses protéines
d’interaction a la sous-unité y,, la protéine CAML, identifiée pour son role dans la régulation
de I’expression a la membrane plasmique du récepteur GABA,, interagit, entre autre, au

niveau du 4™ domaine transmembranaire (Alldred et al., 2005).
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Au terme de cette étude, nous avons montré ’existence, dans les astrocytes, d’une
interaction fonctionnelle bidirectionnelle entre le récepteur GABA, et le récepteur couplé aux
protéines G du peptide vasoactif urotensine II. L’activation du récepteur GABA, inhibe les
effets de I’UII sur le métabolisme des PIPs ainsi que sur la production d’AMPc, révélant
I’existence d’une régulation négative de la fonction urotensinergique par le récepteur
GABA,. Réciproquement, ’activation de I’'UT provoque une inhibition marquée et non
réversible du courant évoqué par le GABA, résultant de D’internalisation du récepteur
GABA,. Cette extinction progressive de 1’expression du récepteur GABA, a la membrane
plasmique en réponse a I’UII est indépendante du couplage de I’UT aux protéines G, mais
implique en partie le calcium, des kinases et/ou phosphatases intracellulaires, et est relayée
par le recrutement de la dynamine et I’endocytose du récepteur canal chlore. Ce couplage
fonctionnel met en jeu le fragment cytosolique C-terminal de I’'UT, et notamment le domaine
351-389, et nécessite la présence d’une sous-unité y associée au complexe récepteur GABA,.
La rapidité d’action de I’UII sur le courant GABA impliquant le fragment le plus distal de
I’UT, et I’absence de blocage par des inhibiteurs de voies de transductions associées a la
phosphorylation, suggérent 1’existence d’un couplage "direct" entre I’UT et le récepteur
GABAA. L’ensemble de ces données propose une piste permettant d’expliquer comment la
perte du rdle répresseur du récepteur GABA, dans les astrocytes réactifs ou malins, pourrait
favoriser la prolifération astrocytaire en conditions physiopathologiques, notamment au cours
de 1ésions cérébrales ischémiques, lorsque des facteurs vasoactifs sont sur-exprimés. Des
¢tudes antérieures avaient déja démontré 1’existence d’une modulation fonctionnelle des
récepteur-canaux dont le récepteur GABA4, par des récepteurs couplés aux protéines G
incluant les récepteurs D;, D, et D3 dopaminergiques (Briinig ef al., 1999 ; Chen et al., 2006)

ou récepteurs tyrosine kinase, tels que le récepteur Trk du BDNF (Elmariah et al., 2005). De
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plus, la preuve d’une interaction physique entre le récepteur GABA, et le récepteur Ds
dopaminergique (Liu et al, 2000) responsable de leur régulation négative bidirectionnelle,
ouvre la possibilité d’une hétérodimérisation entre I’UT et le récepteur GABAA dans notre
présente étude. Les données dont nous disposons a I’heure actuelle ne permettant pas de
conclure quant au mécanisme exact d’interaction UT-récepteur GABA,, la poursuite de ces
travaux consistera donc dans un premier temps a i) mettre en évidence 1’association physique
de I’UT au récepteur GABA dans un mod¢le recombinant et ii) caractériser les séquences de
chacun des deux récepteurs impliquées dans ce processus. Dans un second temps, nous
rechercherons 1’existence d’une telle interaction dans les astrocytes, et son implication
potentielle au cours du processus d’astrogliose qui surviendrait par exemple, aprés un accident
ischémique cérébral.

Dans le cadre d’une collaboration avec le Dr Laurent Prézeau (UMR 5203/Inserm U661,
Montpellier), des études préliminaires utilisant les technologies de transfert d’énergie entre
deux fluorochromes, les technologies BRET (Bioluminescence Resonance Energy Transfer)
et FRET-HTRF (Homogeneous time-resolved fluorescence) ont d’ores et déja été menées sur
des cellules HEK293 co-exprimant I’UT fusionné a la YFP (vellow fluorescent protein) et
RLuc (Renilla Luciferase) pour le BRET (diméres UT-UT) et aux épitopes snap-FLAG et
snap-HA pour le FRET-HTRF (dimeres UT-UT, hétéromeéres UT-GABA,). Dans ce dernier
cas, la technique "snap" consiste a fusionner le domaine catalytique de la O6-alkylguanine-
DNA alkyltransférase au niveau d’une protéine cible, le récepteur UT ou la sous-unité vy,, afin
de marquer spécifiquement, par 1’intermédiaire d’une réaction enzymatique, la protéine de
fusion au cryptate d’europium (donneur) et/ou au fluorochrome accepteur d2. Dans notre
¢tude, grace a une collaboration avec Cisbio International (Bagnols-sur-Céze, France), le
cryptate (donneur) est directement couplé au snap-HA, alors qu’un anticorps dirigé contre le
FLAG est couplé a I’accepteur d2, permettant la mesure du transfert d’énergie entre les deux
récepteurs, s’ils sont suffisamment proches (<100 A), et si les dipdles sont correctement
orientés. Les résultats de BRET et FRET-HTRF obtenus par Céline Lecointre (Doctorante

dans notre équipe) montrent que 1'UT est exprimé constitutivement sous forme
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d’homodimeres. Ces données sont confortées par les études de co-immunoprécipitation du Dr

C-mycC eSt

Laurence Desrues (Ingénieur de Recherche dans notre équipe) démontrant que I’UT
co-immunoprécipité par 1’anticorps anti-HA, lorsque les récepteurs UT™ et UT™* sont co-
exprimés dans la lignée CHO. En revanche, nos données ne permettent pas de conclure quant
a I’existence d’une interaction physique entre ’'UT et la sous-unité y, du récepteur GABA4, en
raison de problémes d’expression du récepteur GABAA a un niveau compatible avec la
réalisation de D’expérience FRET-HTRF. L’utilisation d’une lignée HEK exprimant
stablement les sous-unités oy, B3 et YZSNAP F lag, transfectée transitoirement avec 1’ADNc de
IPUT™PHA | permettrait d’améliorer la détection du signal. Bien siir, d’autres variants de la
méthodologie devraient aussi étre testés.

Les données de la littérature sur la dimérisation des récepteurs rapportent une grande
hétérogénéité dans les domaines impliqués, i.e. domaines Nierm, Cierm €t/0U transmembranaires
(Breitwieser, 2004). Nos données révelent un role majeur du fragment Cier, (351-389) de
I’UT dans les effets de I’UIl sur la fonction GABAergique, mais n’ont pas permis de
clairement identifier le(s) domaine(s) du récepteur GABA nécessaire(s) a I’interaction. Afin
de rechercher la nature des séquences récepteur impliquées dans une telle interaction
physique, nous testerons en co-immunoprécipitation et FRET-HTRF, les mutants de I’UT
(UTs370, UTssy, UTss;, et UTsgg) et ainsi que les sous-unités du récepteur GABA, mutées dans
la séquence de leur seconde boucle intracellulaire. Nous rechercherons également si la
formation d’une telle interaction est de nature constitutive (dés le RE), ou si elle est de nature
dynamique a la membrane plasmique, dépendant ainsi de la liaison de I’un, ’autre ou chacun
des ligands des deux récepteurs.

La question majeure a laquelle nous tenterons de répondre dans une deuxiéme partie
concerne I’existence de ces dimeéres UT/récepteur GABAA in vivo, et leur implication
fonctionnelle dans la prolifération astrocytaire. Aprés une lésion de type ischémique, la
"cicatrice gliale" qui se forme délimite le site de la Iésion et restaure 1’isolement du systéme
nerveux par rapport a la périphérie en reformant une ‘glia limitans’. Cependant, méme si cette

structure entrave la repousse axonale en formant un barriére mécanique et constitue un frein a
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la récupération post-lésionnelle, 1’¢limination des astrocytes réactifs accentue de nombreux
paramétres pathologiques et aggrave des lésions de faible intensité (Bush et al., 1999 ;
Faulkner ef al., 2004). Ralentir ou limiter la cicatrice gliale, tout en préservant la capacité des
astrocytes réactifs a libérer leurs facteurs neurotrophiques, constituerait donc un axe d’étude
pour favoriser la reconstruction structurelle et fonctionnelle de voies nerveuses au sein du
tissu 1ésé. Nous rechercherons ainsi la présence de ces dimeéres de récepteur dans des cultures
d’astrocytes via une approche FRET-HTRF et de co-immunoprécipitation a 1’aide de ligands
urotensinergique et GABAergique, étiquetés par des donneurs et accepteurs de FRET
(Cisbio). Ainsi, considérant i) les effets mitogeénes de 1I’UII sur les astrocytes (Jarry et al., in
press), ii) le role répresseur du récepteur GABA, sur la prolifération cellulaire (Tateishi ef al.,
2006), et iii) ’inhibition de la fonction GABAergique par I’UII, nous envisageons d’étudier
sur des astrocytes activés in situ apres ischémie cérébrale, si les deux récepteurs peuvent
s’associer physiquement, conduisant a la perte du récepteur GABA, a la membrane et a la

prolifération astrocytaire.
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Paradoxical effect of ethanol on potassium
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Falluel-Morel Anthony, Aubert Nicolas, Alain Fournier, Marie-
Christine Tonon, Hubert Vaudry and Héléne Castel

J. Neurochem. (2009) 110:976-989

Dans cette étude, nous avons montré que les effets de I’EtOH sur la survie des neurones
en grain du cervelet mettent en jeu des canaux potassiques. A faible concentration (10 mM),
I’EtOH provoque une dépolarisation membranaire et une inhibition du courant potassique
d’inactivation rapide /4. A plus forte concentration (400 mM), I’EtOH est responsable d’une
hyperpolarisation membranaire et d’une stimulation du courant potassique de la rectification
retardée Ix. Nos études de survie cellulaire révelent que ’EtOH 200 et 400 mM exerce des
effets neurotoxiques qui impliquent 1’activation de /x. A I'inverse, ’EtOH 10 mM favorise la
survie des neurones en grain, un effet qui est mimé par le bloqueur spécifique du canal /.

Ces résultats démontrent que I’EtOH induit un effet bidirectionnel sur la survie des
neurones en grain du cervelet qui implique les canaux potassiques Ik et /.
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Abstract

Transient exposure to ethanol (EtOH) resulis in a massive
neurodegeneration in the developing brain leading to behav-
ioral and cognitive deficits observed in fetal alcohol syndrome.
There is now compelling evidence that K* channels play an
important role in the control of programmed cell death. The
aim of the present work was to investigate the involvement of
K™ channels in the EtOH-induced cerebellar granule cell death
and/or survival. At low and high concentrations, EtOH evoked
membrane depolarization and hyperpolarization, respectively.
Bath perfusion of EtOH (10 mM) depressed the Iy (transient
K* cument) potassium current whereas EtOH (400 mM) pro-
voked a marked potentiation of the specific i (delayed recti-

In human, prenatal exposure to ethanol (EtOH) results in
facial dysmorphologies (Hoyme et al. 2005) and develop-
mental retardation associated to behavioral and cognitive
deficits termed fetal alcohol syndrome (Mattson and Riley
1998). In rodents, these neuropathological features have been
correlated to impairments in cell proliferation, survival and/
or neuronal migration in various brain areas (Ikonomidou
et al. 2000 Goodlett and Horn 2001; Jiang et al 2008). The
cerebellum is one of the brain areas that 1s most sensitive to
EtOH during development, with loss of both Purkinje
neurons (Goodlett ef al. 1998) and granule cells (Hamre
and West 1993). However, an age-related change in alcohol
vulnerability has been observed in cerebellar granule cells
(Hamre and West 1993; Bonthius et af 2004). Addition
of EtOH to cells freshly isolated or incubated under

B 2009 Inserm

fier K™ current) current. Pipetie dialysis with GTPvS or GDP[}S
did not modify the effects of EtOH (400 mM) on both mem-
brane potential and f current. In contrast, the reversible
depolarization and slowly recovering inhibition of fs induced
by EtOH (10 mM) became irreversible in the presence of
GTPyS. EOH (400 mM) induced prodeath responses
whereas EtOH (10 mM) and K* channel blockers promoted
cell survival. Altogether, these results indicate that in cere-
bellar granule cells, EtOH mediates a dual effect on K*
currents partly involved in the control of granule cell death.
Keywords: cell survival, delayed rectifier, ethanol, fast-
inactivating, granule neuron, potassium currents.

J. Neurochem. (2009) 110, 976-989.

non-depolarizing conditions was reported to exacerbate
apoptosis of immature neurons (Pantazis et al. 1993; Bhave
and Hoffman 1997; Vaudry et af 2002). With continued time
in culture, granule cells acquire a more mature neuronal
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976 Journal Complation ©@ 2009 International Soctety for Neurochemistry, J. Mewochem. (2009) 110, 976-989

267 |Page



Travaux scientifiques annexes

phenotype including extension of neurites, expression of

sialoglycoproteins, cell adhesion proteins and receptors, and
delayed rectifier potassium channels (fi) (Zheng et al 1994;
Hatten and Heintz 1995; Wang ef al. 1995: Mei et al. 2004),
and appear more resistant to the neurotoxic action of EtOH
(Pantazis ef al. 1993; Oberdoerster and Rabin 1999).

Ethanol has been shown to interact with a wide variety of

neurotransmitter receptors and voltage-gated 1on channels
where presumed alcohol binding sites have been identified
(Covarrubias et al 1995; Lewohl ef al 1999; Ren et al

2003). In particular, EtOH stimulates the activity of most of

maxi-K channels (BK) from a diversity of cells and tissues
(Brodie et al. 2007) and of G-protein-coupled inwardly
rectifying potassium channels (Lewohl et al. 1999) whereas
it excites dopamine neurons by reducing a quimidine-
sensitive delayed rectifier K™ channel (Appel et al. 2003)
or inhibits a drosophilia Shaw2 channel and a twin-pore K"
channel (Covarrubias et all 1995).

At cellular and molecular levels, apoptosis is characterized
by a series of morphological and biochemical changes that
include cell shrinkage, caspase activation, and DNA frag-
mentation. One of the early features of apoptosis s the
decrease in intracellular K accompanying cell shrinkage
(Remillard and Yuan 2004) that ultimately leads to death in
various cell types including lymphocytes (Elliott and Higgins
2003), fibroblasts (Brevnova et al. 2004), smooth muscle
cells (Orlov et al 2004), and cortical neurons (Pal et al
2003). Voltage-dependent K* channels play a critical role in
mediating  the K* efflux associated with apoptotic cell
shrinkage (Yu et al 1997), and blockage of potassium
channel activity has been shown to reduce and/or prevent
apoptosis (Yu 2003). Moreover, previous reports showed that
fast inactivating currents [transient K" current (14)] mediated
apoptosis in vascular smooth muscle cells (Krick et al. 2001;
Brevnova et al. 2004) while reduction of [, was associated
with a decreased cell apoptosis in olfactory neurons (Han and
Lucero 2005). Little 15 known about EtOH effects on
synaptic transmission in cerebellar granule cells. Our previ-
ous studies demonstrated that the neuroprotective agent,
pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP),
prevented cerebellar granule neurons from apoptotic cell
death induced by EtOH (Vaudry et al. 2002; Mei et al. 2004)
through, at least in part, inhibition of [ currents. However,
the effects of EtOH on the different K currents expressed in
granule cells remain unknown.

Primary cultures of cerebellar granule cells have been
shown to possess various voltage-gated outward K* currents,
including fast transient outward (f,) and [y (Mathie et al
2003; Watkins and Mathie, 1996; Mei ef al. 2004). By using
specific voltage-gated ion channels blockers, the present study
addressed the question of the mechanism by which EtOH
directly modulated the electrical activity of cerebellar granule
neurons and consequently granule cells survival. Here we
showed that at high concentration EtOH hyperpolanized cells

B 2009 Inserm
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and stimulated [y current amplitude whereas at low concen-
tration it induced depolarization and I, current inhibition,
both involved in the control of granule neurons survival.

Material and methods

Chemicals

ATFE, GTP, GTPyS, GDPJS, the Na~ channel blocker tetrodotoxin
(TTX), the K™ channels opener diclofenac, the transient outward K™
current (/) blocker 4-aminopyridine (4-AP); the sustained fk
blocker tetraethylammonium chlorde (TEA), fluoresceine diacetate,
Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Ham-FI12 culure medium,
insulin, fetal calf serum (FCS), and cytosine [B-p-arabinofuranoside
were purchased from Sigma (St Quentin Fallavier, France).
Glutamine and the antibiotic—antimycotic solution were purchased
from Invitrogen (Cergy-Pontoise, France). EtOH was obtained from
VWR International (Strasbourg, France). ATP, GTP, GTPyS, or
GDPPS were administered through the patch pipette solution. The
channels blockers or opener were perfused via gravity through a
plastic tubing positioned in the vicinity of the cell body in order to
maintain a sustained perfusion. In these conditions, drugs could
reach the cell of interest after 30 s of perfusion.

Primary neuronal culture

Granule cell culures were prepared from cerebella of 8-day-old
Wistar rats as previously described (Gonzalez er al. 1992). Isolated
cells were plated on 35-mm culture dishes coated with poly-L-lysine
(5 > 107 M) at a density of 1.5 % 10° cells per dish and incubated
at 37°C under controlled atmosphere (5% CO02/95% air) for 1 to
8 days before use. Culture medium consisted of Dulbecco’s
modified Eagle medium/Ham’s F12 (75%/25%) supplemented with
10% FCS, 2 mM glutamine, 5 pg/mL insulin, 25 mM KCIL, and 1%
of antibiotic-antimycotic solution. Proliferation of non-neuronal
cells was suppressed by addition of cytosine i-p-ambinofuranoside
(5 pM) 24 h after seeding.

Exposure of cerebellar granule cells to alcohol

For electrophysiology and cell survival studies, the alcohol concen-
trations used varied from | to 400 mM (equivalent to 4.46-1 784 mg/
dL). This large range of concentrations was chosen for several
reasons: (1) it covered both the large range of alcohol concentrations
used in the literature to treat cultured neurons in vitro (up to
1600 mg/dL; Zhong e al. 2006) and the blood alcohol concentra-
tions were typically observed in vive in moderate to heavy drinkers
(50400 mg/dL) and (ii) because the alcohol metabolism was
different between brain and blood. Indeed, it has been shown that
EtOH can accumulate into the brain and that it is eliminated more
slowly than from plasma (Chen et al. 2007).

Ethanol was prepared extemporaneously. In patch-clamp exper-
iments, the effects of graded concentrations of EtOH were measured
by perfusion via gravity through a plastic tubing positioned in the
vicinity of the cell body. In the other electrophysiological
experiments, EtOH was applied focally by pneumatic pressure.
For measurement of cell viability, 7 days in vitro (DIV) granule
neurons medium was removed and replaced by a 5 mM/serum-free
medium in the absence or presence of different concentrations of
EtOH for a 18-h period.
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Electrophysiological recordings

Whole-cell K~ currents were recorded af room temperature
(20-22°C) using the standard patch-clamp technique on cerebellar
granule neurons between 5 and 10 DIV. For measurement of the
membrane potential or cument in standard conditions, the culture
medium was replaced by a bath solution containing (in mM): NaCl,
145; KCI, 2.5; HEPES, 10; MgCl,, 1; and glucose, [0 (pH 7.4
adjusted with NaQH). For potassium currents recordings, the culture
medium was replaced by a bath solution containing (in mM): NaCl,
145; KCI, 2.5; HEPES, 10; MgCls, 1; TTX, 0.001; and glucose, 10
(pH 7.4 adjusted with NaOH). The fast-inactivating potassium
current Jo was blocked with 4-AP (5 mM) leaving only the
non-inactivating potassium (f) current whereas lx was blocked
by TEA (20 mM) leaving only /4 currents. The patch pipettes were
fabricated from 1.5 mm (outer diameter) soft glass tubes on a
two-step vertical pipette puller (List-Medical; L'M-3P-A, Darms-
tadt, Germany). Patch electrodes had a final resistance of 6-8 MOQ
when filled with an intemal pipette solution containing (in mM):
KCI, 140; MgCly, 4; EGTA, 5; HEPES, 10; ATP, I; and GTP, 0.1
(pH 7.4 adjusted with KOH).

Data acquisition and analysis

All current signals were amplified from an Axopatch 200A
Amplifier (Axon Instruments, Union City, CA, USA) and filtered
at 2 kHz (3 dB, four-pole, low-pass Bessel filter). Data acquisition
and analysis were performed through a digidata 1200 interface
using the pClamp 8 suite programs {Axon Instruments) and/or the
Origin 4.1 analysis software (Microcal Software, Northampton,
MA, USA). In currentclamp mode, the input resistance of the cells
was estimated in the linear portion of the voltage—current plots
(8 £ 8 pA) from a holding potential arbitrary fixed at =60 mV by
using the basal line adjustment procedure (Clampfit). Currents were
corrected for leak and residual capacitance transients by a P/4
procedure within the acquisition program. Recording protocols for
both f and I, currents were achieved by stepping from a holding
potential of =80 mV to +60 mV for 200 ms every 15 s. In some
recordings, [, and Jg were measured directly by stepping from
holding potential of =80 mV to +60 mV or =50 mV to +50 mV
for 200 ms, respectively. All values were given as means £ SEM.
Student’s rtests were performed with paired comparison if
relevant.

Measurement of cell survival

At 7 DIV, the culture medium containing 10% FCS was replaced by
a5 mM K- and FCS-free medium supplemented by TEA (5 mM)
and 4-AP (1 mM) in the absence or presence of 10 or 400 mM
EtOH during 18 h. At the end of the 18-h perod, cells were
incubated for & min with 15 pg/mlL calcein (producing green
fluorescence in living cells) and 15 pg/mL propidium iodide
(producing red fluorescence in dead cells), rinsed once with 0.1 M
phosphate-buffered saline (pH 7.4), and examined on a Leica
epifluorescence  microscope (Leica France, Rueil-Malmaison,
France). For quantification of surviving neurons, cells were
incubated for 8 min with 15 pg/mL fluorescein diacetate (which
produces green fluorescence in living neurons), rninsed once with
phosphate-buffered saline, and lysed with a Tris-HCI solution.
Fluorescence intensity was measured with a FL600 Fluorescence
Microplate Reader (Bio-Tek Instuments, Winooski, VT, USA).

@ 2009 Inserm

Experiments have shown that the fluorescence intensity is propor-
tional to the cell number (Vaudry e al. 2000). Statistical signifi-
cance of differences was determined by using the one-way ANOVA
followed by a Kruskal-Wallis post hoc test.

Results

The effect of EtOH on the resting membrane potential of
cerebellar neurons was studied in the whole-cell configura-
tion using a patch-pipette contaming 0.1 mM GTP. EtOH (10
and 50 mM) bath perfused near the cell soma-evoked cell
membrane depolarizations associated in some cells to an
increase of a spiking activity (Fig. la). An mtermediate
EtOH concentration (100 mM) did not affect the resting
membrane potential whereas higher EtOH concentrations
(200 and 400 mM) elicited a marked hyperpolarization
(Fig. la). The concentration—response relationship of EtOH
revealed that the polarity and the peak amplitude of responses
were closely dependent on the concentration tested. The most
effective depolarizations or hyperpolarizations were obtamed
with 10 and 50 mM EtOH (+5.8+ 12 mV, n= 7 and
+11.6 £35mV, n=6) or 200 and 400 mM EtOH
(—=8.0+£2.0mV,n=4and —12.0 £ 1.4 mV, n = 9), respec-
tively (Fig. la, right). To determine whether EtOH-mediating
effects resulted from voltage-dependent channel opening and/
or closing, successive current injections were applied for | s
every 10 s from —8 to +8 pA with 2 pA increments from the
cell resting potential (Fig. 1b and ¢). To compare the effect of
injected current pulses, tracings have been corrected for an
arbitrary holding membrane potential (-60 mV). Ten mM
EtOH enhanced the amplitude of both hyperpolarizations and
depolarizations evoked by injected currents (Fig. 1b, Left).
The corresponding voltage/current (V/I) relationships fitted
by a monoexponential revealed an EtOH-induced increase in
the input resistance manifested by a slope changing and
consecutively a decrease in the global membrane conduc-
tance (Fig. 1b, right). Conversely, 400 mM EtOH depressed
the amplitude of the voltage responses to current injections
changing the shape of the slope and then increasing the
zlobal membrane conductance (Fig. 1c).

Under whole-cell configuration and voltage-clamp mode
with GTP in the internal pipette solution, the sensitivity and
the relative proportion of the different K™ currents expressed
in cerebellar granule cells have been tested by using specific
blockers of I, and [y, 4-AP (5 mM) and TEA (20 mM)
respectively. 4-AP inhibited the control K" current by
46.6 £ 6.5% (n = 7) whereas the [y blocker TEA reduced
by 63.2 £ 7.6% (n = 8) the K" current amplitude (data not
shown). Instantancous current/voltage (I/'V) relationships of
zlobal K" currents in standard bath solution were obtained by
plotting the currents evoked by 200-ms voltage ramp from
—80 to +60 mV against test pulse. The inhibition of I, K*
current by 4-AP (5 mM) resulted in a global decrease in the
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20mV]

10s 400 mM

200 mM

Fig. 1 Effects of EtOH on the resting
membrane potential and the electro-
responsiveness of cerebellar granule neu-
rons. (a) Left: voltage responses to EtOH
(10—400 mM) obtained from different cells
in the whole-cell configuration. Hyperpolar-
izing pulses (2 pA, 10 ms, 0.125 Hz) were
applied to monitor the cell input resistance.
EtOH was bath perfused for 30-s as indi-
cated by the filled bars above traces. Right:
quantitative analysis of mean amplitudes of
EtOH-induced  (3—400 mM) membrane
depolarization or hyperpolarization from 3
to 10 independent experiments (mean = -
SEM). (b.c) Left: representative whole-cell
voltage responses recorded from a single (©)
granule cell. The cell was elicited with -8 to

8 pA step pulses for 1 5 from the resting

potential. To compare the effects of 10 and

400 mM EtOH tracings have been cor-

rected off-line to be set at an arbitrary

EtOH 10 mM

Control

holding potential of -60 mV. Right: corre-
spending voltage—current (WC) plot illus-
trating the global membrane resistance in
the absence (Control, Il or presence of
10 mM EtOH (A, b) or 400 mM EtOH (@,
c). The crossing dotted lines on WC plots
were used to mark the adjusted baseling in
both set of experiments.

EtOH 400 mM

amplitude of outward currents evoked by instantaneous I'V
curves (Fig. 2a). Bath perfusion of 4-AP (30-90 s) totally
blocked the outward current at negative potentials (—80 to
—40 mV) and partially reduced the current at more positive
potentials (0 to +60 mV). Conversely, the inhibition of Iy by
TEA (30-90 s) led to a reduced K current amplitude evoked
exclusively by depolarizations that arose mainly from
potentials above 0 mV. The TEA-evoked strong inhibition
slightly recovered after a 90-s washout (Fig. 2b). Bath
perfusion with 10 and 50 mM EtOH (90 s) depressed the
global outward K current from —60 mV, an effect resem-
bling to the specific inhibition of 74 by 4-AP (Fig. 2a, ¢ and
d). Interestingly, application of EtOH at a higher concentra-
tion (400 mM) resulted in a marked current stimulation
between 0 and 60 mV (Fig. 2e). Global outward K currents
were also evoked by sequential 200-ms depolarizing pulses
from =80 to +60 mV. Perfusion of granule cells (1 min) with
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10 mM (Fig. 2f) and 400 mM (Fig. 2g) EtOH provoked
significant and reversible decrease and increase in K'
currents, respectively. After l-min washout, current ampli-
tudes recovered control levels indicating that EtOH-mediat-
ing both effects were reversible. In Fig. 2h, quantitative
analysis showed a significant reduction of K' current
amplitudes at 10 mM EtOH (87.4 +6.2%, peak; 80.8 £+
7.0%, plateau; n = 8). Conversely, both peak and plateau
components of the K currents were significantly stimulated
by 200 and 400 mM EtOH (110.0 £ 4.4%, peak; 120.8 +
3.9%, plateau; n= 18 and 116 £ 4%, peak: 112 £ 3%,
plateau: n = 16).

The results described thereafter were obtained by using a
bath solution containing 4-AP (5 mM) to block [y, allowing
specific activation of the fy current by a depolarizing pulse
to +50 mV from a holding potential of =50 mV. In 4-
AP experimental conditions, 5-10 DIV-studied cerebellar
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Fig. 2 Effects of K" channel blockers and
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currents in rat cerebellar granule cells.
(©) (d) (@) Currents cbtained following a voltage ramp
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granule cells exhibited a mean resting membrane potential of
=58 £3.2 mV (n = 16) and rather small [y (234 £ 18 pA,
n = 58) currents. As shown in Fig. 3a, a 5-s ¢jection of high
EtOH concentrations (200 and 400 mM) elicited hyperpo-
larization by reducing mean resting membrane potentials
from =577+ 43 mV and -58.6 £ 2.1 mV to —63.4 £ 3.9
mV (n=15) and —663 £23mV (n= 8), respectively
(Fig. 3b). This effect recovered immediately at the end of
the drug application (Fig. 3a). EtOH-induced hyperpolariza-
tion and outward current were detected at holding potentials
more positive than —80 mV {a value close to the K©
equilibrium potential predicted by the Nernst equation i the
present experimental conditions) wherein the amplitudes
increased towards depolarizing potentials (Fig. 3¢ and d). To
examine the mechanism of action of high EtOH concentra-
tion on K* channel gating characteristics, the effect of EtOH
was studied in the presence of 4-AP (5 mM) on both the

i
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-80-60-40-20 0 20 40
Command potential (mV)

(h)
1 3 10 50
u r- - 130 0=0)n=3) (1=8 (n=4) (1=3) (n=18) (n=16)

by voltage ramps before (i), during 30 s (i),
90 s (i), and after (iv, 90 s) TEA (20 mM)
perfusion. (c—e) Instantaneous IV relation-
ships elicited by wvoltage ramps in the
absence (i) or presence (i, 90 s) of 10 mM
c), 50 mM (d), and 400 mM (g) EtOH
perfusion, respectively. (f, g) Global K*
currents evoked by sequential 200-ms
depolarizing pulses from —80 to +60 mV at
15-s intervals in the absence or presence of
10 mM EtOH (f. 1-min, horizental bar) or
400 mM EtOH (g, 1-min, horizontal bar). (h)
Quantification of global K™ current ampli-
tudes measured at the beginning (peak) or
the end (plateau) of the pulse protocol
during a 30-s EtOH perfusion. The data
represent the mean values (£SEM) ob-
tained from 3 to 18 cells. *p < 0.05;
"p=0.01; *"p<0.001 versus control
currents before EtOH application.

= Peak
= Plateau

100

200 400

activation and inactivation properties of the delayed outward
K" current fx. EtOH concentration of 400 mM significantly
modified the half-activated conductance wvalues F, from
+3.2£ 0.9 mV (Control, n = 6) to =34 £ 0.9 mV (400 mM
EtOH, n = 6). The data indicated that EtOH shifted the fg
activation curve towards more negative potentials and altered
the slope factor of the inactivation curve (Table S1).

To investigate the possibility of a direct modulation of [y
channels by high concentrations of EtOH, we compared the
potentiation induced by 200 or 400 mM EtOH to the
effect of diclofenac (0.1 mM), a K* channel opener, on both
Iy current kinetic and amplitude in cerebellar granule
cells. As shown in Fig. 4a, 200 and 400 mM EtOH
significantly enhanced fx by 115.7+2.5% (n=7) and
1245 +£34% (n=19, p<0001), respectively, before
it was recovered after a 15-s washout (Fig. 4a and c).
Moreover, bath perfusion of diclofenac (0.1 mM) led to a
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Fig.3 Effect of high E{OH concentration on EtOH 200 mM
global membrane veltage and current in rat -
cerebellar granule cells. The fast-inactivat- W
ing K* current (fs) was blocked by 4-AP

(5 mM} when applied in the bath solution.

(a) Voltage recordings of the effect of a 10-5

gjection (horizontal bar) of EtOH at 200 (c)

(Ieft) or 400 mM (right). (b) Quantification of EtOH 400 mM
the EtOH-induced membrane hyperpeolar-
ization. (c) Inward current (left) or hyper-
polarization (right) caused by a 5-5 EtOH
(400 mM) ejection (horizontal bar) in two
different cells held at potentials ranging
from —-80 to +680 mV in 20-mV increments.
(d) Corresponding voltage/voltage (WV)
and current/voltage (V) plots of the EtOH-
evoked hyperpolarizations or outward cur-
rents, yielding a reversal potential around
-B0 m¥Y. The data represent the mean
values (+SEM) obtained from five to eight
cells. *p < 0.05 versus mean resting mem- EOpAL_
brane potential. 10s

+40

222

robust (p < 0.001) increase in fi by 239+ 47% (n = 5,
Fig. 4b and c¢). This activation process occurred rapidly,
reached a high potentiation within 45-s application, and
recovered to control level after only 15-s washout (Fig. 4b).
In order to investigate a possible contribution of G proteins in
the stimulatory effect of high EtOH concentrations on fy
currents, the non-hydrolyzable analogs of GTP and GDP,
GTPyS (0.1 mM) and GDPBS (0.1 mM), respectively, were
used to substitute GTP in the pipette solution. In GTPyS- or
GDPBS-dialyzed cells, the kinetics and amplitudes of
membrane potential changes or [y current potentiations
were not drastically modified (Fig. 4d and e). Quantification
of the data indicated that the EtOH-induced hyperpolaniza-
tion or current increase in the presence of GTPyS
(=6.0 £ 0.1 mV, n = 3 or 117.6 & 2.3%, n = 5) and GDPS
(=56 £06 mV, n=5 or 1162 £ 1.7%, n = 7) were not
significantly different (Fig. 41).

In the presence of extracellular TEA (20 mM), the mean
resting membrane potential was 52+ 4 mV (n= 11).
Ejection of 10 mM EtOH in the vicinity of the cells
produced a significant and reversible depolarization to
47+ 7mV from a resting potential of —63 £6 mV
(n =7, Fig. 5a). [, currents were evoked by 200-ms
depolarizing pulses from —80 to +60 mV in the whole-cell
configuration with 0.1 mM GTP added in the pipette
solution. Ten mM EtOH induced a modest and slowly
reversible inhibition of 17+ 5% (peak) and 28 + 8%
(plateau, n = 11, Fig. 5b and ¢) of [y current amplitude
which was reproducible after a second EtOH application
(Fig. 5b, upper current traces). Subsequent analysis of the
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steady-state voltage-dependent properties of [, revealed
similar half~activated and -inactivated potentials in the
absence or presence of EtOH (data not shown). When cells
were challenged with GTPyS (0.1 mM) in the internal
solution, EtOH provoked a non-reversible decrease in the [,
current amplitude which appeared even more pronounced
after a second EtOH application (Fig. 5b, lower current
traces). In the presence of GTPyS, the inhibitory effect of
EtOH (peak, 67.1 £ 4.7%; plateau, 52.7 £ 10.0%, n= 5)
was significantly accentuated (Fig. 5c).

In order to correlate the dose-effect of EtOH on cell
membrane depolarization (Fig. la) with neuroprotective
and/or neurotoxic effect of EtOH, cerebellar granule cells
were exposed to graded concentrations of EtOH (Fig. 6a).
After 7 DIV, a 18-h incubation period of granule cells with
EtOH provoked a biphasic dose-dependent modulation of
granule cell survival. The calcein acetoxy methyl ester and
propidium iodide probes were used to visualize the
viability of granule cells after EtOH treatment (Fig. 6a).
The neurotoxic effect of 400 mM EOH was associated
with modifications of granule cell morphology (cell
shrinkage) that were suggestive of apoptotic cell death.
However, as shown on microphotographs, numerous
remaining cells in the 400 mM EtOH-treated condition
were still surviving. Survival guantification showed that
EtOH (10-50 mM) induced a significant increase of cell
viability by around 20%, whereas high EtOH concentration
decreased the proportion of surviving cells to 87.87 +
1.3% (200 mM) and 74.9 + 2.2% (400 mM; Fig. 6a). Low
concentrations of the K* channel blockers TEA (1-5 mM)
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Fig. 4 Effects of EtOH and diclofenac on the voltage-delayed rectifier
current (k) in rat cerebelar granule cells. The fast-inactivating K*
current (l,) was blocked by 4-AP (5 mM) when applied in the bath
solution. (a) Consecutive traces of I, currents were evoked by
sequential 200-ms depolarizing pulses from —50 mV to +50 mV at 15-5
intervals, before, during, and after 200 mM (left) or 400 mM (right)
EtOH (horizontal bars). (b) Consecutive ke currents recorded at 15-s
intervals before, during (60-s, horizental bar), and after 0.1 mM dic-
lofenac perfusion. () Quantification of the EtOH- or diclofenac-induced
I stimulation. (d) Hyperpolarizations (upper traces) and lc current

and 4-AP (1 mM) significantly favored cell viability
whereas increasing the channel blocker concentrations
evoked pro-death responses. Interestingly, exposition to
neuroprotective concentrations of TEA (5 mM) and 4-AP
(1 mM) did not produce additive surviving effects, and 4-
AP (1 mM) failed to attenuate and even worsened the
TEA (20 mM)-induced cell death [TEA (20 mM),
62+ 7%: TEA (20 mM) + 4-AP (1 mM), 36.1 £ 3.7%,
Fig. 6b)]. In the same way. the increase in cell survival
evoked by EtOH (10 mM) was non-additive with the
prosurvival effect of TEA (5 mM), and abolished by the [,
channel blocker 4-AP (1 mM; Fig. 6¢c). As shown in
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stimulations (bottom traces) proveked by a 15-s ejection (herizontal
bars) of EtOH (400 mM) in the presence of GTPyS (0.1 mM) in the
pipette solution. (e) Hyperpolarizations (upper traces) and i, current
stimulations (bottom traces) provoked by a 15-5 ejection (horizontal
bars) of EtOH (400 mM) in the presence of GDPBS (0.1 mM) in the
pipette solution. (f) Quantification of the EtOH-induced membrane
hyperpolarization and activation of k currents recerded in the presence
of GTPyS or GOPPS. The data represent the mean values (+=SEM)
obtained from 3 to 18 cells. ***p < 0.001 versus mean membrane po-
tential or control current before EtOH application. ns, nen-significant.

Fig. 6¢, neither TEA (5 mM) nor 4-AP (I mM) prevented
EtOH-induced (400 mM) neurotoxicity.

Discussion

The cerebellum is one of brain areas that is most sensitive to
EtOH effects during development, with loss of both Purkinje
and granule neurons (Servais et al. 2007). Thus, a better
understanding of the mechanisms that are involved in this
neuronal vulnerability to alcohol appears to be of paramount
importance. Using cultured cerebellar granule cells and
patch-clamp recordings, we demonstrated in this study that
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Fig. 5 Effectof EtOH on the fast-inactivating [, current in rat cerebellar
granule cells. The delayed non-inactivating K* current (/) was blocked
by TEA (20 mM) when applied in the bath solution. (a) Left: voltage
recordings of the effect of a 15-s ejection (horizontal bar) of 10 mM
EtOH in a GTP-dialyzed cell. Right: quantification of the EtOH-induced
membrane depolarization. Thedata represent the mean values (+SEM)
obtained from seven cells. (b) I, currents eveked by sequential 200-ms
depolarizing pulses from -80 to +60 mV at 15-5 intervals before,

EtOH provoked a concentration-dependent dual modulation
of 5-10 DIV cerebellar granule cell electrical activity,
underlying changes in membrane ionic currents and cell
survival.

Dual modulation of the global membrane potential and
current by EtOH

A number of in vive and in vitro studies reports that neurons
are less susceptible to apoptotic mechanisms in a membrane
activity-dependent manner (Ikonomidou et al. 1999; Monti
and Contestabile 2000). In particular, cerebellar granule cells
at 5-10 DIV cultured in the presence of serum and
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during (30 s, herizontal bar), and after two consecutive EtOH (10 mM)
ejections in the presence of GTP (0.1 mM, upper current traces) or
GTPyS (0.1 mM, bottom current traces) in the pipette solution. (c)
Quantification of the effect of EYOH on Iy measured at the beginning
(peak) or the end (plateau) of the pulse protocol in GTP- or GTPyS-
dialyzed cells. The data represent the mean values (+SEM) cbtained
from 5 to 11 cells. *p < 0.05; **p < 0.05; ***p < 0.001 versus mean
resting membrane potential or control current before EtOH application.

depolarizing 25 mM KCl developed characteristics of mature
cerebellar granule cells, including an extensive neuritic
network, expression of excitatory amino acid receptors, and
production and release of r-glutamate (Burgoyne et al
1993). Here, we observed that EtOH from 10 to 50 mM,
significantly increased the depolarizing state of the cells by
lowering the resting membrane potential. In contrast, treat-
ment of granule cells with EtOH concentrations above
100 mM  induced cell hyperpolarization, stabilizing the
resting membrane potential at more negative values. In
response to hyperpolarizing and depolanizing current injec-
tions, EtOH evoked a modest increase and decrease in the
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input resistance at 10 and 400 mM, respectively. Thus EtOH
effects on cell input resistance may be likely to account for
by modulation of functional channels that were active around
cell resting potential, i.e., Na" and K* current channels
(Mellor et al. 1998).

In the voltage-clamp mode of the patch-clamp technique,
depolarizing potentials (=80 to +50 mV) were applied to
record fast inward currents and outward K* currents evoked
by cerebellar granule cells. As reported previously, outward
K" currents predominated and could be divided in a slowly
inactivating and a fast-inactivating components, attributable
to a delayed rectifier fx and A-type I, K' currents,
respectively (Wakazono et all 1997; Shibata et ol 2000;
Mei et al. 2004). Outward K* current amplitudes were
decreased by EtOH (10 mM) or increased by EtOH
(400 mM), suggesting differential modulation of K* currents
expressed by granule neurons. These data prompted us to
investigate the participation of fy and 7, in the EtOH-induced
modulation of K* conductances. In the presence of the [4 and
Iy specific blockers, we observed that fy activation arose
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Fig. 6 Effect of EtOH and K" channel
blockers on rat cerebellar granule cell sur-
vival. Cell survival was quantified on 7 DIV
granule cells after 18 h of treatment in the
absence of serum and in 5 mM potassium.
(&) Left: typical microphotographs of gran-
ule cells cultured in control conditions or in
the presence of EtOH (10, 400 mM). Living
cells were labeled with calcein (green fluo-
rescence), and dead cells were labeled with
propidium icdide (red flucrescence). Right:
effects of graded concentrations of EtOH on
survival of cultured granule cells. (b) Effects
of different concentrations of TEA (left),
4-AP (middle), or combinations of TEA and
4-AP (right) en granule cell survival. (c)
Effects of exposure to EtOH (10 and
400 mM) in the absence or presence of
TEA (5 mM) or 4-AP (1 mM). The data
represent the mean values (=SEM) of three
to nine independent experiments performed
in quadruplicates. ‘p< 0.05, “'p < 0.01;
***p< 0.001 versus Control. ns, non-sig-
nificant.
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from —40 mV, slowly increasing with depolarized potentials
whereas [ developed from the subthreshold potential of
—60 mV and progressively mactivated from 0 mV. EtOH
at low concentration diminished a persistent outward K*
current activated at membrane potentials positive to —60 mV
and, at high concentration, increased the amplitude of the
current activated only from positive potentials, suggesting
that EtOH specifically depresses [, current at low concen-
tration and additionally potentiates [ at acute concentration.

I current channel and EtOH high concentrations

Given that the delayed rectifier channel represented 60% and
the fast-inactivating current comprised more than 40%, any
contribution of these were investigated in the low and high
concentration-induced modulation of K™ channels activities
by EtOH. In this study we observed that under sustained
blockage of Na® current channels by TTX and 7, current
channels by 4-AP, short EtOH (400 mM) ejections induced
hyperpolarization and outward current in cerebellar granule
cells. The F/¥ and IV curves showed that EtOH effects
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(i) occurred from potentials positive to —80 mV, (i) were
especially pronounced at a threshold potential of —40 mV,
and (i11) failed to change the reversal potential or to induce
any rectification of the 'V relationship. As determined from
analysis of the activation and iactivation curves, EtOH
mainly shifted the half-activated conductance value towards
more negative potentials (Supporting Information ), rendering
the /i channels more activable at resting potentials, an event
that is likely to alter resting membrane excitability. These
findings indicate that EtOH activates K* currents without
altering the 1ion conduction within the channel pore. Similar
effects of EtOH have been described on Ca2+4icpcndcnl K"
channels in rat neurchypophysial nerve terminals (Dopico
et al. 1996) and rat dorsal root ganglia (Gruf er al. 2001).
The other characteristic of the fi amplitude increase evoked
by EtOH (200 mM) was the fast and readily reversible
action. Recent studies revealed that a K channel opener,
diclofenac, directly opened a slowly activating K™ current
channel in murine B- 16 melanoma cells (Liu et af. 2004) and
the fast-inactivating K* current channel in cerebellar granule
cells (Liu et al. 2005), whereas some of its effects were
specifically inhibited by voltage-dependent and BK channel
blockers in neurons (Ortiz et al. 2002). In the same way, we
observed that diclofenac markedly stimulated [y opening,
a process also readily reversible. Consequently, the leftward
shift of the fg activation characteristics and the rapid and
readily open channel-like effects of EtOH high concentra-
tions strongly suggest modifications of the channel gating
properties. Accordingly, when G-proteins were maintained
irreversibly active or inactive by the non-hydrolyzable
analogs, GTPys or GDPPS, in the patch pipette solution,
respectively, activation of fg channels was unchanged. As
these effects were observed under conditions that excluded
secondary G protein modulation, it is very unlikely that
delayed rectifier channel activation is mediated via G-protein
coupled receptors. Thus, the EtOH-evoked fy potentiation
should result from modification of Jx channel gating such as
changes in the unitary conductance, the open probability and/
or the length of openings/closures of the channel. In support
of these hypothesis, Dopico ef al. (1996) have demonstrated
the mvolvement of an increase in the open probability
without modification of the unitary conductance, resulting
from drug-induced modifications of channel-gating proper-
ties in neurohypophysial terminals. Collectively, some lines
of evidence narrows the possibilities of action of EtOH to
entities located in, or tightly associated with the channel
protein itself on sites that share common structural features
among /i and By channels.

Is, current channel and EtOH low concentration

The current results revealed that EtOH at relevant low
concentration (10 mM) induced granule cell depolarization
when [ current was specifically nhibited by TEA. More-
over, EtOH (10 mM) reversibly reduced the {4 amplitude
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evoked by depolarizing steps from —80 to +50 mV, without
affecting the open state [/} relationship. Our observations
mdicated that the effect of EtOH on [, did not interfere with
the activation kinetics and the gating properties of the fast-
inactivating K current. Tnterestingly, we observed that the
inhibition of 7, by EtOH (10 mM) was irreversibly pro-
longed when GTPyS was dialyzed in the intracellular
compartment. It suggests the existence of a functional
coupling between EtOH-mediating regulation of /s and
a G protein, excluding a potential direct interaction with the
channel gate. Different studies reported that EtOH would
mediate effects through receptors and second messenger
systems. For mstance, it has been shown that EtOH acutely
increases intracellular cAMP content in brain (Tabakofl and
Hoffman 1998), potentiates, and desensitizes receptor-stim-
ulated cAMP production via Gsa (Diamond and Gordon
1997). Interestingly, a recent study in adult olfactory neurons
demonstrated that activation of protein kinase C, a down-
stream effector of the phospholipase C pathway, mimicked
the reduction of [4 by PACAP whereas elevating cAMP by a
membrane permeant analog had no effect (Han and Lucero
2005). As no specific receptor for EtOH has been identified
so far, EtOH may decrease [, via an unknown mechanism,
leading to the activation of intracellular signaling cascades
that is likely to recruit a protein kinase C in granule cells.

EtOH-induced modulation of K* currents and cell survival
In cultured cerebellar granule neurons, EtOH either causes
enhanced cell loss when administered alone or reverses the
trophic action of low glutamate concentrations (Bhave and
Hoffman 1997; Castoldi ef al. 1998; Vaudry ef al. 2002).
Different classes of ion channels can positively or negatively
affect cell survival (Blondeau ef al. 2000; Krick et al. 2001;
Xia et al. 2002). In particular, potassium channels play
important roles in apoptosis and perturbation of K* concen-
tration markedly affects caspase activation (Remillard and
Yuan 2004). We have previously reported that PACAP
prevented the neurotoxic effects of EtOH on granule neurons,
at least in part, via fi current channel regulation (Mei et al.
2004). In the present study, exposure of 7-DIV granule
neurons to graded concentrations of EtOH provoked a
biphasic modulation of cell survival, ie., a neurotrophic
effect between 10 and 50 mM and a weak pro-death effect at
200 and 400 mM. This low toxicity does not appear to be
surprising, considering that EtOH-mediated cell death is only
manifested when the EtOH exposure occurs at specific
developmental times (Hamre and West 1993). Indeed,
addition of EtOH to freshly isolated cerebellar granule cells
was reported to markedly increase cell loss (Pantazis et all
1993; Luo et al. 1997) whereas the vulnerability of granule
cells to the neurotoxic action of EtOH was reported to
diminish with time n culture, a 24-h treatment of 7-8 DIV
cells in culture failing to alter granule cell survival (Pantazis
et al. 1993). Here we also showed a biphasic effect of K
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channel blockers, TEA and 4-AP: neuroprotective at low
concentrations and neurotoxic at high concentrations, sug-
gesting that both [i and {, channels are involved in 7-DIV
granule cell death/survival. Among the several types of Kv
channels, Jy channels are believed to play important roles in
apoptosis because of their highly sustained K* conductance
(Yu et @l 1997; Ramsden et al 2001). The role of I, in
neuron apoptosis is less clear but it has been demonstrated
that 4-AP enhances cerebellar granule cell viability and
inhibits cytochrome ¢ release and caspase 3 activity (Hu
et al. 2006).

The comparison of our electrophysiological and survival
data indicated that when EtOH (10 mM) depolarized granule
neurons and promoted cell survival. On the contrary, when
alcohol (400 mM) hyperpolarized granule cells, it favored
granule cell death. In the same way, previous studies have
shown that a high KCI concentration (depolarizing condition )
promoted granule cell survival while a low KCl level induced
granule cell death (Gallo et af 1987). Taken together, these
data suggest an ‘optimal depolarization” window which
favors granule cell survival. In agreement with this hypo-

thesis, it has been shown that low concentrations of

glutamate or NMDA were neuroprotective when granule
cells were cultured in non-depolanizing conditions (Balazs
et al. 1988; Bazan-Peregrino et al. 2007) while they became
neurotoxic in depolarizing conditions (Babot et af. 2005).

Here, we observed that low depolarizing concentrations of

TEA (5 mM) or 4-AP (1 mM) were neurotrophic. In
contrast, increasing the depolarizing state by increasing
blocker concentrations or co-incubating /i and 7, blockers
resulted in decreasing survival or even in a shift from
survival to death. Consistent with this hypothesis, our results
showed that the K channel blockers 4-AP (1 mM)and TEA
(1-5 mM) administered alone mimicked the protective effect
of 10 mM EtOH. However, co-incubation of EtOH (10 mM)
and TEA (5 mM) did not allow better survival compared
with the mdividual effects of TEA or EtOH, and the
neurotrophic effect of 4-AP (1 mM) was not maintained in
the presence of 10 mM EtOH. Thus, we could hypothesize
that the trophic effect of 4-AP (1 mM) was associated with a
partial blockade of [, and that application of EtOH (10 mM)
shifted the membrane potential outside the ‘optimal depo-
larization” window leading to tip the life/death balance in
favor to death.

Our data also revealed that TEA, as 4-AP, failed to
counteract the neurotoxic effect of EtOH at 400 mM. This
data might be explamed through two different hypothesis.
First, the existence of a competition between EtOH and TEA
within the [y channel complex has already been proposed. It
was established that EtOH entered the channel vestibule,
when the latter was in the open conformational state, to link a
cavity closed to the binding sites of K* ions (Zhou et al.
2001). Studies on K channels belonging to the same family
of fi revealed the existence of a binding site for n-alkanols in
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an hydrophobic pocket, localized deeply inside the channel
pore (Shahidullah et af 2003). As we also observed that
EtOH modified [y gating properties we can suppose that
EtOH will provoke f current activation in cerebellar granule
cells through interaction with a binding site, close to that of
TEA. Second, it might be also hypothesized that EtOH also
mediated pro-death reponses through intracellular mecha-
nisms that did not involve K* channels. This hypothesis can
be supported by the recent evidence that EtOH destabilizes
F-actin polymerization in primary cultured cerebellar neu-
rons (Popp and Dertien 2008) that would be responsible for
regulation of a number of targets including NMDA receptor
involved in cell apoptosis.

Physiological relevance of in vitro alcohol effects on K*
channels

Several publications indicate that modifications of K"
channel activities regulate the life/death decision of different
cell types including cerebellar granule neurons (Elinder et al.
2005; Hu et al. 2006). In the present study, the effect of
alcohol on cultured granule cells was tested at various
concentrations ranging from 1 to 400 mM. Even if the
highest alcohol level tested 1s never reached in vivo (blood
alcohol concentrations typically observed in moderate-
to-heavy drinkers are contained between 50 and 400 mg/
dL), our data suggest that modifications of potassium channel
conductance by alcohol may participate in the deleterious
action of prenatal alcohol exposure on brain development.
Consistent with this hypothesis, it has been recently
shown that inhibition of Two-pore domain Acid-Sensitive
K* channels (TASK channels) during gestation reduced the
alcohol-induced injury in the cerebellum (Ramadoss et al.
2008).

Although the exact mechanism by which EtOH exerted its
effect in the developing brain is still a matter of debate,
numerous studies showed that EtOH could durably affect dif-
ferent ligand-gated ion channels of several neurotransmitter
systems including GABA and glutamate (Samudio-Ruiz
et al. 2009). Taken together, these data suggest that the effect
of alcohol on K* channels may contribute to modify the
electrical properties, and consequently, the life/death balance
of neuronal cells (Lovinger ef al. 1990: Li et al. 1994).

In conclusion, we demonstrated that K* channel modula-
tion of granule cells by EtOH consisted of two distinet
components, the reversible and rapid activation of fyx current
channels by high EtOH concentrations and the inhibition of
the A-type [, current by low EtOH doses. The molecular
mechanism of this dual effect is not yet clear but appears to
be mediated through two independent processes. Thus,
channel modulation by EtOH alters electroresponsiveness
and intracellular K" homeostasis of granule cells which may
lead to neuronal growth, survival or death, and consequently
can modify the intrinsic capability of these neurons to
mediate excitatory inputs.
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Additional data
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Figure 1. Effect of repeated administrations of EtOH 200 mM on the delayed outward K+ current
(IK) in cultured rat cerebellar granule cells. (A) Activated K+ currents evoked by sequential 200-ms

depolarizing pulses from —50 mV to +50 mV, were mainly attributable to

IK currents. They were

stimulated at 15-s intervals before, during and after EtOH (200 mM) ejection on the same granule cell.

(B) Corresponding time course of the EtOH-induced K+ current potentiation from the first to the tenth
(1-10) ejection of EtOH at 60-s intervals.
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Table 1. Effects of EtOH on the functional properties of the Ix current

component in cerebellar granule cells

Control EtOH 400 mM
Activation curve
Midpoint Vh +3.21209mV -3.420.9mV (n=6)
Slope factor & 13.9+1.4mV 14.7+1.4mV
Inactivation curve
Midpoint Vh 722407 mV -75.5+ 1.0 mV (n=5)
Slope factor & +6.4+0.9 mV +9.9+ 0.5mV

Table 1. Effects of EtOH on the functional properties of the IK current component in
cerebellar granule cells. The fast inactivating K+ current (IA) was blocked by 4-AP (5 mM) applied
in the bath solution. Cells were held at -50 mV and depolarized by 10-mV steps from
a0 mV to +50 mV. The conductance versus voltage curves were established from currents
recorded in the absence or presence of EtOH 400 mM and well fitted by a Boltzmann function.
Voltage-dependent steady-state Ik inactivation was recorded in the absence or presence of 400 mM
EtOH. The membrane potential was held at -50 mV, and a conditional prepulse to various
potentials (between —70 mV to +20 mV) was applied for 200-ms before the pulse to +40 mV. Values
indicate mean £ SEM and total number of patches (in parentheses).
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