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Lobjectif de Iétude clinique [4] réalisée
chez les sujets porteurs de la mutation
R53H, qui constituent donc un « modéle »
humain de déficience en kallicréine, est
de confirmer chez ’homme le role de cette
enzyme dans la fonction artérielle, a la
suite des observations faites chez la sou-
ris, et de décrire les conséquences vascu-
laires, rénales et hormonales d’un déficit
congénital partiel en activité kallicréine.
Uexploration de la fonction endothéliale
a été réalisée de fagon non invasive au
niveau de l'artére brachiale, avec étude
de la vasodilatation dépendante du flux
survenant apres levée de I'ischémie dis-
tale au poignet induite par un brassard
gonflé pendant cing minutes au-dessus
de la pression systolique, et I’étude de la
réponse indépendante a I'endothélium
engendrée par la trinitrine sublinguale. Les
mesures ont été réalisées dans deux con-
ditions contrastées d’apport de sodium et
de potassium (régimes riche en sodium et
pauvre en potassium, et pauvre en sodium
et riche en potassium) pour moduler la
synthese de kallicréine.

Les résultats montrent que la réponse
vasodilatatrice endothélium-dépen-
dante au flux ainsi que la réponse a la
trinitrine, ne sont pas modifiés chez les
sujets R53H hétérozygotes par rapport

Ins(1,4,5)P5: un me
entendre

Roberto Bruzzone, Martine Cohen-Salmon

> Depuis la découverte de I'implication du
géne codant pour la connexine 32 (Cx32)
dans la forme liée au chromosome X de
la maladie de Charcot Marie-Tooth, il y a
10 ans de cela, la liste des génes codant
pour des connexines impliquées dans
diverses maladies héréditaires n’a cessé
de grandir. Cependant, les mécanismes
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aux sujets homozygotes R53R. €n revan-
che, les sujets hétérozygotes présentent
une augmentation permanente des forces
de cisaillements (shear stress), associée
avec une réduction paradoxale (car on
attendrait, en réponse a cette anomalie
une expansion luminale) du diamétre de
I’artere brachiale, témoignant d’un dys-
fonctionnement endothélial chronique.
Ces résultats confirment I'importance de
la kallicréine dans la fonction artérielle
chez I’homme, et mettent en évidence
une nouvelle forme de dysfonctionne-
ment artériel, affectant 5 a 7% de la
population. Les sujets étudiés étaient
des hommes jeunes et normotendus.
Ces anomalies artérielles pourraient
cependant prédisposer a long terme au
développement des maladies vasculai-
res dégénératives. En outre, les souris
déficientes en kallicréine ont perdu, en
raison de la disparition des kinines, une
partie des mécanismes de cardiopro-
tection mis en ceuvre lors de I'ischémie
myocardique expérimentale [5]. Les
sujets R53H pourraient donc avoir un
risque accru de cardiopathie ischémique
et d’infarctus du myocarde, hypothése
a confirmer par des études cliniques
complémentaires. Sur le plan rénal, les
sujets R53H s’adaptent normalement
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aux variations en sodium et en potas-
sium des régimes. Ils ne présentent pas
d’anomalies de la régulation du systeme
rénine-angiotensine-aldostérone, ou
des facteurs natriurétiques auriculai-
res. lls présentent donc un déséquilibre
permanent dans le rein entre 'activité
du systeme rénine-angiotensine et celle
du systéme kallicréine-kinine, dont les
conséquences possibles a long terme
restent a déterminer. ¢

Polymorphism of kallikrein gene

and abnormalities of the endothelial
function
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France.

Les obstacles dans ce
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nature méme des canaux
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jonctions intercellulaires
de type gap. Ces canaux
permettent I’échange
passif, entre deux cellules
adjacentes, d’ions et de
petites molécules (d’une
taille inférieure a 1 kDaq,
cette taille pouvant varier
selon I'identité de la con-
nexine). Une jonction gap
est formée par I'associa-
tion de deux hémicanaux,
les connexons, portés chacun par la
membrane plasmique de deux cellules
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adjacentes. Chaque connexon résulte de
I’assemblage non covalent de six con-
nexines, identiques ou non. Ces canaux
se regroupent dans la membrane pour
former des plaques jonctionnelles [2].
Chez les vertébrés, plus de 20 geénes
codent pour les connexines. Chacun
d’entre eux a un profil d’expression pro-
pre. Les connexines possédent quant a
elles un code de compatibilité leur per-
mettant de s’associer de fagon sélective
avec d’autres membres, ce qui confere
au canal (homomérique ou hétéromé-
rique) une spécificité de taille d’ouver-
ture et une sélectivité ionique. Ainsi,
I’expression de plusieurs connexines
dans un méme tissu permet la formation
de plusieurs types de canaux, dont les
propriétés sont différentes [2, 3]. Il faut
également souligner le caractere extré-
mement dynamique de ces canaux, dont
le renouvellement dans la membrane est
rapide avec, selon les tissus, des demi-
vies de I'ordre de 1 a 4 heures.

Bien que la majorité des mutations patho-
logiques des genes codant

Malgré cette hétérogénéité génétique,
des mutations dans le gene codant pour
la Cx26 sont responsables de plus de la
moitié des cas de surdité, et ce dans la
plupart des populations étudiées [5].
Deux autres genes, codant pour Cx30 et
Cx31, sont également impliqués dans
des formes de surdité neurosensorielle
plus rares (Tableau 1).

Si les connexines Cx26 et Cx30 sont colo-
calisées dans la cochlée —organe de
I'audition— [6], la composition précise
des jonctions gap dans cet organe n’est
pas précisément connue (canaux homo-
typiques de Cx30 ou Cx26, connexons
mixtes composés des deux connexines ?).
Les plaques jonctionnelles formées par
ces deux molécules, particulierement lar-
ges, définissent deux réseaux cellulaires
indépendants : un réseau épithélial, qui
comprend les cellules de support des cel-
lules sensorielles et leurs cellules adja-
centes, et un réseau conjonctif, composé
des fibrocytes et des couches cellulaires
intermédiaire et basale de la strie vascu-

laire (Figure 1). Cette répartition suggére
que les jonctions gap joueraient un réle
clé dans ’homéostasie ionique, en parti-
cipant notamment a I’évacuation rapide
des ions potassiques lors de la transduc-
tion auditive.

Dans la cochlée, la surface des cellules
de I'organe de Corti (épithélium sensoriel
auditif) est en contact avec I’endolym-
phe, un liquide extracellulaire tres parti-
culier, concentré en potassium et pauvre
en sodium (Figure 1). €n revanche, les
corps cellulaires de cet épithélium bai-
gnent dans la périlymphe, qui possede les
concentrations ioniques classiques d’un
milieu extracellulaire, riche en sodium et
pauvre en potassium. Un autre élément clé
de la transduction auditive est le poten-
tiel électrique transépithélial, tres élevé
entre les compartiments périlymphatique
et endolymphatique. Ce potentiel endoco-
chléaire est essentiel, car il permet I'influx
de potassium dans les cellules sensorielles
lors d’une stimulation sonore, et donc leur
dépolarisation. Le potassium est ensuite

pour les connexines entraine
une perte de fonction, c’est-
a-dire une perte de couplage
intercellulaire, on ne sait pas
précisément ce que les cellu-
les échangent au travers des
jonctions gap: ions, métabo-
lites, messagers secondaires ?
La découverte de mutations
non associées a une perte de
fonctionnalité a fortement
renforcé la piste des seconds
messagers: dans un article
récent, M. Beltramello et al. [4]
incriminent ainsi I'inositol tri-
phosphate, Ins(1,4,5)P;, dans
I'une des maladies héréditaires

Gene

€X26 (GJB2)

CX26/CX30
(G/B2/GJB6)

Surdité isolée

récessive dominante

DFNBI : prélinguale,
moyenne d pro-
fonde

DFNBI: prélinguale,
severe a profonde

Surdité isolée

DFNA3 : prélinguale,
sévere a profonde

Surdité syndromique dominante
Profonde, associée a une kératodermie
diffuse

Moderée, associée a une kératodermie
mutilante (syndrome de Vohwinkel)

Profonde, associée a une kératodermie
palmoplantaire

Sévere, associée a une kératodermie et
a une ichthyose (syndrome KID)

Sévere, associée au syndrome de Bart-
Pumphrey

humaines les plus fréquentes,
la surdité autosomique réces-

€X30 (GJB6) DFNA3’ : apparition

tardive profonde

Modérée, associée a une kératodermie

et a une ichthyose (syndrome KID)
sive DFNB1, due a un défaut en

connexine 26 (Cx26).
[l existe un grand nombre de

CX31 (GJB3) Apparition tardive*  Apparition tardive*  Moyenne, associée a une neuropathie

cx43 (GJA1) Conductive, associée a une dysplasie

genes impliqués occulo-dento-digitale (ODDD)

dans des formes

(=) m/s *mutations a pénétrance incompléte
héréditaires de 2004, n° 3 ¢ ‘
surdité (). p- 311 Tableau I. Connexines et surdités.
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sécrété par les cellules sensorielles dans
les espaces intercellulaires de I'organe de
Corti, et en partie capté par les cellules
de support [7]. Le réseau épithélial de
jonctions gap permettrait d’évacuer 'ex-
ces de potassium s’accumulant autour
des cellules sensorielles en conséquence
d’une stimulation auditive, et éviterait a
ces dernieres de subir une dépolarisation
prolongée et toxique. L'inactivation, chez la
souris, du gene codant pour la Cx26 dans le
réseau épithélial cochléaire confirme cette
hypothése [8] : chez ces animaux, I'organe
de Corti se développe normalement, mais
dégénere au moment de la mise en place
de 'audition, lorsque le potentiel endoco-
chléaire a atteint sa valeur adulte (environ
+80mV). Ici, la dégénérescence cellulaire
serait donc directement liée a I'activité
auditive, et notamment au flux de potas-
sium dans 'organe de Corti. Reste a expli-
quer pourquoi la Cx30, colocalisée avec la
Cx26, ne semble pas capable de compenser
I’absence de Cx26, puisque toutes les jonc-
tions gap sont perméables au potassium
[3, 9]. Cette absence de complémentation
fonctionnelle est la signature des maladies
liées aux connexines [1]: a chaque con-
nexine correspond une perméabilité dif-
férente aux ions et aux messagers secon-
daires [10-12], ainsi qu’une sélectivité
de taille et, par conséquent, une fonction
physiologique donnée [2, 3]. C’est donc
la combinatoire de connexines, et non la
quantité de communication intercellulaire,
qui prévaut. €n attestent les expériences
de remplacement d’une connexine par une
autre réalisées chez la souris [1]. Dans
ce contexte, les mutations pathologiques
modifiant de fagon subtile la fonction des
connexines sont des outils de choix pour
comprendre le role exact de ces molécules.
La mutation V84L du geéne (X26 (G/B2)
est responsable d’une surdité DFNBI,
mais n’empéche pas la formation d’un
canal fonctionnel [13]. M. Beltramello
et al. ont donc émis 'hypothese d’une

perméabilité modifiée de ce canal: leur

cellulaires [4]. Ainsi, dans des paires de
cellules Hela transfectées, les canaux
formés par les Cx26 native ou mutée
V84L ont des conductances unitaires et
une probabilité d’ouverture identiques.
De plus, la perméabilité de ces canaux
au jaune Lucifer, un traceur fluorescent
couramment utilisé pour mettre en évi-
dence les couplages intercellulaires, est
également comparable. €n revanche,
on observe une tres nette différence de
comportement des canaux V84L lors de
Pinjection d’Ins(1,4,5)P; dans des cellu-
les couplées : la cinétique et 'amplitude
des changements de concentration du
Ca?* cytosolique sont alors considéra-
blement modifiées, et la perméabilité a
I'Ins(1,4,5)P; est pratiquement abolie.
La mutation V84L semble donc modifier
la structure du canal, réduisant le pas-
sage d’Ins(1,4,5)P; sans compromettre
le passage des ions. La méme étude rap-
porte également que la perméabilité des
canaux (x30 a I'Ins(1,4,5)P; est beau-
coup plus faible que celle des canaux
Cx26: la Cx30 ne serait donc pas capable
de remplacer la Cx26.

M. Beltramello et al. proposent donc que
la présence de la forme V84L de la Cx26
réduit la perméabilité de I'Ins(1,4,5)P;
dans P'organe de Corti [4]. Cet effet
peut-il étre responsable de surdité?
Afin d’ébaucher une réponse a cette
question cruciale, M. Beltramello et al.
ont utilisé des cultures organotypiques
d’organe de Corti de rat pour étudier
la diffusion d’Ins(1,4,5)P;. Leur étude
montre que la diffusion, au travers des
jonctions gap, d’Ins(1,4,5)P; injecté
dans une cellule de support induit la
propagation de vagues calciques, éga-
lement dépendantes de la voie puri-
nergique activée par la sécrétion d’ATP
dans le milieu extracellulaire [4]. Des
études précédentes avaient montré
qu’une élévation de la concentration
de Ca®* cytosolique dans les cellules
de support active un flux sortant de
potassium et de chlore dans I’endolym-
phe [14]. Les résultats de M. Beltra-
mello et al. suggerent que la présence
de jonctions gap V84L Cx26 modifierait
I’homéostasie potassique de I’endo-
lymphe (Figure 2).

Périlymphe
[K']=3-5mM

Organe de Corti

MAGAZINE
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étude démontre que les canaux V84L ont
une perméabilité réduite a I'lns(1,4,5)Ps,
le messager secondaire permettant la

Figure 1. Section transversale du canal cochléaire. ’endolymphe est en jaune, la périlymphe en
bleu. La transduction sensorielle repose sur un courant potassique dans les cellules sensorielles
(en rouge). Le potassium est ensuite sécrété par ces cellules, puis recyclé. Les hypothéses de

libération de calcium des stocks intra-  voies de recyclage sont indiquées par des fleches en pointillé.
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Restent de nombreuses questions sans
réponse. Par exemple, les vagues cal-
ciques observées lors de I’application
d’ATP a la surface de I"organe de Corti,

rie calcique in vivo devrait permettre
de répondre a cette question. €t, si
le modele proposé ici est exact, on
devrait constater une diminution de

ou au cours d’une stimulation méca- la propagation de ces vagues dans
nique, ont-elles réellement lieu lors

de la transduction auditive ? L'image-

le modele murin ou la Cx26 n’est plus
exprimée dans I"organe de Corti, ou

A €Endolymphe

K* * Cl- K** Clr

Ll | | |

R T L
E > 1 E K* 1 . f

T InsP3 E

“ R T

Figure 2. Modéle hypothétique du réle proposé pour la diffusion d’Ins(1,4,5)P3 dans la transduc-
tion auditive. Lors d’une stimulation sonore, le potassium est sécrété par les cellules sensorielles
dans les espaces intercellulaires de I"organe de Corti, puis capté par les cellules de support via
un cotransporteur K*/CI, Kee4 (cercle noir). Les jonctions gap permettraient d’éliminer I"excés
de potassium s’accumulant autour des cellules sensorielles (fleches noires). A. La (x26 sauvage
(en orange) permet également le passage intercellulaire d’Ins(1,4,5)P5 (fléches rouges), assu-
rant la propagation de vagues calciques. Le stimulus responsable de I"augmentation initiale
d’Ins(1,4,5)P3 n’est pas compris, mais cette étape induirait I’activation d’un systéme d’extrusion
K*/Cl~ (fleches vertes) contribuant au recyclage du potassium dans I’endolymphe. Les vagues
intercellulaires de Ca®* sont également dépendantes de I’activation de récepteurs purinergiques
(en rouge), par une voie paracrine impliquant probablement des hémicanaux de connexines
(bleu clair), ou un autre mécanisme. B. La diffusion d’Ins(1,4,5)P3 a travers les canaux V84L
(Cx26 mutée) est fortement diminuée (signaux d’interdiction), sans que la perméabilité ionique
soit affectée (fleches noires). Il en résulterait une diminution de I’activité d’extrusion K*/Cl" et
I’accumulation d’ions potassiques dans I’espace extracellulaire autour des cellules sensorielles

et de support, entrainant une dépolarisation prolongée et toxique de ces cellules.
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dans un modele ou la Cx26 serait rem-
placée par la forme mutée V84L.

Pour conclure, la tentation est grande
d’incriminer la diffusion de messagers
secondaires au travers des jonctions gap
dans d’autres maladies. Cette idée n’est
pas nouvelle : le transfert d’AMPc au tra-
vers de canaux formés par la Cx32 avait
été indirectement mis en cause dans
la forme liée au chromosome X de la
maladie de Charcot-Marie-Tooth [15].
D’autres exemples suivront sans doute. ¢
Ins(1,4,5)P5 : a messenger for hearing
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