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Introduction

1. INTRODUCTION

Depuis leur découverte en 1983 par Akinari Noma (Noma, 1983), puis le clonage
des sous-unités qui les composent en 1995 et 1996 (Aguilar-Bryan et al., 1995 ;
Inagaki et al., 1996 ; Inagaki et al., 1995a ; Inagaki et al., 1995b ; Sakura et al.,
1995a), de nombreux travaux ont permis de mieux comprendre la structure et la
fonction des canaux potassiques sensibles al'ATP (Katp). Ces canaux ont des roles
primordiaux dans différents tissus (pancréas, muscles lisses, muscles squelettiques,
muscles cardiagues, cerveau, hypophyse, rein) et organelles (membrane interne des
mitochondries), en couplant I'activité métabolique des cellules, via I'ATP, au potentiel
de membrane. Aussi sont-ils une cible thérapeutique trés importante pour le
traitement des pathologies liées ala dérégulation de la sécrétion d'insuline, ala
protection du myocarde cardiaque durant les ischémies, ou encore pour minimiser
les conséquences de I'hypertension sur le systéeme vasculaire, et plus généralement
pour la lutte contre les pathologies liées au stress (Terzic et Vivaudou, 2001). Par
conséquent, les agents pharmacologiques ciblant spécifiquement un type cellulaire
comme les cellules b pancréatiques, mais n'ayant aucune action (effet secondaire)
sur les canaux Katp des autres tissus tel que le myocarde, sont trés recherchés.

Il reste néanmoins beaucoup afaire pour dévoiler les mécanismes par lesquels
les régulateurs endogénes ou pharmacologiques agissent sur l'ouverture ou la
fermeture du canal. Afin d'élucider la complexité des systemes de régulation de ce
canal, la premiére étape consiste alocaliser le site d'interaction des molécules aforts
potentiels thérapeutiques, et dans le cas de cette thése, nous nous sommes
focalisés sur la recherche du site de fixation des ouvreurs potassiques qui sont des
agents hyperglycémiants hypo-insulinémiques et/ou antihypertensifs.

Les travaux qui seront présentés dans ce mémoire sont regroupés en deux
parties : le premier chapitre concernera les études d'interactions entre les ligands
endogenes (MgATP, MgADP) et les ouvreurs potassiques, tandis que le deuxieme
chapitre se focalisera principalement sur la localisation des régions du récepteur des
sulfonylurées, importantes pour I'action des ouvreurs.

Mais avant d'exposer plus précisement ces résultats, une introduction du sujet
s'impose. Cette introduction sera divisée en trois parties : 1) une description

succincte des canaux ioniques et plus précisément des canaux potassiques
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Introduction
rectifiants entrants ; 2) une présentation générale des transporteurs ABC (ATP
Binding Cassette) humains ; 3) une description des canaux Karp.

Dernier point avant de débuter la présentation des canaux ioniques : on peut
s'interroger- sur le choix d'étudier ce canal plutét que d'autres tout aussi importants.
La raison originelle est historique, . En effet, lors de mesures de courants sur des
fibores musculaires squelettiques de Xénope, I'équipe de Michel Vivaudou a mis en
évidence en 1991 (Vivaudou et al., 1991), la présence de canaux ayant des
propriétés proches de celles décrites par Spruce et al. en 1985 pour les canaux Katp
du muscle squelettique. Les expériences se sont alors succédées sur les canaux
Katp natifs des fibres musculaires squelettiques, mettant en évidence le réle du
magnésium et de I'ADP (Forestier et Vivaudou, 1993a), des protons sur l'effet des
ouvreurs potassiques et sur la régulation du canal avec les nucléotides (Forestier et
al., 1993 ; Vivaudou et Forestier, 1995 ; Forestier et al., 1996), ainsi que sur I'effet
activateur et inhibiteur dose—dépendant du bisG-10 sur les canaux Karp de muscle
squelettique de souris et de grenouille (Allard et al., 1995). Tout naturellement, aprés
le clonage des sous-unités des canaux Karp en 1995, les expériences prirent une
nouvelle orientation en 1997 en utilisant I'expression hétérologue des canaux Katp
dans les ovocytes de Xénope, afin de caractériser des canaux de type sauvage,

chimérique ou mutant comme cela est décrit tout au long de ce mémaoire.
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2. LES CANAUX IONIQUES

2.1. Introduction

Les cellules et organelles sont délimités par des membranes biologiques
composées principalement de diacylphosphoglycérides (phospholipides), de
diacylglycoglycérides (glycolipides), de sphingolipides et de stérols. Tous, mis apart
les stérols et dérivés, ont une téte polaire et de longues chaines hydrophobes
(généralement de C12 aC24) qui forment la bicouche lipidique en fuyant les milieux
aqueux. Malgré la forte diffusion et fluidité de ces lipides membranaires dans les
feuillets, le centre hydrophobe de la bicouche bloque trés efficacement le passage
des ions inorganiques (K*, Na*, CI', Ca?*, ...) et freine considérablement la diffusion
des solutés organiques polaires (oses, acides aminés, ...). Seuls les solutés ayant
un caractere trés hydrophobe diffusent librement atravers la membrane (Shechter,
1997).

Pour survivre, la cellule doit échanger différents solutés ou ions avec I'extérieur.
La diffusion simple n'étant pas possible pour tous les composés, la cellule a recours
ades protéines pour assurer leur passage. Deux types de transports existent alors,
le transport actif et le transport passif facilité. Dans les deux cas le gradient
électrochimique joue un role fondamental. Il est d0 al'asymétrie des concentrations
des différents solutés, la composition ionique de cellules de mammiféres en est un

excellent exemple (cf Tableau 1).

Concentration Concentration
intracellulaire extracellulaire
lon (mM) (mM)
Na* 5-15 145
K* 140 5
Mg** 30 1-2
Ca* 1-2 2,5-5
H* 5x 107 5x 107
Cl 4 110

Tableau 1 : Concentrations ioniques al'intérieur et al'extérieur d'une
cellule de mammifére (Rawn, 1990)
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Les systéemes de transport actif font transiter les substrats contre leur gradient
électrochimique ce qui nécessite beaucoup d'énergie pour peu de molécules
transportées (1 a1000 ions/sec). Cette énergie est apportée de 2 facon différentes :
(i) par couplage chimioosmotique (ATPase) ou (ii) par couplage osmotique (symport,
antiport).

Dans le cas du transport facilité, I'énergie est au contraire apportée par le
gradient électrochimique, et par le potentiel de membrane, dans le cas du transport
de solutés chargés. La régulation du passage se fait uniquement par ouverture ou
fermeture de la ou des porte(s) qui obstrue(nt) le pore. Le flux est alors beaucoup
plus élevé (10°-10° ions/sec).

Les canaux ioniques appartiennent a cette derniére catégorie de "transporteur".
lls constituent une famille de protéines extrémement diverses, tant sur le plan de leur
structure, que de leur régulation ou de leur réle physiologique. L'unique critére
commun est leur capacité a laisser des ions traverser une membrane lipidique a
travers leur pore. Cependant, ils peuvent étre regroupés en sous-familles selon leur
sélectivité ionique (calcique, sodique, potassique, chlorure), selon leur mécanisme
de régulation (activation ou inhibition, voltage dépendance, calcium-dépendance,
couplage aux protéines G, mécanosensibilité...), selon leur profil
électrophysiologique (rectification ou non, temps d'activation et d'inactivation, sens
du courant : entrant ou sortant, la conductance unitaire, la valeur seuil de la
dépolarisation ou de I'hyperpolarisation...), selon leur localisation (canaux de la
membrane plasmique ou canaux endocellulaires), selon I'organisme qui I'exprime
(eucaryotes, procaryotes, mammiferes, plantes...), selon leur pharmacologie
(sensibilités a différents bloqueurs ou activateurs, a différentes toxines, a différents
ions trés proches de la nature de l'ion perméant qui transite le plus couramment a
travers le canal...), ou encore selon leur homologie de séquence (Kv1.1-1.8...).
Tous ces criteres permettent de classifier efficacement les canaux.

Le rble de ces canaux est de deux natures : i) modifier le potentiel membranaire
par activation ou inhibition du canal (cas typique du canal Katp) ; ii) permettre I'entrée
ou la sortie d'ions qui auront un role secondaire (cas typique des ions Ca®" ou des
ions Na" et K* pour le controle de la pression osmotique ou encore des ions CI” pour
la sécrétion épithéliale). lls sont ubiquitaires mais sont principalement localisés dans
les cellules excitables dans lesquelles ils ont des fonctions primordiales.
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2.2. Lois et définitions en électrophysiologie

Avant toute présentation des différents canaux ioniques, quelques précisions sur
les lois électrophysiologiques s'imposent, & commencer par une définition de la
sélectivité ionique.

La sélectivité ionique est due d'une part ala taille du pore proprement dit qui
empéche toute entrée d'ions trop "gros", et d'autre part aux liaisons spécifiques entre
les atomes pointant dans la lumiere du pore et les ions perméants. Ainsi un pore de
taille bien précise et de structure trés rigide au niveau du filtre de sélectivité, combiné
ades interactions électrostatiques avec les ions, permet une déshydratation efficace
de lion qui pourra alors traverser le filtre de sélectivité. Cette déshydratation
obligatoire des ions perméants explique la faible perméabilité des canaux
potassiques vis-avis des ions Na®, pourtant plus petits que les ions K*, mais sa
déshydratation dans le filtre des canaux potassiques est énergétiquement peu
favorable contrairement aux ions potassiques.

Autre précision importante en électrophysiologie, le signe conventionnel du

courant. Celui-ci est défini de la facon suivante : Un courant sortant de la cellule

(correspondant aun efflux de cations ou un influx d'anions) est positif et un courant

entrant dans la cellule (correspondant aun influx de cations ou un efflux d'anions) est

négatif.

Courant sortant| + Courant entrant
>0 <0

ext

bicouche
lipidique

int

- +

Un courant entrant est dépolarisant et réciproquement, un courant sortant est

hyperpolarisant.

Certains canaux sont "rectifiants" soit entrant soit sortant. Une rectification
correspond aune variation non linéaire de l'intensité du courant en fonction d'une
certaine gamme de tension imposée. En effet, la relation entre le courant et la
tension est normalement linéaire dans les conditions simples de la loi d'Ohm,
cependant un canal ne se comporte pas toujours comme une résistance simple, car
d'autres facteurs interviennent. Ces facteurs sont le plus souvent d'autres ions non

perméants qui encombrent le passage d'autant plus fortement que le potentiel
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imposé les y conduit. De plus, ce blocage est localisé du c6té ou I'ion imperméant est
le plus fortement concentré ou peut le mieux se lier au canal, expliquant que la

rectification ne soit que dans un sens (Figure 1).

[Mg2*] (mM)
I (nA) 0.6 - 0
0.1
0.2
0.3 5
3.0
10.0
r T | 1
-80  -40 40 80
v (mV)
0.3
06 -

Figure 1 : Rectification dose-dépendante de Kirl.1 due au magnésium intracellulaire (Ashcroft, 2000).

Seul les courants sortants sont affectés par des concentrations croissantes de Mg”. Ces
résultats ont été obtenus en conditions symétriques de potassium a 100mM (Lu et
MacKinnon, 1994).

La définition littérale de la rectification entrante est : "une rectification est entrante
lorsque le courant entrant augmente plus que le gradient électrochimique ou lorsque
le courant sortant diminue avec l'augmentation du gradient électrochimique, et
réciproguement”. Matsuda et al., 1987 et Vandenberg, 1987, ont montré que la
rectification entrante des canaux Kir était due aux ions Mg?*. C'est le cas pour Kirl.1
et Kir6.2.

Si le potentiel électrochimique (potentiel de membrane et/ou différence de
concentration) d'un ion est différent entre la partie externe et interne d'une
membrane, le transport de l'ion se fera par diffusion facilitée a travers le canal,
générant un courant qui obéit ala loi d'Ohm :

U=RI U : potentiel R : résistance | : intensité

R : résistance du patch
1—N(1) N : nombre de canaux
r : résistance d'un seul canal
Le sens du courant dépend alors du potentiel de membrane vis avis du potentiel

d'équilibre de l'ion (potentiel de Nernst) :
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Vs (potentiel d'équilibre d'un ion S)

S R (constante des gaz parfaits) = 8.315 J/K/mol
VS:E| T (température en K) = 273 + t (°C)
ZF S z (valence de l'ion)

F (constante de Faraday) = 96 500 C/mol
Se, Si (concentration de l'ion S, respectivement
extracellulaire et intracellulaire)
Ce potentiel d'équilibre dépend donc de la température, mais surtout du rapport

des concentrations intra- et extracellulaires des ions.

Dans le cas des ions potassiques, et suivant les concentrations énumérées dans
le Tableau 1, le potentiel d'équilibre a37°C est de —89mV, tandis que le potentiel de
membrane a l'équilibre d'une cellule de mammifere standard est d'environ —80mV.
Ces deux potentiels sont proches car les membranes des cellules de mammiféres
comportent de nombreux canaux perméables au potassium. Dans ces conditions
physiologiques, les ions K" diffuseront passivement vers I'extérieur dés I'ouverture
des canaux potassiques, créant un courant sortant.

L'intensité du courant dépend également de plusieurs facteurs : la perméabilité du
canal pour l'ion, sa valence, le potentiel de membrane, la température et bien sdr les
concentrations ioniques de part et d'autre de la membrane. Tous ces parametres

sont retranscrits dans I'équation de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) :

18 vy s i courant généré par le transit de l'ion S
(\/FZ\[S] [Se]exp§ RTe  Pg: perméabilité du canal pour l'ion S

\RT/ 1- eXp? Z%% [S] : concentration intra- (;) et extracellulaire ()
z, R, T et F : constantes physiques habituelles

|s:RZ§

Ces équations, et bien d'autres plus compliquées encore, ont permis une
meilleure compréhension des phénomeénes électriques observés dans les cellules,
ainsi qu'une optimisation des techniques électrophysiologiques permettant de
distinguer et de caractériser les trés nombreux et divers types de canaux ioniques

comme cela est présenté dans le chapitre suivant.

2.3. La famille des canaux ioniques

Ces définitions de base en électrophysiologie étant posées, les paragraphes
suivants auront pour objectif de ne donner qu'une vision globale de cette grande
famille que sont les canaux ioniques. Cette vision est nécessaire pour bien

comprendre leurs interactions dans le contr6le de l'activité électrique cellulaire. Seul
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le chapitre sur les canaux potassiques rectifiants entrants sera plus étoffé, puisque

les canaux Katp appartiennent acette sous-famille.

2.3.1. Les canaux actives par le potentiel

Comme leur nom l'indique, ces canaux sont activés lors d'un changement du
potentiel de membrane. La sonde moléculaire (voltage sensor) des canaux sensibles
au voltage est I'hélice transmembranaire S4 qui comprend de nombreux résidus
basiques (Arg, Lys) ayant des chaines latérales chargées positivement et répartis sur
toute la longueur d'une face de I'hélice a. L'hyperpolarisation ou la dépolarisation
provoque une modification du champ électrigue transmembranaire modifiant la
position de I'hélice S4 respectivement vers l'intérieur ou l'extérieur de la cellule
(Figure 2).

- O .-
fl - .
Bk, o,

— 1 ™ \.\.‘:\‘ eacl? v
My - Insida
. AW

- P i1 3
Hyparpolansed Depolarised

Figure 2 : Déplacement de I'hélice S4 (voltage-sensor) en fonction de la variation du potentiel de
membrane (Ashcroft, 2000).

A) Orientation des chaines latérales dans une hélice a transmembranaire. B) Suivant la
dépolarisation ou I'hyperpolarisation de la membrane, I'hélice S4 se déplace dans la
membrane grace aux nombreuses charges positives présentes dans cette hélice. Ces
modifications conformationnelles ouvrent ou ferment la porte du canal.

Ce mécanisme d'activation et d'inhibition est commun aux canaux voltage-
dépendants de diverses spécificités ioniques (sodiques, calciques, potassiques)

présentés ci-dessous.

2.3.1.1. Les canaux Na*

Noda et al. ont cloné le premier canal sodique en 1984. Il est constitué de 2 sous-
unités : a et b. La sous-unité a est la plus grosse (~2000 résidus) avec 4 domaines
transmembranaires (I-IV) composés chacun de 6 hélices a (S1-S6) qui forment le

pore proprement dit du canal. La sous-unité b est beaucoup plus petite puisqu'elle ne
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Figure 3 : Prédiction de structure des canaux Na* voltage dépendants (Ashcroft, 2000).

Les résidus mentionnés correspondent pour E387 aune implication dans
la fixation de la tetrodotoxine ; et pour IFM 1488-1490 aune partie de la

porte d'inactivation.

La sous-unité principale (a) est généralement associée aune ou plusieurs

sous-unités b qui augmente(nt) I'amplitude du courant sodique et modifie(nt) les

propriétés du canal vis-avis du profil d'inactivation par exemple (Isom et al., 1992 ; Ji

et al., 1996).

Différentes isoformes existent (Tableau 2) :

Chromosome Localisation prédominante Référence
Geéne Protéine (humain)
SCN1A al 2924 cerveau et moelle épiniére Malo et al., 1994
SCN2A a2 2g23-924.3 cerveau et moelle épiniére Litt et al., 1989
SCN3A a3 2q24-931 cerveau et moelle épiniére Malo et al., 1994
SCN4A a4 17923-925 muscle squelettique George et al., 1991
SCN5A ab 3p21 muscle cardiaque George et al., 1995
SCNGA a6 2021-923 coar et utérus Han et al., 1991
SCN7A a7 -- Cellules gliales Potts et al., 1993
SCN8A a8 12g13 cerveau et moelle épiniere Burgess et al., 1995
SCN1B bl 19g13.1 Makita et al., 1994a,b
SCN2B b2 11923 (?) Bolino et al., 1998
Tableau 2 Description des différents géenes des canaux sodiques voltage-dépendants

(Ashcroft, 2000)
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Les canaux sodiques voltage-dépendants sont responsables de la phase
montante des potentiels d'action des cellules nerveuses et des fibres musculaires.
Les génes de ces sous-unités sont exprimés de facon différentielle suivant le type
tissulaire et suivant le stade du développement de I'organisme. Des mutations dans
ces différents canaux sont responsables de maladies telles que la paralysie
périodique hyperkaléimique (augmentation excessive du potassium sanguin), la
paramyotonie congénitale et la myotonie aggravée par le potassium, la paralysie
périodique chez le cheval, le syndrome de Long QT dans le cceur, les crises
d'épilepsie avec fievre.

2.3.1.2. Les canaux K"

Les canaux potassiques ont été trouvés dans quasiment toutes les cellules. Les
polypeptides formant ces canaux sont bien plus petits que ceux des canaux
calciques ou sodiques. lls forment des complexes homo- ou hétéromultimériques de
taille et de structure tres proches des autres canaux. Grace ala multiplicité des
génes codant pour ces canaux potassiques voltage-dépendants, aux épissages
alternatifs de certains de ces genes, ala possibilité de créer différentes associations
dans le complexe multimérique, aux modulations par des modifications post-
traductionnelles (glycosylation, phosphorylation), a l'existence de sous-unités b
modulatrices, ala modulation des propriétés biophysiques et pharmacologiques par
I'environnement lipidique, il existe une grande variété de canaux voltage-dépendants
(Figure 4).
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Figure 4 : Les différents types de canaux potassiques voltage-dépendants (Ashcroft, 2000)

Les 6 familles de canaux présentées dans la figure, peuvent étre regroupées en 3
groupes :
1. les canaux potassiques activés par dépolarisation, type A (Kv)
2. les canaux potassiques rectifiants retardés activés par dépolarisation
(KCNQ, Eag)
3. les canaux potassiques activés par le calcium (BK, IK, SK)

2.3.1.2.1. Les canaux Kv

Le premier canal potassique voltage-dépendant fut découvert chez drosophila
melanogaster lors du comptage et de la détermination du genre sexuel de ces
mouches du vinaigre. En effet, en anesthésiant ces insectes avec de I'éther, ceux-ci
se mettaient atrembler acause de l'activité du canal potassique voltage-dépendant
nommé "Shaker" (Papazian et al., 1987). Depuis, d'autres canaux potassiques
voltage-dépendants ont été découverts en utilisant des sondes issues du géene
shaker. Il s'agit des canaux Shab, Shaw et Shal, tres homologues en séquence, mais

ayant des cinétiqgues d'activation et d'inhibition tres différentes. De plus, de
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nombreuses isoformes de chacun de ces canaux ont également été découvertes, et
répertoriées selon la nomenclature suivante :

Kv1.1-Kv1.8 : Canaux homologues au Shaker : activés par dépolarisation, mais
inactivation rapide (type A).
Kv2.1-Kv2.2 : Canaux homologues aShab : cinétique d'inactivation intermédiaire.
Kv3.1-Kv3.4 : Canaux homologues aShaw : pas d'activation observée (type retardé)
Kv4.1-Kv4.3 : Canaux homologues aShal : cinétique d'inactivation intermédiaire

Leur structure et leurs fonctions sont tres homologues aux canaux sodiques
sensibles au potentiel. Comme eux, les canaux Kv sont constitués d'une sous-unité
a, mais correspondant aun seul domaine transmembranaire de canaux Na'. Dans
l'un et l'autres cas, I'hélice S4 est richement chargée en résidus basiques. Comme
eux, certains canaux Kv sont associés aune petite sous-unité b.

Les différences se situent dans (i) la possibilité de former des complexes
hétéromultimériques, (ii) la présence d'une petite hélice a H5 qui forme le filtre de
sélectivité aux ions potassiques, et (iii) la présence en Nter d'un domaine
cytoplasmique T (tétramérisation) qui est impliqué ala fois dans I'oligomérisation et
l'interaction avec la sous-unité b.

Leur mécanisme d'activation est identique acelui des canaux sodiques voltage-
dépendants. Le mouvement de I'hélice S4 en fonction du potentiel provoque un
changement conformationnel qui active ou inhibe le canal. Cependant, les canaux Kv
ont deux mécanismes d'inactivation, un rapide et un lent.

Le type N correspond, pour les canaux de type Shaker, aune inactivation rapide
des canaux Kv par occlusion de la voie d'entrée interne du pore al'aide d'une "boule"
de résidus chargés positivement en Nter (type N).

L'inactivation de type C (Cter) est moins bien comprise. Elle ferait intervenir des
éléments présents sur la face externe du canal. Il s'agirait d'un changement
conformationnel du canal qui réduirait la taille de I'entrée externe (Liu et al., 1996).

L'activité de certains canaux Kv est modulée par phosphorylation . C'est le cas de
Kv3.4 dont la phosphorylation de la "boule" Nter par la Protéine Kinase C (PKC)
empéche l'inactivation de type N.

La maladie connue pour étre liée aces canaux est une maladie neurologique
affectant le systéme nerveux central et périphérique, I'ataxie (mauvaise coordination

des mouvements) épisodique de type 1.

27



Introduction
2.3.1.2.2. Les canaux KCNQ

Cing membres composent cette famille dont le plus connu est KCNQ1 (KvLQT1)
qui est impliqué dans le syndrome de QT long (LQT1).

KCNQL1 est la sous-unité majeure des canaux ks cardiagues qui interviennent
dans la repolarisation du potentiel d'action ventriculaire. KCNQ1, exprimé de facon
hétérologue, génére un courant potassique sortant voltage-dépendant qui ne
retrouve ses propriétés natives qu'en présence d'un petit peptide de 130 résidus,
MinK (IsK). Ce petit peptide jouant le réle de sous-unité b n‘a qu'une seule hélice
transmembranaire. Ces canaux sont principalement exprimés dans le cceur et aun
taux plus faible dans le pancréas, les reins, les poumons, le placenta et les oreilles.

KCNQ2 et KCNQ3 sont largement présents dans différentes parties du cerveau.
Leur structure est identiques a celle des canaux Kv. Leur canalopathie se situe
principalement au niveau du syndrome de QT long, ainsi que dans la surdité et

I'épilepsie néonatale familiale bénigne.

2.3.1.2.3. Les canaux K" de type Eag (HERG)

Eag signifie "Ether a go-go" en rapport aux go-go dancings des années 60. En
effet, lorsqu'il a été découvert que certaines drosophiles mutantes endormies a
I'éther remuaient leurs pattes dans tous les sens, les chercheurs ont donné ce nom
de eag aux canaux K' responsables de cette frénésie. Depuis, 2 autres génes ont
été clonés : erg et elk. Les canaux humains HERG (Human Eag Related Genes)
n'‘ont que 49% d'identité de séquence avec ces canaux et appartiennent donc trés
certainement aune autre famille de genes proches de eag. Les canaux HERG sont
fortement exprimés dans le cceur, suggérant une implication dans la repolarisation
du potentiel d'action cardiaque. Cette hypothese a été confirmée par l'implication de
mutants de HERG dans le syndrome de QT long (LQT2). Leur structure est identique
acelle des canaux Kv avec I'hélice S4 comme voltage-sensor (Figure 5).
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Figure 5 : Prédiction de structure des canaux HERG et les mutations associées a LQT2
(Ashcroft, 2000)

Les seules différences sont, premiérement la séquence signature des canaux
potassiques qui est GFG et non GYG, et deuxiemement la présence dans la partie
proximale du Cter d'un domaine homologue au domaine de fixation des nucléotides
cycligues. Cependant ceux-ci n'ont pas d'effet sur les courants HERG exprimés dans
les ovocytes de Xénope. Ces courants sont sortants et observables aprés
dépolarisation de potentiels supérieurs a -50mV. L'amplitude du courant varie en
fonction du potentiel de membrane, I'amplitude maximale étant atteinte aOmV. Les
canaux HERG constituent une partie des canaux Ixg cardiaques (courant rectifiant
retardé) (Sanguinetti et al., 1995).

En plus de I'implication de HERG dans la forme la moins courante du syndrome
de QT long (LQT?2), le géne eag est impliqué dans la suppression de I'excitabilité
neuronale. Transposées chez I'homme (HERG), ces mutations provoquent une
hyperactivité ou une paralysie en fonction de la température. Une autre maladie liée
aces canaux, la "torsade de pointes" correspond aune arythmie cardiaque qui peut
étre fatale (forme de fibrillation ventriculaire).

2.3.1.3. Les canaux Ca**

lls jouent des réles cruciaux dans la régulation de nombreuses fonctions
cellulaires : initiation de la contraction musculaire, déclenchement du relargage de
neurotransmetteurs du systeme nerveux central et d'hormones de cellules
sécrétrices, régulation de l'expression de certains genes et du cycle cellulaire, et
intervention dans la mort cellulaire.

La concentration cytosolique de calcium est tres faible comparée aux

concentrations externes (Tableau 1), et peut étre ainsi modifiée rapidement par tous
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les mouvements transmembranaires de calcium. La régulation des quantités de
calcium intracellulaire est due, entre autres, aux canaux voltage-dépendants, mais
également aux canaux calciques "ligand-gated" et aux canaux endocellulaires
contrdlant la sortie du calcium des stocks trés importants du réticulum endo- ou
sarcoplasmique.

Il existe de nombreux types de canaux calciques voltage-dépendants. lls sont
classés sous les abréviations T, L, N, P, Q et R en fonction de leur sensibilité aux
bloqueurs pharmacologiques, de leur conductance unitaire, de leur cinétique et de
leur dépendance au voltage (Ashcroft, 2000).

Deux grands groupes de canaux se dégagent suivant leur dépendance au seuil
de dépolarisation membranaire nécessaire aleur activation.

Les canaux bas seuil (LVA : Low Voltage Activated) contenant les canaux
de type T (Transient) qui s'activent ades potentiels relativement négatifs
(-50, -30mV) et s'inactivent trés rapidement. lls sont impliqués dans la
genese d'activités électriques spontanées et répétitives.

Les canaux a haut seuil (HVA : High Voltage Activated) dont les autres
canaux calciques voltage-dépendants font partie (L, N, P, Q, R). lIs
nécessitent une plus forte dépolarisation pour étre activés.

Les différents sous-types des canaux HVA sont ensuite séparés selon leur profil
pharmacologique (Ashcroft, 2000 ; Dubois, 1999) :

Les canaux de type L (Long Lasting) sont bloqués par les
dihydropyridines. lls s'inactivent tres lentement et sont généralement plus
perméables au strontium et baryum qu'au calcium. Ce courant lent,
originellement décrit dans les muscles, joue un rble majeur dans le
couplage excitation-contraction ou excitation-sécrétion.

Les canaux de type N (Non T, Non L, Neuronal) sont pour leur part
blogués par deux toxines du coquillage Conus geographus : w-conotoxine
GIVA et w-conotoxine MVIIA

Les canaux de type P (présents dans les cellules de Purkinje) sont bloqués
par la toxine w-agatoxine IVA d'Agelenopsis aperta.

Les canaux de type Q (juste aprés P) sont également bloqués par la toxine

w-agatoxine IVA mais avec une affinité moindre.
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Les canaux de type R (juste apres Q) ont été trouvés par clonage et non
selon leur profil pharmacologique.

Leur régulation est tres complexe et due aun grand nombre de modulateurs
cytosoliques dont les plus importants sont les protéines fixant le GTP (protéines G) et
les protéines kinases.

Leur structure est trés complexe puisqu'elle comprend 5 sous-unités a;, a», b, get
d en stcechiométrie 1:1:1:1:1. Cependant, la sous-unit¢é a; a une structure
homologue acelle des canaux sodiques avec 4 domaines (I-IV), comprenant chacun
6 hélices a dont le voltage-sensor (S4). Comme indiqué sur la Figure 6, les autres
sous-unités se fixent autour, soit via la membrane (d et @), soit sur la face
intracellulaire (b), soit sur la face externe (a,), chacune ayant des poids moléculaires
bien distincts : 190kDa (a3), 160 kDa (a2, d), 52 kDa (b) et 32 kDa (g). a, et d sont
issues de la protéolyse d'une pro-protéine issue du méme gene. Ces sous-unités ont
des réles auxiliaires tels que I'augmentation de I'amplitude du courant, des effets sur
les propriétés cinétiqgues et dans quelques cas, elles conferent la sensibilité ades

molécules régulatrices.

a2-subunit
b P E.
f ey

~v-subunit M — a1-subunit ™ e

nii. W {_ NHg

Sty .';3—.:.1'.;'_*_—.1_“_.;: —::“i._
TTEH® T M |
: | | | i 1§

.. __-"_‘_____‘M‘_'I,_n.[;—"\.lm..f\."-;.-"-r K, - .
| . [ G-subunit
| T3 - COCH
— COOH

Qutside e

Crm— L ey

B-subunit

Figure 6 : Prédiction de structure des différentes sous-unités des canaux calciques voltage-
dépendants (Ashcroft, 2000)

Sept genes différents codent pour les sous-unités a;. aic se retrouve dans les

canaux de type T ; ais, aic, aip dans les canaux de type L ; aip dans les canaux de

31



Introduction
type N ; a;a dans les canaux de type P et Q ; et a;e probablement dans les canaux
de type R.

A la vue de ce complexe multimérique, il n'est pas surprenant de constater que
les interactions protéine-protéine dans ce canal sont trés importantes. La plus
importante est l'interaction entre les sous-unités a (six différents sous-types) et les 4
sous-types de sous-unités b actuellement clonées. Ces interactions augmentent de
fagcon non négligeable I'amplitude du courant et/ou ses cinétiques. Les études de
Pragnell et al., 1994, ont montré que la sous-unité b se fixait dans la région
cytoplasmique entre | et Il et c'est dans cette méme région qu'interagissent les sous-
unités a; avec les protéines G (De Waard et al., 1997).

Sur le plan pharmacologique, il existe 3 bloqueurs principaux : les
phénylalkylamines, les benz(othi)azipines et les dihydropyridines. Ces composés
sont connus pour se fixer sur 3 sites distincts de la sous-unités al et sont liés de
facon allostérique. La localisation de ces sites par mutagenese dirigée a permis de
définir les régions TM5 et TM6 de Il et TM6 de IV.

Les pathologies liées aux mutations des canaux calciques voltage-dépendants,
sont trées nombreuses, telles que la dysgenese musculaire chez la souris, la paralysie
périodique hypokalémique, I'hyperthermie maligne, l'ataxie épisodique de type 2, la
migraine hémiplégique familiale, I'ataxie spinocérébrale de type 6 et bien d'autres

encore, justifiant les nombreuses recherches sur ces canaux.

2.3.1.4. Les canaux Cl °

Les canaux chlorure sont importants pour le contréle de I'excitabilité
membranaire, le transport transépithélial et la régulation du volume cellulaire et du
pH intracellulaire. On les retrouve également au niveau des membranes des
organelles dans lesquelles les canaux chlorure voltage-dépendants sont importants
pour créer une voie électrique dérivée (shunt) qui facilite I'acidification intra-organelle.

Depuis le clonage du premier canal chlorure voltage-dépendant CLC-0 de la
torpille électrique Torpedo mamorata en 1990 (Jentsch et al., 1990), 9 canaux CI de
mammiféres ont été clonés : de CLC-1 a CLC-7, CLC-Ka et CLC-Kb. lls sont
regroupés en 3 sous-groupes principaux : (i) CLC-1, CLC-2 et les CLC-K ; (ii) CLC-3
aCLC-5; et (iii) CLC-6 et CLC-7.

CLC-1 est localisé principalement dans les muscles squelettigues des

mammiféres ou ils jouent un réle important dans Il'excitabilité musculaire. CLC-2,
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CLC-6 et CLC-7 sont exprimés de fagon ubiquitaire, tandis que CLC-3 et CLC-4 ont
une distribution tissulaire trés large, et plus précisément dans le cerveau, le cceur,
les poumons et le rein pour CLC-3, et dans les muscles squelettiques, le cerveau et
le cceur pour CLC-4. CLC-5 et les CLC-K sont majoritaires dans le rein ou ils sont
impliqués dans le transport transépithélial des ions chlorure. A noter que CLC-2 est
activé par le gonflement du volume cellulaire (cell swelling).

Leur poids moléculaire varie entre 75 et 130 kDa (650 a1000 résidus). Leur profil
d'hydrophobicité a permis de prédire une structure a 13 hélices a (Figure 7). Les
hélices de 1 a3, de 5 a8 et de 9 a12 sont transmembranaires (la zone 9 al2 n'est
pas trés bien définie dans le nombre et la position des hélices). L'hélice 4 est
extracellulaire et I'hélice 13 est cytosolique.
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Figure 7 : Prédiction de structure des canaux chlorure voltage-dépendants (Ashcroft, 2000)

S123 est extrémement conservée entre tous les CLC, sa mutation réduit la sélectivité
ionique et la conductance unitaire, tout comme K519. Ces canaux se dimériseraient et
formeraient deux pores distincts.

Cette structure est réellement trés différente des structures des autres canaux
ioniques voltage-dépendants.

Les différentes maladies liées aun dysfonctionnement des canaux CLC sont : la
myotonie congénitale et généralisée ; la néphrolithiase et le syndrome de Batter de

type Il.

2.3.2. Les canaux actives par les ions

2.3.2.1. Kea

Les canaux K¢, sont des canaux potassiques activés par une augmentation du

calcium intracellulaire. lls sont présents dans la plupart des cellules nerveuses ou ils
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jouent un réle majeur dans le contréle des potentiels d'action et dans la régulation de
I'excitabilité cellulaire.

Suivant leurs propriétés électrophysiologiques, les canaux K¢, sont classés en 3
groupes :

(i) les maxi Kca (ou BK) ont une conductance unitaire de 100 &250 pS dans des
conditions symétriques de K" (100 mM). lls sont activés a la fois par
dépolarisation et par des concentrations puM de calcium intracellulaire.

(i) Les canaux K¢, de petite conductance (SK) ont des valeurs unitaires comprises
entre 5 et 20 pS.

(iii) Les canaux intermédiaires (IK) ont des conductances de I'ordre de 20 a80 pS.
SK et IK ne sont pas sensibles aux changements de potentiel, mais sont activés

par le calcium intracellulaire ades concentrations inférieures au mM.

Les canaux BK sont bloqués par le tétraéthylammonium (TEA") et la
charybdotoxine (CTX), mais sont insensibles al'apamine, tandis que les canaux SK
sont insensibles au TEA®, mais sont majoritairement bloqués par l'apamine. La
pharmacologie des canaux IK est plus proche de celle des canaux BK, car ils sont
blogués par la CTX et le clotrimazole, mais sont insensibles al'apamine.

Dans le cas des canaux SK et IK, I'activation perdure tant que la concentration en
calcium intracellulaire est suffisante.

La composition et la structure des canaux sont différentes suivant leur type
(Figure 8). Ainsi les canaux BK sont composés de 2 sous-unités, a et b. La sous-
unité a est constituée de 11 hélices a, 7 transmembranaires (S0-S6) et 4
cytoplasmiques. La région S1-S6 ressemble beaucoup ala structure des canaux Kv
avec I'hélice S4 richement dotée de résidus basiques comme voltage-sensor. Le filtre
de sélectivité est également présent dans I'hélice H5, entre S5 et S6. La sous-unité b
posséde 2 hélices transmembranaires et augmente la sensibilité des canaux BK ala
CTX.
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Figure 8 : Prédiction de structure des deux sous-unités des canaux BK (Ashcroft, 2000)

Les canaux SK et IK ont la méme structure que les canaux Kv avec 6 hélices
transmembranaires et le voltage-sensor en S4, les canaux IK étant juste un peu plus
courts en Nter. Les canaux SK peuvent également étre hétéromultimériques par le
co-assemblage des sous-unités SK1 et SK2, créant ainsi des canaux SK avec de
nouvelles propriétés (Ishii et al., 1997).

Jusqu'a aujourd'hui, aucune pathologie humaine n'a pu étre associée de facon
certaine aux canaux Kc,. Cependant, les canaux SK3 seraient impliqués dans une
des myopathies génétiques les plus répandues, la dystrophie musculaire

myotonique.

2.3.2.2. Kna

Les canaux potassiques activés par Na' sont présents dans les myocytes
cardiaques et divers neurones de vertébrés et invertébrés. La concentration en ions
sodiques agit en augmentant la probabilité d'ouverture des canaux Kya (Po), avec un
Kiz2compris entre 40 et 70 mM de Na”.

Il sont inhibés par le 4-AP (4-amino pyridine) et sont insensibles au TEA (tétra-
éthyl-ammonium). Leur ouverture contrebalance I'effet d'entrée du sodium,
contribuant ainsi ala phase de repolarisation du potentiel d'action et au contréle du
potentiel de repos et de la durée des réponses aux neurotransmetteurs excitateurs.

L'activation de ces canaux reste une énigme sur un certain point, asavoir que le
seuil d'activation minimal est de 10 mM en Na®, ce qui est trés élevé, surtout en

comparaison de la trés faible entrée en sodium (<0,2 nM) lors de l'ouverture des
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canaux Na'. Méme une possible accumulation des ions Na' dans l'espace

périplasmique ne serait pas suffisante. Le mystére est toujours aélucider...

2.3.2.3. Katp

Les canaux potassiques sensibles a I'ATP (Katp) sont inhibés par des
concentrations proches du micromolaire d'ATP*. Toutes leurs caractéristiques seront
présentées dans la troisieme et derniére partie de l'introduction.

2.3.3. Les canaux directement activés par des récepteurs

Ce chapitre regroupe les canaux liés aux récepteurs a l'acétylcholine de type
muscarinique ou nicotinique, les canaux liés aux récepteurs au glutamate de type
AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleproprionate), kainate ou NMDA (N-
methyl-D-aspartate), les canaux liés aux récepteurs de la glycine et les canaux liés
aux récepteurs GABAA,.

Ces récepteurs sont principalement présents dans le systeme nerveux et le
cerveau et notamment aproximité des liaisons synaptiques.

Il existe deux types de récepteurs. Les métabotropiques n'ont pas de fonction
canal proprement dite, mais génerent la production d'un messager secondaire
activant certains canaux. Les autres types de récepteur qui nous intéressent
davantage, sont les ionotropiques qui ont une fonction canal intrinseque modulée par
la fixation d'un ligand.

Dans le cas du récepteur de I'acétylcholine (AChR), les récepteurs muscariniques
sont métabotropiques, tandis que les récepteurs nicotiniques forment, en leur sein,
un pore perméable aux cations (Na* principalement, mais également Ca*). Les
récepteurs au glutamate (GIuR), qu'ils soient AMPA, kainate ou NMDA, sont tous les
trois des canaux perméables aux cations (Na', K* et Ca*" pour les récepteurs
NMDA). Les récepteurs de la glycine et GABAA sont quant a eux, des canaux

perméables aux anions comme les ions CI.

2.3.4. Les canaux modulés par les nucléotides cycliques

Les canaux modulés par les nucléotides cycliques ont été décrits dans de
nombreux types cellulaires: dans les cellules photoréceptrices dans les neurones
sensoriels olfactifs, et les neurones en général, dans les cellules cardiaques et dans

le rein.
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Leur régulation est faite par fixation directe des nucléotides cycliques sur le canal.
Deux familles de canaux ont été observées : les canaux régulés par les nucléotides
cycligues (CNG : cyclic nucleotide-gated channels) ; et les canaux régulés par les
nucléotides cycliques et activés par hyperpolarisation (HCNG : hyperpolarization-
activated cyclic nucleotides-gated channels).

La famille des CNG est composée de 6 membres : brCNGCa (br : bovine rod, ou
batonnet rétinien de bovin), brCNGb, bcCNGCa (bovine cone, ou cbdne rétinien de
bovin), ro CNGCa; (ro : rat olfactory, ou systéme olfactif du rat), roCNGCas,,
DmCNGC (Dm : Drosophila muscle, ou muscle de Drosophile).

La sous-unité a ressemble beaucoup aux canaux Kv, mises apart I'absence de
charge positive dans I'hélice S4 servant de voltage-sensor, et la présence du
domaine de liaison de nucléotides cycliques en Cter et du domaine de fixation de la
calmoduline en Nter.

La sous-unité b a la méme structure que la sous-unité a mais elle est beaucoup
plus grande (240 kDa au lieu de 62 kDa pour la sous-unité a).

Méme si les deux sous-unités sont capables de s’associer en homomultiméres, la
plupart des canaux CNG sont des hétéromultimeéres.

lls sont perméables aux cations monovalents tels que Na* et K*.Pourtant les ions
Ca?* sont également perméants tout en agissant comme des bloqueurs voltage-
dépendants sur la perméabilité des cations monovalents.

Leur rble physiologique est de transformer I'énergie lumineuse recue par les
batonnets rétiniens en signaux électriques via la cascade : Rhodopsine
® Transducine ® Phosphodiestérase ® transformant GMPc en GMP. La baisse de
la concentration en cGMP provoque la fermeture des canaux, source d'une
hyperpolarisation membranaire qui est le début du signal électrique. Dans les
cellules olfactrices, I'activation du canal se fait par fixation des molécules odorantes
sur leur récepteur, activant des protéines G dont la sous-unité a est la partie
activatrice de I'adénylate kinase qui transforme 'ATP en AMPc (activateur endogene
des canaux CNG olfactifs).

Les mutations sont sources de maladies telles que la rétinite pigmentaire.

Les canaux HCNG sont également perméables aux cations Na* et K*, mais leur
conductance est trés faible et ils sont activés par une hyperpolarisation
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membranaire. Trois membres sont actuellement connus : HAC1, HAC2, HAC3 qui
ont ~60% d’identité de séquence entre eux, mais seulement 30% avec les canaux
CNG. lls sont présents dans différents types cellulaires et notamment dans les
neurones, les myocytes cardiaques et les photorécepteurs.

2.3.5. Les canaux mécanosensibles

Ces canaux permettent de convertir la pression et I‘étirement en signaux
électriques dans les cellules des faisceaux musculaires, des corpuscules de Pacini et
dans les cellules en brosse de l'oreille. On les retrouve également dans les cellules
musculaires squelettiques, lisses et cardiaques, ainsi que dans les cellules
épithéliales, hépatiques, végétales, dans les ovocytes de Xénopes, dans les
bactéries et les levures.

Il en existe deux types, les canaux activés par la pression et I'étirement (SA :
stretch-Activated) et les canaux inhibés par ces stimuli (Sl : stretch-inactivated).

Les canaux SA ont quatre types de sélectivité ionique : (i) SA-non qui sont non
sélectifs, (ii) SA-An perméables aux anions sans sélectivité, (iii) SA-Cat perméables
aux cations mais sans sélectivité également, et (iv) SA-K sélectif pour le potassium.

Les canaux Sl sont principalement des canaux potassiques.

Leur activation est due al'augmentation de la probabilité d’ouverture de la porte
en fonction de la pression. Cette pression serait transmise soit directement via les
lipides membranaires (mécanisme intrinséque), soit indirectement via des éléments
du cytosquelette ou des éléments extracellulaires (mécanisme extrinseque).

Certains sont méme sensibles au potentiel.

Leur fonction premiére est la régulation du volume cellulaire et la

mécanotransduction.

2.3.6. Les canaux induits par les cytolysines

Des toxines animales ou bactériennes sont capables de former des canaux
(palytoxine, a-latrotoxine...). Ce faisant, elles augmentent la perméabilité cationique
membranaire et provoquent la lyse des érythrocytes. Leurs interactions se font soit
avec des protéines, soit avec des phospholipides membranaires.

Leur conductance oscille entre ~10 et 100 pS, et contrairement ala plupart des
autres canaux « endogenes » aux cellules hbtes, ces canaux n'ont pas de porte,

mais sont activés-inactivés par agrégation-désagrégation.
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2.3.7. Les canaux endocellulaires

Des canaux sélectifs pour les ions Ca®*, K* et CI” sont présents non seulement a
la surface de la membrane plasmique, mais également dans les membranes des
organelles intracellulaires tels que le réticulum sarco- et endoplasmique, les
mitochondries et le noyau. Les mieux connus sont les canaux Ca*" du réticulum
sarcoplasmique, asavoir le récepteur ala ryanodine et le récepteur de I'inositol 5’
triphosphate.

2.3.7.1. Le récepteur ala ryanodine

La ryanodine est un alcaloi de neutre d’origine végétal. Son récepteur, RyR, est
un homotétramere conséquent composé de sous-unités de 500 a600 kDa. Son role
est d'assurer la libération du calcium stocké dans le réticulum endo- et
sarcoplasmique durant les phases d’activation cellulaire. En diffusant dans le
cytoplasme, le calcium joue son rdle de second messager et déclenche la
contraction dans les cellules musculaires en se fixant sur les protéines contractiles.

Trois isoformes de RyR sont connues a ce jour: RyR1 dans le muscle
squelettiqgue, RyR2 dans le myocarde et RyR3 dans le cerveau (Dubois, 1999).

Des protéines voisines interagissent avec RyR, telles que le récepteur des
dihydropyridines via la sous-unité al qui est aussi un canal calcique de type L.
L’interaction est directe dans le muscle squelettique et indirecte dans le myocarde,
via le calcium (calcium-induced calcium release).

Une autre protéine membranaire associée est la triadine qui relie RyR au canal
calcique de type L. Un autre rble serait de maintenir la calséquestrine a proximité

comme le fait la junctine.

2.3.7.2. Le récepteur de l'inositol 5'-triphosphate

Deux grandes voies de signalisation sont responsables de la production de
InsP3. La plus connue fait intervenir des récepteurs liés ades protéines G. Ainsi la
liaison de certaines hormones ou de certains neurotransmetteurs sur leurs
récepteurs situés dans la membrane plasmique entraine [l'activation de
phospholipases Cb via des protéines G couplées aces récepteurs. La fixation de
InsP3 sur RinsP3 provoque la libération du calcium stocké dans le réticulum endo- et
sarcoplasmique. La seconde voie de production de InsP3 fait intervenir des
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récepteurs ayant une activité tyrosine kinase (YY) qui interagissent directement avec
la phospholipase Cgqui dégrade le PIP; en InsP3 et diacylglycérol.

RInsP3 est présent dans de nombreux tissus, mais est majoritaire au niveau des
cellules de Purkinje du cervelet. C’est une protéine glycosylée tétramérique d’environ
1 MDa (220 a260 kDa par monomere). A ce jour, 5 types de RInsP3 ont été clonés,
mais les isoformes IV et V ressemblent beaucoup al’isoforme Il.

Sa sensibilité pour I'lnsP3 est de 0,2 uM (EC50). La régulation par le calcium est
double : un effet activateur aux concentrations submicromolaires, et inhibiteur aux
concentrations supérieures. L'ATP, PKA, mais également PKC et CaMKII sont des

cofacteurs essentiels ala libération du calcium.

2.3.8. Les canaux potassiques rectifiants entrants

Les canaux potassiques rectifiants entrants (Kir : K™ inward rectifier) constituent
une grande famille répartie en 7 groupes (Kirl.x-Kir7.1). Leurs fonctions, leurs
régulations, leurs propriétés électrophysiologiques sont différentes, cependant ils
conservent la méme architecture moléculaire, présentent tous une rectification
entrante faible ou forte et ont pour réle physiologique majeur de stabiliser le potentiel
de repos aune valeur proche du potentiel d'équilibre du potassium.

Les rectifiants forts sont impliqués dans la régulation de I'excitabilité des cellules.
lls sont localisés principalement dans les neurones, le muscle cardiaque, et les
muscles squelettiques. Les rectifiants faibles comme Kir6.2, sont capables de laisser
passer plus de courant sortant. Leur activation supprime également I'excitabilité de
certaines cellules. Certains canaux Kir, comme les canaux régulés par les protéines
G, transmettent l'effet d’hormones et de neurotransmetteurs dans les cellules
excitables du cceur ou du cerveau en couplant la fixation du ligand a l'activité
électrique de la cellule. Comme nous le verrons dans les chapitres suivants, les
canaux Karp sont eux régulés par les nucléotides cytosoliques.

La rectification est due, dans le cas des canaux Kir, au blocage du pore par des
ions tels que Na* et Mg®* sur Kirl.1 et Kir6.2 par exemple, mais également des

polyamines comme la spermine (*), la spermidine (**), la putresceine (**).
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2.3.8.1. Structure des canaux Kir

Les premiers canaux rectifiants entrants ont été clonés en 1993. Il s'agit de
ROMK]1, IRK1 et GIRK1 (Ho et al. 1993 ; Kubo et al. 1993a,b). Les nomenclatures
ayant été harmoniseées, ils se nomment maintenant respectivement Kirl.1a, Kir2.1 et
Kir3.1. Depuis, sept sous-familles ont été décrites et classées selon leurs identités de
séquence.

Ces canaux possedent tous deux hélices a transmembranaires (TM1, TM2), plus
I'nélice H5 qui contient le filtre de sélectivité pour le potassium. Leur taille avoisine
390 a 500 résidus pour des masses moléculaires proches de 40 kDa. L'absence
d'hélice ressemblant a S4 des canaux Kv explique la faible influence du voltage sur
leur probabilité d'ouverture. A noter également que les parties Nter et Cter sont
cytoplasmiques et peuvent interagir avec d'autres protéines telles que la protéine
PSD-95 (postsynaptic density-95) avec la partie extréme du Ci des canaux Kir2.0 et
Kir4.0, ou contenir des motifs de rétention dans le réticulum endoplasmique tels que
RKR chez Kir6.2.

Les canaux Kir sont des tétrameres, soit homomultimériques, soit
hétéromultimérigues comme c'est le cas avec les canaux couplés aux protéines G
Kir3.1 et Kir3.2 dans le cerveau (Kofuji et al., 1995) et Kir3.1 et 3.4 dans le cceur
(Krapivinsky et al., 1995). Ces différences de composition étendent la variété des
propriétés électrophysiologiques de ces canaux. A cela s'ajoute la présence de sous-
unités "régulatrices" au canal, telles que le récepteur des sulfonylurées associé a
Kir6.x, ou CFTR aKirl.1 (McNicholas et al., 1996).

Les différents Kir sont exprimés par différents genes localisés sur plusieurs
chromosomes (Tableau 3).
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Geéne Protéine Localisation Localisation tissulaire Références
(humain) chromosomique majoritaire
(humain)

KCNJ1 Kirl.1 (ROMK) 11924 Rein Yano et al.,
1994

KCNJ2  Kir2.1 (IRK) 17 Coar Raab-Graham et al.,
1994

KCNJ3  Kir3.1 (GIRK1) 2g24.1 Coeur, cerveau Stoffel et al.,
1994

KCNJ6  Kir3.2 (GIRK2) 21g22.1-22.2 Cerveau Sakura et al.,
1995b

KCNJ9  Kir3.3 (GIRK3) 1g21-923 Cerveau Lesage et al.,
1995

KCNJ5 Kir3.4 (GIRK4) 11924 Coeur Tucker et al.,
1995

KCNJ8  Kir6.1 12p11.23 Ubiquitaire Inagaki et al.,
1995¢

KCNJ11 Kir6.2 (Katp) 11p15.1 Pancréas, coeur, cerveau, Inagaki et al.,

muscle squelettique 1995b
KCNJ13 Kir7.1 2937 cellules épithéliales, Doring et Karschin

cerveau, poumons, rein 2000

Tableau 3 : Geénes, protéines et localisation chromosomique et tissulaire de différents Kir
(Ashcroft, 2000)

La structure du pore des canaux potassiques a été élucidée grace a la
cristallisation en 1998 d'un canal bactérien de Streptomyces lividans, le canal KcsA
(Doyle et al., 1998) (Figure 9).

La structure du tétramére ressemble aun tipi inversé. L'hélice TM1 forme la partie
externe du canal, tandis que I'hélice a TM2 forme le pore proprement dit. La voie
d'entrée extracellulaire des ions K*, en condition physiologique, est structurée en
entonnoir grace al'hélice H5 qui conduit les ions K* vers le filtre de sélectivité GYG.
Ce filtre est la zone la plus étroite du pore, ce qui permet une premiére sélection des
ions perméants selon leur taille, mais également de créer des liaisons
électrostatiques directes avec l'ion. Ces interactions nécessaires au passage de l'ion
procurent le gain énergétique suffisant pour compenser le colt de la déshydratation
des ions perméants (K"). Les interactions filtre-ions se produisent via les atomes
d'oxygene des carbonyles de la chaine principale des résidus tyrosine etglycine . Le
noyau aromatique de la chaine latérale du résidu Tyr sert arigidifier 'ensemble du
filtre, en s'ancrant dans un feuillet massif de résidus aromatiques Trp, Phe dont
I'nélice interne (TM2) est richement pourvue (12 dans le tétramere). Sans cela, le
filtre ne serait pas aussi sélectif acause de la trop grande mobilité des atomes qui
empécheraient les liaisons spécifiques aux distances strictes, et ala taille du pore
qui fluctuerait en laissant passer des ions plus gros ou mal déshydratés.
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Figure 9 : Structure du canal KcsA (Doyle et al., 1998)

A) Donnée cristallographique sous différentes formes. B) Schématisation du passage des
ions potassiques (en vert) atravers le champ électrostatique créé par le macrodipéle des
hélices H5.

Sous la partie cytoplasmique du filtre se trouve le vestibule, sorte de poche dans
laquelle lion K* peut se réhydrater et sortir du coté cytoplasmique al'embouchure
plus large que la voie d'entrée.

Le premier modele de transition des ions potassiques a travers le filtre de
sélectivité postulait pour le passage de 2 ions K" dont I'entrée d'un dans le filtre
provoquerait la répulsion électrostatique des autres et donc leur sortie. Depuis, le
modéele s'est beaucoup étoffé, grace au travaux des membres du laboratoire de R.
MacKinnon, qui tentent d'expliquer les mystéres du passage des ions K* atravers le
pore en 10 nanosecondes. Morais-Cabral et al., 2001, démontrent qu'il existe 4
positions possibles pour les ions K* dans le filtre de sélectivité étendu aux résidus
TVGYG (Figure 10).
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Figure 10 : Site de fixation des ions K* dans le canal KcsA (Morais-Cabral et al. 2001)

a) Représentation en ruban de la structure tridimensionnelle du canal, en
vue latérale. b) Agrandissement du schéma sur la zone du filtre de
sélectivité.
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De la sorte, deux configurations sont possibles pour deux ions K*, (i) K*-eau-K*-
eau (configuration 1,3) ; (i) eau-K'-eau-K* (configuration 2,4). Les deux
configurations ont une différence d'énergie nulle. A noter que le diametre d'un atome
de potassium est de 2,7A. Dans la Figure 11, sont schématisés les différentes
liaisons de coordination entre les atomes d'oxygene des chaines principales et l'ion

K*, expliquant ainsi le passage d'une configuration aune autre.
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Figure 11 : Cycle des liaisons électrostatiques pour la traversée des ions K

(Morais-Cabral et al. 2001)

a) Description détaillée du cycle de liaisons des ions K* (en vert) avec les atomes
d'oxygéne du filtre de sélectivité. Les molécules d'eau sont représentées en rouge.
Dans les configurations les plus stables (1,3 et 2,4), un ion potassium est coordiné
a 8 atomes d'oxygene. b) Structures atomiques des antibiotiques spécifiques de
K", la nonactine adroite et la valinomycine agauche qui ont respectivement 8 et 6
atomes d'oxygene coordonnés avec un ion potassique.

Les configurations d'énergies minimales (1,3 et 2,4) nécessitent la coordination
de l'ion K* avec 6 atomes d'oxygéne, ce qui est physiquement possible dans le cristal
(Figure 11b).

Zhou et al., 2001, ont démontré que (i) le transfert des ions K* de la face intra-
vers la face extracellulaire se fait avec réarrangements spécifiques des atomes
d'oxygéne ; (i) l''on K présent dans le vestibule est hydraté par 8 molécules d'eau ;
(iii) afaible concentration en potassium, le filtre perd un de ces ions déshydratés,

induisant un réarrangement structural compensateur qui inhibe toute conductivité.
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Le fonctionnement du canal s'effectuerait donc selon le schéma suivant (Figure
12):

Closed
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Figure 12 : Modéle proposé de variations structurales du filtre de sélectivité en fonction de I'état de la
porte et de la concentration en ions potassiques (Zhou et al. 2001)

En haut agauche, la porte est fermée, deux chemins possibles, (i) soit la porte s'ouvre
(schéma en haut adroite) et les ions K* traversent le pore jusqu'ace que la porte se
referme ou que la quantité d'ion soit faible. Le filtre adopte la configuration "faible
potassium" (en bas adroite), empéchant tout passage d'ions, (ii) soit elle reste fermée et
le filtre adopte une configuration "faible potassium" (en bas a gauche) défavorable au
passage des ions. La porte peut ensuite s'ouvrir (en bas adroite, mais le flux d'ions n'est
toujours pas possible, expliquant les "longs" silences interbouffées (interburst).

2.3.8.2. Les différentes sous-familles de canaux Kir

Nichols et Lopatin, 1997, ont décrit les différentes sous-familles des canaux Kir,

dont voici un résumé.

2.3.8.2.1. Kirl.x

Kirl.1 code pour un canal rectifiant entrant faible qui est principalement localisé
dans le rein et de nombreux tissus du cerveau. Des épissages alternatifs du gene de

I'extrémité 5' produisent de nombreux variants.

2.3.8.2.2. Kir2.x

Il existe 3 membres ayant chacun une conductance différente a 140 mM de
potassium externe : Kir2.1 : ~20 pS, Kir2.2 : ~35 pS, Kir2.3 : ~10 pS. lls sont
sensibles a la phosphorylation et autres messagers. Leur localisation semble

ubiquitaire dans le cceur et le systéme nerveux.

2.3.8.2.3. Kir3.x
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Tous les membres de cette famille (Kir3.1 aKir3.4) sont des canaux potassiques
rectifiants forts et activés par les protéines G. lls sont localisés dans le cceur, le

cerveau et les cellules endocrines.

2.3.8.2.4. Kir4d.x et Kir5.x

Ces deux familles n'ont qu'un membre chacune : Kir4.1 et Kir5.1. lls sont localisés
dans le cerveau et ont une rectification faible. Kir5.1 ne peut former de canaux

homomultimériques et doit s'associer aKir4.1 en proportion 2:2.

2.3.8.2.5. Kir6.x

Cette famille comprend deux membres actuellement connus, Kir6.1 et Kir6.2 qui
composent en partie les canaux Karp. lls semblent ne pouvoir s'exprimer seuls en
condition physiologique et doivent étre associés au récepteur des sulfonylurées pour
s'exprimer dans la membrane. Toutes leurs caractéristiques seront présentées dans

le chapitre Katp (page 70) qui leur est consacré.

2.3.8.2.6. Kir7.1

Cette famille ne possede qu'un unique représentant, cloné en 1998 a partir de
cellules de l'intestin gréle (Krapivinsky et al, 1998 ; Partiseti et al., 1998). Il a
également été localisé dans d'autres types cellulaires chez le rat, qui sont
principalement des cellules épithéliales, telles que dans I'épithélium pigmenté de
rétinal (Kusaka et al., 2001 ; Shimura et al., 2001) ou les tubules rénaux (Ookata et
al., 2000) dans lesquels il participerait au recyclage des ions potassiques et serait
couplé ala pompe Na'/K* (Nakamura et al., 1999).

Le gene de 1,45 kb (Doring et Karschin, 2000) comporte 5 a6 exons selon les
tissus (Nakamura et al., 2000), et code pour une protéine de 52 kDa, dans le rein
(Ookata et al., 2000). Le canal a une architecture classique pour cette famille, avec
deux hélices a transmembranaires et le filtre de sélectivité GYG. Ayant une faible
homologie avec les autres canaux Kir (<37%) (Doring et al., 1998), il fut classé dans
cette nouvelle sous-famille de canaux potassiques rectifiants entrants, nommée
Kir7.1.

Ses caractéristiques électrophysiologiques sont : une faible conductance
potassique (30 pS) (Kim et al.,, 2000), une rectification moyenne, une faible
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dépendance vis avis de la concentration extracellulaire en potassium et une faible

inhibition par les ions Ba** (Doring et al., 1998).

2.3.8.3. Modulation

Beaucoup d'agents régulent I'activité des canaux Kir, comme les protons dans le
cas des canaux Kirl.1 et Karp ; la phosphorylation dans le cas des canaux Katp du
muscle lisse vasculaire activé par le peptide proche du gene de la calcitonine via la
PKA (Quayle et al., 1994) ; le GTP sur le canal Kir3.0 ; I'ATP dans le cas des canaux
KaTp.

Beaucoup de maladies sont associées aux mutations des canaux Kir, dont les
plus connues sont le syndrome de Bartter (Kirl.1), la maladie de la souris tricoteuse
(weaver) (Kir3.2), I'absence de sécrétion d'insuline ou l'inverse, I'hyperinsulinémie

hypoglycémique infantile persistante (Katp).

2.4. Pharmacologie des canaux K*

Du fait de la grande diversité des canaux K", il faut étre prudent sur la spécificité
des agents pharmacologiques. Une action, qui semble spécifique d'un type de canal
K" donné dans une cellule, peut ne plus étre spécifique dans un autre type cellulaire.

Beaucoup d'activateurs ou inhibiteurs sont connus, mais le bloqueur quasi
universel est le césium (Cs*). Cependant son principal inconvénient en tant qu'outil
pharmacologique est que son effet dépend du potentiel de membrane et du sens du
passage des ions K*. En effet, le Cs" interagit avec un site localisé dans le pore ,
mais ne peut le traverser. De fait, le Cs" blogue les courants sortants lorsqu'il est
appliqué dans le cytoplasme et inversement, il bloque les courants entrants lorsqu'il
est appliqué sur la face extracellulaire et que le courant K est également entrant.
Car si on impose un potentiel qui inverse le sens du courant, les ions K* délogeront

les ions Cs* de leur site.
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Canaux / Courants Activateurs Bloqueurs
Retardés et transitoires sortants Dépolarisation Cs', Ba”, Na';, TEA, 4-AP, vérapamil,
(Ky et Kp) strychnine, quinine, capsai cine, MCDP, DTX
Rectifiants entrants Hyperpolarisation Mg~ Na';, Cs’, Ba”", TEA
Activés par Ca; (Kca)
Grande conductance (BK) 2 Ba”, TEA, quinine, tubocurarine, CTX
Ca +i
Conductance intermédiaire (1K) Dépolarisation Cs', Ba*, quinine, tubocurarine, CTX
Petite conductance (SK) Quinine, tubocurarine, strychnine, apamine
Couplés ades récepteurs par Neuromédiateurs Cs’, Ba’', 4-AP, quinine, muscurarine,
des protéines G Hormones métacholine, bradykinine (IM)
sérotonine (IS)
Sensibles al'ATP (Katp) Cromakalim, ATP;, TEA, 4-AP, quinine, tolbutamide,
pinacidil, diazoxide glibenclamide

Tableau 4 : Principales substances interagissant avec les canaux K (Dubois, 1999).

TEA : TétraEthylJAmmonium / 4-AP : 4-AminoPyridine / MCDP : peptide dégranulant les mastocytes /

DTX : DenDroToxine / CTX : CharibdoToXine.

NB : le vérapamil, originellement supposé étre un bloqueur spécifique des canaux ca”, bloque
également certains canaux Ky.

Le TEA blogue la plupart des canaux activés par dépolarisation avec une
constante de dissociation apparente de 1 mM. Lorsque le TEA est appliqué sur la
face externe de la membrane, le blocage est indépendant du potentiel de membrane
et/ou de l'état (fermé, ouvert ou inactivé) des canaux. L'effet observé est une
réduction de I'amplitude du courant. Par contre, lorsque le TEA est appliqué sur la
face interne de la membrane, l'effet observé est une accélération apparente de
l'inactivation du courant interprétée comme résultant du maintien des canaux dans
I'état ouvert.

4-AP et les aminopyridines bloquent en général un certain nombre de canaux

activés par dépolarisation avec un Kp de I'ordre de 0.1 mM.

A noter que le potentiel membranaire étant proche du potentiel d'équilibre du
potassium, peu d'ions diffusent a travers la membrane, car le potentiel atteint
rapidement celui de Ek. Le flux d'ions K* est donc négligeable, et les équations
faisant I'hypothése d'une invariance des concentrations internes et externes sont
presque vraies. Par contre si d'autres canaux maintiennent le potentiel aune valeur

autre que Eg, les variations des différentes concentrations seront plus importantes.
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3. LES TRANSPORTEURS ABC

La famille des transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) est souvent citée
comme une "super-famille" , car elle regroupe un grand nombre de protéines
présentes de la bactérie a 'homme. Le programme HUGO de génotypage du
génome humain, avait déjarecensé 30 transporteurs ABC humains en seulement
deux ans de recherche (Klein, 1999). Nous en sommes aujourd’hui a 48 (http
:/lImww.humanabc.org) et au total, plus de 2000 protéines ABC ayant un domaine
consensuel ATPase ont été découvertes en transcrivant différentes bases de
données de nombreux génomes (http_pasteur). Cette richesse est si importante que
la taille de toutes ces séquences réunies représente un génome bactérien complet.

Malgré les tres nombreuses différences qui existent entre tous les membres de
cette "super-famille”, ceux-ci ont en commun plusieurs traits, principalement
architecturaux (Figure 13). En effet, le premier critere qui permet de trouver un
transporteur ABC dans une base de données protéique est la présence de la
séquence signature LSGGQ. La deuxieme caractéristique est la présence de
domaines de liaison des nucléotides (NBD : Nucleotide Binding Domain) avec les
séquences consensus de liaison des nucléotides Walker A et Walker B, plus la
seéquence linker ou motif C dans laquelle se trouve la séquence signature. La
troisieme caractéristigue communes atous les transporteurs ABC est I'architecture
modulaire des structures secondaires. En effet, chaque transporteur ABC possede 4
domaines structuraux sous la forme de 2 domaines de liaison des nucléotides, et de
2 domaines transmembranaires composés de 6 hélices a. Bien que ces structures
super-secondaires soient prédites, elles furent de nombreuses fois validées par des
expériences de cartographies avec insertion d'épitope, de cystéine (Cys-scanning),
ou encore de site de glycosylation. Toutes les possibilités d'association de ces
domaines sont possibles : NBD seul, NBD1-NBD2, TMD-NBD, NBD-TMD, TMD1-
NBD1-TMD2-NBD2, TMDO-TMD1-NBD1-TMD2-NBD2. Des TMD seuls n'ont pas été
mis en évidence, certainement en raison de l'absence de séquence signature dans
ces régions.

Autour de ces caracteres communs se greffent différentes variantes telles que
des domaines structuraux supplémentaires, soit transmembranaires comme un

domaine entier de 5 hélices a par exemple, soit cytoplasmiques comme des sites
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régulateurs ou de phosphorylation. La diversité peut prendre source également dans

les partenaires des transporteurs ABC, gqu'ils soient intracellulaires ou membranaires.
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Figure 13 : Architecture modulaire des transporteurs ABC (M. Vivaudou)

A) L'architecture consensuelle des transporteurs ABC est composée de deux domaines
transmembranaires de 6 hélices a chacun (en bleu) et de deux domaines de liaison de
nucléotides (en rouge). Des modules optionnels (en jaune) existent dans certains
transporteurs ABC tels que des domaines régulateurs (R) ou un domaine transmembranaire
supplémentaire de 5 hélices a (TMDO0). Ces domaines sont exprimés en sous-unités
indépendantes comme cela est souvent le cas chez les procaryotes, ou en une seule
chaine polypeptidique plus fréquemment rencontrée chez les eucaryotes.B) Quelques

transporteurs ABC bactériens. C) Quelques transporteurs eucaryotes. (M Vivaudou)

TMD : TransMembrane Domain / NBD : Nucleotide Binding Domain / R : domaine
Régulateur / TAP : Transporter associated with Antigen Processing / P-gp : P-glycoprotein /
MDR : MultiDrug Resistance protein / PDR : Pleiotropic Drug Resistance protein / CFTR :
Cystic Fibrosis Ttransmembrane conductance Regulator / MRP : Multidrug Resistance
Protein / SUR : SulfonylUrea Receptor / YCF1 : Yeast Cadmium Factor.

Les transporteurs ABC ont été regroupés en 34 sous-familles sur la base de leur
identité de séquence, confinant ainsi dans un méme groupe des protéines ayant une
architecture moléculaire, et souvent des fonctions, trés proches.

Chez 'homme, 7 sous-familles ont été répertoriées : 1) MRP/CFTR, 2) MDR/TAP, 3)
ALD, 4) ABC1, 5) White, 6) GCN20 et 7) OABP.

3.1. MRP/CFTR

La sous-famille MRP/CFTR (MRP : MultiDrug-resistance associated Protein,
CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) a laquelle SUR
(SulfonylUrea Receptor) appartient, est la plus importante chez I'étre humain avec 11
membres : ABCC1-ABCC1ll1l. Les protéines ABCC1-ABCC5 correspondent
respectivement, aux protéines MRP1-MRP5 ; ABCC6 a la protéine ARA
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(anthracycline resistance associated protein) ; ABCC7 aCFTR ; ABCC8-ABCC9 au
protéines SUR1 et SUR2 (SulfonylUrea Receptor) ; ABCC10 et ABCC11 n'ont pas

de nom usuel et sont peu connues.

3.1.1. MRP1

MRP1 (Multidrug Resistance-associated Protein) confére la résistance aux
anticancéreux aux cellules qui la surexpriment. Elle expulse hors de la cellule les
anticancéreux généralement hydrophobes, soit conjugués au glutathion, au
glucuronide ou au sulfate, soit seulement en présence de ces co-transporteurs. Elle
intervient dans la réponse inflammatoire en exportant un des médiateurs, le
Leukotriene cystéinyl (LTC). Sa séquence est plus proche de CFTR que de P-gp qui
a pourtant la méme fonction (transport de xénobiotiques, mais non conjugués).

Structurellement, la protéine est composée d'une chaine polypeptidique avec trois
TMD et deux NBD arrangés de la fagon suivante : TMDO-TMD1-NBD1-TMD2-NBD2.

3.1.2. MRP2

Son autre nom est cMOAT pour canalicular Multispecific Organic Anion
Transporter. Son dysfonctionnement est responsable du syndrome de Dubin-
Johnson caractérisé par une hyperbilirubinémie.

La protéine MRP2 est localisée exclusivement dans la membrane canaliculaire
des hépatocytes dans laquelle elle assure le transport de différents composés
hydrophobes endogénes ou xénobiotiques conjugués avec un groupement
glutathion, glucuronide ou sulfate. Les molécules conjuguées sont ainsi amphiphiles
avec une partie hydrophobe et une partie chargée négativement, et sont expulsées
dans la bile ou l'urine.

Son architecture moléculaire est identique acelle de MRP1

3.1.3. MRP3, MRP4, MRP5 et MRP6

Leurs fonctions ne sont pas connues. Cependant nous savons que MRP3 est
exprimé dans le foie, le colon et le rein (Belinsky et al., 1998) et qu'il transporte des
conjugués anioniques et des sels biliaires (Hirohashi et al., 1999,2000).

MRP4 (MOAT-B) est grandement exprimé dans la prostate (Lee et al., 1998). I
transporte des composés antiviraux basés sur les nucléosides, ainsi que les mémes

substrats transportés par MRP5.
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Cet dernier, MRP5 ou MOAT-C, est exprimé de facon importante dans le muscle
squelettique, dans une moindre mesure dans le rein, les testicules, le cceur et le
cerveau, et faiblement dans le foie (Belinsky et al., 1998). Ses substrats sont
principalement des anions organiques, des analogues de nucléotides et des
nucléotides cycliques (McAleer et al., 1999, Wijnholds et al., 2000, Jedlitschky et al.,
2000).

MRP6 est essentiellement localisé dans le foie et le rein et ne serait pas impliqué
dans la résistance aux anticancéreux des cellules tumorales, mais pourrait
transporter des peptides.

MRP3 et MRP6 ont la méme structure que MRP1 : TMDO-TMD1-NBD1-TMD2-
NBD2, tandis que MRP3 et MRP4 sont dépourvus du TMDO comme CFTR.

3.1.4. CFTR

CFTR est le transporteur ABC impliqué dans la maladie génétique létale la plus
fréquente de la population caucasienne avec 1 enfant atteint sur 2500 : la
mucoviscidose. La mutation la plus couramment rencontrée. Parmi les 800 mutations
identifiees dans cette maladie, la délétion de la phénylalanine 508 (DF508) est
responsable dans 70% des cas. Cette délétion entraine un défaut d'adressage de
CFTR qui ne s'exprime plus correctement vers la membrane plasmique. Les
symptdomes sont alors séveres, perte de la fonction exocrine du pancréas, mais
également des glandes intestinales, de Il'arbre biliaire, des glandes bronchiques et
des glandes sudoripares.

Bien que tres homologue a MRP1 et SUR, CFTR ne posséde pas de domaine
transmembranaire TMDO. Contrairement aces mémes transporteurs ABC, CFTR ne
transporte pas de substrats, mais plutdt des ions chlorure. Ce canal est activé par
I'AMPc et par phosphorylation des sites spécifiques de la protéine kinase A dans le
domaine R situé entre le NBD1 et le TMD2. L'hydrolyse de I'ATP intervient

également en influencant I'ouverture et la fermeture de la porte.

3.1.5. SUR

Les caractéristiques du récepteur des sulfonylurées SUR seront détaillées dans
le chapitre des canaux Karp.
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3.2. MDRI/TAP

Cette sous-famille comprend également 11 membres (ABCB1-ABCB2) dont les
plus connus sont la glycoprotéine P (P-gp : ABCB1), MDR2/3 (Multidrug Resistance
Protein), les protéines TAP1 et TAP2 (Transporter associated with Antigen
Processing), I'ABC7 et BSEP (Bile Salt Export Pump).

3.2.1. P-gp

P-gp ou MDR1 est le premier transporteur ABC humain cloné. Il est présent dans
la membrane plasmique sous forme d'une seule chaine polypeptidique en
conformation TMD1-NBD1-TMD2-NBD2. Sa surexpression dans les cellules

canceéreuses induit une résistance aux agents anticancéreux hydrophobes.

3.2.2. MDR3 et BSEP

MDR3 et BSEP sont impliqués dans différents types de choléstase intrahépatique
progressive et familiale. lls ont respectivement 75 et 50% d'identité de séquence
avec MDR1. BSEP est exprimé exclusivement dans le foie et transporte les sels
biliaires vers le milieu extracellulaire. MDR3 permet la translocation des
phospholipides, principalement dans les cellules hépatiques canaliculaires dans
lesquelles il est fortement exprimé. La structure de ces deux protéines est identique

acelle de P-gp.

3.2.3. TAP1 et TAP2

TAP1 et TAP2 sont quant a eux des demi-transporteurs (TMD-NBD), présents
dans la membrane du réticulum endoplasmique. L'hétérodimére formé de ces deux
protéines transporte du cytosol vers le lumen du réticulum endoplasmique, des
peptides dégradés par le protéasome. Le peptide est ensuite pris en charge par le
complexe CMH (Complexe Majeur d'Histocompatibilité) de classe | qui présentera
l'antigéne au systéme immunitaire et notamment aux cellules T cytotoxiques qui

détruisent ainsi les cellules infectées.

3.2.4. ABC7

ABC7 est localisé dans la membrane des mitochondries et son architecture
moléculaire ressemble acelle des protéines TAP (TMD-NBD). Sa fonction n'est pas

bien connue, cependant il s'agirait d'une protéine orthologue de ATM1 qui transporte
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des éléments importants pour I'homéostasie du fer dans les mitochondries des

levures.

3.3. ALD

ALD signifie AdrénoLeukoDystrophie qui est une maladie neurodégénérative
sévere liée au chromosome X, dont un homme sur 20.000 est atteint. La
caractéristique de cette maladie est I'accumulation d'acides gras saturés alongues
chaines (24-30 carbones),.et particulierement I'hexacosanoate (C26), dans la
matiere blanche du cerveau, le cortex adrénal.

Cette sous-famille comporte 4 membres ayant tous une architecture de demi-
transporteurs ABC (TMD-NBD). lIs sont référencés sous le nom de ABCD1 (ALD ou
ALDP), ABCD2 (ALDL1 ou ALDRP), ABCD3 (PXMP1 ou PMP70) et ABCD4
(PXMPL1 ou PMP69).

3.3.1. ALD
La protéine ALD est une protéine peroxysomale orientée vers le cytosol. Elle

jouerait un réle majeur dans l'import ou I'ancrage de I'enzyme péroxysomale VLCFA-
CoA synthase (Very Long Chain Fatty Acid).

3.3.2. PMP70

PMP70 est également une protéine péroxysomale dont les mutations provoquent
une perte de l'assemblage de peroxysomes fonctionnels durant le développement
foetal (syndrome cérébro-hépato-rénal de Zellweger).

3.3.3. PMP69

PMP69 et ALDRP forment des homo- et hétérodimeres soit entre eux, soit avec
des protéines partenaires trés proches de ALD. Ces deux protéines auraient

également un réle dans la biogenése du peroxysome.

3.4. ABC1

Cette sous-famille comprend entre 11 et 13 membres (ABCA1-ABCA11-13) selon
les bases de données. Cependant beaucoup sont peu connus, les plus célébres
étant ABC1 (ABCA1), ABC2 (ABCA2), ABC3 (ABCA3) et ABCR (ABCA4). Ces
protéines sont parmi les plus grandes de toute la famille des transporteurs ABC
humains (~2200 résidus).
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3.4.1. ABC1

ABC1 contient un grand domaine cytoplasmique d'origine et de fonction
inconnues, dans lequel un petit segment hydrophobe, trop court pour faire un aller-
retour dans la membrane, pourrait s'ancrer en partie dans la bicouche lipidique. A
noter qu'aucune protéine tres homologue aABC1 n'est présente dans la levure.

Sa fonction, trouvée chez la souris, serait impliquée dans la destruction des
cellules apoptotiques par les macrophages (Luciani et Chimini, 1996). De plus, ABC1
provoquerait un flux électroneutre d'anions dans la membrane des ovocytes de
Xénope, et jouerait un rble crucial dans la sécrétion de I'Interleukine-1b. Il
transporterait des lipides et/ou du cholestérol. 1l est également une cible
pharmacologique pour lutter contre l'athérosclérose et est impliqué dans la maladie
de Tangier.

ABCL1 est présent dans différents tissus tels que le placenta, le foie, les poumons
et différents tissus du feetus. Sa structure correspond aun transporteur ABC en une
seule chaine polypeptidique (TMD1-NBD1-TMD2-NBD2).

3.4.2. ABC2

ABC2 est le plus grand transporteur ABC humain avec 2436 résidus. Pourtant
son architecture moléculaire prédite est identique a celle d'un tranporteur ABC
classigue tel que ABC1. Cette protéine transporterait ['estramustine, un
anticancéreux cytotoxique qui dépolymérise la tubuline, (Laing et al., 1998). ABC2

est principalement localisé dans le cerveau, les reins, les poumons et le cceur.

3.4.3. ABC3

ABC3 a été classé dans cette sous-famille par homologie de séquence avec
ABCL1. Sa fonction est également proche, puisque ce transporteur est impliqué dans
la destruction des cellules mortes ou apoptotiques. De plus il est largement exprimé
durant I'embryogenése. Sa structure est identique acelle de ABC1.

3.4.4. ABCR

ABCR est un transporteur ABC de la rétine dont la mutation provoque la
dystrophie maculaire de Stargardt récessive. L'extrémité Nter contiendrait des
éléments importants pour la régulation en Cis, et notamment deux séquences

proches de Ret-4 connues pour conférer une expression du géne spécifique des
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photo-récepteurs. Sa localisation précise est la périphérie des batonnets rétiniens sur
la partie externe des disques. Le géne de ABCR a été le plus étudié dans la lutte
contre les maladies génétiques oculaires.

Le substrat physiologique n'est pas connu, mais la phosphatidyl-éthanolamine est
un bon candidat, tout comme le 11-cys-rétinal et le 13-cys-rétinal. La séquence
peptidique d'ABCR a 50% d'homologie avec ABCL1 et présente la méme architecture

moléculaire.

3.5. White

La sous-famille White comprend 2 membres bien connus, ABCG1 (White ou
ABCS8) et ABCG2 (MXR1, BCRP ou ABCP). Le nom de cette sous-famille provient du
géne White trouvé chez Drosophila melanogaster et qui est impliqué dans le
transport des précurseurs des pigments de I'eeil. De plus, il a une valeur historique
puisqu'il fut le tout premier géne cartographié (Morgan, 1910).

ABCG1 et ABCG2 sont deux transporteurs ABC (TMD-NBD) qui s'homo- ou

s'hétérodimérisent pour étre fonctionnels.

3.5.1. ABCG1 (White/ABCS8)

La protéine humaine a 33% d'identité de séquence avec la protéine de la
drosophile.

Le rble physiologique chez I'Homme n'est pas connu, cependant il pourrait
intervenir dans le transport du tryptophane et de la guanine comme chez la

drosophile, ainsi que dans les voies métaboliques des neurotransmetteurs.

3.5.2. ABCG2 (MXR1/BCRP/ABCP)

ABCG2 a été découvert dans des lignées cellulaires résistantes aux
anticancéreux, d'ou le nom de BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) qui confére
notamment aces cellules la résistance al'anthracycline en absence de P-gp et de
MRP1. De méme, cette protéine a également été mise en évidence dans des lignées
cellulaires humaines de carcinome du colon qui résistaient ala mitoxantrone (MXR1 :
Mitoxantrone Resistance associated protein 1), et ABCP a été ainsi nommé car cette
méme protéine fut également découverte dans le placenta (ABCP : Placenta-specific
ABC gene).
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Cette protéine n'a que 30% d'identité avec ABCGL1 sur les 655 résidus qui la
composent.

Plusieurs expériences de transfection de BCRP dans des lignées cellulaires
humaines sensibles aux anticancéreux (MCF-7) ont montré que les cellules
transfectées devenaient résistantes a la mitoxantrone, ala daunorubicine et ala
doxorubicine. Ceci démontre l'implication de cette protéine dans l'expulsion des
anticancéreux. Mais nous ne savons toujours pas, al'heure actuelle, si cette protéine

est un homodimeére ou un hétérodimeére.

3.6. GCN20

Cette sous-famille est composée de trois membres : ABCF1 (ABC50), ABCF2 et
ABCF3. Le plus connu est ABC50. Son gene est modulé par le facteur de nécrose
tumoral-a (TNF-a). Ce transporteur ABC est particulier car les 807 résidus qui le
composent forment une protéine sous forme de dimere covalent de deux NBD
(NBD1-NBD2) sans domaines transmembranaires, ce qui la rend trés hydrosoluble
(36% de résidus chargés contre 18 a27% dans les autres transporteurs ABC). Il ne
s'agit donc pas d'un transporteur a proprement parler, et jusqu'a présent les
hypotheses s'orientent vers une localisation nucléaire car 3 signaux caracteéristiques
ont été trouvés dans la séquence : KKKR, RRKK et KRPK.

3.7. OABP

Cette sous-famille ne contient actuellement, qu'un seul membre : ABCELl
(inhibiteur de la RNase L)

Le systeme 2-5A induit par interférons, implique trois enzymes : la 2-5A
synthétase, la 2-5A phosphodiestérase et la RNase L.

Les 2-5A sont des oligomeres de I'ATP formés par ces enzymes. Ces oligomeres
activent la ribonucléase L dépendante des 2-5A (la RNase L) qui est une enzyme
effectrice de ce systéme. Cette activation conduit au clivage des ARNm et donc a
I'inhibition de la synthése des protéines. L'inhibiteur de la RNase régule I'activité de
la RNase L en empéchant la fixation de 2-5A.

Ce transporteur ABC a la méme particularité que la protéine ABC50, asavoir,,
que sa structure ne se résume qu'adeux NBDs liés (NBD1-NBD2) sans domaine
transmembranaire pour une taille également proche de 599 résidus.
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3.8. Les transporteurs ABC d'autres organismes

L'étre humain n'est pas le seul a exprimer des transporteurs ABC dans ses
membranes cellulaires. La mouche en possede 56 différents (al'heure actuelle), le
ver 31 et la levure 31 aussi. Cette derniére est tres souvent utilisée comme systeme
d'étude eucaryote pour comprendre la fonction d'un transporteur ABC, I'expérience la
plus fréquente étant le test de complémentation de levure de transporteurs ABC
délétés dans le génome levurien. Le transporteur ABC le plus homologue au
récepteur des sulfonylurées est YCF1 (Yeast Cadmium Factor 1). Il appartient ala
sous-famille MRP/CFTR, avec une architecture moléculaire ressemblant 8 MRP1 et
SUR (TMDO-TMD1-NBD1-TMD2-NBD2). YCF1 est localisé dans la membrane
vacuolaire et permet ala levure de détoxifier son milieu intracellulaire en cadmium en
accumulant ce métal lourd dans la vacuole. Chez Saccharomyces cerevisiae, YCF1
est une pompe GS-X, c'est adire qu'elle co-transporte le substrat lié au glutathion,
comme le fait MRP1 (Li et al.,, 1996). En plus de ressembler a MRP1, YCF1 a
également beaucoup de similitudes avec CFTR. En effet, la mutation de F713 de
YCF1 est équivalente ala délétion de F508 dans CFTR, et abolit la détoxification du
cadmium par YCF1. De méme, la substitution d'une sérine en alanine dans la région
centrale, un site potentiel de phosphorylation par PKA, induit des résultats similaires
aux expériences faites dans le domaine régulateur de CFTR (Szczypka et al., 1994).

Dans le méme ordre de comparaison, LmrA, Lactococcus lactis multidrug
resistance protein, est I'orthologue bactérien de la protéine P-gp humaine.

Les transporteurs ABC eucaryotes sont majoritairement des "exporteurs” et des
flippases (composés d'une a deux chaines polypeptidiques), tandis que chez les
procaryotes, ces protéines sont soit des "exporteurs", soit des "importeurs" qui
permettent aux bactéries de pomper les substrats essentiels aleur survie dans des
milieux pauvres. Leurs structures sont également trés diverses, avec toutes les
configurations possibles entre les NBD et les TMD (mis apart la présence de TMD
seul). Grace acette séparation des domaines structuraux, il a été relativement aisé
de purifier et cristalliser les NBD seuls [HisP (Hung et al., 1998), Rad50 (Hopfner et
al., 2000), MalK_TI (Bohm et al., 2002), TAP1 (Gaudet et Wiley, 2001)].

3.9. Structure des transporteurs ABC

Tous ces transporteurs ABC ont, selon leur profil d'hydrophobicité, une

architecture de structures secondaires semblables avec deux domaines
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cytoplasmiques de liaison des nucléotides (NBD) et deux domaines
transmembranaires de 6 hélices a chacun. De nombreuses structures cristallines de
NBD ont été publiées depuis quelques années, et nous disposons depuis peu, de
celle d'un transporteur ABC complet, engendrant la proposition de différents modeéles
de mécanisme de transport. Ces découvertes sont décrites ci-dessous.

3.9.1. Structure des NBD

Le premier NBD cristallisé fut celui du transporteur ABC HisP de Salmonella
typhimurium. Cette Histidine perméase est un transporteur ABC périplasmique
composé de HisM, HisQ et de deux HisP qui s’homodimérisent pour former les deux
NBD, d'ou la nomenclature HisQMP,. Chagque monomeére est composé de 12 brins b
formant deux feuillets b du bras 1 et de 9 hélices a, dont 5 sont regroupés dans le
bras 2 (Figure 14). Les "bras" sont des régions distinctes visibles sur la Figure 15 et

forment un L inversé.
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Figure 14 : Structures super-secondaires de HisP (Hung et al., 1998)

En vert les brins b, en rouge les hélices a et en jaune la molécule d'ATP.

La séquence signature est située partiellement dans la partie Nter de I'hélice a5,
tandis que la séquence walker A est située dans une boucle du bras 1 entre le brin
b4 et I'hélice al. Cette localisation dans une boucle laisse suffisamment de liberté a
la chaine latérale de la lysine45 pour se lier au phosphate b. La séquence walker B
est quant aelle entierement insérée dans le brin b9 dont l'aspartate ultra-conservée
fixe le magnésium lié al'ATP ou I'ADP.

Ces séquences ont un pourcentage d'homologie tres élevé entre les différents
transporteurs ABC, et parmi toutes les structures des NBD actuellement connues, on
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constate que toutes les séquences consensus, walker A, walker B et motif C sont
situées dans les mémes structures secondaires et dans la méme disposition spatiale
au niveau de la structure tertiaire. Ainsi la seule différence significative entre MalK et
HisP par exemple est la présence d'un motif hélice-brin supplémentaire dans HisP
apreés le brin b7 (Diederichs et al., 2000).

Pour présenter sommairement les autres NBD cristallisés, Mal K correspond au
domaine NBD du transporteur de maltose bactérien MalEFGK_. La structure publiée
de MalK_TI provient de la souche Thermococcus litoralis. Rad50 est une protéine
ubiquitaire impliguée dans la réparation double-brin de I'ADN. Rad50cd est un
hétérodimére qui se dimérise avec un autre hétérodimére de Rad50cd pour générer
une activitt ATPase. MJ0796 et MJ1267 sont les domaines de liaison des
nucléotides de transporteurs ABC exprimés par Methanococcus jannaschii.

La principale divergence entre ces structures est la forme dimérique des NBDs.
En effet deux modeles s'opposent actuellement.

Figure 15 : Les deux modéles de dimérisation des NBD

A) modéle dos ados de HisP (Hung et al. (1998)). B) modele téte-pied ou 69 de MJ0796
(Yuan et al., 2001).

1) Le premier chronologiquement parlant, correspond au modéle u é dans lequel
les deux monomeres en forme de L sont dos ados (HisP). Dans ce cas les deux
poches de fixation sont éloignées et sans aucune interaction directe, les résidus de
chaque monomere formant un site complet de fixation de MgATP ou MgADP. Malgré
cet éloignement des sites d'hydrolyse de I'ATP, les deux NBD de HisP ne sont pas
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équivalents comme le démontre la différence d'accessibilité des cystéines entre les
deux protomeres d'HisP (Kreimer et al., 2000).

2) Le deuxieme modele admis par les auteurs des structures de Rad50cd,
MalK_TIl et MJO796, correspond au modeéle téte-pied éu dans lequel les deux NBD
sont inversés l'un par rapport a l'autre. Ainsi, chaque poche de fixation des
nucléotides est composée des résidus des deux NBD. Il a été montré que la
séquence signature LSGGQ d'un protomére interagit avec le ribose et le groupement
triphosphate fixés sur l'autre protomere (Hopfner et al., 2000), ce qui expliquerait le
manque d'interactions électrostatiques et de liaisons hydrogéne du premier modéle.
De plus des mutations dans cette séquence inhibent l'activité ATPase (Schmees et
al., 1999), renforcant I'hypothése de son implication dans la liaison directe des
nucléotides.

L'interface entre les dimeres est composée majoritairement de résidus polaires et
de quelques résidus apolaires avec principalement des chaines latérales
aromatiques. Aucune liaison hydrogene intermoléculaire ne maintient la structure
qguaternaire et I'énergie d'interaction n'est pas majoritairement hydrophobique mais
plutdt électrostatique.

La comparaison des structures entre HisP fixant MgGATP et MJ0796 fixant MgADP
a permis de constater (i) une rotation vers I'extérieur du sous-domaine des hélices a
(bras 2) et que (i) GIn 90 de MJ0796 forme des liaisons hydrogéne avec le
phosphate gvia une molécule d'eau, et tirerait [égeérement tout un domaine d'hélice a
vers le site d'’hydrolyse de I'ATP (Yuan et al., 2001). Sans étre la force motrice du
transport, ce changement conformationnel interviendrait dans I'échange des
nucléotides di et triphosphorylés au niveau du site de fixation.

Cependant, ces résultats sont a prendre avec précaution, car toutes ces
structures ont été obtenues en absence des domaines transmembranaires. De plus
des études biochimiques démontrent qu'il existe une forte coopérativité entre les
NBD de différents transporteurs (Senior et Gadsby, 1997 ; Davidson et al., 1996 ; Liu
et al.,, 1997,1999 ; van Veen et al., 2000), indiquant qu'au moins deux NBD
fonctionnels doivent interagir avec le complexe entier comprenant les domaines

transmembranaires (TMD).
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3.9.2. Structure compléte d'un transporteur ABC

Le 7 septembre de cette année 2001 est parue la premiére structure compléte
d'un transporteur ABC (Chang et Roth, 2001). Il s'agit de MsbA d'Escherichia coli qui
transporte, telle une flippase, les lipides A de la face interne du double feuillet
lipidique vers la face extracellulaire ou ce lipopolysaccharide (LPS) constitue une
partie d'une endotoxine d'E. coli.

Cette structure tant attendue révele de nombreux aspects extrémement
intéressants, malgré la relativement faible résolution de 4,5A En premier lieu, elle
confirme la structure prédite des transporteurs ABC, a savoir des domaines
transmembranaires composés effectivement de 6 hélices a (dont certaines avaient
été correctement prédites dans la structure primaire), et la structure des NBD
identique acelle décrite dans le chapitre précédant (la structure dimérique étant non
disponible dans ce cristal).

Les hélices sont arrangées de la facon suivante : TM5-TM6-TM1-TM4-TM3-TM2

comme décrit dans la Figure 16.
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Figure 16 : Structure tridimensionnelle de MsbA (Chang et Roth, 2001)

A) Vue dans le plan de la membrane avec en rouge les
hélices a transmembranaires (TM1-6), en bleu foncé les
domaines intracellulaires (ICD) et en bleu clair les
domaines de liaison des nucléotides (NBD). EC1-3
correspondent aux boucles extracellulaires. La molécule
représentée a droite de cette structure est le lipide A,
substrat de ce transporteur. B) Vue de la face

extracellulaire.
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Cet arrangement ressemble a une main a6 doigts légerement repliés de facon
concave vers une paume virtuelle. Ainsi, dans I'homodimére cristallisé, cette zone
forme la "chambre" dans laquelle le substrat (le lipide A) sera conduit puis exporté, le
"pore" du transporteur en quelque sorte. La porte d'entrée se situerait au niveau de
chaque interface entre les deux protomeres et plus précisément au niveau des
hélices a TM5 et TM6 d'un protomére, et le TM2 de l'autre protomeére. Le mécanisme
proposé pour le transport des molécules hydrophobes consiste en la fixation du
substrat hydrophobe au niveau de I'entrée, provoquant un changement
conformationnel qui introduit le lipide A dans la "chambre" et qui se répercute sur les
NBD. L'ATP est alors hydrolysé, provoquant le rapprochement des NBD et la

fermeture de la chambre comme indiqué dans la Figure 17.

Substrate binding and recruitment

cytoplasm

Chamber opening and substrate expulsion

Figure 17 : Modele de transport du lipide A par Eco-MsbA (Chang et Roth, 2001)

1) Le substrat présent dans un feuillet lipidique de la membrane entre dans la structure
ouverte du transporteur. En bleu la zone électropositive de la chambre et en rose, la zone
électronégative. 2) Une fois le substrat dans la chambre, I'ATP fixé sur les NBDs est
hydrolysé, fermant la structure en rapprochant les deux NBD. La téte polaire chargée
positivement du lipide A se retrouve dans un environnement défavorable et bascule vers la
face extracellulaire. 3) Le changement conformationnel provoqué par ce transport ouvre la
structure, libérant le substrat et 'ADP qui est remplacé par I'ATP en attendant un nouveau
cycle.
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L'intérieur de la chambre étant fortement chargée électropositivement, le lipide A
se retrouve en condition énergétique tres défavorable qu'il comble en basculant sa
téte polaire chargée également positivement vers la face extracellulaire. De nouveau
le transporteur subit un réarrangement structural qui sépare les NBD et libére le
substrat. L'ADP est alors remplacé par une molécule d'ATP, laissant le systéeme prét
pour un nouveau cycle de transport.

Dans ce modele, la force motrice n'est pas I'ATP qui intervient directement dans
les réarrangements structuraux, mais I'environnement défavorable provoqué par ce
réarrangement. Ce modele a I'élégance d'expliquer la grande diversité des substrats
transportés par les transporteurs ABC MDR, puisque les interactions moléculaires
liées au transport ne sont pas directes, mais réparties dans une chambre trés
électropositive.

Les auteurs mettent en évidence que ce modele n'est pas applicable atous les
transporteurs ABC, mais semble plausible pour le transport de composés
hydrophobes. Higgins et Linton, 2001, proposent d'autres modeéles comme
schématisé ci-dessous (Figure 18).

o
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Figure 18 : Modéles du mécanisme de transport des transporteurs ABC

(Higgins et Linton, 2001)

Deux modeles "inclinables" (Tilting) en haut dans lequel le transporteur conserve
un angle par rapport ala normale du feuillet lipidique, et un modéle "rotationnel”
dans lequel le substrat est transporté par rotation de domaines structuraux.
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lls proposent deux modeles “inclinables" dans lesquels la chambre est remplie de
phospholipides membranaires. Dans le premier modéle, le substrat hydrophobe
pénétre dans cette chambre, produisant un changement conformationnel ATP-
dépendant qui modifie I'environnement en le rendant aqueux et ouvre la chambre sur
I'espace extracellulaire dans lequel est libéré le substrat. Le deuxiéme modéle
“inclinable", est une variante dans laquelle la chambre ne s'ouvre pas sur I'extérieur,
mais se modifie conformationnellement, induisant le passage du substrat dans le
sens du feuillet lipidique interne vers le feuillet externe. Le troisieme modéle de
Higgins et Linton, appelé modéle "rotationnel”, correspond & une rotation de la
protéine, aprés hydrolyse de I'ATP, pour faire entrer le substrat dans la "chambre". Il
est ensuite soit libéré dans le milieu extracellulaire, soit réinséré dans la membrane
dans le feuillet lipidique externe.

Un dernier modele original a été tout récemment proposé, le modele "machine a
coudre" (Figure 19) dans lequel le substrat pénétrerait dans la chambre par la face
cytoplasmique (soit lipidique, soit cytosolique) ; 'ATP s’hydrolyserait alors provoquant
une translation de la structure toute entiére des hélices a transmembranaires qui
sont un peu plus longues du c6té cytoplasmique. Cette translation ferait ressortir une
partie des hélices du c6té externe, libérant ainsi la sortie au substrat qui est expulsé
dans l'espace extracellulaire ou dans le feuillet lipidique opposé. Les hélices a
transmembranaires reprennent ensuite leur position initiale avec leur excroissance
dans le cytoplasme. Le nom de ce modele provient donc de ce va-et-vient qui

ressemble acelui d'une aiguille de machine acoudre (Thomas et Hunt, 2001).
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Rad 50 / Sewing-Machine Model
(L L
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Figure 19 : Modele de machine acoudre de Rad50 (Thomas et Hunt, 2001)

Le milieu intracellulaire est dans la partie supérieure du
schéma. En rouge les NBD, en gris dégradé les domaines
transmembranaires et en sphére verte avec un L, le ligand qui
se fixe al'interface protéine-lipide. Durant le transport, toute la
structure effectue un mouvement de va-et-vient atravers la
bicouche lipidique.

Cependant ce modeéle est critiquable et critiqué par les auteurs sur plusieurs
points malgré I'immense travail et les connaissances qu'il nous procure:

1) Les cristaux ont été obtenus en absence de lipides qui sont pourtant un
support essentiel pour la structure des parties membranaires de la protéine. Ces
conditions de cristallisation pourraient expliquer I'éloignement des NBD, d'un angle
variant entre 30 et 40° par rapport ala normale des feuillets lipidiques. Cet angle
n'est peut étre pas aussi important en condition in vivo

2) Ce modele ne permet pas d'expliquer le fonctionnement de tous les
transporteurs ABC, et notamment ceux qui transportent des substrats hydrophiles.
L'exemple extréme étant CFTR qui est un canal ionique, et possede donc un pore
laissant passer librement les ions chlorures aune vitesse 10 000 fois plus rapide
gu'un mécanisme de transport. Mais il est possible que tous les transporteurs ABC
n‘aient pas le méme mécanisme et que celui ci soit plus proche de celui des

transporteurs ABC qui transportent des substrats de méme nature
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3) La forme homodimérique de MsbA n'est peut étre pas la forme active en milieu
bactérien, cette hypothése restera un suspens jusqu'a la mise en évidence de
I'activité du dimére par des mesures biochimiques.

Au demeurant, deux autres points importants découlent de cette structure :

1) La présence d'un nouveau domaine dans les transporteurs ABC dénommé ICD
(IntraCellular Domain) qui correspond a un prolongement dans I'espace
cytoplamisque des hélices a transmembranaires. Les ICD relient physiqguement les
domaines transmembranaires aux NBD. lls sont la charniére conformationnelle entre
ces deux domaines aux fonctions interdépendantes. lls peuvent étre le siege de sites
de fixation de bloqueurs ou d'activateurs des transporteurs ABC qui influeraient sur
ce domaine clé de transduction du signal atravers toute la protéine.

2) La structure met en évidence la zone de jonction entre les deux diméres dont
les interactions moléculaires se situent principalement entre les résidus de I'hnélice a
TM2 d'un protomere et les résidus de I'hnélice a TM5 du protomere lui faisant face.
Cette région a probablement un réle pour la fixation et I'entrée des substrats dans la
"chambre”. Les changements conformationnels de cette région sont certainement
impliqués dans le mécanisme de transport proprement dit et pourraient étre régulés
par des agents pharmacologiques mimant des substrats endogénes.
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4. LES CANAUX KaTtp

4.1. Historique

Les canaux Katp ont été mis en évidence en 1983 par Noma lors
d'enregistrement de courants potassiques sur des myocytes cardiaques. Lorsque ces
cellules étaient traitées avec des cyanides, ou en condition d'hypoxie, les courants
potassiques étaient augmentés. Par contre, l'injection dans le cytoplasme d'ATP en
concentration supérieures au micromolaire ou d'ADP a plus forte concentration,
bloquait ces courants. Par contre I'adénosine 5'-monophosphate n'avait aucun effet
inhibiteur sur ces canaux auxquels furent logiguement donnés le nom de canaux
potassiques sensibles al'ATP (Katp). La caractérisation de ces canaux d'un point de
vue électrophysiologique révéla également que ces canaux e€taient rectifiants
entrants.

Peu de temps apres, le récepteur des sulfonylurées des cellules b pancréatiques
a été proposé pour étre le canal Katp OuU tout au moins une partie intégrante de ces
canaux (Sturgess et al., 1985). Il s'ensuivit de nombreuses recherches sur la
pharmacologie de ces canaux, démontrant que les sulfonylurées, le glibenclamide
par exemple, sont de puissants bloqueurs des canaux Karp pancréatiques (Schmid-
Antomarchi et al., 1987a,b), et que ceux-ci ont une trés forte affinité pour cette classe
de molécules (Kramer et al., 1988). Fosset et al., 1988, démontrent également que
les sulfonylurées antidiabétiques agissent sur un récepteur de haute affinité lié aux
canaux Karp cardiaques. Il existe également des activateurs, tels que le diazoxide
(Zunkler et al., 1988) et la galanine (de Weille et al., 1988) qui agissent sur les
canaux Karp pancréatiques.

En 1988, Frances Ashcroft suggéra dans sa revue (Ashcroft, 1988a) d'utiliser
cette haute affinité des canaux Karp Vis-avis des sulfonylurées pour les localiser et
les isoler. Ce qui fut fait en 1995, date alaquelle Aguilar-Bryan et al. clonérent le
premier récepteur des sulfonylurées : SUR1 apartir de cellules b pancréatiques de
hamster. lls utiliserent du glibenclamide marqué al'iode radioactif pour isoler des
fragments de SUR issus de lysats de la protéase V8. Aprés séquencage peptidique
de l'extrémité Nter et de quelques fragments ainsi obtenus, ils produisirent des
anticorps spécifiques qui permirent l'immunoprécipitation de SUR, la révélation
s'effectuant par photomarquage ala glyburide. Aprés détermination de la séquence
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peptidique de cette protéine isolée, toute une série d'oligonucléotides "dégénérés"
est testée par PCR (Polymerase Chain Reaction) sur une banque d'ADNc d'une
lignée cellulaire de souris aTC-6 (glucuganoma-a cell line). Une séquence Nter de
25 résidus fut retrouvée parmi tous les clones et aprés une deuxieme recherche en
PCR, deux cadres de lecture (ORF : Open Reading Frame), codant pour une
protéine de 1582 acides a aminés, furent mis en évidence. Le gene de SURL1 était
enfin cloné et exprimable dans des cellules de mammiféeres COSm6 transfectées. De
plus, la séquence signature des transporteurs ABC est présente chez SUR1, qui est
trés homologue aMRP (29% d'identité de séquence), démontrant que cette protéine
appartient ala famille des transporteurs ABC. A cette époque, MRP et SUR étaient
représentés avec 13 hélices transmembranaires, or nous savons désormais, par des
études d'accessibilité de mutants cystéine ades réactifs spécifiques (Cys-mapping)
et par insertion d'épitope (epitope-mapping), qu'il s'agit tres certainement de
protéines al7 hélices transmembranaires.

En outre, la protéine SURL ne transporte pas le potassium, cette fonction est
remplie par une autre protéine, uKATP-1, clonée la méme année que SURIL, et
semblant s'exprimer ubiquitairement chez le rat (Inagaki et al., 1995a). Il s'agit d'un
canal potassique rectifiant entrant qui, depuis la normalisation du nom des canaux
rectifiants entrants, se nomme Kir6.1.

Ainsi, en 1995, les deux sous-unités des canaux potassiques sensibles al'ATP
étaient enfin clonées. Tout naturellement, des isoformes de ces protéines ont été
recherchées, apartir des séquences nucléotidiques de SUR1 et Kir6.1, et trouvées
dans l'année qui suivit. Le géne de SUR2 fut isolé par Inagaki et al., 1996, celui de
BIR (b cell Inward Rectifier, dorénavant appelé Kir6.2) par Inagaki et al., 1995b, et
Sakura et al., 1995b, SUR2B ayant été découvert par Isomoto et al., 1996.

Depuis cette date, il est possible de travailler sur des canaux recombinants dans
des systémes d'expression hétérologue, dont l'utilisation est beaucoup plus aisée
que les tissus natifs qui restent cependant la référence physiologique pour I'étude
des canaux.

Les canaux Karp ont été le premier exemple de complexe hétéromultimérique

composeé d'un canal et d'un transporteur ABC (Seino, 1999).
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4.2. Localisation tissulaire des canaux Katp

Bien avant le clonage des deux sous-unités des canaux Kartp, de nombreuses
équipes de recherche avaient déjamis en évidence leur présence dans de nombreux
tissus, le premier étant bien entendu le muscle cardiaque puisque c'est dans ce tissu
que furent découverts les premiers canaux Katp (Noma, 1983 ; Kakei et Noma, 1984
; Tribe et Hescheler, 1984).

Mais le muscle cardiaque n'est pas le seul muscle aexprimer des canaux Karp.
lls sont également présents dans la membrane plasmique des muscles squelettiques
(Spruce et al., 1985,1987 ; Vivaudou et al., 1991) et des muscles lisses (Standen et
al., 1989 ; Quayle et al., 1997).

En dehors de ces organes contractiles, certaines cellules endocriniennes ont des
fonctions régulées par I'activité des canaux Katp. Les plus étudiées furent les cellules
b pancréatiques dont les canaux Katp sont un des maillons de la chaine de
régulation de la sécrétion d'insuline (Ashcroft et al. 1984 ; Cook et Hales, 1984 ;
Findlay et al., 1985 ; Rorsman et Trube, 1985). L'hypophyse (Bernardi et al., 1993) et
les neurones de la zone cérébrale (Schwanstecher et al., 1994 ; Ashford et al., 1988
; Spanswick et al., 1997) sont également pourvus de canaux Karp. Le rein n'est pas
en reste puisque Hunter et Giebisch, 1988, y ont également mis en évidence la
présence de ces canaux.

La membrane plasmique n'est pas l'unique siége des canaux Katp. En effet, la
membrane interne mitochondiale en est également dotée comme le démontrerent
Inoue et al., 1991 et Paucek et al. 1992, puis Szewezyk et al., 1997, qui révélerent
également l'existence d'une petite protéine de 28kDa hautement affine pour la
glibenclamide marquée al'iode125, dans la membrane interne des mitochondries.

Tous les canaux cités précédemment ont été découverts dans des tissus de
mammiferes. Il existe cependant des canaux Katp dans les cellules folliculaires de
Xenopus laevis (Guillemare et al., 1994) qui ne sont pas les seuls animaux "non-
mammiferes" a les exprimer, puisqu'ils ont également été découverts chez la
drosophile (Nasonkin et al., 1999) et certaines grenouilles (Forestier et Vivaudou,
1993a).

Les canaux Katp sont donc présents dans un grand nombre de tissus différents,
et n'ont certainement pas tous été localisés. A cette diversité de répartition tissulaire,

s'associe une diversité de fonctions physiologiques.
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4.3. Roles physiologiques

Quel que soit le tissu dans lequel les canaux Karp sont exprimés, leur role peut
étre défini globalement de la fagcon suivante : les canaux Karp permettent ala cellule
de coupler le potentiel de sa membrane a son activit¢ métabolique, les trois
protagonistes étant les ions potassiques pour la modification du potentiel de
membrane, et 'ATP et I'ADP comme sondes métaboliques (Weiss et Venkatesh,
1993 ; O'Rourke et al., 1994 ; Djeza et Terzic, 1998).

La modification du potentiel de membrane est la résultante de l'activité des
canaux Karp, dont les conséquences divergent selon le type cellulaire impliqué. Ainsi
dans une liste non-exhaustive des différentes fonctions trouvées a ce jour, nous
pouvons citer :

1) La cytoprotection contre l'ischémie du muscle cardiaque et du cerveau

(Terzic et al., 1995 ; Seino, 1999)
2) Le contrdle de l'excitabilité des muscles squelettiques et des neurones
(Davies et al., 1991 ; Seino, 1999)

3) La régulation du tonus vasculaire (Daut et al., 1990)

4) Le recyclage des ions potassiques dans I'épithélium rénal

5) Le relargage de neurotransmetteurs (Amoroso et al., 1990)

6) La sécrétion d'hormones (Ashcroft, 1996 ; Misler et Giebisch, 1992), le rble
physiologique le mieux connu étant la régulation de la sécrétion d'insuline par les
cellules b pancréatiques (Ashcroft, 1988a ; Cook et al., 1988).

La Figure 20 schématise cette voie de régulation de la sécrétion d'insuline en
fonction de la glycémie. Prenons le cas d'une hyperglycémie |égere faisant suite aun
repas riche en glucides, la concentration sanguine de glucose étant plus importante,
le transporteur de glucose GLUT2 (Bell et al., 1990) importera plus de glucose dans
la cellule. Suite au catabolisme du glucose (glycolyse, cycle de Krebs, chaine
respiratoire), la concentration d'ATP intracellulaire [ATP;] augmente aux dépends de
la concentration d'ADP intracellulaire. La rapport [ATP]/[ADP;]] augmentant, les
canaux Karp se ferment. Si le nombre de canaux bloqués est suffisamment important
(apartir de 5mM de glucose, Ashcroft et al., 1988b) pour induire une dépolarisation
de la membrane plasmique au delad'une certaine valeur seuil, les canaux calciques
voltage-dépendants (VDCC : voltage-dependent calcium channel) sont activés

(Rorsman et Trube, 1985). Le calcium entrant agit comme un second messager qui
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induit alors I'exocytose des granules d'insuline (Arkhammar et al., 1987). La raison
proviendrait de la fixation des ions calciques sur les protéines contractiles du
cytosquelette, dont I'activité augmenterait le trafic intracellulaire des granules vers la
membrane plasmique.

Les sulfonylurées sont des bloqueurs des canaux Katp. Leur action mime une
hyperglycémie en provoquant une dépolarisation membranaire via les canaux Karp.
lls induisent par conséquent une sécrétion d'insuline lors de leur application sur des
cellules b pancréatiques, d'ou leur action antidiabétigue. Malheureusement ces
produits agissent également sur les canaux Karp d'autres tissus, rendant trés délicate
leur utilisation thérapeutique.

Ce schéma souléve entre autres un point de polémique actuelle sur la régulation
endogéene du canal. En effet, en condition "normale", la concentration d'ATP
intracellulaire est plusieurs fois supérieure au millimolaire (entre 3 et 6mM), ce qui
devrait constamment bloquer les canaux Karp (IC50=10uM) et provoquer la sécrétion
permanente d'insuline. Une hypothese propose que les concentrations
submembranaires d'ATP sont moins importantes que dans le cytosol de par les
répulsions de charges entre les phospholipides chargés négativement (le
phosphatidy! inositol 4,5 biphosphate, PIP,, activateur endogéne du canal) et I'ATP?*,
ou par l'action de nombreuses activités ATPasiques de protéines membranaires qui
augmenteraient localement le pool d'ADP (Loussouarn et al., 2001a). Hypothése
renforcée par la mise en évidence de l'activité ATPasique de SUR qui produirait son
propre ADP activateur (Zingman et al., 2001).
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Copié de Seino (1999). “ATP-sensitive potassium channel: A model of heteromultimeric potassium
channel/receptor assemblies”. Ann. Rev. Physiol. 61: 337-362.

Figure 20 : Mécanisme de régulation de la sécrétion d'insuline des cellules b pancréatiques en
fonction de la glycémie (Seino, 1999).

GLUT2 : transporteur de glucose / Kap : canaux potassiques sensible a I'ATP /
VDCC : canaux calciques voltage-dépendant / Na/K : pompe sodium-potassium.

4.4. Canalopathie

Ce terme désigne les maladies liées aux canaux ioniques. La maladie génétique
la plus fréquente chez des personnes possédant un dysfonctionnement des canaux
Katp, est I'nypoglycémie hyperinsulinémique infantile (PHHI : familial Persistent
Hyperinsulinaemic Hypoglycaemia of Infancy).

Les mutations responsables de cette terrible maladie sont réparties entre les
deux sous-unités du canal, SURL1 et Kir6.2. Dans la majorité des cas de mutation
empécheent l'activation endogéne du canal, provoquant une sécrétion constante
d'insuline, et par conséquent un niveau dangereusement bas de glucose dans le
sang. Parfois les mutations modifient I'expression de la protéine dans la membrane,
rendant inexistants les courants potassiques issus des canaux Karp. Cette situation

change le potentiel de membrane a une valeur mimant une dépolarisation
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permanente qui active les canaux calciques VDCC, et provoque la sécrétion
d'insuline en continu.

Pour exemple voici trois mutations fréquemment rencontrées chez des malades
souffrant d'hypoglycémie hyperinsulinémique :

- SUR1 G1479R : La Glycine 1479 est située dans la région "linker" ou motif C
du NBD2. Ces canaux mutants sont alors inhibés normalement par I'ATP
intracellulaire mais deviennent insensibles a toute activation par I'ADP
(Nichols et al., 1996).

- SUR1 R1437Q(23)X : cette mutation trés fréquente chez les personnes
atteintes de PHHI correspond aune mutation d'une guanosine en adénosine.
Le cadre de lecture s'en trouve modifié et fait apparaitre un codon stop, 23
résidus en aval de la mutation. Les protéines mutantes sont alors délétées du
NBD2, entrainant une perte totale de l'activité des canaux Karp mutés
(Seino, 1999).

- Kir6.2 Y12X : est une mutation non sens qui transforme le codon de la
tyrosine en codon stop. Kir6.2 ne s'exprime pas, provoquant une absence
totale de courants potassiques régulés par I'ATP (Nestorowicz et al., 1997).

Les ouvreurs sont donc les agents pharmacologiques les mieux adaptés pour le
traitement de ces pathologies liées a une mauvaise activation des canaux Karp
mutés ou partiellement délétés. Malheureusement, ils sont peu nombreux et le seul
employé couramment est le diazoxide. Cependant ce composé de la classe des
sulfonamides provoque certains effets secondaires mineurs, notamment sur le

systeme cardiovasculaire.

4.5. Propriétés électrophysiologiques

Suivant le tissu auquel ils appartiennent, les canaux Karp ont des conductances
et des constantes d’'affinité pour I'ATP différentes. Le Tableau 5 en résume les
caractéristiques en quelques lignes.
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Tissu Conductance | Configuration* | K; (ATP) Référence
(S (UM)
80 inside-out 100 NomaA., 1983
Muscle cardiaque
whole cell 500 NomaA. et Shibasaki T.,
1985
42 inside-out 135 Sturgess N.C. et al., 1985
M uscle squelettique
58 inside-out 40 Forestier C. et Vivaudou M.,
1993b
Muscle lisse artériel 135 inside-out 230 Standen N.B. et al., 1989
Cellule b pancréatique 64 inside-out Ashcroft F.M. et al., 1987
humaine
Cellule b pancréatique 75 inside-out Findlay |. et a., 1985
derat
Neurone cortical 100 inside-out 2000 Ashford M.L.J. et a., 1988

Tableau 5 : Propriétés électrophysiologiques des canaux Karp.

Les conductances sont obtenues en condition symétrique de potassium a150mM.
A noter que les différences entre les auteurs pour le muscle cardiaque et les
muscles squelettiques sont dues ades conditions expérimentales et des espéeces
différentes.

L'amplitude du courant unitaire des canaux Katp recombinants contenant Kir6.2,
est d'environ 3 pA (aun potentiel imposé de -50mV et en condition symétrique de
potassium égale a150mM), et ceux composés de Kir6.1 ont un courant unitaire plus
faible égal a1,7 pA.

Autres caractéristiques ioniques, les canaux Katp sont fortement sélectifs pour le
potassium, mais sont également perméables au rubidium Rb*. La rectification
voltage-dépendante se fait dans le sens du courant entrant des ions potassiques.
Elle est principalement due, en condition physiologique, aux polyamines, mais
également aun ion Mg?* ou adeux ions Na*qui bloquent le chemin dans le champ
de force voltai que a environ 30% de la partie interne du canal, les constantes
d'inhibition étant Kiyg= 0,5 mM et Kina= 15 mM a+40 mV (Horie et al., 1987).

L'ATP agit sur l'activité du canal, non pas par encombrement ou réduction de
l'amplitude du courant unitaire, mais en réduisant le temps d'ouverture moyen et la

fréquence d'ouverture par bouffée (burst).

" cf. Matériels et Méthodes / Patch Clamp
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4.6. Régulation

4.6.1. Régulateurs physiologiques

L'activité du canal est sous le contréle, non voltage-dépendant, d'une régulation
complexe par I'ATP et 'ADP intracellulaire (Ashcroft et al., 1984 ; Rorsman et Trube,
1985 ; Misler et al., 1986).

Sous sa forme libre, I'ATP réduit la probabilité d'ouverture des canaux, qui sont
tous fermés dés que la concentration d'ATP atteint 1mM. Dans ce mécanisme de
régulation, I'ATP n'est qu'un effecteur, il ne joue donc pas un rble énergétique
comme le prouve l'inhibition des canaux Karp par ses analogues non hydrolysables.

L'ADP libre inhibe moins efficacement le canal avec un K; trois fois plus grand
que celui de I'ATP (100uM). Le Mg-ADP a faible concentration antagonise I'effet
bloqueur de I'ATP, en se liant sur un autre site (Ueda et al., 1997). Mais a des
concentrations supérieures a 3mM, Mg-ADP a un effet bloqueur dominant, d'ou
I'hypothése de sites activateurs saturables de plus forte affinité que les sites
inhibiteurs.

Les autres nucléotides engendrent eux aussi une inhibition du canal, mais celle-
ci est d'autant plus faible que la longueur de la chaine des phosphates diminue.
Ainsi, les inhibiteurs nucléotidiques sont classés, comme suit, par ordre de pouvoir
inhibiteur décroissant : ATP>ADP>AMP>Adénosine (Ribalet et Ciani, 1987 ; Lederer
et Nichols, 1989). La substitution du ribose par une forme réduite (2-déoxyribose) ou
oxydée (ribose 2', 3' dialdéhyde) diminue I'effet inhibiteur. De méme, la substitution
de l'adénine par une autre base purique ou pyrimidique réduit de maniére
substantielle le pouvoir inhibiteur sur le canal. Ainsi, le GTP, I'I'TP, le CTP, 'UTP (a
1mM) ne produisent que de 40 a80% d'inhibition (Spruce et al., 1987).

Il est anoter que pour les canaux Katp du muscle squelettique d'amphibien, le pH
est également un régulateur endogéne. En effet, Vivaudou et Forestier ont démontré
que les protons activent le canal en diminuant allostériquement l'inhibition par I'ATP
(Vivaudou et Forestier, 1995).

4.6.2. Pharmacologie des canaux Katp

Les blogueurs : les sulfonylurées (antibiotiques, hypoglycémiants), utilisés dans

le traitement du diabéte de type Il (non insulino-dépendant), sont des bloqueurs
spécifiques des canaux Karp (Gopalakrishnan et al., 1993, Kakei et Noma, 1984,
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Trube et al.,, 1986). Ces agents, dont le plus puissant est la glibenclamide
(Ki=5-30nM), manquent de spécificité tissulaire bien qu’ils aient une plus forte
affinité pour le canal pancréatique. Dans le coeur, ils antagonisent le mécanisme de
cardio-protection et créent de petits troubles cardio-vasculaires compliquant
légerement leur utilisation thérapeutique (Panten et al., 1996).

Les ouvreurs : de nombreux composés pharmacologiques de structures diverses
(benzopyranes, dérivés guanidine, sulfonamides...) sont connus pour augmenter
l'activité des canaux Katp. Ces activateurs ont des actions antihypertensives et
vasodilatatrices sur les cellules du muscle lisse, provoquant une hypertrophie
cardiaque (Atwal K. S., 1994). Le sulfonamide diazoxide est actif spécifiquement sur
le canal pancréatique (Gribble et al., 1997a), tandis que le cromakalim, de la famille
des benzopyranes, n'active que les canaux cardiaques et musculaires. Ces
activateurs agiraient par diminution de l'affinité apparente du canal pour I'ATP,

augmentant ainsi la probabilité d'ouverture du canal sans en modifier la conductance.

4.7. Kir6.x

Les membres de la sous-famille des canaux rectifiants entrants Kir6 sont des
rectifiants faibles qui sont au nombre de deux, Ki6.1 et Kir6.2 dont voici les
caractéristiques.

4.7.1. Kir6.1

Kir6.1 a été trouvé a partir d'une sonde ADNc de Kir3.1 et cloné apartir d'llots
pancréatiques de rat sous le nom initial de uKATP-1. Sa taille est de 424 acides
aminés. De par sa relativement faible homologie avec les autres canaux Kir (40-50%
d'identité de séquence), il fut le membre fondateur d'une nouvelle sous-famille de
canaux Kir : Kir6.x.

L'analyse de sa séquence primaire révele sans surprise la présence de la
séquence signature des canaux potassiques (GFG dans ce cas, GYG en général)
dans I'hélice H5. De plus, 2 sites potentiels de phosphorylation par la protéine kinase
A (PKA) et 7 par la PKC sont présents dans les parties cytoplasmiques du canal.

Chez I'numain, le gene KCNJ8 codant pour Kir6.1 a été localisé au niveau du
chromosome 12 : 12p11.23.

Par prédiction de structure et homologie de séquence avec le canal bactérien

KcsA, la structure de Kir6.1 est communément acceptée comme un homotétrameére
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en forme de tipi inversé (cf. § structure des canaux potassiques, page 43) avec pour
piliers structurants le pore, les quatre hélices M2 entourées des hélices M1, la petite
hélice H5 formant I'entonnoir qui conduit les ions potassiques vers le filtre de
sélectivité.

Son expression semble ubiquitaire, mais elle n'a pu étre mise en évidence dans
les cellules sécrétrices d'insuline en culture (HIT-T15, RINm5F, MING).

Les canaux Katp composés de Kir6.1 sont également inhibés par I'ATP (Lu et
Halvorsen, 1997). lls sont également activés par le pinacidil dans les myocytes
cardiaques via le récepteur des sulfonylurées.

L'expression génomique de Kir6.1 est régulée de facon réciproque avec Kir6.2
sous certaines conditions de stress cellulaire. En effet, lorsque le coeur est en
hypoxie, la sous-unité Kir6.1 est surexprimée, tandis que Kir6.2 est partiellement
réprimée, modifiant ainsi la composition des canaux Karp cardiaques et donc leur
régulation et leurs propriétés électrophysiologiques pour s'adapter au stress
hypoxique (Melamed-Frank et al., 2001).

4.7.2. Kir6.2

4.7.2.1. Taille, séguence et structure

Son premier nom fut BIR (b-cell Inward Rectifier) lorsqu'il fut trouvé dans les
cellules murines MING6 al'aide d'une sonde cDNA déterminée apartir de la séquence
de Kir6.1.

Sa taille est moins importante de 34 résidus que celle de Kir6.1, soit un
enchainement de 390 acides a aminés au total. L'homologie entre ces deux
protéines est tres forte (71% d'identité de séquence) bien que les géenes soient
distincts. En effet Kir6.2 est localisé sur le chromosome humain 11 (12 pour Kir6.1) a
environ 4,5 kb en aval du gene SURL. Son expression est élevée dans les lignées
cellulaires HIT-T15, MING6, aTC-6 (sécrétrice de glucagon), et faible dans le cceur, les
muscles squelettiques, le cerveau et les cellules RINm5F.

La prédiction de structure de Kir6.2 est similaire acelle de Kir6.1 avec la méme
orientation des deux hélices a et de la boucle H5 contenant la séquence consensus
ou filtre de sélectivité GFG. Sur la base des données cristallographiques de KcsA,
des études de modélisation moléculaire proposent un modeéle structural de Kir6.2 et
une simulation dynamique de quelques nanosecondes (Capener et al., 2000).
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Le mécanisme de rectification, due principalement aux polyamines et cations

divalents, implique l'asparagine 160 de I'hélice a M2 qui, lorsqu'elle est mutée en

aspartate ou en glutamate, induit une rectification trés forte, alors qu'elle est
identique pour les mutants N160A et N160Q (Shyng et al., 1997).

4.7.2.2. Régulation

Les parties cytoplasmiques contiennent 2 sites potentiels de phosphorylation par
PKA et 5 pour PKC. La sérine 372 avait été proposée pour étre phosphorylée par
PKA (Beguin et al., 1999) mais Lin et al., 2000, révelent que I'activation du canal par
cette protéine kinase est préférentiellement due ala phosphorylation de la thréonine
224. Ce résultat est renforcé par la baisse de la sensibilité allATP du mutant T224D
qui mime partiellement un état phosphorylé. Light et al., 2000, ont mis en évidence
gue PKC phosphoryle la Thrl80, et induit I'activation du canal. Cependant cette
phosphorylation n'est pas due al'hydrolyse de I'ATP fixé sur son site inhibiteur.

Kir6.2 est beaucoup plus étudié que Kir6.1, de par son importance dans la
composition des canaux Karp pancréatiques. De fait, beaucoup d'expériences de
cartographie du pore et du vestibule ont été réalisées par mutations ponctuelles en
cystéine pour mettre en évidence la flexibilité du pore durant le transport
(Loussouarn et al., 2001b). Ces expériences ont été facilitées par la découverte
surprenante et tres utile, de canaux Kir6.2 tronqués des 26 ou 36 résidus C-
terminaux qui s'expriment sans la présence du récepteur des sulfonylurées (Tucker
et al., 1997). Ces canaux tronqués exprimés seuls dans la membrane plasmique
restent cependant sensibles al’ATP, mais ne sont plus activés par MgADP, ni par les
ouvreurs. En absence de la sous-unité SUR, l'affinité apparente pour I'ATP diminue
fortement, le K; étant 10 fois plus important (~100uM) que pour les canaux Katp
complets (~10puM). Gribble et al., 1998a, ont démontré que le MgATP? et 'ATP* sont
aussi efficaces pour inhiber les canaux Kir6.2 tronqués. De plus ils mettent en
évidence que MQATP active les canaux Karp en se fixant sur les NBDs, d'ou
I'hypothése qu'il pourrait étre hydrolysé en MgADP qui est également un activateur
des canaux Karp. Le magnésium n'est pas essentiel pour I'action inhibitrice de I'ATP
sur Kir6.2 (Gribble et al.,, 1998a) et des analogues non-hydrolysables : AMP-PNP
(adénylylimidodiphosphate) et I'AMP-PCP (adenylmethylenediphosphate), ont
é€galement un fort pouvoir inhibiteur sur ces canaux, confirmant I'absence d'hydrolyse

de I'ATP dans le processus d'inhibition du canal (Cook et Hales, 1984 ; Kakei et al.
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1985 : Spruce et al., 1985,1987 ; Ashcroft et Kakei, 1989). Le MgATP? semble avoir
un pouvoir inhibiteur sur Kir6.2 plus faible que celui de ATP*, mais il n'en est rien car
Gribble et al., 1998a, ont démontré que le MgATP? a la méme constante d'inhibition
Ki que 'ATP* sur les canaux Kir6.2 tronqués. La différence observée sur les canaux
Katp complets est due al'effet activateur du MgATP lorsqu'il se fixe sur les NBDs,
diminuant ainsi la constante d'inhibition apparente pour I'ATP lié au magnésium. Les
autres nucléotides adénylés sont d'autant moins efficaces pour inhiber Kir6.2 que
leur chaine polyphosphate est courte (pouvoir inhibiteur de I'ATP>ADP>AMP). Le
ribose est également important, puisque sa réduction en 2-déoxy-ATP ou son
oxydation en ATP-2,3-dialdéhyde diminue fortement I'efficacité d'inhibition du canal
par I'ATP (Spruce et al., 1987). Les nucléotides non-adénylés peuvent inhiber Kir6.2,
mais avec une affinité 10 fois inférieure acelle de I'ATP. lls peuvent étre classés de
la fagon suivante en fonction de leur effet inhibiteur observé pour une concentration
de 1mM : GTP>ITP>XTP>CTP>UTP. Des nucléotides particuliers de la famille des
dinucléotides polyphosphates (diadénosine tetra-, penta- et hexaphosphate)
bloguent également les canaux Katp (Jovanovic et Terzic, 1995) en agissant
directement sur Kir6.2 (Tucker et al., 1998). Ces alarmones jouent un role dans la
signalisation d'un état de stress (ischémie, hypoxie...), via notamment le récepteur
des sulfonylurées (Jovanovic et al., 1998a,b).
Le coefficient de Hill pour I'ATP vis-avis de Kir6.2 est proche de 1, ce qui signifie

gu'une molécule d'ATP se fixe sur une sous-unité 4

Kir6.2. Le site inhibiteur a eté localisé sur les deux A A S‘Ey>

parties cytoplasmiques de Kir6.2 dans la région ¢ ¢ i KN N
) - O—P~0—P—0—P O o) ‘

proximale des hélices a M1 et M2 (Tucker et al., & & W

1998). Les mémes auteurs ont également localisé OH OH

les atomes de la molécule d'ATP essentiels asa Adénosine-5-TriPhosphate (ATP)
fixation, a savoir N-1 et/ou NH-6 et le phosphate b. La position 8 est également
impliquée dans le bon positionnement de la molécule d'ATP dans son site puisque
Kir6.2 a plus d'affinité pour une molécule d'ATP photoactivable contenant le
groupement azido a l'extrémité de la chaine de phosphate ([gamma-(32)P]ATP-
[gamma]4-azidoanilide) (Tanabe et al., 2000), que pour le 8-azido-ATP (Tanabe et
al., 1999). Ces résultats confirment que R50 et K185 sont intimement impliqués dans
la fixation des molécules d'ATP.
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D'autres effecteurs agissent directement sur différents sites des domaines
cytoplasmiques Nter et Cter de Kir6.2 (Jones et al., 2001), tels que les protéines G
(Wada et al., 2000), les protons (Forestier et al., 1993 ; Baukrowitz et al., 1999) et
des sulfonylurées (Gros et al., 1999).

Concernant l'expression isolée de Kir6.2 tronqué, une magnifique étude a été
réalisée par Zerangue et al., 1999, pour comprendre cette capacité d'expression
sans le récepteur des sulfonylurées. lls mettent en évidence la présence d'un motif
RKR qui est un nouveau signal de rétention de protéines dans le réticulum
endoplasmique. Ce signal est non seulement présent dans les 26 résidus C-
terminaux, mais également dans le récepteur des sulfonylurées. Le contrble de la
stoechiométrie octamérique des canaux Karp se fait donc par masquage inter-sous-
unités de cette séquence RKR. Un seul monomére manquant est suffisant pour
démasquer une séquence signal et empécher l'expression du complexe vers la
membrane plasmique.

Les axes de recherche actuels sont orientés vers (i) le mécanisme d'inhibition par
I'ATP, (ii) la localisation des différentes portes supposées et leur mécanisme d'action,
(iii) les déterminants moléculaires de la rectification, (iv) la modélisation moléculaire
et dynamique de Kir6.2 lors du passage des ions K”, (v) la recherche de partenaires
éventuels, (vi) les interactions moléculaires avec la sous-unité SUR.

Dans cette derniére optique, plusieurs preuves, en plus du motif RKR, indiquent
que la région Cter de Kir6.2 interagit avec la sous-unité SUR (Lorenz et al., 1998 ;
Lorenz et Terzic, 1999), mais c'est également le cas avec la région Nter (Reimann et
al., 1999). Les résidus de SUR interagissant avec Kir6.2, ne sont pas encore
localisés.

4.8. SUR

Le récepteur des sulfonylurées est en quelque sorte la sous-unité régulatrice du
canal Karp, bien que le site principal d'inhibition par I'ATP soit sur la sous-unité
Kir6.2. En effet, SUR est la cible de l'activateur endogéne MgADP et de la majorité
des agents pharmacologiques.

Comme cité précédemment, SUR est un transporteur ABC de la sous-famille
MRP/CFTR, et comprend 3 membres actuellement connus : SUR1, SUR2A et
SUR2B. SUR2A et SUR2B sont codés par un méme géne de 39 exons dont les deux
derniers sont dénommés 38A et 38B car sujets aun épissage alternatif qui produira
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respectivement SUR2A et SUR2B. L'homologie entre ces deux protéines est donc
trés élevée. Elle I'est également avec l'isoforme SUR1 avec 68% d'identité de
séquence entre SUR1 et SUR2A (Inagaki et al., 1996). Leur structure ressemble a
celle de MRP avec un domaine transmembranaire supplémentaire de 5 hélices a en
Nter : TMDO (Figure 21) (Tusnadi et al., 1997). MRP est le transporteur ABC le plus
homologue de SUR avec 30% d'identité de séquence sur la globalité de la protéine,
et environ 50% d'identité entre les NBD de SUR et de MRP. Le domaine le moins
conservé étant le TMDO avec seulement 12% d'identité, contre environ 25% entre les
TMDL1 et entre les TMD2 de chaque protéine.

SUR1

*——e

1 306 695 894 1357 1636 1582
] i D i Di i
.e TMO ™1 T™2 XXX XX]

Domaine de liaison Domaine de liaison
des nucléotides des nucléotides

NBD1 NBD2

Identite de sequence /0% 62% 78% 60%  86% 39%

Homologie de sequence  83% /6% 84% /4%  93% 61%

Figure 21 : Pourcentage d'identité et d'homologie de séquence entre SUR1 et SUR2A pour chaque
domaine structural.

Malgré leur forte homologie, les différentes isoformes ont des régulations et des
sensibilités différentes vis-avis des nucléotides, des bloqueurs et des ouvreurs. De
plus leur localisation tissulaire est différente selon les isoformes, induisant souvent
des réactions secondaires lors de traitements avec ces molécules pourtant porteuses

d'espoir.

4.8.1. Taille, génes, sites consensus

48.1.1. SUR1

SURL1 est le récepteur des sulfonylurées des canaux Karp pancréatiques. Pour un
poids moléculaire de 177kDa, SUR1 est composé de 1582 résidus chez le hamster
et de 1581 chez le rat avec 96% d'identité de séquence entre les deux.

Sa localisation chromosomique chez I'humain est située en aval du gene de
Kir6.2 (KCNJ11) sur le chromosome 11 (11p15.1). SUR1 comprend 39 exons dont
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l'analyse de séquence fait apparaitre plusieurs sites consensus acommencer par 2
sites de glycosylation, un en Nter et un entre les hélices transmembranaires 7 et 8.
Sont présents également des sites potentiels de phosphorylation par PKA, 3 chez le
rat et 4 chez I'humain et le hamster, ainsi qu'un nombre trés important de sites

potentiels de phosphorylation par PKC.

4.8.1.2. SUR2A

SUR2A a été trouvé apartir d'une sonde ADNc de SURL1, principalement dans le
ceeur et les différents types de muscles.

Bien que son homologie de séquence soit importante avec un pourcentage
d'identité de 68%, SUR2A est codé par un gene distinct situé sur le chromosome 12
(12p11.12). La protéine est plus courte que SUR1 principalement a cause de
I'absence de I'exon 18 de SUR1 dans le gene SUR2. La taille de SUR2A est donc de
1545 résidus pour un poids moléculaire de 174kDa.

SUR2A posséde un site de glycosylation supplémentaire, soit 3 au total : un en
Nter, et deux entre les hélices 7 et 8. Le nombre de sites potentiels de
phosphorylation par PKA est de 2, tandis qu'il existe un nombre important de sites
potentiellement phosphorylables par PKC. Cependant aucune phosphorylation de
SUR n'a été mise en évidence al'heure actuelle.

4.8.1.3. SUR2B

SUR2B est issu du méme géne que SUR2A, seul I'épissage alternatif de l'avant-
dernier (exon 38A) différencie SUR2B de SUR2A. L'exon 38 code pour 42 résidus
dont 24 sont différents entre les deux isoformes, et seulement 12 différents entre
SUR1 et SUR2B. Ces quelques résidus sont suffisants pour modifier la sensibilité
des isoformes adifférents agents pharmacologiques. Ainsi SUR2B a les propriétés
pharmacologiques de SUR1 et de SUR2A, comme cela est décrit ci-apres.

SUR2B semble ubiquitaire dans I'organisme des mammiferes, mais comme pour
SURL1 et SUR2A, il est exprimé de facon préférentielle avec Kir6.1 ou Kir6.2 suivant

les tissus.

4.9. Le complexe octamérique

Contrairement aux autres canaux Kir, la transfection de I'ADNc de Kir6.2 dans les
cellules COS-1, HEK239 ou les ovocytes de Xénope, ne permet pas d'observer des
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courants potassiques. Il en est de méme avec les différentes isoformes du récepteur
des sulfonylurées. Seule la co-injection des ADNc ou des ARNc dans ces cellules
permet de masquer le signal RKR de rétention des sous-unités dans le réticulum
endoplasmique (comme décrit ci-dessus) et de laisser le canal complet s'exporter
vers la membrane plasmique.

La staechiométrie fut mise en évidence par plusieurs expériences aux principes
différents tels que la co-purification des sous-unités, la co-immunoprécipitation ou
encore l'utilisation de protéines de fusion. Ainsi Clement et al., 1997, ont utilisé la
premiére technique en co-purifiant Kir6.2 avec SUR1 glycosylé ou marqué avec des
hexahistidines sur des colonnes d'agglutinine de germe de blé ou des colonnes de
nickel, respectivement. La révélation des bandes par le marquage spécifique de
SUR1, al'aide de **°I-glibenclamide, démontra que la majorité des sous-unités Kir6.2
(45kDa) était associée a SUR1 (150-170kDa) et que le complexe le plus gros
observé en gel natif était de 950kDa. Ceci équivaut al'association d'environ 4 sous-
unités Kir6.2 avec 4 sous-unités SUR1. Ce résultat a été confirmé par des
expériences de co-immunoprécipitation utilisant un anticorps anti-Kir6.2 (Lorenz et
al., 1998) qui révélérent des bandes de poids moléculaires correspondant a cette
stoechiométrie. La derniére technique qui utilise des protéines de fusion avait déja
été employée pour I'étude des complexes des canaux Kv et autres canaux Kir (Liman
et al., 1992 ; Yang et al., 1995). Elle fut appliquée aux canaux Karp €galement par
Clement et al., 1997, qui créérent une protéine de fusion composée de une sous-
unité de SURL1 associée physiquement a deux sous-unités de Kir6.2. Les canaux
sont alors fonctionnels mais le flux de ®*Rb* et leur sensibilit¢ & I'ATP sont plus
faibles que les canaux de type sauvage. Cependant, ces -caractéristiques
redeviennent "normales” lorsque des sous-unités monomériques de SUR1 sont co-
exprimées avec les protéines de fusion.

Toutes ces expériences confirment la stoechiométrie des canaux Katp

unanimement acceptée sous la forme 4:4 (Kir6.x:SUR) (Figure 22).
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Récepteur des sulfonylurées Canal K’ rectifiant entrant
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Figure 22 : Architecture supposée des canaux potassiques sensibles al'ATP (Katp)

SUR : Récepteur des sulfonylurées / Kir : canal potassique rectifiant
entrant / TMD : domaine transmembranaire / NBD : domaine de liaison
des nucléotides / C : domaine C terminal / A et B : séquence walker A
et B/ L : séquence linker

L'association de I'homotétramére de kir6.2 avec I'hnomotétramere de SUR aurait
lieu physiquement entre les domaines transmembranaires et I'extrémité en Cter de
SUR, avec I'hélice M2 de Kir6.2 (Lorenz et Terzic, 1999).

Tous les complexes entre les sous-unités Kir et les sous-unité SUR sont
possibles dans des systemes d'expression hétérologues. Cependant, tous n'ont pas
une signification physiologique. A I'heure actuelle, seuls les canaux décrits dans la

Figure 23 semblent étre exprimés dans les différents tissus de mammiferes.

Type de canal Karp sous-unité Kir  sous-unité SUR références

L. . Alekseev et al., 1997
Cellule b pancréatique Kir6.2 SUR1 Inagaki et al., 1995b

Sakura et al., 1995a
Inagaki et al., 1996

muscle squelettique et cardiaque Kir6.2 SUR2A Okuyama et al., 1998
muscle lisse Kir6.2 SUR2B Isomoto et al., 1996
muscle lisse vasculaire Kir6.1 SUR2B Yamada et al., 1997

Figure 23 : Composition des différents canaux Karp des tissus de mammiféeres (Seino, 1999)

4.9.1. Kir6.2 + SUR1

Les caractéristiques des canaux recombinants sont identiques a celles des
canaux natifs (Cook et Hales, 1984, Findlay et al., 1985, Rorsman et Trube, 1985) a
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savoir (i) une conductance de 76pS en condition symétrique de potassium a140mM,
(i) une concentration de demi-inhibition (K;) par 'ATP avoisinant 10uM, (iii) et sur le
plan de la pharmacologie, un blocage par la glibenclamide et une activation

hautement spécifique par le diazoxide uniquement.

4.9.2. Kir6.2 + SUR2A

Les canaux recombinants de type cardiaque et musculaire ont les mémes
propriétés que les canaux natifs : (i) 80 pS, (ii) Ki arp= 10-100uM suivant les auteurs.
La seule différence notable entre les canaux recombinants et les canaux natifs est
que (iii) ces canaux sont inhibés par la glibenclamide et des analogues non-
hydrolysables de I'ATP, et sont activés par de nombreux ouvreurs potassiques tels
gue le cromakalim, le pinacidil, ... mais semblent insensibles au diazoxide (Gribble et
al., 1998b).

Trois caractéristiques séparent les canaux pancréatiques (SUR1) des canaux
cardiaques et squelettiques (SUR2A), (i) l'action spécifique des ouvreurs, (ii) la
différence de sensibilité ala glibenclamide qui est 500 fois plus faible pour SUR2A +
Kir6.2 exprimé dans les ovocytes de xénope, (iii) les durées des bouffées (burst) et
des intervalles inter-bouffées qui sont plus longues dans le cas de SUR2A.

4.9.3. KIR6.2 + SUR2B

SUR2B étant l'isoforme qui a la plus forte homologie avec les deux autres
isoformes SUR1 et SUR2A, ses caractéristigues se situent a l'interface entre ces
deux protéines. Ainsi sa conductance est de 80pS, sa constante de demi-inhibition
par I'ATP est de 68uM et sa pharmacologie est une combinaison de celle de SUR1 et
de SUR2A puisque les canaux des muscles lisses sont bloqués par le tolbutamide et
la glibenclamide ades concentrations plus faibles que pour SUR2A, et donc plus
proche de SURI1, et ils sont activés ala fois par les ouvreurs potassiques activant
SUR2A mais également par le diazoxide, activateur spécifique de SUR1. L'extrémité
C-terminale de 42 résidus qui différencie SUR2B de SUR2A est par conséquent

impliquée dans l'activation des canaux Karp par le diazoxide.

4.9.4. Kir6.1 + SUR1

Ces canaux ont été exprimés dans la lignée cellulaire d'origine humaine HEK239,

mais n'ont pas été mis en évidence a l'état natif. L'analyse de leurs propriétés
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pharmacologiques révéle que SUR1 confére aces canaux la sensibilité al'ATP, au
sulfonylurées et au diazoxide (Clement et al., 1997 ; Ammala et al., 1996 ; Gribble et
al., 1997b). L'activité de Kir6.1 nécessite l'association avec SUR ou un autre

modulateur endogéne.

4.9.5. Kir6.1 + SUR2B

Ces canaux sont tres particuliers puisque Kir6.1 leur confére la capacité d'étre
activés par I'ATP afaible concentration, entre 1 et 100uM, et d'étre inhibés ades
concentrations supérieures. Inversement, le GTP active ces canaux a des
concentrations supérieures al00uM et les inhibe entre 1uM et 100uM. La sous-unité
SUR2B leur confére, quant a elle, la sensibilité aux bloqueurs et ouvreurs
potassiques tels que le pinacidil et le nicorandil. L'UDP et le GDP stimulent
€galement ces canaux qui ressemblent alors beaucoup plus aux canaux Knpp
(canaux potassiques sensibles aux nucléotides di-phosphates) des muscles lisses
vasculaires qu'aux canaux Karp classiques (Seino, 1999).

A noter leur trés faible conductance, 33pS, mesurée en présence de pinacidil.

4.10. Régulation du canal par la sous-unité SUR

L'association physique de Kir6.2 avec SUR1 suggére que SUR contrdle I'activité
du canal directement par une interaction protéine-protéine. Le transport d'une
molécule par SUR, comme le font les autres transporteurs ABC, pourrait induire un
effet indirect sur le canal.

A I'heure actuelle, le ou les substrats de SUR ne sont pas connus. Nous ne
savons méme pas si cette protéine a une activité de transport, ou si elle a divergé
des autres transporteurs ABC en n'ayant qu'une fonction régulatrice d'un canal
ionique auquel elle doit étre associée pour s'exprimer dans la membrane.

Les effecteurs peuvent étre différenciés en deux grands groupes, les ligands
endogénes et les composés synthétiques eux mémes scindés en sous-groupes : les

bloqueurs et les ouvreurs potassiques.

4.10.1. Les ligands endogenes

Le premier qui est également a l'origine du nom des canaux Karp est bien
entendu I'ATP. Un millimolaire de cette molécule suffit abloquer 95% des canaux en

mode excisé inside-out.
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Le site inhibiteur a été localisé sur la sous-unité Kir6.2 (cf. § Kir6.2/Régulation

page 81) ou I'ATP contrble la probabilité d'ouverture de la porte, supposée étre a
proximité du site de fixation (Doyle et al., 1998).

Le récepteur des sulfonylurées est principalement le siege des sites d'activation

du canal par les ligands endogénes tels que MgADP, MgATP en faible concentration,

PIP,, des neurohormones, les protéines G, mais il est aussi inhibé par un peptide

endogéne, I'endosulfine. D'autres effecteurs restent peut-étre adécouvrir...

4.10.1.1. MgADP

Le MgADP est l'activateur endogéne principal des canaux Kate (Nichols et al.,
1996). Son site de fixation est majoritairement le 2°™ domaine de liaison des
nucléotides (NBD2). Son action activatrice n'est observable qu'afaible concentration,
entre 10 et 100uM ; au deld elle est masquée par l'inhibition résultant de la fixation
de I'ADP sur Kir6.2.

Le GTP et le GDP sont également capables d'activer les canaux Karp dans une
gamme de concentrations proche de celle du MgADP, ce qui n'est pas le cas de
I'AMP, ni de 'AMPc, ni de I'adénosine (Dunne et Petersen, 1986a,b).

Le mécanisme d'activation par les nucléotides n'est pas encore résolu, d'autant
plus qu'il est I'objet d'un paradoxe. En effet, lorsque les canaux sont fermés, la
dépolarisation qui s'ensuit provoque la sécrétion d'insuline. Or, dans les conditions
physiologiques (concentration d'ATP intracellulaire supérieure au millimolaire), les
canaux devraient étre constamment fermés et induire une sécrétion constante
d'insuline comme dans le cas de la maladie PHHI. Ainsi dans des conditions de
glycémie "normale”, les canaux doivent étre ouverts, d'ou la proposition de plusieurs
hypothéses, a commencer par celle dite de balance [ATP]/[ADP] (Deutsch et al.,
1991 ; Seino, 1999). Dans ce cas, ce n'est pas la concentration propre de I'ATP qui
régule le canal, mais la modification du ratio ATP/ADP. La concentration d'ATP peut
étre importante, mais si celle d'ADP est suffisante, les canaux sont ouverts. Cette
hypothése suppose une synergie logique entre I'augmentation de la concentration
d'ATP et la réduction de la quantité d'ADP intracellulaire, augmentant la valeur du
ratio ATP/ADP, et bloquant ainsi les canaux Katp. La réciproque est également vraie,
l'augmentation de la quantité d'ADP est liée ala diminution de la concentration d'ATP
intracellulaire, diminuant le ratio ATP/ADP, ce qui induirait une activation des canaux

Katp. Cependant, ce modéle ne tient pas entierement compte des valeurs de demi-
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inhibition par I'ATP (K; = 10uM) et de la gamme de concentrations en ADP induisant
une activation (entre 10 et 100 uM) mesurée par la technique de patch clamp en
mode excisé inside-out. En effet, avec des concentrations de 3 a6 mM d'ATP
intracellulaire, la quantité d'ADP nécessaire pour contrebalancer I'effet inhibiteur de
I'ATP doit étre au moins supérieure au millimolaire. Or aces concentrations, I'ADP
devient également inhibiteur. Donc quelle que soit la variation du ratio, les canaux
Katp sont toujours en conditions inhibitrices.

D'ou une seconde hypothése selon laquelle ce ne sont plus les concentrations
d'ADP ou d'ATP qui régulent le canal, mais la configuration du récepteur des
sulfonylurées, soit ATP-lié qui ferme le canal, soit ADP-lié qui I'ouvre (Terzic et
Vivaudou, 2001). Ainsi, quelle que soit la concentration intracellulaire en ATP ou en
ADP, le canal reste activé tant que le MgADP est fixé sur son site, le NBD2, qui a
plus d'affinité pour MgADP que pour MgATP. La libération du site de fixation du
NBD2 (ou le remplacement de MgADP par MgATP) favoriserait alors la fermeture du
canal induite par la fixation d'ATP sur Kir6.2. Trois causes sont possibles pour la
présence de MgADP :

1) La premiere étant tout simplement la fixation de MgADP présent dans le milieu
intracellulaire dont la concentration est parfois plus élevée que la normale en
condition de stress comme l'ischémie.

2) La deuxiéme est basée sur un mécanisme de phosphotransfert interne entre
les différents compartiments cellulaires (Djeza et Terzic, 1998). Le MgATP fixé sur le
récepteur des sulfonylurées fournirait son phosphate g acette cascade catalysée par
'adénylate cyclase (Elvir-Mairena et al., 1996), laissant sur le site du NBD2 le
MgADP qui peut étre ensuite phosphorylé suivant les conditions physiologiques de
régulation. Ce modele est tres intéressant car les concentrations en produits
adénylés n'interviennent plus dans le mécanisme de régulation du canal Kartp, seul le
phosphate est déplacé et sert de messager intracellulaire. Autre argument en faveur
de ce modele, le MgADP est présent sur son site activateur tant qu'il n'est pas
rephosphorylé par la cascade de phosphotransfert. Le récepteur est donc en
configuration ADP-lié qui active le canal. Ainsi en condition physiologique "normale",
les canaux sont ouverts, et l'insuline n'est pas sécrétée. De plus, le catabolisme du
glucose, sonde primaire de la glycémie pour les cellules b pancréatiques, se déroule
en partie dans le cytoplasme via la glycolyse, mais surtout dans les mitochondries

via le cycle de Krebs et la chaine respiratoire, qui sont les sources principales d'ATP.
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La cascade de phosphotransfert serait le lien entre cette concentration élevée d'ATP
dans les mitochondries suite a une glycémie importante, et la phosphorylation de
MgADP sur SUR, ce qui provoquerait la fermeture des canaux Karp et par
conséquent la sécrétion d'insuline pour rétablir 'homéostasie du glucose.

3) La troisieme hypothese pour la présence de MgADP sur le NBD2, est la
possibilité tres probable d'une activité ATPasique du récepteur des sulfonylurées, qui
suivant les conditions de régulation physiologiques, hydrolyserait le MgATP fixé sur
ses NBD, induisant des états ADP-lié activateurs. Cette activitt ATPase a
récemment été démontrée (Zingman et al., 2001), mais nous ne savons toujours pas
quelle en est l'origine, car les substrats potentiels testés étaient des agents
synthétiques, absents des milieux in vivo. Le substrat endogéne du récepteur des
sulfonylurées est toujours inconnu, méme si nos suspicions se portent sur une

activité flippase potentielle.

4.10.1.2. MgATP

MgATP a un effet activateur atres faible concentration en se fixant sur le NBD1
du récepteur des sulfonylurées. De plus, I'application de MgATP empéche le "run-
down" qui est une inactivation progressive et irréversible en absence de MgATP des
canaux Karp lors des mesures en patch clamp. De nombreux auteurs postulent pour
une phosphorylation nécessaire al'activité du canal (Findlay et Dunne, 1986 ; Misler
et al.,, 1986 ; Ohno-Shosaku et al., 1987), d'autant plus que des analogues non-
hydrolysables de I'ATP sont incapables de se substituer au MgATP pour réactiver les
canaux. Ce phénomeéne ressemble beaucoup a l'autophosphorylation des canaux
ioniques (Levitan, 1985). A ce jour, le mécanisme de rundown n'est toujours pas
élucidé, mais il reste cohérent avec I'hypothése précédente selon laquelle les canaux
Katp Seraient régulés par une cascade de phosphotransfert, interrompue dans les
expériences de patch clamp en mode excisé inside-out. Le MgADP présent dans le
NBD2 s'échangerait lentement avec les solutions expérimentales qui en sont
dépourvues, et l'ajout de MgATP ne jouerait pas un rbéle dans une
autophosphorylation quelconque, mais plutét dans la "réalimentation" du NBD2 en
MgATP qui serait hydrolysé en MgADP procurant au canal une configuration ADP-lié
nécessaire a son activité. Ceci expliquerait que certaines expériences de patch
clamp soient dépourvues de run down, la cause pouvant étre due al'utilisation de

solutions d'ATP contaminées par de I'ADP lors de stockage trop prolongé.
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4.10.1.3. PIP, et PIP

Baukrowitz et al., 1998, et Shyng et Nichols, 1998, ont démontré que les
phospholipides PIP, et PIP étaient des activateurs des canaux Karp. Cependant, ces
phosphoinositol-polyphosphates, pour étre plus précis, sont différents des autres

activateurs puisqu'ils sont enchassés dans la membrane et peuvent étre retenus a

proximité des deux sous-unités du canal Karp par un simple environnement (ou
champ) électropositif sans site de fixation proprement dit, ce champ existant
certainement soit au niveau des parties cytoplasmiques de SUR, soit au niveau des
parties cytoplasmiques de Kir6.2 qui sont richement dotées en résidus basiques.
Ainsi, une mutation ponctuelle de ces résidus dans Kir6.2 ne modifierait pas
significativement I'effet du PIP,, tandis que de nombreuses mutations des résidus
basiques situés a proximité du site de fixation de I'ATP ou de la porte, devraient
diminuer drastiguement l'effet activateur du PIP,, mais cela risque également de
diminuer la sensibilité aI'ATP car ce qui est vrai pour PIP;, I'est également pour
I'ATP*. Le champ électropositif servirait a attirer 'ATP* vers son site, entrainant
dans ce champ des molécules, comme le PIP,, ou des domaines peptidiques
chargés négativement comme la séquence polyE-D de SUR, potentiellement
impliqués dans la fixation de 'ATP* sur Kir6.2. Cela expliquerait également en partie
que les dérivés de I'ATP moins chargés (ADP, AMP) soient des inhibiteurs moins
efficaces avec un K plus élevé.

Le PIP, serait également impliqué dans le "run-down" des canaux Katp. Selon
I'nypothése actuelle (Loussouarn et al., 2001a), durant les expériences de patch
clamp en mode excisé, la concentration de PIP, diminuerait au cours du temps a
cause de PIP, phosphomonoestérase endogene (PIP,® PIP), diminuant par la méme
occasion l'activation des canaux Karp qui s'inhiberaient lentement. L'ajout de MgATP
aurait pour conséquence la phosphorylation du PIP en PIP, par la

phosphotidylinositol 5-kinase (Pl 5-kinase) (Shyng et al., 2000).

4.10.1.4. Les neurohormones

Beaucoup de neurohormones régulent les canaux Karp. Pour les citer, celles qui
ont été mises en évidence pour activer les canaux Karp pancréatiques sont : la
galanine (de Weille et al., 1988 ; Dunne et al., 1989), la somatostatine (de Weille et
al., 1989) et la vasopressine (Martin et al., 1989). L'adénosine et I'acétylcholine en

sont aussi d'autres exemples (Terzic et al., 1994).
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4.10.1.5. Les protéines G

L'activité des canaux Katp est également régulée par des protéines fixant le
GTP (protéines G), dont la sous-unité Ga-11 stimulerait les canaux SUR1/Kir6.2 et
SUR2A/Kir6.2, tandis que la sous-unité Ga-12 n'activerait que SUR2A/Kir6.2
(Sanchez et al., 1998). Les sous-unités Gb et Gg semblent n'avoir aucun effet sur
I'activation des canaux Katp par les sous-unités Ga. Toutefois Wada et al., 2000, ont
démontré que I'application en patch clamp des sous-unités Gb g induisait une baisse
de l'inhibition par I'ATP des canaux SUR1/Kir6.2 et SUR2A/Kir6.2.

4.10.1.6. L'endosulfine

L'endosulfine est un peptide endogene, démontré pour étre un ligand des canaux
Katp (Virsolvy-Vergine et al., 1992). L'application des protéines recombinantes de I'a-
endosulfine, un peptide de 13 kDa, lors d'expériences de patch clamp, démontre qu'a
10°-10® M, (i) I'endosulfine inhibe la liaison des sulfonylurées, (ii) ferme les canaux
Katp, (iii) induit la sécrétion d'insuline. Il s'agit donc d'un régulateur des canaux Karp
(Heron et al., 1998). Toutefois, bien que l'affinité semble trop faible pour justifier un
réle physiologique, il apparait qu'en condition stimulante de glucose, l'affinité pour
I'endosulfine est augmentée et se rapproche des conditions physiologiques
(communication orale de M. Laurent Gros).

4.10.2. Les effecteurs synthétiques

L'activité des canaux Karp est régulable par de nombreux composés synthétiques
soit inhibiteurs, soit activateurs. Etonnamment, les structures de ces molécules sont
tres hétéroclites malgré une forte spécificité tissulaire comme cela est précisé ci-

dessous.

4.10.2.1. Les sulfonylurées et les bloqueurs

Les bloqueurs les plus connus sont bien entendu les sulfonylurées (Ashcroft et
Ashcroft, 1992) dont l'affinité est si forte qu'elles furent utilisées pour localiser le
récepteur des sulfonylurées (Kaubish et al., 1982). Ainsi le K; de SUR1 pour la
glibenclamide est d'environ 10nM chez le hamster et de 2nM chez le rat, tandis que
I'affinité de SUR2A pour la glibenclamide est 500 fois plus faible. Les isoformes ont
donc une affinité spécifique vis-avis des bloqueurs. Les sulfonylurées sont

largement utilisées pour augmenter la sécrétion d'insuline dans le cas des diabétes
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non-insulino-dépendants (Aguilar-Bryan et al., 1995) et furent démontrés comme
molécules hypoglycémiantes pour la premiere fois en 1942 par Jambon et
Loubatiére.

D'autres composés sans groupement sulfonylurée ont également la capacité de
bloguer les canaux Kartp. Il s'agit par exemple du meglitinide qui correspond ala
partie benzamido du glibenclamide. Ainsi, l'association du tolbutamide et du
meglitinide forme le glibenclamide (Figure 24). Le 5-hydroxydecanoate (Notsu et al.,
1992) et I'imidazoline phentolamine, un composé lipidique du lait (Proks et Ashcroft,
1997), sont également des bloqueurs des canaux Kartp.

Historiquement, la premiére génération de sulfonylurées avait, pour téte de liste,
le tolbutamide (Figure 24). Cette molécule est capable de bloquer les canaux Karp
lorsqu'elle est appliquée des deux cbtés de la membrane. De plus comme pour le
glibenclamide, SUR1 est plus sensible au tolbutamide (K; = 7uM) que SUR2A
(400uM). Une deuxieme génération de sulfonylurées fut créée en greffant un
groupement benzamide (Ar-CO-NH-R) sur la partie sulfonylurée (R1-SO,-NH-CO-
NH-Ry), formant des molécules du type glibenclamide, 100 fois plus efficaces que le
tolbutamide. A noter que I'effet des sulfonylurées est d'autant plus important que leur
caractere hydrophobe est élevé (Gylfe et al., 1984).
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Figure 24 : Formules semi-développées de quelques bloqueurs des canaux Karp (M. Vivaudou)

Localisation du site d'action des bloqueurs

Certaines sulfonylurées comme le glibenclamide ont deux sites de fixation ayant
des affinités distinctes : un site de forte affinité (K;= 0.05-10nM) sur le récepteur des

sulfonylurées (Aguilar-Bryan et al., 1995) et un site de faible affinité sur Kir6.2
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(Gribble et al., 1997c). Les nucléotides diphosphates et dans une moindre mesure,
les nucléotides triphosphates, régulent négativement la fixation des sulfonylurées sur
leur site de haute affinité (Alekseev et al., 1998). Les différences de sensibilité des
deux isoformes SUR1 et SUR2A pour les bloqueurs tolbutamide, méglitinide et
glibenclamide (tolbutamide+méglitinide), renforcent I'hypothese selon laquelle les
sites du tolbutamide et du méglitinide sont distincts mais proches dans l'espace car
ils sont également sensibles au glibenclamide (Gribble et al., 1998b).
Le TMD2 de SUR a été identifi€ comme essentiel pour I'action du tolbutamide par
une approche chimérique (Gribble et al., 1999), une partie du site de fixation se

trouverait donc dans cette région.

4.10.2.2. Les ouvreurs potassiques

Le diazoxide fut le premier ouvreur des canaux Karp découvert pour son action
sur les cellules b pancréatiques (Trube G et al., 1986) ; puis ce fut le cromakalim sur
les cellules cardiaques (Escande et al., 1988) ; suivi du pinacidil sur ces mémes
cellules (Arena et al., 1989).

Depuis de trés nombreux autres ouvreurs ont été découverts, mais étrangement,
ceux-ci n'agissent que sur les canaux Katp composés des isoformes SUR2A ou
SURZ2B, et ont un pouvoir antihypertensif et vasorelaxant. Seul le diazoxide a la
capacité d'activer spécifiguement les canaux Karp pancréatiques (et mitochondriaux
dont la composition est encore inconnue), pourtant le diazoxide est structurellement
corrélé aux sulfonylurées et semble également produire des effets secondaires
vasorelaxants et antihypertensifs.

Les ouvreurs potassiques sont classés en 6 groupes en fonction de leur structure
(Terzic et Vivaudou, 2001), mais aucun pharmacophore n'a pu étre identifié parmi
toutes ces molécules (Figure 25). Les familles d'ouvreurs sont donc : les
benzopyranes (cromakalim), les cyanoguanidines (pinacidil), les nitronicotinamides
(nicorandil), les thioformamides (aprikalim), les pyrimidines (minoxidil), et les
benzothiadiazines (diazoxide). Le levcromakalim, qui sera beaucoup utilisé dans les
travaux présentés dans ce rapport, est un énantiomere transracémate du cromakalim
: (-)-(3S,4R)-énantiomere. De méme pour le P1075 qui est un dérivé du pinacidil et
dont le radioisotope tritié est souvent utilisé pour les études de fixation.

De maniére globale, I'activation des canaux Karp se traduit par une réduction de
l'inhibition par I'ATP, que ce soit par le MgADP (Nichols et Lederer, 1991), les
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ouvreurs potassiques (Thuringer et Escande, 1989 ; Forestier et al., 1996), les
phospholipides (Baukrowitz et al., 1998 ; Shyng et Nichols, 1998) ou encore les

protons (Vivaudou et Forestier, 1995).
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Figure 25 : Structures semi-développées et familles de différents ouvreurs des canaux Katp

(M. Vivaudou)

Mécanisme d'action des ouvreurs (sujet de cette these)

De méme que pour les bloqueurs, le mécanisme d'action des ouvreurs reste un
mystére. Le but de cette thése est d'éclaircir deux points de ce mécanisme : 1) le réle
des nucléotides dans le mécanisme d'action des ouvreurs, et 2) localiser les
déterminants moléculaires du site de fixation des ouvreurs avec pour objectif along
terme de découvrir les rouages moléculaires activés par ces molécules a forts
potentiels thérapeutiques. Malheureusement leurs effets secondaires limitent leur
utilisation et nous espérons que la découverte du site de fixation, puis sa
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cartographie permettra de réaliser des molécules par "Drug Design", spécifique d'une
isoforme.

Deux approches ont été choisies dans cette étude. (i) Les recherches sur
l'implication des NBD dans le mécanisme d'activation des canaux Karp par les
ouvreurs s'effectuent sur des mutants ponctuels dans ces domaines de liaison des
nucléotides, créés selon des résultats publiés précédemment et caractérisés par la
techniqgue du patch clamp en présence de différents ouvreurs. (i) La deuxieme
approche utilisée pour localiser le site de fixation des ouvreurs, emploie une stratégie
chimérique entre les isoformes SUR1 et SUR2A, rendue possible par la forte
homologie entre ces deux protéines, et par leur spécificité pharmacologique. La
localisation est ensuite affinée par des échanges de résidus entre les deux
isoformes, al'aide de mutations ponctuelles réalisées par PCR.

L'aspect technique de ces expériences est détaillé ci-dessous.
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5. Matériel et Méthodes

Les méthodes utilisées peuvent étre résumées selon le schéma suivant:

2

ADNc

$ transcription in-vitro

ARNCc

Micro-injection dans
$ les ovocytes de
Xénopes

A Y

>24 h Patch-clamp
en mode excisé

inside-out

S

) /
@~1 pm

Figure 26: Mode opératoire simplifié d'étude des canaux Kap Sauvages, chimériques et mutants

@~1 mm

Le principe est basé sur la construction de récepteurs des sulfonylurées
sauvages, chimériques ou mutants par des techniques de biologie moléculaire
utilisant principalement la PCR. Le géne est ensuite transcrit in vitro en ARNc avant
d'étre micro-injecté avec I'ARNCc de Kir6.2 dans des ovocytes de Xénopes. Aprés 24
heures minimum d'incubation a19°C, les ovocytes sont débarrassés manuellement
de leur membrane vitelline. Les canaux Katp exprimés dans la membrane plasmique
sont alors prélevés al'aide d'une pipette de patch clamp. Différentes solutions sont
appliquées sur la face cytoplasmique du canal, et nous mesurons leurs effets sur
l'activité des canaux Katp €en enregistrant les courants qu'ils générent. Les
concentrations ioniques sont invariantes dans les solutions utilisées, et le potentiel

de membrane est imposé a—50 mV.
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Ce chapitre présentera d'une maniere globale I'ensemble des principes du
matériel et des méthodes utilisés, dans le but d'alléger sa lecture. Les précisions sont

apportées dans les publications et les protocoles annexés ala fin de ce mémoire.

5.1. Biologie moléculaire
5.1.1. Matériel biologiques

5.1.1.1. Clones disponibles

- SUR1 de hamster, référence: DDBJ/EMBL/n° d'accession dans GenBank : L40623.
Aimablement fourni par le Dr J. Bryan (Baylor college of medecine, Houston, USA)

- SUR2A de rat, référence: DDBJ/EMBL/n® d'accession dans GenBank : D83598.

- Ki6.2 de souris, référence: DDBJ/EMBL/n° d'accession dans GenBank : D50581.
Ces deux clones ont également été aimablement fournis par le Dr Susumo Seino
(Chiba University School of medecine, Japan)

Les ADNCc de kir6.2, de SURL1 et de SUR2A ont été sous-clonés, pour les deux
premiers, dans le vecteur pGEMHE (Dr D Logothetis-Mount Sinai Hospital, New
York) (Figure 27), et pour le dernier dans le pPGEMHE?2 (créé au laboratoire par le Dr
F. Pages). Ces plasmides ont des cartes de restrictions différentes et sont dérivés du
vecteur d’expression commercial pPGEM3Z Promega adapté al'expression protéique
dans les ovocytes de Xénopes.

sation pour

pGEMHE la transcripti ougepear de T7
3022 bp

Figure 27. Vecteur d'expression ovocytaire pGEMHE

Le promoteur T7 sert ala transcription in vitro
Les parties 3' et 5'ut sont les parties non
traduites du gene de la globine bl de Xénope,
induisant un niveau élevé d'expression
protéique.
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5.1.1.2. Bactérie compétente

Les ADNc sont amplifiés dans un systeme bactérien classique utilisant une
souche d'Escherichia coli rendue compétente. Cette souche doit étre sensible a
I'ampicilline pour pouvoir sélectionner les clones transformés par le plasmide.

Ces bactéries sont rendues compétentes par le CaCl, afroid, puis transformées
par choc thermique a42°C.

5.1.1.3. Xénopus laevis

Ces amphibiens de la famille des crapauds ont été achetés au centre de
recherches en biochimie macromoléculaire (CNRS) de Montpellier.

Les avantages des ovocytes de Xénope résident dans leur taille (> 1 mm), la
guantité disponible et leur machinerie cellulaire eucaryote.

Le préléevement des ovocytes s’opére sous anesthésie (avec un anesthésiant
percutané : 3-aminobenzoi ¢ acid éthyl ester) et sur la glace. A chaque opération
hebdomadaire, deux Xénopes sont opérées afin de diversifier les lots, diminuant
ainsi le risque d'en obtenir un mauvais.

Lors du préléevement, les ovocytes sont disposés en grappe, elle-méme répartie
dans des lobes différents. Les ovocytes sont ensuite individualisés par une
traitement enzymatique ala collagénase, et sélectionnés selon plusieurs critéres:
leur taille, 'homogénéité de leur forme et de leur pigmentation polarisée (Figure 28)
et la présence d'un anneau clair al'interface des deux pbles. Tous ces phénotypes
caractérisent une maturité nécessaire ala traduction in vivo des ARNCc.

A B

Figure 28 : Aspect des ovocytes de Xénope

A) Vue équatoriale d'un ovocyte schématisé de Xénope. B) Boite de Pétri contenant des
ovocytes de Xénope matures et individualisés.
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La conservation des ovocytes s'effectue dans une solution physiologique
contenant des antibiotiques (pénicilline, streptomycine) et un antifongique
(gentamicine). La durée moyenne de conservation apres micro-injection est d'une

semaine, avec un maximum observé de deux semaines.

5.1.2. Méthodes de biologie moléculaire

5.1.2.1. Construction des protéines chimériques

Les protéines chimériques ont été construites en utilisant la technique dite de
"Splicing by Overlap Extension" ou SOE. Cette technique a été mise au point dans
les années 90 (Horton et al., 1989 ; Warrens et al., 1997). Elle est basée sur la
recombinaison de deux molécules d’ADN a des jonctions précises en utilisant la
technigue de PCR. L'avantage indéniable de cette technique est I'absence d'insertion
de nouveaux sites de restriction dans les vecteurs. Son inconvénient est li€ au risque
de créer des mutations aléatoires par PCR, d'ou la nécessité de séquencer 'ADNc
des clones obtenus apres transformation bactérienne.

Le principe de la réaction SOE est illustré sur la Figure 29. Deux oligonucléotides
hybrides (b et son complémentaire b', Figure 29) sont congus pour chevaucher la
jonction (symbolisée par le trait vertical noir) des fragments bleu et rouge. Les deux
premiéres réactions PCR ont lieu en paralleéle pour générer deux molécules filles
hybrides dont la taille est vérifiée sur gel avant d'étre purifiées par le kit QIAquick
PCR Purification Kit (QIAGEN). Ces premiéres molécules hybrides sont ensuite
mélangées puis ré-introduites dans une nouvelle réaction de PCR générant 4
hybridations possibles. Une seule cependant (n°4, Figure 29) libére des extrémités
3'-OH accessibles ala polymérase Vent (Biolabs). Remplissant son role lors des
cycles de PCR, elle fournit le fragment chimérique qui sera amplifié dans les cycles

suivants grace aux amorces a et a'.
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Figure 29. Description des différentes étapes lors d'une réaction SOE

Les autres combinaisons (1, 2, 3 Figure 29) ne sont pas amplifi€ées car non
accessibles a I’ADN-polymérase, aucun des brins n'offrant de matrice a copier.
Cependant elles peuvent entrer en compétition avec I'hybridation 4. Une PCR
asymétrique, permettant d’amplifier les brins présents dans cette derniére
hybridation, ainsi qu'une dénaturation a 100°C, précédant la deuxieme PCR, sont
parfois préconisées pour réduire les hybridations parasites.

La méthode SOE a été utilisée pour construire les parties jonctionnelles de
nombreuses chiméres entre SUR1 et SUR2A. En effet, elle fut une alternative
efficace pour pallier aux manques de sites de restriction communs entre les deux
isoformes. Dans les deux premiéeres réactions de PCR, les vecteurs entiers,
pGEMHE-SUR1 et pGEMHE2-SUR2A, ont servi de matrice, puis les fragments
d’ADN hybrides obtenus ala fin de la réaction SOE ont été clonés classiquement par
digestion-ligation dans le vecteur adéquate contenant SUR1 ou SUR2A, créant ainsi
les protéines chimérigues souhaitées.

L'assemblage des fragments plasmidiques avec les fragments chimériques
produits par SOE s'effectue par digestion-ligation en utilisant des sites de restriction
préexistants et uniques. La digestion enzymatique peut s'effectuer avec une méme
enzyme, ou avec des enzymes différentes. Dans le cas d'une méme enzyme (ou

d'enzymes générant des extrémités compatibles) il est nécessaire de déphosphoryler
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préalablement le vecteur de clonage pour éviter toute recircularisation lors des
réactions de ligation.

Une fois les fragments hybrides ligués dans le vecteur (Rapid Ligation Kit,
Boehringer), les colonies obtenues apres transformation sont criblées par PCR dite
analytique (méme oligonucléotide que SOE). L'ADN des colonies positives est alors
purifié par la technique de "midiprep" (Plasmid Midi Kit, QIAGEN) présentée dans les
paragraphes suivants. La bonne orientation de I'insertion est déterminée par le profil
de digestion du vecteur, avant de vérifier la construction par séquencage.

5.1.2.2. Mutagenése dirigée par PCR

La méthode de mutagenese dirigée permet de créer des mutations ponctuelles
qui correspondront dans notre étude ades transitions d'un résidu en un autre.

Cette méthode utilise les performances de haute fidélité de la polymérase
PfuTurbo DNA. La méthode du kit QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis
(Stratagene®, Figure 30) consiste aamplifier, par PCR, une mutation située sur des
oligonucléotides de synthése. Ces amorces, d'une trentaine de nucléotides, dont 4
ou 5 seulement sont mutés, s'hybrident avec la matrice "sauvage". Le premier cycle
de la PCR génere une nouvelle matrice mutée qui sera amplifiée lors des cycles
suivants avec les mémes amorces mutées. Les produits de la PCR sont donc
majoritairement formés d'ADNc mutés. Les vecteurs "parentaux”, originellement
méthylés, sont digérés par I'enzyme de restriction Dpnl. Le résultat est
préalablement vérifié sur gel d'agarose avant de débuter la transformation des
bactéries compétentes.
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ADNc inséré dans plasmide X
. avec un site cible pour lafmutation
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Transformation
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g

E.coli répare le plasm|de circulaire
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QuickChanqem1-Dav Site-Directed Mutagenesis Method

Figure 30 : Description des étapes de mutagenése dirigée

5.1.2.3. Transformation des bactéries compétentes

Les bactéries E. Coli préalablement rendues compétentes en présence de CaCl,
afroid, sont incubées quelques secondes a42°C avec les produits de PCR. Ce choc
thermique facilite I'introduction de I'ADN dans les cellules bactériennes, et les clones
positifs sont sélectionnés sur un milieu riche contenant de I'ampicilline (le plasmide
est pourvu du géne de résistance, Amp"~).

Plusieurs colonies sont ensuite prélevées, incubées sur boite de Pétri et
ensemencées en milieu liquide pour une purification de 'ADN par Miniprep. Le but

est de vérifier, par digestion enzymatique, la présence de la mutation.
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5.1.2.4. Miniprep d’ADN

A partir d'une culture bactérienne de seulement 5 ml de milieu riche avec
ampicilline, ce protocole rapide permet d’extraire I'ADN plasmidique par lyse alcaline.
Le principe repose sur une dénaturation différentielle entre 'ADN génomique, de
structure relachée, et 'ADN plasmidique super-enroulé. Lorsque de la soude est
ajoutée au lysat cellulaire, seul 'ADN génomique est dénaturé de facon irréversible.
L’addition d’acide et de sel forme un réseau insoluble d’ADN génomique, tandis que
I’ADN plasmidique se resolubilise dans sa structure native. La centrifugation permet
I'élimination d’'une grande partie des macromolécules inutiles telles que les protéines,
'ARN et 'ADN génomique dénaturé (accroché ala membrane). Le surnageant ne
contient plus que '’ADN plasmidique qui est récupéré par précipitation al'‘éthanol.

L'ADN plasmidique ainsi purifié sert principalement aux étapes de contr6le. Une
fois les clones vérifiés par digestion enzymatique, ceux-ci sont ré-ensemencés dans
des volumes beaucoup plus importants (MidiPrep), dans le but d'obtenir une grande
quantité d'ADN qui servira de matrice pour la transcription in vitro par exemple.

5.1.2.5. MidiPrep d’ADN

Le principe reste le méme que celui décrit ci-dessus, mais avec des volumes de
culture bactérienne 10 fois plus importants. Non seulement la quantité d'ADN
obtenue est plus grande, mais la pureté est également meilleure puisque la
préparation est pré-filtrée et purifiée sur colonne d'affinité. Le pré-filtrage permet de
retenir les plus gros débris membranaires et agrégats tandis que la résine
échangeuse d’'ions lie fortement 'ADN plasmidique, I'élution étant réalisée par
modification de la force ionique. L'ADN est ensuite dessalé et précipité. Le kit utilisé
est le Plasmid Purification (QIAGEN?).

5.1.2.6. Séquencage
La technigue de séquencage utilisée est adaptée de celle décrite par Sanger et
al. (1977). La réaction de séquencage est effectuée par I'entreprise Genome Express
de Grenoble sur séquenceur automatique. Quatre réactions de PCR sont menées
parallelement en présence d’'une des quatre bases marquées par un fluorochrome
spécifique sous forme de di-désoxyribonucléoside triphosphate en tres faible

concentration et d’'un seul primer qui détermine le sens du séquencgage.
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5.1.2.7. Transcription

Toutes les solutions et matériels utilisés sont "nuclease-free" ou "RNAse free",
'eau étant traitée au diéthyl-pyrocarbonate (DEPC).

La transcription in vitro est possible dans le cas de nos constructions car les
plasmides pGEMHE et pGEMHE1 contiennent le promoteur du phage T7 situé en
amont des génes codant pour les sous-unités des canaux Karp. Le kit de
transcription in vitro ("mMESSAGE mMACHINE, Ambion") utilise 'ARN Polymérase
T7 pour la transcription de l'insert jusqu'au site de linéarisation situé en aval de la
séquence codant pour la queue poly-A (Figure 31). Auparavant, les ADNc des
midiprep sont linéarisés, puis purifiés par extraction au phénol/chloroforme/isoamyl-
alcool et précipitation a l'éthanol. Un aliquote est déposé sur gel d'agarose pour
contréler la qualité de la digestion. Le clone linéarisé et vérifié sert alors de matrice
pour la polymérase T7.

Apres la transcription, les ARNc sont purifiés par extraction au phénol/eau et
précipitation a l'isopropanol. Une migration électrophorétique sur gel d'agarose
dénaturant (en présence de formaldéhyde) permet de vérifier la taille, I'intégrité et
d'estimer la quantité des ARN en comparant le résultat avec un marqueur de

concentration.
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Figure 31 : Description des étapes de la transcription in vitro

Les ARNc de SUR1, SUR2A, des protéines chimériques ou des mutants ainsi
obtenu, sont co-micro-injectés avec 'ARNc de Kir6.2 dans les ovocytes de Xénope, a

raison de 50 nl par ovocyte. Les ARNc stocks sont aliquotés et conservés a—80°C.

5.2. Expression hétérologue du canal KATP

La technique employée pour exprimer les canaux Katp recombinants est la
micro-injection d’ARNc dans les ovocytes de Xénope.

Cette technique est quelque peu brutale, puisque nous perforons, al'aide d'une
pipette, leur membrane vitelline et plasmique jusqu'au cytoplasme dans lequel nous
injectons jusqu'a50 nl du mélange d'’ARNCc de Kir6.2 et de SUR. L'appareil utilisé est
un nano-injecteur (NanoJect, Drummond) précalibré.

Les ovocytes de Xénope traduisent alors I'ARNc grace al'accumulation d'un

stock important d'enzymes, d’organelles subcellulaires, de ribosomes et d'ARNt
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durant I'ovogenese. De plus, le systéme d'expression ovocytaire effectue les
modifications post-traductionnelles propres aux eucaryotes, telles que la
glycosylation, la phosphorylation, le clivage des précurseurs... Dans la majorité des
cas, les canaux exprimés dans ce systéme sont correctement adressés vers la
membrane plasmique ce qui le classe parmi les systemes d'expression hétérologue
les plus pratiques pour des études électrophysiologiques.

Dans notre cas d'étude, ce systéme présente également l'avantage de disposer
d'une faible densité de canaux potassiques endogénes et, mise a part dans les
cellules folliculaires, de l'absence totale de canaux potassiques sensibles al'ATP
dans la membrane plasmique.

Nous pouvons ensuite étudier l'influence des différentes modifications apportées
par la biologie moléculaire sur l'activité du canal, et essayer d'en déduire les

mécanismes moléculaires de la régulation pharmacologique du canal.

5.3. Caractérisation fonctionnelle

Une fois exprimés dans la membrane des ovocytes de Xénope, les canaux Karp
recombinants sont caractérisables par la technique du patch clamp.

Cette technique permet de mesurer et d'enregistrer en temps réel la variation du
courant ou du potentiel induits par les flux ioniques transitant atravers les canaux
ioniques. Elle a été mise au point par Neher et Sakmann en 1976, ce qui leur a valu
le prix Nobel de Médecine et Physiologie en 1992.

Le principe repose, dans nos expériences, sur le prélevement d'un fragment de
membrane lipidiqgue al'aide d’'une micropipette de verre. Les canaux ioniques qui y
sont emprisonnés sont alors isolés physiquement de la cellule, et les courants
traversant ces canaux sont mesurés. Cette technique a permis de grandes avancées

dans les études des phénomenes électrophysiologiques.

5.3.1. Principe de la technique du Patch-Clamp

Une micropipette en quartz ou en verre est étirée par chauffage, l'extrémité
atteint un diametre d'environ 1 nm. Remplie d'une solution saline conductrice ou
d'électrolytique, cette pipette est posée sur la membrane plasmique d'une cellule
telle que I'ovocyte de Xénope, puis une légére succion crée un contact trés étroit
(seal) entre la membrane et le verre. La résistance de ce contact ne cesse d'étre

augmentée jusqu'a dépasser le Giga-ohm. Cette parfaite isolation électrique et
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mécanique entre le fragment de membrane et le verre, est la clé de cette technique
sans laquelle elle ne pourrait exister. Ce "Giga-Seal" augmente le rapport signal sur
bruit aun tel point qu'il est possible de mesurer les courants traversant un seul canal
(de I'ordre du pA) (Hamill et al., 1981). Cette observation se vérifie par la loi d'Ohm
(U= RI; U : tension, R : Résistance, | : Intensité), une résistance avoisinant le
Giga-Ohm permettant de mesurer des courants de I'ordre du pA (1 = 10° V / 10° W).

Selon les conditions expérimentales désirées, (en conditions cellulaires globales
ou restreintes, en conditions isolées avec accessibilité aux faces intra- ou
extracellulaires), l'enregistrement des courants peut étre réalisé selon différentes

configurations.

5.3.2. Les configurations du patch clamp

La configuration la plus simple est dite cellule-attachée (cell-attached) (Figure
32). Elle consiste acréer un Giga-seal aprés le contact avec la membrane cellulaire.
Cette configuration permet de mesurer l'activité des canaux présents sous la pipette,
dans des conditions d’intégrité cellulaire. Elle présente l'avantage de pouvoir étudier
des voies de signalisation intracellulaire compléte, mais son inconvénient majeur est
la difficulté de modifier le milieu intracellulaire. A noter que dans ce cas, le potentiel
imposé ala membrane correspond ala différence entre le potentiel de membrane de

la cellule et celui de la pipette.

Celle " Pipatie de patch L
Frcxiies Ul | Vi Ty
.'x , f A
£ R e Succion | =,
3 S E—— \ N
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Cellule attachée Cellule entiére
| |
S _ oo
# ¥ / ot
£ e : RS
[} -4 - = I iy b ——
T : L1 = -
Nt 1y 3 =
x....,f’"j N
Inside-out Outside-out

Figure 32 : Les différentes configurations de la technique du patch-clamp

A partir de la configuration cellule-attachée, une succion ou une légére

dépression supplémentaire conduit ala rupture de la portion de membrane piégée
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sous la pipette. Cette configuration dite cellule-entiere (whole-cell) permet
d'enregistrer les courants traversant I'ensemble des canaux de la membrane
cellulaire. L'avantage de cette technique est la mesure de macro-courants en
conditions physiologiques. L'inconvénient reste la difficulté de modifier rapidement
les conditions intracellulaires, mais également la dilution du cytoplasme au moment
de la rupture de la membrane. Dans cette configuration, le potentiel imposé est égal
acelui de la pipette.

Si au lieu de briser le fragment de membrane nous I'excisons, nous obtenons
alors la configuration dite excisée en mode inside-out. Cette technique possede
l'indéniable avantage de pouvoir accéder aisément aux sites de régulation
intracellulaire des canaux. C'est la raison pour laquelle nous I'employons dans I'étude
des mécanismes de régulation des canaux Karp par les nucléotides et les ouvreurs.
De plus comme cela est décrit dans le paragraphe "instrumentation”, notre
appareillage permet de modifier trés rapidement les solutions appliquées sur la face
cytoplasmique. Les inconvénients majeurs de cette technique sont l'absence des
composants cytoplasmiques (protéines cytosoliques, cytosquelette, ...) pouvant
réguler l'activité de certains canaux, et le lavage permanent que subissent ces
canaux. Autre point, I'excision favorise le phénoméne de "run-down" qui correspond
a une inactivation progressive et parfois irréversible des canaux. Dans cette
configuration, le potentiel imposé est inversé par rapport acelui de la pipette.

Une autre configuration "excisée" possible est celle dite excisée outside-out
obtenue en éloignant la pipette de la cellule en configuration cellule entiére. La face
extracellulaire est alors aisément accessible et le milieu intracellulaire est remplacé
par celui de la pipette. L'avantage de cette technique par rapport aux configurations
non-excisées, est la possibilité de modifier rapidement les solutions appliquées sur la
face extracellulaire, I'inconvénient étant comme toute configuration excisée, la perte

des composants cytoplasmiques. Le potentiel imposé est celui de la pipette.

5.3.3. Instrumentation et poste opératoire (Figure 33)

L’expérience est réalisée sous microscope de type inversé (occulaire Olympus
4", 10" ,40") placé alintérieur d'une cage de Faraday. Le bon déroulement de
I'expérience est suivi sur un moniteur relié aune caméra CCD (Caméra Panasonic
WV1600F). La pipette d’enregistrement est étirée a partir d'un tube capillaire de
borosilicate (KIMAX-51, size 0.8-1.10*100mm), et insérée sur ['électrode du

112



Matériel et méthodes
micromanipulateur (BioLogic). Les courants ioniques sont amplifiés par un RK300
(BioLogic). Cet amplificateur permet de convertir le courant enregistré en tension
selon le gain de conversion choisi et d’imposer le potentiel de membrane par
'intermédiaire de I'électrode de la pipette. Les courants sont filtrés entre 0.3 et 1kHz.
Tous les signaux (courants, changement de perfusion..) sont numérisés sur cassette
digitale audio par I'enregistreur de données analogiques DTR1200 (BioLogic). Les
traces écrites des enregistrements sont conservées sur papier grace al'enregistreur
papier RS 3200 (Gould). Tous les signaux sont visualisés en direct sur l'oscilloscope
HM305 (Hameg). L'ensemble de la partie expérimentale liée a la stimulation
électrique du patch, au contréle du potentiel, au changement de solutions via la téte
de perfusion (RSC100, BioLogic), a l'acquisition des données, est piloté par

ordinateur grace aux logiciels Perf et Erwin congus par Michel Vivaudou.
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Figure 33 : Le poste de patch clamp (M. Vivaudou)

A) Photo du poste de patch. A gauche, le rack contenant I'enregistreur analogique
et papier, I'amplificateur de courant et le contrdleur de la téte de perfusion. Au
centre la cage de Faraday renfermant le microscope, le micromanipulateur et le
systeme de perfusion. A droite l'ordinateur pilote les expériences et permet
I'analyse des résultats. B) Schéma des connexions électriques entre les différents
appareils.
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Le systeme de perfusion présenté en Figure 34 comprend dans sa partie
supérieure (en haut agauche sur la photographie), une série de réservoirs contenant
chacun une solution expérimentale. lls sont reliés par des capillaires ala téte de
perfusion comprenant autant de sorties que de réservoirs. Cette téte est située au
niveau de la plate-forme du microscope, et le diamétre des sorties est suffisamment
gros pour produire un flux important et constant de solution sur la pipette de patch.

L'écoulement des solutions s'effectue par simple gravité.

Figure 34 : Photographie du systéeme de perfusion, inséré dans la cage de Faraday

Les réservoirs contenant les différentes solutions expérimentales sont
situés dans la partie supérieure gauche. La téte de perfusion est
[égérement masquée agauche de la plate-forme du microscope.

5.3.4. Conditions expérimentales

Deux a trois jours apres la micro-injection, les ovocytes sont débarrassés
manuellement de leur membrane de vitelline afin d'avoir acces a la membrane
plasmique contenant les canaux Karp recombinants. lls sont ensuite placés dans une
solution isotonique contenant 1 mM d'ATP afin de protéger les canaux Karp €n les

fermant au moment de l'excision. La pipette, contenant une solution d'ions
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potassiques, d'ions chlorures et d'ions magnésium (Figure 35), est appliquée sur
'ovocyte. Débute alors la phase de mesure de la résistance du "seal" aidé de
qguelques légéres aspirations pour favoriser le contact entre les lipides et le verre.
Une fois le "Giga-seal" formé, la pipette est éloignée rapidement, induisant I'excision
d'un fragment de membrane comme décrit précédemment pour la configuration
excisée inside-out. L'ovocyte est écarté par soucis de protection, avant de placer la
téte de perfusion en face de la pipette. Chaque extrémité des capillaires correspond
a une solution expérimentale donnée dont I'ordinateur pilote les changements par
rotation de la téte. L'enregistreur DAT enregistre ala fois les courants traversant les
canaux, et simultanément les signaux de changement de solution. Seule la valeur du
potentiel de membrane n'est pas répertoriee, mais celle-ci a été invariablement

maintenue a-50 mV durant toutes nos expériences.

Mg2+ ou
X ATP, 1 Mg2+

Canal Fermé

Canal Ouvert

temps

i

courant (pA)

Amplificateur

temps (ms/s/min)

Pipette
(diamétre 1um)

Patch

Flux ionique

Figure 35 : Conditions expérimentales de mesures de l'activité des canaux Karp par la technique de
patch clamp en mode excisé inside-out.

A) composition du milieu de part et d’autre de la membrane. B) Principe du patch clamp
en configuration excisée inside-out. En haut adroite, un exemple d'enregistrement des
courants traversant un canal. Le diagramme théorique (partie supérieure) démontre la
correspondance avec les états ouverts et fermés.
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Dans nos conditions expérimentales, une déflection vers le bas (courant
"négatif") traduit une ouverture du canal, et par conséquent une activation lors de
I'application des ouvreurs.

Nos mesures ont consisté avérifier que les propriétés électrophysiologiques des
canaux recombinants étaient identiques a celles des canaux natifs. Les
caractéristiques prises en compte ont été : le courant unitaire, la conductivité, la
constante d'inhibition par I'ATP, I'activation par I'ADP et le profil pharmacologique. Ce
controle effectué, les résultats des expériences présentées dans le chapitre suivant
sont principalement des mesures quantitatives du courant relatif observé dans
différentes conditions expérimentales. Le courant relatif est un pourcentage du
courant mesuré par rapport au courant obtenu en absence d'ATP (100%
d'activation).

Toutes les solutions de perfusion sont concues de maniére a minimiser les
courants "parasites”. Le calcium (ajout de K,EGTA dans certaines solutions) et le
sodium sont absents. Les canaux CI sont rendus "silencieux" en imposant une
valeur de potentiel de membrane proche de celle du potentiel d'équilibre pour les
ions chlorures (Vi @Ec).

Les solutions sont tamponnées apH 7,1 avec du K,PIPES et ajustées avec du
KOH. Le méthanesulfonate sert de contre-ion non perméable pour ajuster les

concentrations d'ions potassiques a150 mM.
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6. RESULTATS ET INTERPRETATIONS

6.1. Interactions nucléotides-ouvreurs potassiques

6.1.1. Principe

Les canaux Katp sont activés ala fois par I'ADP intracellulaire via le NBD2 du
récepteur des sulfonylurées, et par les ouvreurs potassiques. Le but des travaux
présentés ci-dessous est de déterminer si leurs actions sont reliées par une relation
de cause aeffet.

Pour ce faire nous avons principalement utilisé des associations d'ADP et de
diazoxide (D'hahan et al., 1999), puis d'autres ouvreurs, et créé des mutants
ponctuels dans le site de fixation des nucléotides pour en mesurer les conséquences
sur l'action des ouvreurs potassiques (en cours de publ