


Les canaux loniques
de la molécule au médicament



electricité animale
ou électricité metallique ?

Experience de GALVANI (1795):
La cuisse de la grenouille se contracte a chaque fois que

le nerf et le muscle sont reliés 'un a l'autre par un arc Luigi Galvani
formé de deux metaux différents (Cuivre et Zinc). (1737-1798)
nerf GALVANI propose l'existence d'une glectricité

animale produit par la grenouille qui circulerait du

cuivre . )
nerf au muscle entrainant sa contraction.
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electricité animale
ou électricité metallique ?

Experience de GALVANI (1795):
La cuisse de la grenouille se contracte a chaque fois que

le nerf et le muscle sont relies I'un a l'autre par un arc Luigi Galvani  Alessandro Volta
forme de deux métaux differents (Cuivre et Zinc). (1737-1798) (1745-1827)
nerf GALVANI propose l'existence d'une électricité

animale produit par la grenouille qui circulerait du
nerf au muscle entrainant sa contraction.

_ .. |
Zine Oppc’)smon de VO,,I_TA.. o ﬁ'/.k{
Ce n'est pas de I'electricité animale _< ?
muscle mais de I'électricite métallique qui
provient du Cuivre et du Zinc.

cuivre




La pile voltaique

grace a Galvani, Volta inventa la pile

Empilement (=pile) de disques de Cuivre et de

Zinc sépares par des feutrines imprégnéees

d'électrolytes (NaCl).
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L’électricite animale
et I'électrophysiologie
Dans une nouvelle expérience GALVANI obtient les contractions

des muscles de la grenouille en I'absence de métal et par
simple contact des deux nerfs : preuve d’'une électricité animale.

1¢e démonstration de la propagation d’un
potential d’action (Galvani, 1797)



L’électricite animale
et I'électrophysiologie
Dans une nouvelle expérience GALVANI obtient les contractions

des muscles de la grenouille en I'absence de métal et par
simple contact des deux nerfs : preuve d’'une électricité animale.

1¢e démonstration de la propagation d’un
potential d’action (Galvani, 1797)

RBouton de rappel
S
TLUTI

£ig. 335, — Galvanométre de Nobili,

Galvanometre capable de
mesurer de tres faibles courants
d'origine animale (1828)






Animaux « choquants »
produisent beaucoup d'électricité
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L’électricité animale
mouvements d’ions par les canaux ionigues

Raie électrique (torpille)
Anguille électrique



Les canaux ionigues
nous rendent électriques

“No cell could exist without ion
channels” Clay Armstrong, 1999
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Le corps humain
centrale électrique

Ce sont de légeres impulsions électriques qui permettent a nos organes de fonctionner ou a nos
muscles de bouger.
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Le corps humain
centrale électrique

Ce sont de légeres impulsions électriques qui permettent a nos organes de fonctionner ou a nos
muscles de bouger.

Electroencéphalogramme (EEG) ,
Electromyogramme (EMG)

Electrocardiogramme (ECG)



Le systeme nerveux
reseau electrique du corps

Le message électrique circule le long des neurones: influx nerveux.
Les neurones sont répartis dans tout le corps ce qui fait que nous sommes en permanence traverses
par des influx nerveux.




Le systeme nerveux
reseau complexe de nerfs et de neurones

Systeme nerveux

central (SNC)
Cerveau
Cervelet

Tronc cérébral
Moelle épiniere



Le systeme nerveux

reseau complexe de nerfs et de neurones
Systeme nerveux

périphérique (SNP)
Systeme nerveux Nerfs craniens et
central (SNC) spinaux
Cerveau
Cervelet

Tronc cérébral
Moelle épiniere



Le systeme nerveux

reseau complexe de nerfs et de neurones
Systeme nerveux

périphérique (SNP)
Systeme nerveux Nerfs craniens et
central (SNC) spinaux
Cerveau
Cervelet

Tronc cérébral
Moelle épiniere

Dans les nerfs les neurones
sont « rangés » en faisceaux

Dans le cerveau les
neurones s'organisent en
réseaux



Les neurones
cellules spécialisées dans la communication

Corps
cellulaire

Terminaison
Segment présynaptique
initial

Axone



Les neurones
100 000 milliards et tous différents

Axone court
(exemple: interneurone)

Axone long
(exemple: neurone sensoriel ou
neurone moteur)



Les neurones
cellules spécialisées dans la communication

Corps
cellulaire

Terminaison
Segment présynaptique
initial

Axone



| es dendrites
antennes receptrices

Epines
dendritiques



Le corps cellulaire

génerateur de courant

Appareil de Golgi

Noyau

Réticulum
Endoplasmique
lisse

Corps cellulaire
(Soma)

Mitochondrie

Réticulum
Endoplasmique
rugueux



L'axone
cable electrique

Segment
initial

Axone



La terminaison synaptigue
fils electriques

Cellule
postsynaptique

synapses

Terminaison
présynaptique



L’'Influx nerveux

Cellule
postsynaptique
Cellule
présynaptique
synapses

V Terminaison

présynaptique



Intégration des messages entrants

Cellule
postsynaptique
Cellule
présynaptique
SOMA synapses
Terminaison
présynaptique
1. Intégration des = sommation spatiale et temporelle des messages entrants au

messages entrants niveau du SOMA



Initiation et transport du message

Cellule
postsynaptique

Cellule
présynaptique

Transport saltatoire

— — tres rapide 4{‘
Segment v)f \ rv Terminaison

initial présynaptique

Nceuds de Ranvier
2. Initiation et transport du
message unique dans l'axone



Potentiel de membrane
membrane des neurones polarisée



Potentiel de membrane
membrane des neurones polarisée



Potentiel de membrane
membrane des neurones polarisée

protéine



Potentiel de repos
canaux ioniques fermés

Canal sodium. _
007 90000
e00=200000 o006°
-/0mV ‘ ‘ Qﬁ%



Potentiel d’action
stimulation et ouverture des canaux sodium

stimulation

ALY

Canalsodum.
©0” ©0000¢ 0000

55 mV



Potentiel d’action:
entrée de Na* et depolarisation

000000000-0000
+30 mV



Potentiel d’action:
fermeture des canaux Na* et ouverture des canaux K*

+30 mV



Potentiel d’action:
sortie de K* et repolarisation

-5 mV



Retour au potentiel de repos:
canaux ioniques fermés

Canal sodium- _
007" 9390000
00000000 060666
-[0 mV



Potentiel d’action orix Nobel de

Physiologie/Medecine
1963
Hodgkin et Huxley
Dépolarisation différence de potentiel (mV)
A
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Influx nerveux

Cellule
présynaptique

Cellule
postsynaptique
-L Transport saltatoire
tres rapide -L
Segment Terminaison
présynaptique

initial \/ _L L -L

Noeuds de Ranvier

2. Initiation et transport du
message unique dans I'axone



Influx nerveux

Cellule
présynaptique

Cellule
postsynaptique

Synapses

Terminaison
présynaptique

3. Transmission du
message au suivant



Transmission synaptique
message électrigue =» chimigque

Neurotransmetteur o dact
(NT) Potentiel d’'action
-L (PA)
Transporteur
L neurotransmetteur
Vésicule
synaptique L
Canal calcique 'L . .
Récepteur

Elément
postsynaptique

_LF_)A

~ Message électrique

- Message chimique




Transmission synaptique

differentes synapses

Neurone 1

Neurone

Neurone

Jonction
neuromusculaire

Neurone 2

Muscle
Squelettique, cardiaque,
vasculaire...

Organe
Peau, glande, tissu...



Les canaux loniques permettent...

...a nos ceeurs de battre ...de faire des mouvements ...d'écouter de la musique

...de sentir le toucher ...de sentir les odeurs ...de gouter les aliments

...de voir la lumiére ...de sentir la température ...de ressentir la douleur



Quand ils ne fonctionnent pas

correctement...
épilepsie anxieté
arythmie
migraine
hypertension
dépression
iIschémie
surdite
N canalopathies diabete
rétinopathie
paralysie mucoviscidose
ataxie myasthénie
douleur
calcul réenaux
retard ostéoporose

développemental



Est-ce gu’on peut agir ?

épilepsie
migraine
dépression
surdité
rétinopathie

paralysie
ataxie

douleur

retard

développemental

anxieté
arythmie
hypertension
iIschémie

diabéete
mucoviscidose

myasthenie

calcul réenaux
ostéoporose



Pharmacologie
des canaux ioniques

migraine

dépression

surdité

rétinopathie

N\

paralysie

ataxie

douleur

retard
développemental

anxiétée ‘M

hypertension
Ischémie
>
mucoviscidose
myasthenie

calcul rénaux

ostéoporose



Recherche de modulateurs

P, @
peptide % 6,@ ‘s molecule
w chimique

extérieur
Membrane
intérieur



Comment ils fonctionnent
sélectivité, conduction, « gating », régulation

P, @
%.x 6@ ‘s petite molécule

Filtre de sélectivité

peptide

Senseur de potentiel
extérieur

Membrane

intérieur

Site regulateur —_ I~

\ Porte



| a sélectivité

 Définition: capacité a sélectionner un type d’ion particulier

. . Taille des ions non hydratés
Filtre de sélectivité

0,96A  0,99A

Pore

Couche d’hydratation des ions Na* et K*

o *. . &g
;;’ @ ‘ﬁi ’ ‘

~6 H,0 ~8 H,0



Le filtre de sélectivité

1¢€re structure cristallographique d’une

canal ionique
Filtre de
sélectivité
hélice P
hélice
externe
hélice

interne

Nobel de Chimie 2003

S,
Roderick McKinnon

Le filtre de sélectivité
correspond bien a une région
plus étroite du pore

Les ions K* traversent le filtre
sous forme déshydratée




Le filtre de sélectivité groupement carbonyle |

Sites de liaison du K* acide aminé
Filtre de
G
hélice P Y
Atomes G
d’'oxygene Vv
T

hélice
externe

hélice
interne

Dans le filtre, les ions K* sont stabilisés par les atomes d’oxygene des
groupements carbonyles des acides aminés du filtre.




Le filtre de sélectivité

Filtre de
sélectivité .
Na
G
hélice P Y
Atomes G
d’'oxygéne V
.
hélice
externe _ ]
hélice Les ions Nat, plus petits, ne sont
interne pas correctement coordonnés au

niveau du filtre.



Conduction des ions K*

 Definition: translocation des ions de part et d’autre de la membrane

>100 millions d’ions par seconde
traversent les canaux ioniques




Comment ils fonctionnent
sélectivité, conduction, « gating », régulation

extérieur

Membrane

intérieur

\ Porte

(gate =» gating)



« gating » des canaux

o Définition: mécanismes d'ouverture et de fermeture des canaux

ouvert fermé ouvert fermé ouvert inactivé fermé
Filtre Filtre _
conducteur conducteur Filtre non
conducteur

\/

. Ouverture des hélices internes
Croisement

des hélices



Comment ils fonctionnent
sélectivité, conduction, « gating », régulation

Site régulateur

\

| Senseur de potentiel
extérieur

Membrane

intérieur

Site regulateur —_ I~



Plusieurs modes d’activation
regulations extra et intracellulaires

voltage mécanique temperature acidite w jons
P ¢ =
X ¢ &1} %

]
]

o phospholipides
I

_O/Fi"’_-‘o_
O
phosphorylation

ons cytosquelette



Quels types de molécules on recherche ?

Activateurs

N —

Inhibiteurs
Analogues modifies des g%%@ Nouveaux analogues
molécules/peptides J S (criblage de banques de

existants ou naturels molecules...)
(plus spécifiques, plus affines...)



Quels types de molécules on recherche ?

Activateurs

N —

Inhibiteurs
Analogues modifies des g%%@ Nouveaux analogues
molécules/peptides J S (criblage de banques de

existants ou naturels molecules...)
(plus spécifiques, plus affines...)



Moléecules naturelles
Venins et toxines

Poissons (Fugu) Mollusque marin (Cénes)
Tétrodotoxine (TTX) =» Na* Conotoxine, Agatoxine =» Ca?*
Guépes, abeilles Anémones de mer

Pompolidotoxin =» Na*

Apamine, Tertiapine =» K* ShK toxine =» K*

Araignées (Tarantule)

Phrixotoxine, Protoxine =» Na*

Serpents (Mamba noir)

Mambalgine =» Na*

Scorpions

Charybdotoxine,
Agitoxine, =» K*



Quels types de molécules on recherche ?

Activateurs

N —

Inhibiteurs
Analogues modifies des g%% Nouveaux analogues
molécules/peptides ) S S (nouvelles toxines, criblage de

existants ou naturels banques de molécules...)
(plus spécifiques, plus affines...)



Neher et Sakmann

Comment on les teste?
electrophysiologie

Prix Nobel de Physiologie/Médecine 1991

Principe du patch clamp

amplificateur

perfusion

Electrode
d’enregistrement

Electrode
de référence

Microscope vidange



Neher et Sakmann

Comment on les teste?
electrophysiologie

Prix Nobel de Physiologie/Médecine 1991

Principe du patch clamp Poste d’'enregistrement de Patch Clamp
amplificateur
perfusion
Electrode

d’enregistrement

Microscope with
Micromanipulators

Electrode

de référence

Microscope vidange

Faraday Cage and
Air/Anti-vibration Table




Le Patch Clamp

courants ionigues unitaires

Electrode

d’enregistrement Q

Contact tres serré pour
isolation électrique




Le Patch Clamp

courants ionigues unitaires

Electrode

d’enregistrement Q

Contact tres serré pour
isolation électrique

Canal
ouvert



Le Patch Clamp

courants ionigues unitaires

Electrode

d’enregistrement Q

Contact tres serré pour
isolation électrique

Canal Canal Canal
ouvert ouvert fermé



Le TEVC (Two-Electrode Voltage Clamp)

Xenopus laevis Ovocytes de Xénopes
Electrode Electrode
de voltage de courant
Electrode

de référence

Perfusion .
solution vidange
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Le TEVC (Two-Electrode Voltage Clamp)

Xenopus laevis Ovocytes de Xénopes
Electrode Electrode
de voltage de courant
Electrode

de référence

Perfusion .
solution vidange

Injection ARN
canal ionique

Expression de trés nombreux
canaux ioniques identiques

« Gros » courants ioniques
(micro Ampéres vs pico Ampéres pour le
patch clamp



Tests de nouvelles moléecules

Patch Clamp sur neurones TEVC sur ovocytes

‘\/\/U\‘ amplificateur Electrode Electrode
de voltage de courant

perfusion ,

. Electrode

Electrode de référence

d’enregistrement
i} Perfusion
Electrode solution vidange
de référence

Microscope vidange A
—

QSE

> Temps (sec)

J‘”ﬂ »«mm-n .--ﬂ-m Hmﬁi Base

Courant ionique (microA)




Tests de nouvelles moléecules

Patch Clamp sur neurones TEVC sur ovocytes
‘\/\.J\‘ amplificateur Electrode Electrode
de voltage de courant
perfusion )
. Electrode
Electrode de référence

d’enregistrement

i} Perfusion
Electrode solution vidange
de référence
Microscope vidange
A
<
o
Q
£
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s “ﬂmk*ﬂm*mﬂ “+ Base = ﬁlBaSe
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= | pmmmmm s « Activateur
Activateur 3 | ¥
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Tests de nouvelles moléecules

Patch Clamp sur neurones TEVC sur ovocytes
‘\/\.J\‘ amplificateur Electrode Electrode
de voltage de courant
perfusion )
. Electrode
Electrode de référence

d’enregistrement

i} Perfusion
Electrode solution vidange
de référence
Microscope vidange
A
<
© L.
Q "
é i
. , s |
pié “nhmkw-un-mw" “+ Base 'g r ﬁlBaSE
= I At
= | pmmmmm s « Activateur
Activateur 3 | ¥
S
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Médicaments qui ciblent les canaux ioniques
3¢me cible pharmacologique

* 16% des médicaments actuels ciblent des canaux ioniques

 Valeur sur le marché = 12 milliards de dollars/an

« Seulement 8% des canaux ioniques sont ciblés (canaux Na*
et K* étant les cibles privilégiées)
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Principales moléecules qui
ciblent les canaux ionigues



Principales moléecules qui
ciblent les canaux ionigues

Canaux Na*:

Anesthésiques locaux (Benzocaine, Lidocaine)
Anti-arythmique (Procainamide, Quinidine)
Anti-convulsant (Phenytoin, Lamotrigine...)
Diurétique (Amiloride)
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Principales moléecules qui
ciblent les canaux ionigues

Canaux Na*:

 Anesthésiques locaux (Benzocaine, Lidocaine)

Anti-arythmique (Procainamide, Quinidine)
Anti-convulsant (Phenytoin, Lamotrigine...)
Diurétique (Amiloride)

Canaux Ca?*:

Anti-hypertension (Amlodipine, Nifedipine,
Isradipine, Verapamil, Diltiazem, Nicardipine)
Anti-arrythmiques (Verapamil, Diltiazem)
Analgésique (Ziconotide)
Anticonvulsant (Ethosuximide)

Canaux K*:

Vasodilatateurs (Diazoxide, Minoxidil, Nicorandil)
Anti-arythmigues (Dofetilide, Amiodarone...)
Diabetes (Tolbutamide, Glibenclamide, Gliclazide)
Anti-convulsant (Rétigabine)

Sclerose en plaque (Dalfampridine)
Analgésique et myorelaxant (Flupirtine)




Lamotrigine @
Bloqueur des canaux Na* i
Indications:
Na* Na* » Prévention des crises epileptiques

Prévention des troubles bipolaires

Na* Lamotrigine



Lamotrigine N
Bloqueur des canaux Na* .
Indications:

Na* Na* » Prévention des crises epileptiques
* e Prévention des troubles bipolaires

Lamotrigine — | _— \/

+Lamotrigine

Na*



Lamotrigine N
Bloqueur des canaux Na* .
Indications:

Na* Na* » Prévention des crises epileptiques
‘ Prévention des troubles bipolaires

Lamotrigine — | _— \./

+Lamotrigine

Na*

[ > Excitabilts épilepsie

L



Lamotrigine Y
Bloqueur des canaux Na* .

Indications:

Na* Na* » Prévention des crises epileptiques
Prévention des troubles bipolaires

Lamotrigine — | _— \f

+Lamotrigine

[ > Excitabilts épilepsie

Ly LL -L'L ) = Moins dexctabil
L

L

L
LLL‘L

+Lamotrigine



Quels nouveaux medicaments ?

anxiété .

hypertension

migraine

dépression

: ‘ ischémie
surdite
rétinopathie

paralysie mucoviscidose

ataxie myasthénie

douleur
calcul rénaux

retard ostéoporose
développemental



Ony travaille...

anxiété I

hypertension
depression I

surdité
rétinopathie
paralysie , ‘ mucoviscidose

ataxie myasthénie

.@ calcul rénaux

retard ostéoporose
développemental



La formation en biologie
a I'Université Cote d’Azur

Campus de Valrose



La recherche en biologie UNIVERSITE
a I'Université Cote d'Azur COTED'AZUR -



Le labo
Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire

Centre de recherche plurithématique en Biologie
sous la tutelle du Centre National de la Recherche
Scientifiqgue (CNRS) et de I'Université Cote

d'Azur (UCA).

Axes scientifiques

1. Neuroscience computationelle et comportementale
2. Neuro-endo/immuno-pharmacologie

3. Pharmacologie cellulaire

4. Pharmaco-génomique

20 équipes de recherche

62 chercheurs CNRS/INSERM
enseignants et professeurs
d'université

18 post-doctorants

33 doctorants

personnels techniques et
administratifs



Le métier
chercheuse au CNRS

Post-doctorat
UCSF, San Francisco
(2000-2006)

Doctorat

Neuroscience,
(1997-2000)

Master
Physiologie (1994-1996)

Licence
Biologie (1992-1994)

Baccalauréat (1991)

Concours de la
fonction publique

Activites tres diversifiées :

Définir des sujets de recherche, élaborer des protocoles,
réaliser des expériences, rédiger des articles, participer a
des congres...

Tous les domaines scientifiques :
Biologie, Chimie, Physique, Mathématiques...
Vivant, matiére, cosmos, information...

Missions :
Chercher, découvrir, diffuser et former



Merci pour votre attention

bichet@ipmc.cnrs.fr
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