I. Formalisme
IT. Méthodes d'études électrophysiologiques des canaux ioniques
1) Généralités sur la membrane biologique et les canaux ioniques

2)Les méthodes d'études électrophysiologiques des canaux ioniques
le patch clamp. le voltage clamp, méthode de la double électrode
les bicouches lipidiques planes, le patch perforé

méthodes adaptées aux canaux recombinants (in vivo et in vitro)

3) Les parametres d'études des canaux ioniques
la nature de la stimulation qui contrdle I'équilibre entre états
conductance
sélectivité
cinétique
pharmacologie

ITT-Etude de quelques grandes familles de canaux ioniques
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La membrane biologique a les
propriétés d'un circuit électrique

Circuit équivalent:

la membrane a des propriétés €lectriques
similaires a celles d’un circuit €lectrique
doté d’une résistance électrique R (1/g), d’une
WQUU QQQQQ capacite ¢lectrique C et d’une pile qui est la
force €lectromotrice AE (Em- Ei)
Ri1 g;
g=1/R la conductance membranaire traduit la facilitation du passage des ions
unité: pS
Cm=AQ/ Em la capacité membranaire traduit la faculté de la membrane plasmique

a accumuler des charges unité F

Dans un circuit électrique métallique le courant est porté par les électrons

Dans une membrane il sera porté par des ions

I = - quantité d'é déplacés par unité de temps et I > O désigne le sens inverse de celui
des électrons
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Trois grandes catégories
de canaux ioniques

Membrane potential V Ligand
- - + + + Tension
. ' Il. :
+ + - - -
Voltage- Ligand- Mechano-
dependant dependant sensitive
4\ N N

T
N/ NV \

db ! Al |Bo
y

Des exemples
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La double micro-éléctrode et
le principe du potentiel imposé
(voltage clamp)

Mesure de T macroscopique
(mA)

Deux lois en électricité

Les Années 50

Hodgkin et Huxley

Le patch-clamp qui X

Utilise aussi le principe du i >—0

potentiel imposé e o K o

Mesure de T microscopique T

(PA) Sokation i ____ Solution out

Les Années 80

Neher et Sackman 4TS M .
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La technique du patch exploite le principe du
potentiel imposé (voltage clamp)

A Vpipette & Vimposé e R'AIm L’
—E AV=R. AL,
Vim
IHI
V =V E—
Vimp
trode _| Es = Vimp Rl
t chlor -
Cellule attachée y
imp
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Circuit €lectrique

La technique du patch clamp

Tete d ampli

Rf

Amplificatenr

entree

sortie

Rhmrl

Cellule entiere

B

Ordinateur

Les électrodes métalliques de chlorure d'argent
: des interfaces de relai entre ions et électrons

Au niveau de I'électrode , e- Ag*Cl-> Ag + Cl-

Au niveau de la solution Cl- Ag+

> AgCl- +e-

Cuvette, micr'omanipula‘reur';e‘r |
Microscope sur table anti-vibration
sur coussin d'air et cage de faraday
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La technique du patch clamp
La réalisation d'un giga-seal

R

>
N4 ;
Vi

Succion

/e

Pipette
bath electrode
T =L

current

Résistance du scellement trés fort 10 10° ohm

Comment sait on que le giga seal est réalise?

[ J
universite
PARIS-SACLAY




La technique du patch clamp
plusieurs configurations

Patch excisé inside-out patch

e | B = F
W e, [ e
P N ir-ﬁ----xmun- L Pull
r & 0,5 pA s J_
S A

WHOLE-CELL
CLAMP

OUTSIDE-OUT
PATCH

L > - —p -
N, PP 0,2 nA
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La technique du patch clamp
Les signaux de courants unitaires enregistrés

3 canaux ouverts

2 cahaux ouverts

1 canal ouvert

- - Fermeé
| 05pA 5 e
b OmV V

Closed yémewen -,-- sk -
Open - J ------- nhl \

ﬂm ﬂi A permis 1’étude des courants unitaires

Closed Open s Inactivated A validé ’existence entre deux états
Exemple du canal voltage dépendant A permis I’¢étude des petites cellules .
sodique universite
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Avantages et inconvénients des différentes configurations du patch clamp

Configurations

Cellule-attachée

Avantages Inconvénients
- Milieu interne de la cellule |- Potentiel transmembranaire
conserve Inconnu

- Mesure de courant unitaire

- Milieu interne non controlé

- Milieux interne et externe
parfaitement contrdlés
- Mesure de courant unitaire

- Perte d'éventuels facteurs

régulateur du canal

- Milieu externe parfaitement
controlé

- Milieu interne relativement
bien controle

- Mesure d'un courant global

- Perte d'éventuels facteurs de
régulation du canal

- Cellule moins abimée

- Milieu interne de la cellule
préserve

- Mesure d'un courant global

- Milieu externe parfaitement
contrdlé

- La perforation est lente

- Mise au point nécessaire
pour certaines cellules

- Milieu interne non contrélé
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Patch excisé inside-out patch

AT
e
g

La technique du patch clamp

plusieurs configurations

INSIDE-QUT

_ Configuration de patch excisé
Suction

WHOLE-CELL
CLAMP

OUTSIDE-OUT

PATCH
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Le patch perforé

Variante de la configuration de la cellule attachée

Intéret: Conserve le milieu
intracellulaire avec les messagers
secondaires Avantage de la
configuration cellule entiére sans
dilution du milieu

perforations

nystatine

Comment ?

« En configuration cellule attachée

« Formation de pores par la nystatine
ou amphotéricine B

« Perméabilise le fragment de
membrane

« Acces électrique a l'espace
infracellulaire donc mesure des
courants de I'ensemble de la
membrane;

| « Donc équivalent de la cellule entiére

— sans diluer le milieu cytoplasmique

a8 ®
0,20A] 7 universite
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Avantages et inconvénients des différentes configurations du patch clamp

Configurations Avantages Inconvénients
- Milieu interne de la cellule |- Potentiel transmembranaire
Cellule-attachée conserve inconnu
. - Mesure de courant unitaire |- Milieu interne non contr6lé
- Milieux interne et externe .
. . /[ / oux R - Perte d'éventuels facteurs
Patch excisé e parfaitement contrdlés .
£y . régulateur du canal
S A - Mesure de courant unitaire
- Milieu externe parfaitement
con’Frf)le . . - Perte d'éventuels facteurs de
Cellule-entiére = - Milieu interne relativement | , :
o x. bi 518 régulation du canal
% <3 1en controle
e - Mesure d'un courant global
- Cellule moins abimée
- Milieu interne de la cellule |- La perforation est lente
réservé - Mise au point nécessaire
Patch perfore P :
perf - Mesure d'un courant global |pour certaines cellules
- Milieu externe parfaitement |- Milieu interne non contr6lé
contrdlé
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La technique du patch clamp

Relation entre
courant unitaire et courant macr'oscopique

\!

1 canal Na+
+ 1 canal K+

1 000 canaux Na+
+ 5000 canaux K+

l | entrant

Enregistrements de courants unitaires
a travers (a) les canaux Na+ et (b) les

canaux K+dépendant du potentiel

Open 10 ms

A Closed

—Mv—v?MM,
5.0 pA

i

Two channels open
Membrane

- sim}ltaneously\ botential
UL LU unr. s

Open M I LU a1, +20 my
Closed>m - - *

{b)

L FP Ty W e 10 mv

200 ms

Le probléme des courants macroscopiques

Comment distinguer les courants?

Utilisation d’inhibiteurs (TTX et canaux Na+, TEA et
K+°)

Manipulation des concentrations ioniques

unlver5|te
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La technique
des bicouches lipidiques planes

Fusion des vésicules
avec la bicouche

i
A

P

I

o Channel f
e — E g ~
g8 © D) e S b
) - || N |
¥ — Vesicle 4‘ :
=S ° ’ ‘
C 1 1 !
AU / - Bilayer
Cis Trans
Permet I’étude
Mesure de courant unitaire ou macroscopique de canaux non ?‘CCGSSlbleS (des organites)
Selon la concentration de protéines dans la bicouche *  Soit par fusion des membranes

* Soit apres purification des canaux

Point positif: accessibilité aux deux faces des canaux
Point négatif: impossibilité¢ d’appliquer une pression sur la bicouche

, et perte d’éventuels acteurs moléculaire indispensable a 1’activité des
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La technique du patch clamp
La réalisation d'un giga-seal
et application d'une dépression

supplémentaire

Succion

cumrent

R

i

1

bath electrode
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Le patch clamp des liposomes géants

In vivo
U%, Bactéries Les méthodes
J
+ Presse de
In vitro 1 ¢ French Ll

: Patch-clamp

. O
membranaires ol

. . O_ lipides
Vésicules [ og P

Protéoliposomes géants
| détergent

\ 4

In vitro 2 Purification sur colonne
licid Patch-clamp
ipiaes Y
Canaux purifiés P ., +H0 =0
A—Y’ Protéoliposomes géants
détergent

[ J
universite
PARIS-SACLAY




Comment étudier un canal dont
le géne est connu?

. rar Microinj RNA encodi
1) Expression hétérologue dans channel protein o

I’ovocyte du xénope

Nucleus mRNA

Micro-Injection du matériel génétique

Plasma

dans ovocyte de xénope suivie de I’analyse membrane
Electrophysiologique
Incubate 24—48h for Newly
synthesis of channel synthesized

protein and its movement

channel
to plasma membrane O protein

Measure channel-protein
activity by patch-

clamping technique Patch
O electrode
2) Transfection de lignées cellulaires animales ,__/
tumorales After Molecular Biology of the cell Lodish et al.

[ ]
universite
PARIS-SACLAY




*3 La production de protéines recombinantes en

bactérie

Pour les protéines membranaires

* (Cassage des cellules
* Isolement des membranes
*Solubilisation des membranes en
présence de détergent
* Purification sur colonne NiINTA
* Reconstitution en liposomes
«  Etude électrophysiologique
En bicouche lipidique plane
En protéoliposomes géants

Autres systemes d’expression hétérologue pour produire des canaux: levures

Neol
Kpnl
Xhol
Sphi
EcoRI

YGRKKRRORRR g

ATG - 6xHIS - TAT - MSC Chromatographies

ADNc

SDS-PAGE
p‘lf‘\l
(3000pb) M1 2
62

'Ni-NTA | Echang.
ions

lTl.uM- rmation PD-10 | 495

BL21 l D¢

vse uree Sh 0

Native

;.

€y -

— %
Somcation,
Tampon
Prolifération phosphate NaCl §| Ni-NTA Dialyse

et induction (IPTG)
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4 Synthese a-cellulaire du canal ionique en présence de
liposomes

...........
. .

................... AA.  tRNA . . .
oAt . 1 S > Ultracentrifugation
= 1 sur gradient de sucrose
RNA 1o}
o l(q) “| A.A-RNA

32% 60%

% sucrose ___——_

\IiF-Tu 3
_/ \ RTS 100 ' m
\\. /\// + MscL i s : \‘
@ Ribosome

................................................................................. RTS 100 ""l' o
. . + liposomes
Milieu de synthese + MscL

P ftude ¢lectrophysiologique

100 pAL |

20 pAl
28 0.1s

| 20 mm Hg
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Les caractéristiques d'un canal ionique
établir la fiche signalétique

* La nature de la stimulation qui contréle I'état
d'ouverture (probabilité d'ouverture)

 La conductance

* La rectification
* La sélectivité

* La cinétique

* La pharmacologie
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stique entre canaux

4

erence mecani

4

Diff
et transporteurs

Pore

ouvert

Un canal

Fermé

un transporteur
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Qu'est ce qui contréle I'équilibre entre les deux états d'un canal?

Le potentiel électrique transmembranaire

- e me on L
t N T
g N e s P
s e £ F
m%——-o
S <
g NN
A~y F F

PolV) 11

- 60 —20 = 20 V(mV)

La tension membranaire

A

i | | | .
Pressure = 20mmHg

— LMLMJ“-—LM
Pressure = 22.5mmHg 15nS
1sec

AN

Pressure = 23.5mmHg

PO

0 »eee

_—
15 20 25 30 35
Pressure (mmHg)

La présence d’un ligand

& par I'ATP intracellulaire

o/ Po (mox)
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Calcul de la probabilité d'ouverture

bruit électrique courant sortant

t 1 état fermé t2 état ouvert

e F

amplitude du courant (pA)

Probabilité d’ouverture =t1 +t2/ T

“““”MWWWW

S1 2 canaux:
Probabilité d’ouverture = t1+2t2+t3+t4/2T
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La conductance ionique
la relation entre I et V (courbe I/V)

A
S R

. 1L Tsme
U I [ T

ML

+20

Histogramme d’amplitudes

\ g 100 pS

O et b L i " N aa

20 T
ST
ST UL

(F—

5 msec

V=Ri
i= V/R

Unité de la conductance |/ V: 1/ R :g

Le siemens S

After Frances ASHCROFT

[ ]
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a un potentiel donné

Amplitudes moyennes
150 |

Etat fermé

0

Etat puvert
Fit gaussien

Nombre d'événements

5 0 5 10 15
Courant unitaire (pA)

La surface sous pic
représente le femps passé
dans chacun des états

Le rapport des
Surfaces indique la
Probabilité d'ouverture




Quand la loi d'ohm n'est pas respectée: la
rectification

Canal oberegue Canal recthant
Courant sortant> courant entrant

Fora = rectification sortante
LONO e
Pertn « comductancn ¢ /
¥ alia
e Rectification entrante
C anal Klr ON~CEL[; . (B) EXCISED 200 nM Mg?*
I(pA)

E mV)

A ne pas confondre avec ceci

-100
3 - I
m
suAdh IJ A B
Membrane L5
(©) EXCISED 17 uM Mg?* (D) EXCISED 1.2 mm Mg?*
—~2 2
Spermine
i Mg2+ =100 100
-100 50
Milieu interne
-1
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La sélectivité ionique
courbe I/V en conditions asymétriques

Détermination de la sélectivité: A milieux asymeétriques
enregistrement en milieux 1
asymetriques

milieux symétriques
Vrou Vi
N\

Vv
A partir de la détermination de Er,
calcul du rapport de sélectivité par 1’équation

GHK
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Relation entre courant unitaire et courant

macroscopique
. o S|
Cas du canal potassique
Potentiel dépendant | ] |
v o | | ,
-1;50 ' -50 50 100 150 V, (mV)
B P;)% nl/
-1;30 -1:')0 -5'0 0 5'0 1("0 1‘.'50 Vi (MmV)
c gl
I — N. p. 1 /
-1rso -160 -éo 0 5'0 ' 150 Vi (MV)
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Relation entre courant unitaire et courant

macroscopique
A B C
PoA
A'Na (pa) " Inal

05 ‘/
y / 10} /
/
e

L —7 V4

—66 : | I ?ﬁso v’,; 410 -Qb 0 »210 r-4lo *610 7,“ -1010 —50l j+50v>m
/;nv, \ _ l/
/ y
s \ F/
\ L,
\Nv
Cas du canal sodique [=N.p.i
Potentiel dépendant
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Etude cinétique

4000 O

MW T UM g
g histogramme des temps
d’ouverture d’un canal

: 10 Open time (ms) 20 30 l
T,= Mean open time

FIGURE 3.6 OPEN-TIME HISTOGRAM T d ?

The time a channel spends open is variable. The mean open time (7,) can emp S moyen Ouverture
be obtained from the open-time histogram. This is produced by sorting

the open times into bins of constant width (here 2.5 ms). In this example, d 1

the open times. show a single exponential distribution. This means t};lat u Cana

the channel has only a single open state. The time at which the number

of events falls to 1/e of its maximal value is the mean open time (7,)
Figure supplied by Paul Smith.

a Distribution des temps d’ouverture est décrite par une fonction mono-exponentielle
I)1seulétat O " F f(t) = a exp(-a.t)
b to = temps ouvert moyen =1/a
a C

Distribution des temps d’ouverture est €crite par une
2) Plusieurs états ouverts Ol 02+« F fonction bi —exponentielle
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La pharmacologie

agoniste
&9 :

ntagonis

re,

Antagonisme

¥ ™.

Non compénnhf

Compétinf

lﬁ'\*

7

/
-/’} 75
g it L | agwnate)
Lartagnsivie w be sur Lo rrdieme s e que Lartagnniy g s un ate et
Ngonise ot pews &re dep ace par s Iallos ‘rq ld srﬁl Qre Rponsie o
Mt de o demier dimhuera®nrede ce seerney
[ tagonsime surmentabie) [anlaganisre ifSur mantatic)

B SN otz et

Activateur /inhibiteur

La conductance
La probabilité d’ouverture
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La pharmacologie

A control, ~50 mV Les toxines naturelles du canal Na voltage dependant

B 1 mM procaine

MU T LT

BTX batrachotoxin
Activateur (PO)

Grenouille d’ Amérique

C 4 mM procaine TTX TéTr'OdOTOXine
me m inhibiteur
(diminutionde la g
unitaire)

3 J u M-W! U U L ) ,
i L———a_so Seconds Poisson Tétrodon
Un exemple: inhibitor effect of procaine on a

BTX-activated sodium channel 1900 (novocaine STX saxitoxine

Premier anesthésique local synthétisé /dérive de la Inhibiteur
cocaine ) (diminutionde la g
unitaire)

Anesthésiques locaux : la lidocdine (Xylocaine®)

Molécule synthétique 1950
Cibles et mécanismes d’action

bloqueurs Na, des neurones périphériques (Na,, 1.7)
site de liaison intracellulaire (S6 domaines |, lll, V) After Moczydlowski et al. In Ton Channel o
=> accés au site de liaison par le canal ouvert Reconstitution un lver5|té

stabilisent I’état fermé / inactiveé edited by Chris Miller PARIS-SACLAY

Algue unicellulaire dinoflagellés
Gonyaulax catenella




