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Le canal KCNQ1 est un canal potassique retrouvé dans différents types cellulaires
dont les cardiomyocytes. |l génére un courant potassique intervenant dans la phase
de repolarisation du potentiel d’action (PA) cardiaque. Le syndrome du QT long
congeénital est une pathologie héréditaire cardiaque pouvant entrainer la mort subite.
Des mutations a l'origine de cette pathologie ont été mises en évidence pour la
premiére fois sur le géne codant pour ce canal. Il a alors été dénommé KvLQT1 qui
signifie canal potassique voltage-dépendant a l'origine du syndrome du QT long de
type 1. D’aprés la nouvelle nomenclature, ce canal est aussi appelé Kv7.1. KCNQ1
est en réalité le nom du géne codant pour ce canal. Ce canal interagit avec plusieurs
protéines et KCNE1 est sa principale sous-unité régulatrice dans le coeur. KCNE1
est, l1a encore, le nom du géne codant pour cette protéine qui peut porter plusieurs
noms. Le courant généré par le canal était tout d’'abord attribué a cette petite
protéine qui portait alors le nom de minK pour « minimal K* channel » ou de IsK pour
« slowly activating K* channel ». De maniere a simplifier et n’utiliser qu’'une seule
dénomination dans ce manuscrit, les protéines seront appelées par le nom de leur
géne : KCNQ1 et KCNE1.

Le courant cardiaque formé par I'association de ces deux protéines est le courant Iks
(slow delayed rectifier current). Il se retrouve chez différentes espéces de
mammiféres et a surtout été étudié dans les cardiomyocytes de cobaye, de lapin ou
de chien. Il est négligeable dans les cardiomyocytes de souris ou de rat qui
expriment trés peu la protéine KCNE1. La proportion des courants potassiques
intervenant dans le PA cardiaque de ces deux espéces est d’ailleurs trés différente
de celle retrouvée chez 'homme. Pour cette raison, le rat et la souris ne représentent
pas de bons modeles d’études du courant Iks et dans ce manuscrit, il sera plutét fait

référence aux espéces comme le cobaye, le lapin ou le chien.

Le fait que des mutations sur le géne KCNET1 aient été retrouvées dans le syndrome
du QT long congénital et d’autres pathologies cardiaques a révélé I'importance des
protéines régulatrices d’'un point de vue physiopathologique. Pour un certain nombre
d’individus présentant ces pathologies cardiaques héréditaires, I'origine génétique
reste inexpliquée et aucune mutation sur les genes connus n’a été retrouvée. Nous
ne connaissons pas toutes les protéines capables d’interagir avec les canaux

ioniques et cette méconnaissance limite la compréhension de ces pathologies et
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restreint le nombre de génes a analyser pour détecter les porteurs de mutations. Au
sein d'une famille atteinte, I'analyse génétique des individus susceptibles de
développer la pathologie est pourtant le seul moyen de prendre en charge le patient
suffisamment t6t pour lui éviter une éventuelle mort subite. Identifier 'ensemble des
protéines pouvant interagir avec les canaux ioniques et trouver de nouveaux génes a

analyser est donc fondamental pour une meilleure appréhension de ces pathologies.

Au cours de mon travail de thése, je me suis intéressée aux partenaires du canal
ionique KCNQ1 dans le cceur. L'ensemble des partenaires déja connus sera
présenté en introduction ainsi que leurs implications dans les pathologies
héréditaires cardiaques. Deux nouveaux partenaires de ce canal ont été mis en
évidence au cours de ma thése et leurs rdles physiologiques sur le courant Iks seront

discutés dans les résultats.
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1 Propriétés et régulations du courant repolarisant Ixs

1.1 Le courant lks au sein du potentiel d’action
1.1.1 Les potentiels d’action cardiaques

L’influx électrique part des cellules automatiques du nceud sinusal et se propage au
reste du cceur par le nceud auriculo-ventriculaire (NAV), le faisceau de His et les
fibres de Purkinje (voir Annexe 1 et Figure 1). Le potentiel d’action (PA) généré par
les cellules automatiques résulte de l'activation de plusieurs courants ioniques dont
l'intensité varie en fonction de la localisation au sein du cceur. Le PA des différentes

régions est donc variable, tant par sa durée que par sa forme (Figure 1).

LA

RA AV noc:)e y
A. omvV SAN M
M -60 mV
B. somy Atrium His-Purkinje
N\/_I\ D. \
-75mV
-90 mV
i Ventricles
! sec RV v, _¥30my
I
-80 mV

Figure 1: Diagramme schématique des PA dans les différentes régions du cceur. SAN :
nceud sinusal, AV node : nceud auriculo-ventriculaire, RA : oreillette droite, LA : oreillette

gauche, RV : ventricule droit, LV : ventricule gauche .

Les différents courants intervenant dans les PA sont décrits en annexe 2. De

maniére schématique, la dépolarisation (pendant la systole) est liée aux courants
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cationiques entrants (sodique Ina et calcique lcaL et Icat) et la repolarisation (lors de la
diastole) aux courants potassiques sortants (lo, Ik, lks, lkar principalement). Les
échangeurs et pompes ioniques interviennent aussi dans ces différentes phases.
Dans les cellules automatiques, le potentiel entre deux PA augmente jusqu’a
atteindre un potentiel seuil déclenchant I'activation des canaux dépolarisants. Le
principal courant a l'origine de cette activité pacemaker est le courant ls. Dans les
myocytes contractiles, le potentiel de repos entre deux PA est stable et lié a la

présence du courant lxs (voir annexe 2 et Figure 2).
1.1.2 Les variations du courant lxs au sein du myocarde ventriculaire

Le courant Iks intervient dans la phase tardive de la repolarisation cardiaque du fait
de sa lente activation (Figure 2, gauche). Il est, avec Ik, le courant repolarisant
majoritaire des cellules ventriculaires cardiaques. Plus ce courant est important, plus
la phase de repolarisation et la durée du PA sont courtes. Ce courant s’active a partir
de -30 mV et son activation est maximale vers +40 mV. Il a pour origine moléculaire
le canal KCNQ1 (ou KvLQT1 ou Kv7.1) et sa protéine régulatrice KCNE1 (ou MinK
ou IsK) .

Comme cela est visible sur la Figure 2 (a droite), il existe une hétérogénéité dans la
durée et la morphologie des PA au sein de la paroi ventriculaire. La durée du PA est
plus courte dans les cellules épimyocardiques que dans les autres cellules
ventriculaires et la durée du PA dans les cellules M est particulierement longue (voir
annexe 12).

Cette variation s’explique, entre autres, par une différence de densité du courant ls.
Chez I'homme, la quantitt d’ARNm correspondant a KCNQ1 est légérement
supérieure dans [I'épimyocarde mais cette difference ne semble pas étre
significative . En revanche, il existe une forte hétérogénéité d’expression de
lisoforme tronquée dominante négative du canal KCNQ1 (isoforme 2) entre les
couches superficielles et le midmyocarde. L’expression de l'isoforme 2 de KCNQ1
diminue le courant Iks et il est possible que la durée du PA plus longue observée au
sein du midmyocarde soit liée a I'expression plus intense de cette isoforme dans les

cellules midmyocardiques .
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Figure 2 : Courants intervenant dans le PA des cardiomyocytes ventriculaires. A gauche sont
représentés les courants intervenant dans le PA ventriculaire humain. Le courant Iks
intervenant dans la phase de repolarisation tardive du PA est encadré en rouge . A droite
sont représentés les PA enregistrés sur des coupes de paroi ventriculaire gauche de chien,
de la couche épimyocardique (Epi, en haut) a la couche endomyocardique (Endo, en bas).

Sous la couche endomyocardique, au sein du midmyocarde, se trouvent les cellules M .

Il existe aussi une hétérogénéité dans I'amplitude du courant Iks entre la base et
'apex. Cette dispersion peut expliquer la durée du PA plus courte observée dans les
cellules de 'apex ou le courant Iks est important. Des études sur des coupes de coeur
de chien et dhomme ont montré que I'expression des protéines KCNQ1 et KCNE1
est plus importante dans les cellules de 'apex que dans les cellules situées en partie

basale du cceur .
1.2  Caractéristiques électrophysiologiques du courant lks

L’étude du courant Iks dans les cardiomyocytes nécessite I'inhibition des courants
pouvant interférer avec lui. Le courant sodique peut étre inactivé en utilisant des
protocoles appropriés (potentiel supérieur a -40 mV). L’'application d’inhibiteurs

pharmacologiques spécifiques des courants calciques comme la nifédipine ou la
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nisoldipine , et des courants potassiques autres que lks comme le E-4031 pour le
courant Ik , peut alors permettre d’isoler le courant Iks. Ce n’est qu’en 1990 que
Sanguinetti et Jurkiewicz ont pu distinguer ce courant du courant Ik par application
de I'E-4031 sur des cardiomyocytes de cobaye. Auparavant, les deux courants
étaient indiscernables et englobés dans le courant rectifiant retardé Ix. Ces auteurs
ont donc été parmi les premiers a pouvoir caractériser les deux composantes du

courant Ik.
1.2.1  Propriétés et cinétiques du courant

Le courant Iks est un courant voltage-dépendant, c’est-a-dire qu’il s’active et se
désactive en fonction du potentiel membranaire. Une dépolarisation membranaire
au-dela de -30 mV permet I'ouverture des canaux (activation), le passage des ions et
la création d’'un courant. Lorsque la membrane plasmique se repolarise, les canaux
se referment (désactivation).

La Figure 3 représente les courants enregistrés par Sanguinetti et Jurkiewicz dans
un cardiomyocyte de cobaye : a -40 mV, le courant observé (entre 150 et 200 pA)
résulte principalement du courant Iki. A un tel potentiel le courant sodique est
inactive. A +10 mV, Ik est nul (rectification entrante) et le seul courant observé, en
présence d’inhibiteurs spécifiques du courant calcique (ici, la nisoldipine), est le
courant Ik (environ 600 pA). Lorsque I'E-4031 est ajouté a des doses suffisantes (au
moins 3 a 5 yM), seul Iks est visible (Figure 3, courant noté E). Au début de la
repolarisation a -40 mV, le courant mesuré est la résultante des courants Ik,
possédant des cinétiques d’activation instantanées, et des courants Iks et I« (sauf en
présence d’E-4031). Au bout d’une seconde environ, lorsque les canaux

responsables des courants lxs et Ik- sont totalement désactivés, seul ki persiste.
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Figure 3 : Courants potassiques enregistrés dans un cardiomyocyte de cobaye. En haut,
protocole d’enregistrement des courants. Au milieu, courant mesuré avant (C) et aprés (E)
application de E-4031 (3 uyM). En bas, différence obtenue par soustraction des 2 courants,

représentant le courant sensible a cet inhibiteur (Ik) .

Pour visualiser le courant lks, il est nécessaire de dépolariser plusieurs secondes
pour voir I'activation de la totalité des canaux. La probabilité d’ouverture des canaux
KCNQ1 associés a KCNE1 a un potentiel donné dépend, en effet, du temps.
L’ouverture de la totalité des canaux nécessite un temps trés long de dépolarisation
qui n’est jamais atteint au cours d’'un potentiel d’action. Cela signifie que seulement
une partie des canaux est activée lors d’'un PA. Cette cinétique d’activation lente
rend l'intervention de ce courant tardive au cours du PA.

La cinétique de désactivation aussi est lente, dans le sens ou elle n'est pas
instantanée, mais bien plus rapide que l'activation puisque la totalité des canaux
préalablement activés peut étre désactivée en 500 a 750 ms. Les canaux ont donc le

temps de se fermer entre deux PA.
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Figure 4 : Cinétiques du courant lxs. Cinétiques d’activation (en haut) et de désactivation (en
bas) du courant Iks dans un myocyte ventriculaire d’homme, de chien, de lapin et de cobaye.
Le protocole de stimulation est indiqué en haut a gauche. Les constantes de temps,
calculées selon une ou deux fonctions exponentielles a partir des cinétiques d’activation et

de désactivation, sont indiquées en indice .

Le courant s’active et se désactive en suivant une cinétique pouvant étre
représentée par une ou deux exponentielles (Figure 4). Les constantes de temps
d’activation (Tat) et de désactivation (Taat) sont calculées a partir de ces
exponentielles. Comme le montre la Figure 4, ces constantes ainsi que la densité de

courant peuvent varier d’'une espéce a l'autre .
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1.2.2 Voltage-dépendance

: Control 200 pA E-4031
‘/"—_—— ‘ | 600 ms
+50 mV f
-30mV
-60mV
[ —]
300 ms
+40 mV

CONTROL E—4031

Figure 5 : Le courant Iks dans les cardiomyocytes. Courants Ik et Ixs (en présence d’E-4031)

enregistrés a partir de myocytes ventriculaires humain (en haut) et de cobaye (en bas). Le

protocole d’enregistrement est indiqué a gauche. .

La dépendance du courant au potentiel peut étre étudiée en dépolarisant la
membrane a différents potentiels a partir d'un méme potentiel de repos (Figure 5). Le
report de I'intensité du courant obtenue en fin de dépolarisation, une fois que tous les
canaux sont activés, en fonction du potentiel de dépolarisation permet d’établir la
courbe courant-potentiel (courbe I-V). Plus la membrane est dépolarisée, plus le
nombre de canaux ouverts augmente. Lorsque les canaux ont atteint leur maximum
d’ouverture (vers 30-40 mV), seule la force électromotrice est a lorigine de
'augmentation du courant, qui se fait alors de maniére linéaire (Figure 6, gauche,

courant en présence d’E-4031).
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Figure 6: Voltage-dépendance des courants potassiques I, Iks et Ik dans les
cardiomyocytes. Les courants Ik (control), Iks (E-4031) et Ik (E-4031 sensitive) sont
enregistrés sur des myocytes ventriculaires dhomme (en haut) ou de cobaye (en bas). A
gauche sont représentés les courants mesurés a la fin de la dépolarisation en fonction du
potentiel, au milieu, les courants de queue mesurés pendant la repolarisation (courbe I-V) et
a droite, les courants normalisés (courbe d’activation) .

La densité de courant en fonction du potentiel se mesure a potentiel constant, aprées
dépolarisation a différents potentiels, de maniére a s’affranchir de la force
électromotrice. L’amplitude du courant de queue (l.i) au début de la repolarisation
varie en fonction du nombre de canaux préalablement ouverts (Figure 6, milieu). Une
fois rapportée au courant de queue maximal enregistré, on peut établir une courbe
d’activation en fonction du potentiel, allant de 0 & 1 (Figure 6, droite). L’activation du
courant est caractérisée par le potentiel de demi activation (Vi2) ou la moitié des
canaux sont activés et par la pente de la courbe d’activation qui caractérise la
sensibilité des canaux au potentiel. Cette courbe a la forme d'une sigmoide et
répond a I'équation : | relatif = 1/(1+e"*Y"%) o V est le potentiel de dépolarisation,
V1/2, le potentiel de demi activation et K, la pente.

Le potentiel de demi activation mesuré pour Iks sur cardiomyocyte de cobaye est en
moyenne de 15.7 mV pour une pente de 12.7 mV alors que celui mesuré sur

cardiomyocyte humain est de 9.4 mV pour une pente de 11.8 mV .
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1.3  Reégulations intracellulaires du courant lks
1.3.1  Voies de signalisation liées aux récepteurs membranaires

1.1.1.1 La voie des protéines Gs ou Gi et la PKA

Recepteur p 5\

)"_‘:l' 'l‘,{l' .l""ll_r'l‘;l‘lﬁl._"l‘ 'l"'l‘ 'l"l'.

Protéine {4(F)- Protéine
k

.
-

Phosphatase

Figure 7 : Voie de signalisation intracellulaire liée a la PKA aboutissant a 'augmentation du

courant Ixs. AC : Adénylate-cyclase, PKA : protéine kinase AMPc-dépendante.

Le courant Iks est un des courants régulés par une stimulation sympathique (voir
annexe 3). Une stimulation des récepteurs (31 ou [2-adrénergiques induit une
cascade de réactions qui fait intervenir les protéines Gs (protéines couplées au
GTP), 'adénylate-cyclase (AC), ’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) et la
protéine kinase AMPc-dépendante (PKA, Figure 7). La phosphorylation du canal
KCNQ1 par cette kinase aboutit a 'augmentation du courant Iks et modifie ses

propriétés .
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Comme le montre la Figure 8, une stimulation des cellules de Purkinje de chien par
l'isoprénaline (un agoniste (B-adrénergique) aboutit a une augmentation du courant,
une accélération des cinétiques d’activation et un déplacement de la votage-
dépendance vers les potentiels plus négatifs . Cela signifie qu’a un potentiel donné
de +20 mV, par exemple, une quantité plus grande de canaux sera activee.
L’ensemble de ces modifications va dans le sens d’une stabilisation de [I'état

d’ouverture des canaux.
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Figure 8 : Réponse du courant Iks a lisoprénaline. La réponse du courant est mesurée a
deux doses d’isoprénaline, 10 et 500 nM (a gauche), et les modifications des constantes
d’activation (au milieu) et de la voltage-dépendance (a droite) sont représentées. Les

courants sont obtenus a partir de cellules de Purkinje de chien .

A l'inverse, lorsque les récepteurs sont couplés aux protéines Gi, 'adénylate-cyclase
est inhibée et le courant Iks est diminué. C’est le cas pour les récepteurs
muscariniques M2 et les récepteurs a I'endothéline-1 (ET-A). Les récepteurs
muscariniques sont des récepteurs a Il'acétylcholine qui interviennent dans la
stimulation par le systéeme nerveux parasympathique aboutissant a un ralentissement
de la fréquence cardiaque (voir annexe 3). L’endothéline-1 est sécrétée par les
cellules endothéliales vasculaires et cardiaques. Cette sécrétion est particulierement
abondante lors d’ischémie, d’insuffisance cardiaque ou d’hypertension. Dans les
cellules ventriculaires de cobaye, I'endothéline-1 serait capable d’inhiber le courant
lks préalablement activé par une stimulation -adrénergique . Cette inhibition serait
liée aux protéines Gi puisque I'application d’'un inhibiteur de ces protéines (toxine

pertussique) abolit cet effet.
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1.1.1.2 La voie des protéines Gq et de la PKC

De nombreuses études ont été réalisées pour étudier I'activation du courant ks par la
protéine kinase C (PKC). La majorité d’entre elles ont pour modéle I'ovocyte de
Xénope exprimant la protéine KCNE1 provenant du cobaye ou les cardiomyocytes
de cobaye . Dans toutes les études réalisées a partir de ces deux modéles, le
courant ls est activé par les activateurs de la PKC.

En revanche, lorsque la protéine KCNE1, associée au KCNQ1 endogéne de
'ovocyte de Xénope, provient d’'une autre espece que le cobaye comme le rat, le
chat ou 'homme, le courant est diminué par des activateurs de la PKC . Toutefois,
dans I'étude réalisée par Lo et Numann en 1998, la réponse du courant obtenu a
partir de protéines KCNE1 humaines exprimées dans les ovocytes de Xénope, était
biphasique. Le courant était tout d’abord augmenté par les activateurs de la PKC,
atteignant un pic au bout de 20 minutes, et chutait ensuite pour atteindre un courant
de moitié inférieur a la condition contrdle en 1 heure. Dans cette étude,
laugmentation du courant n’est pas associée a une modification de la voltage-
dépendance, ce qui est en accord avec les données obtenues sur myocytes de
cobaye .

En 2003, Xiao et al. ont étudié la régulation du courant Iks lorsque les deux sous-
unités KCNE1 et KCNQ1 humaines étaient exprimées dans I'ovocyte de Xénope. lls
ont alors observé une augmentation du courant Iks (Figure 9) qui résulterait plus
spécifiquement de I'action de la PKCe et de la PKCpy.

Il est possible que la réponse a la PKC dépende de I'espéce étudiée et il serait donc
intéressant d’évaluer la réponse du courant dans des cardiomyocytes provenant

d’autres especes que le cobaye comme le chien, le lapin ou 'homme.
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Figure 9 : Réponse du courant Ixs a la PKC. Augmentation du courant Ixs par le PMA (4-3
phorbol ester 12-myristate-13-acetate), un activateur des PKC dans les ovocytes de Xénope
exprimant les protéines KCNQ1 et KCNE1 humaines (Xiao, G.Q. et al. 2003).

La voie de la PKC est liée a différents récepteurs couplés aux protéines Gq, dont les
récepteurs o-adrénergiques (voir annexe 3). Les protéines Gq activent la
phospholipase C (PLC) qui hydrolyse le phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP:)
en diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate (IPs). Le DAG active a son tour la
PKC (Figure 10). Pour I'équipe de Kathofer, la voie de régulation couplée aux
récepteurs (33-adrénergiques fait aussi intervenir la PKC et serait a I'origine d'une
augmentation du courant Iks . Ces études ont été réalisées dans un systéme
d’expression hétérologue (ovocytes de Xénope) surexprimant le récepteur et le
canal, a température ambiante et sans agoniste spécifique des récepteurs [33-
adrénergiques, comme le BRL 37344. |l est donc difficile d’attribuer avec certitude
les effets observés a l'activation de ces récepteurs. De plus, le choix du modele est
important pour de telles études puisqu’il existe une grande variabilité de réponse aux
stimuli en fonction des modéles d’étude choisis (voir annexe 3). Les éléments activés
dans I'ovocyte de Xénope par une stimulation de ces récepteurs peuvent étre trés
différents de ceux activés dans les cardiomyocytes. Il est donc difficile de tirer des
conclusions de ces résultats tant que les effets observés n’ont pas été validés sur
cardiomyocytes.

D’aprés Matsumoto, les récepteurs a 'histamine de type H1 sont aussi liés a cette
voie dans les cellules atriales de cobaye. Dans ces cellules, I'inhibition de la PKC
empéche I'augmentation du courant Iks induite par I'histamine . Il a été montré que
I'histamine a pour effet d’allonger la durée du PA dans ces cellules , ce qui est, a
priori, en contradiction avec une augmentation du courant lks. Toutefois, pour I'équipe
de Matsumoto, cet effet sur la durée du PA serait plus lié¢ a une diminution du courant

Ir qu’a I'effet observé sur lks.
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De la méme maniére, l'inhibition de la PKC ou de la phospholipase C (PLC, voir
Figure 10) abolit 'augmentation du courant induite par I'angiotensine |l via les
récepteurs AT1, dans les myocytes atriaux de cobaye . L’angiotensine Il augmente,
en effet, le courant Iks et diminue ainsi la durée du PA. Une augmentation de
'angiotensine Il ou des récepteurs AT1 pourrait alors favoriser la survenue

d’arythmies telle qu’une fibrillation atriale (FA).

Inactive

Figure 10 : Voie de signalisation des récepteurs couplés aux protéines Gq.

1.1.1.3 La voie du NO et de la PKG

Nous avons vu précédemment que, d’apres I'équipe de Kathofer, les récepteurs [33-
adrénergiques pouvaient étre couplés a la voie de la PKC dans I'ovocyte de Xénope.
D’aprés I'équipe de Gauthier, ces récepteurs seraient couplés aux protéines Gi
puisque I'inhibition de ces protéines dans des biopsies endomyocardiques humaines
diminue partiellement l'effet inotrope négatif induit par les récepteurs [(33-
adrénergiques . Toutefois, la principale action de ces protéines Gi ne serait pas, ici,
d’inhiber 'adénylate-cyclase mais plutét d’activer la voie du monoxyde d’azote (NO)
par activation de la « nitric oxide synthase » (NOS, voir annexe 3). L’application
d’inhibiteurs de cette voie dans le méme modéle d’étude diminue considérablement

I'effet inotrope négatif des agonistes [33-adrénergiques .
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Le NO peut activer la guanylate cyclase (GC) et augmenter ainsi la concentration
intracellulaire de GMPc (guanosine monophosphate cyclique) activant la PKG
(protéine kinase GMPc-dépendante). Le GMPc est aussi capable d’activer les
phosphodiésterases de type 2 (PDE2) et d’inhiber les phosphodiésterases de type 3
(PDE3) dégradant ’AMPc. Par ces effets, le GMPc peut alors réguler I'activation de
la PKA. Le facteur natriurétique auriculaire (ANF), sécrété par les cellules
auriculaires, induit des effets biologiques variables, essentiellement médiés par une
augmentation intracellulaire de GMPc. Ce facteur diminue la sécrétion de rénine et
d’aldostérone et permet, notamment, de réduire la pré-charge et la post-charge par
ses actions natriurétique, diurétique et vasorelaxante.

Si la relation entre les récepteurs [33-adrénergiques et le courant Iks n’est pas encore
bien établie, quelques études ont mis en évidence un lien entre 'ANF, le NO ou le
GMPc et le courant Iks. En 2002, Shimizu et al. ont montré que ce courant, enregistré
sur des cellules sinusales de cobaye, pouvait étre augmenté par le GMPc et 'ANF .
Selon ces auteurs, le GMPc peut moduler le courant par deux voies différentes. La
premiére est due a son action inhibitrice sur les PDE3 qui aboutit a 'augmentation
d’AMPc intracellulaire et donc a I'activation de la PKA. La seconde voie fait intervenir
la PKG qui aurait une action activatrice sur le courant, indépendamment de la PKA.
L’équipe de Furakawa a montré, en 2004 et 2006, que le courant lks était augmenté
par le NO, en utilisant des activateurs et inhibiteurs du NO ou de la NOS3 (eNOS)
sur des cardiomyocytes ventriculaires de cobaye . Pour ces auteurs, I'effet du NO sur
le courant ne dépend pas que du GMPc puisque la présence d’un inhibiteur de la
guanylate cyclase (GC) n'’empéche pas l'activation du courant par un donneur du
NO. Le NO aurait un effet direct sur le courant en nitrosylant le canal. L’ensemble de

ces données est résumé sur le schéma représenté en Figure 11.
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Figure 11: Schéma représentant une voie de signalisation théorique entre le NO et le

courant ks .

1.3.2 Régulations par les hormones thyroidiennes et stéroides

Les hormones thyroidiennes et stéroides sont des hormones dont le récepteur est
intra-cellulaire et qui peuvent moduler 'expression de certains génes ou agir sur les

canaux par des voies de regulation intra-cellulaires.
1.1.1.4 Les hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes jouent un rdle non négligeable dans la régulation des
fonctions cardiaques. Un hypothyroidisme est associé a une diminution de la
fréquence cardiaque et de l'inotropisme et a un allongement de lintervalle QT . Une
augmentation de cet intervalle est due a un allongement de la phase de
repolarisation qui peut résulter d’'une augmentation d’un courant dépolarisant ou
d’'une diminution d’'un courant potassique repolarisant, comme Iks (voir annexe 1).
Ces hormones joueraient un rble sur I'expression et la fonction de certains canaux.
Notamment, I'expression des canaux Kv1.5, HCN et de la pompe Na/K- ATPase est
régulée par ces hormones . Peu d’études ont été réalisées pour évaluer leur effet sur
I'expression de KCNQ1 et de KCNE1. Dans deux études, réalisées a partir de coeurs

de souris, l'effet des hormones thyroidiennes sur le remodelage des canaux
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ioniques, dont le canal KCNQ1/KCNE1, a été évalué. Gloss et al. ont montré, par
RT-PCR a partir de ventricules de souris, que I'expression de KCNE1 était
augmentée chez les souris en hypothyroidie et chez les souris n’exprimant pas le
récepteur aux hormones thyroidiennes T3 de type a. L’inverse est observé pour les
souris en hyperthyroidie . Le Bouter et al. ont confirmé ces résultats sur les
cardiomyocytes de souris en hypo- et hyperthyroidie. D’apres ces auteurs,
'expression de KCNQ1 est aussi modulée par les hormones thyroidiennes, de la
méme maniére que KCNE1 . Ces données ne concordent pas avec 'augmentation
de lintervalle QT observée chez les patients en hypothyroidie. Certes, I'expression
des autres canaux potassiques importants pour la repolarisation chez la souris est
diminuée, comme c’est le cas pour les canaux Kv1.5, Kv2.1 et Kv4.2. L’augmentation
de la quantité de KCNQ1 et KCNE1 serait alors une adaptation permettant de
contrebalancer la diminution des autres canaux potassiques chez la souris . Des
études sur un modéle plus proche de 'homme permettraient, l1a encore, de fournir
des informations plus intéressantes pour aborder les pathologies liées a ces

hormones chez 'lhomme.
1.1.1.5 Les hormones stéroides

Les femmes ont une durée de PA plus longue et une valeur de QTc (QT corrigé en
fonction de la fréquence cardiaque, voir annexe 1) plus grande que les hommes, les
rendant plus susceptibles de développer des arythmies de type torsades de pointe .
Les hormones sexuelles seraient, en grande partie, responsables de cette

différence .

* L’cestradiol
L’effet de I'cestradiol sur I'allongement du PA serait lié a une inhibition du courant Iks.
Une étude a été réalisée sur des cellules CHO transfectées de maniére stable ou
transitoire, dans le but de comparer l'effet de [I'cestradiol sur les canaux
KCNQ1/KCNE1, HERG et Nav1.5 . Les auteurs ont montré que l'effet de cette
hormone était nettement plus important sur le courant lks que sur les autres courants.
Auparavant, Busch et al. avaient montré que la protéine KCNE1 jouait un réle majeur
dans l'inhibition du courant par le 17-beta-oestradiol . L’inhibition induite par cette

hormone était, en effet, largement plus marquée sur les ovocytes de Xénope

36



transfectés avec KCNQ1 et KCNE1 que sur ceux transfectés avec KCNQ1 seul.
Toutefois, les voies de régulation permettant une inhibition aussi rapide du courant
par I'cestradiol ne sont pas connues dans le cceur.

De maniére troublante, il a été montré dans les cellules des cryptes du colon distal,
que l'inhibition du courant KCNQ1 par I'cestradiol était liée a I'activation de la PKC®
et de la PKA. Dans ces cellules, la PKC® activerait la PKA, aboutissant a la
phosphorylation du canal et a la diminution du courant . Pourquoi, dans ces cellules,
la phosphorylation du canal par la PKA aboutit a une inhibition du courant alors que
linverse est observé dans le cceur, sous stimulation [B-adrénergique, reste une
question entiere. L'effet de I'cestradiol sur le courant Iks dans les cardiomyocytes n’a
jamais été directement démontré mais suggéré par les expériences décrites plus
haut. Plusieurs questions se posent alors : les effets de I'cestradiol sur le courant Iks
dans le cceur sont-ils aussi liés a I'activation de la PKA, comme dans les cellules du
colon ? Si oui, pourquoi les effets de la PKA ne sont-ils pas les mémes que ceux
obtenus lors d’'une stimulation -adrénergique ? Enfin, si les mécanismes induits par
une stimulation par I'cestradiol ne sont pas les mémes dans le coeur que dans le
colon, alors quels sont les mécanismes impliqués dans le cceur ? Dans les cellules
du colon, KCNQ1 est associé a la protéine régulatrice KCNE3 et non KCNE1. Le
courant est donc différent du courant Iks observé dans le coeur. Les autres protéines
impliquées dans le complexe de KCNQ1 et capables de réguler le courant different
certainement d’un type cellulaire a lautre. Si la réponse du courant a la
phosphorylation du canal par la PKA dépend des protéines régulatrices, il est alors
possible que la réponse soit différente en fonction du complexe dans lequel est
compris le canal. Cependant, cela n’explique toujours pas comment I'cestradiol est
capable d’inhiber le courant dans les cardiomyocytes. L’étude des effets de
I'cestradiol sur le courant Iks et des mécanismes impliqués dans ces cellules est
indispensable pour pouvoir répondre a cette question.

L’oestradiol semble aussi diminuer I'expression de la protéine KCNE1 dans le coeur
de lapin . D’aprés des données récentes, I'expression de cette protéine est inférieure
d’environ 24% chez la femelle par rapport au male . Ceci pourrait expliquer la plus
grande durée de l'intervalle QTc observée chez les femelles. L'expression du canal
KCNQ1 semble, en revanche, étre similaire dans les deux genres .

* |La testostérone
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En 2005, Bai et al. ont montré que la testostérone pouvait avoir un effet sur lks,
indépendamment de la régulation transcriptionnelle. D’aprés leurs résultats obtenus
a partir de cellules ventriculaires de cobaye, la testostérone réduit la durée du PA,
augmente le courant lks et diminue le courant lc.. . L’utilisation d’inhibiteurs
spécifiques a permis de déterminer que la NOS3, la c-src (une tyrosine kinase) et la
voie PI3K/Akt (protéines kinases) étaient impliquées dans cette régulation médiée

par la testostérone. La voie de signalisation proposée est représentée en Figure 12.

Figure 12 : Voie de régulation proposée entre la testostérone et le NO régulant les courants
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D’aprés ces auteurs, la fixation de 'hormone sur son récepteur intra-cellulaire permet
la formation du complexe récepteur/c-src/p85. La protéine c-src est une tyrosine
kinase et p85 une sous-unité régulatrice de la PI3K (phosphatidylinositol 3 kinase).
La formation de ce complexe permet la libération de la sous-unité active p110 de la

PI3K . Cette kinase va alors phosphoryler le PI(4,5)P2> (phosphatidylinositol-4,5-
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diphosphate) en PI(3,4,5)Ps (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) qui va former
un complexe avec I'Akt et la NOS3 . Le NO, synthétisé a partir de la NOS3, active

alors le canal directement et indépendamment de la voie GMPc .

* Les corticoides

En 2003, I'équipe de Lang a montré que les trois isoformes de la famille des kinases
SGK (serum- and glucocorticoid-inducible kinase), ainsi que la PKB (protéine kinase
B) pouvaient augmenter le courant induit par KCNQ1/KCNE1 dans les ovocytes de
Xénope . Les kinases de la famille SGK sont activées par les corticoides dont la
sécrétion est augmentée, notamment, lors d’un stress émotionnel . Ce type de stress
peut étre a l'origine d’'une mort subite d’origine cardiaque . L’augmentation du
courant lks par ces protéines kinases pourrait contribuer a I'accélération de la phase
de repolarisation observée lors de stress émotionnels .

Dans un article publié récemment, cette méme équipe propose un mécanisme pour
expliquer 'augmentation du courant ks par SGK1. Les auteurs montrent que la co-
expression de SGK1 constitutivement active avec KCNQ1 et KCNE1, dans les
ovocytes de Xénope, augmente la quantité de canaux a la membrane plasmique par
rapport aux cellules transfectées sans SGK1 . lls ont aussi montré 'implication des
protéines RAB5, RAB11 et PIKfyve (phosphoinositol 3-phosphate 5-kinase) dans les
processus d’endocytose-exocytose du complexe KCNQ1/KCNE1. Les résultats
suggérent, en effet, que RAB5 serait impliquée dans I'endocytose du canal
(diminution du courant) alors que RAB11 serait impliquée dans [I'exocytose
(augmentation du courant). Plus précisément, SGK1 serait capable d’activer la
PIKfyve en la phosphorylant, augmentant ainsi la synthése de PI(3,5)P.. Ce
phospholipide permettrait I'exocytose de vésicules contenant le complexe
KCNQ1/KCNE1 en activant la protéine RAB11 (Figure 13).
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Figure 13 : Schéma représentant les mécanismes impliqués dans le recyclage du canal
KCNQ1. SGK1 active la PIKfyve qui stimule le recyclage du canal dépendant du PI(3,5)P2 et
de RAB11. L'endocytose serait liée a la protéine RABS .

Par ailleurs, il a été montré que le facteur induit par les hormones corticostéroides,
CHIF, pouvait augmenter I'expression du canal KCNQ1 a la membrane et le rendre
voltage-indépendant . La mise en évidence de cette régulation a été réalisée dans
des systemes d’expression hétérologue (ovocytes de Xénope et CHO) en absence
de KCNE1 et aucune interaction directe KCNQ1-CHIF n’a été recherchée. Le
mécanisme permettant une telle régulation, les effets de cette régulation sur le
complexe KCNQ1-KCNE1 et le courant Ik et enfin les implications

physiopathologiques au niveau cardiaque restent a déterminer.
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2 Le canal KCNQ1 fonctionne au sein d’un complexe canalaire

2.1  KCNQ1 et KCNE1 a l'origine du courant ks

Le courant Iks résulte de I'association du canal KCNQ1 et de la protéine KCNE1 (ou
minK pour « minimal K* channel protein »). Ce courant était tout d’abord attribué a la
seule protéine KCNE1 malgré sa configuration atypique par rapport aux autres
canaux. Cette petite protéine ne comporte, en effet, qu'un seul domaine
transmembranaire contrairement aux autres canaux ioniques connus. Les études
étaient alors principalement effectuées sur les ovocytes de Xénope. En 1993, Attali
et al. ont suggéré que cette protéine pouvait réguler des canaux potassiques (et des
canaux chlores) endogénes, sans toutefois identifier KCNQ1 . Ce n’est qu’en 1996
que les équipes de Sanguinetti et de Barhanin découvrirent que le courant observé
résultait de I'association de la protéine KCNE1 transfectée dans ces ovocytes avec la
protéine canal KCNQ1 endogéne . Le courant obtenu par la transfection de ces deux
sous-unités dans différents systéemes d’expression a permis de caractériser les
propriétés moléculaires du courant ks (Figure 14).

Contrairement au courant Iks, le courant obtenu a partir du canal KCNQ1 seul est de
tres faible amplitude et d’activation rapide. Son potentiel de demi-activation est
autour de -11 mV alors qu’il est autour de +10-15 mV pour le courant lxs. De plus,
l'inactivation de KCNQ1, visible a partir d’'un certain potentiel, disparait complétement
lorsque le canal est associé a KCNE1 . KCNE1 modifie donc a la fois 'amplitude, les
cinétiques, la voltage-dépendance et l'inactivation du canal KCNQ1. L’augmentation
du courant serait en partie liée a une augmentation de la conductance et/ou du

nombre de canaux a I'état ouvert .
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Figure 14 : Le courant Ixs est généré par les protéines KCNQ1 et KCNE1. Courants obtenus
en transfectant des ovocytes de Xénope (en haut) ou des cellules CHO (en bas) avec
KCNQ1, KCNE1 ou les deux protéines ensemble . Les ovocytes de Xénope expriment

KCNQ1 de maniére endogéne. La transfection des deux protéines reproduit le courant Iks.

2.2 Propriétés moléculaires du complexe KCNQ1-KCNE1
2.2.1  Structure des protéines

Les premiéres analyses d’hydrophobicité sur le canal potassique Shaker ont permis
de prédire la structure de ces canaux composés de 6 domaines transmembranaires
(TM) hydrophobiques . Par homologie de séquence, d’autres canaux potassiques
supposés avoir la méme structure ont ensuite été identifiés, dont le canal KCNQ1.
Plus réecemment, les canaux KcsA a 2 domaines TM et Kv1.2 de la famille Shaker, a
6 domaines TM, ont été cristallisés et leur structure a pu étre déduite . D’aprés ces
données et en extrapolant a KCNQ1, il est possible de prédire la structure de cette
proteine de 676 acides aminés . Elle serait composée de 6 domaines
transmembranaires hydrophobes organisés en hélices a. Une boucle P (P-loop,
Figure 15, bas) entre les deux derniers segments TM, S5 et S6, contient une partie
transmembranaire permettant la formation du pore. Les parties N- et C-terminales
sont solubles et cytoplasmiques. La partie C-terminale est particulierement grande et

représente plus de la moitié de la protéine (Figure 15, bas). Elle contient des hélices
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o qui peuvent constituer des sites de fixation a d’autres protéines. Les canaux
KCNQ1 s’associent en tétramére (Figure 15, haut) et le pore est formé par les
boucles P de chaque sous-unité KCNQ1 (sous-unité a). La protéine KCNE1,
associée au canal KCNQ1, est une petite protéine de 129 acides aminés . Elle ne
contient qu’un seul domaine TM. Sa partie N-terminale est extracellulaire et contient
deux sites de glycosylation et sa partie C-terminale, intra-cellulaire (Figure 15, bas),
contiendrait au moins une hélice a .

Figure 15: Représentations schématiques des protéines KCNQ1 et KCNE1. En haut:

représentation de la structure du canal KCNQ1 seul (gauche) ou en tétramére (milieu). Une

vue de dessus du tétramére est schématisée sur la droite. Les boucles S5-S6 de chaque

monomére forment le pore. En bas : Représentation schématique des protéines KCNQ1
(gauche) et KCNE1 (droite). Quelques-uns des acides aminés retrouvés mutés dans le

syndrome du QT long congénital sont marqués en noir .

2.2.2 Association des deux protéines

1.1.1.6 Formation du complexe dans la cellule
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Une étude réalisée par Krumerman, a partir de mutants de KCNE1, semble montrer
que l'association KCNQ1-KCNE1 s’effectue au niveau du réticulum endoplasmique
(RE) . Le mutant KCNE1 L51H est retenu dans le RE et incapable de monter a la
membrane, contrairement a la forme non mutée (WT), d’aprés des marquages en
immunofluorescence. La co-expression de ce mutant avec le canal KCNQ1 dans des
cellules HEK293 (human embryonic kidney) aboutit a une rétention du canal dans le
RE. La quantité de canaux présents a la membrane plasmique est alors réduite et le
courant résultant d’'une telle co-transfection, dans des cellules CHO, correspond au
courant obtenu dans les cellules transfectées sans KCNE1. Ces résultats suggerent
que ces deux protéines sont associées dans le RE et soulévent I'éventualité d’un réle
de KCNE1 dans le trafic du canal . D’autres résultats montrent que la quantité de
KCNQ1 biotinylés (a la surface de la cellule) est nettement augmentée par la co-
expression de KCNE1 dans les cellules HEK293, confirmant alors le role de KCNE1

dans le trafic du canal vers la membrane plasmique .
1.1.1.7 Zones d’association du complexe KCNQ1-KCNE1

KCNE1 peut interagir avec différentes parties de la protéine canal. Des
immunoprécipitations réalisées a partir de chiméres de différents canaux ont permis
de déterminer les zones d’interaction du canal avec KCNE1 . Cette sous-unité
interagit avec la boucle P du pore, le segment S6 et la région C-terminale.
Cependant, pour que KCNE1 exerce toutes ses fonctions régulatrices sur KCNQ1,
'ensemble des régions de S5 a I'extrémité C-terminale doivent étre intactes. Si ces
domaines sur KCNQ1 sont remplacés par ceux de KCNQ4, le courant observé sera
équivalent a celui généré par KCNQ4. D’autres études réalisées a partir de
mutations sur la boucle S4-S5 semblent montrer que cette zone est également
nécessaire pour la régulation de KCNQ1 par KCNE1 .

Plusieurs études confirment que KCNE1 est situé prés du pore de KCNQ1 . Les
implications d’'une telle localisation sur les capacités de KCNE1 a réguler I'activation

du canal et sa sélectivité ionique seront abordées plus loin.
1.1.1.8 Stoechiométrie

La stcechiométrie du complexe KCNQ1-KCNE1 est encore un sujet débattu. Les

études réalisées par Wang et al., a partir des protéines KCNQ1 et KCNE1
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fusionnées dans des ratios différents, suggéraient que la stoechiométrie pouvait étre
soit de 1/1 soit de 1 KCNE1 pour 2 KCNQ1. Les constructions KCNE1-KCNQ1 et
KCNE1-KCNQ1-KCNQ1 étaient, en effet, capables de restituer un courant de type ks
dans les cellules CHO . Dans un article plus récent, les auteurs utilisent des
proteéines KCNQ1 et KCNE1 modifices rendant le courant sensible a la
charybdotoxine (CTX) en fonction du nombre de KCNE1 présents dans le complexe .
lls ont alors comparé la sensibilité a la CTX du courant obtenu dans les ovocytes de
Xénope transfectés avec les sous-unités libres a celle du courant obtenu a partir des
protéines fusionnées KCNE1-KCNQ1 et KCNE1-KCNQ1-KCNQ1. La sensibilité du
courant obtenu avec les sous-unités libres étant comparable a celle du courant
obtenu avec la deuxieme protéine de fusion, les auteurs en ont déduit que la
stoeechiométrie était de 1 KCNE1 pour 2 KCNQ1. Ce ratio a ensuite été confirmé par
I'utilisation de *H-CTX et d’'un anticorps anti-KCNE1 permettant une quantification
directe des canaux et des sous-unités KCNE1, dans les cellules COS-7 transfectées

avec les sous-unités libres ou les protéines de fusion . Le complexe serait donc

formé de 4 sous-unités KCNQ1 formant le canal et de 2 KCNE1 localisées prés du

pore (Figure 16).

Figure 16 : Représentation de linteraction KCNQ1-KCNE1. KCNE1 est localisée dans la
région du pore de KCNQ1. KCNQ1 est en gris et KCNE1 en bleu. Les trois acides aminés

responsables de I'activité spécifique de KCNE1 sur I'activation du canal sont représentés en
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vert sur la protéine KCNE1. A droite est représentée la stcechiométrie hypothétique du

complexe : 4 sous-unités KCNQ1 pour 2 sous-unités KCNE1 .

Dans le coeur humain, il est retrouvé cinq fois plus dARNm correspondant a KCNQ1
que dARNm correspondant a KCNE1 . La relation entre quantité dARNm et quantité
de protéines n’est pas linéaire mais il semble qu’une augmentation de I'expression
dARNm de KCNE1 soit retrouvée chez les patients en insuffisance cardiaque
chronique. L’augmentation du ratio KCNE1/KCNQ1 est corrélée avec une
augmentation de l'intervalle QT chez ces patients . KCNE1 provoque, en effet, un
déplacement de la courbe d’activation vers des potentiels plus positifs et ralentit
I'activation dans les ovocytes de Xénope transfectés avec KCNQ1 et une quantité
variable de KCNE1. Plus il y a de KCNE1 dans le complexe, plus ces modifications
de parameétres sont amplifiées et le courant a un potentiel donné diminué. KCNE1
ralentissant I'activation des canaux, le courant activé au cours d’'un PA (environ
300ms) sera moins intense s'il y a plus de KCNE1, méme si le courant global une
fois que tous les canaux sont activés (au bout de 2-3 secondes) est largement
augmenté par la présence de KCNE1. L’hypothése avancée a partir de ces résultats
expérimentaux est soutenue par les simulations informatiques montrant une durée
de PA plus longue et un courant lks inférieur lorsque la quantité de KCNE1 est
augmentée, pour une méme quantitt de KCNQ1 . Ces données soulignent
limportance du ratio protéique des complexes canalaires dans le maintien des

constantes électrophysiologiques des cardiomyocytes.
2.2.3 Zones spécifiques du complexe
1.1.1.9 Zone de sélectivité ionique du canal

La sélectivité aux ions potassium est déterminée par le filtre de sélectivité situé au
niveau du pore. Ce filtre contient une séquence de type TxGYG, trés conservée dans
'ensemble des canaux de type Shaker, qui confére sa sélectivité ionique au canal .
En mesurant le potentiel d’inversion a partir d’'un mélange de deux cations, Sesti et
Goldstein ont pu établir, en 1998, que le canal KCNQ1 conduit préférentiellement les
ions K > Rb* > NH," > Cs" >> Li*, Na" selon cet ordre. Le courant Iks a cette méme

séquence de sélectivité mais la perméabilité des ions NHs et Cs™ est lIégérement
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réduite en présence de KCNE1 . KCNE1 régulerait la conductance et la sélectivité du

canal KCNQ1 par sa partie transmembranaire présente au sein du pore .
1.1.1.10 Le voltage-sensor

La sensibilité au potentiel membranaire d'un canal voltage-dépendant comme
KCNQ1 dépend de la partie voltage-sensor du canal (Voltage-Sensor Domain, VSD)
qui regroupe les segments TM S1 a S4. Cette partie de la protéine régule la
conformation de la porte d’activation du canal localisée dans la région du pore
(segments TM S5 et S6). Au sein du VSD, le segment S4, particulierement chargé,
peut se déplacer Iégérement en fonction du potentiel de membrane . L’état ouvert ou
fermé du canal dépendrait de linteraction entre la boucle S4-S5 et la partie C-
terminale du domaine S6 . Les mouvements du segment S4 en réponse aux
dépolarisations membranaires (Figure 17) seraient a l'origine du changement de

conformation de la porte du canal en modulant cette interaction .

ionic current

gate gating current

CLOSED OPEN

Figure 17 : Le voltage-sensor du canal KCNQ1. Vue schématique du segment S4 (voltage-
sensor) au sein du canal (en gris) lorsque celui-ci est en position ouverte (droite) ou fermée
(gauche). Le compartiment extracellulaire (en haut) est chargé positivement et

I'intracellulaire (en bas) négativement .

KCNE1 est aussi un élément important pour la voltage-dépendance du courant Iks

puisque, comme nous I'avons mentionné précédemment, c’est I'association de cette
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protéine avec KCNQ1 qui confére les caractéristiques de voltage-dépendance au
courant lxs. La V12 de ce courant est, en effet, décalée d’environ 20-25 mV vers des
potentiels plus élevés par rapport a celle du courant obtenu avec le canal KCNQ1
exprimé seul .

KCNE3 est une protéine régulatrice de KCNQ1, trouvée principalement dans les
cellules épithéliales sécrétrices . Le courant obtenu par I'association de ces deux
sous-unités est de grande amplitude et présente une activation presque instantanée
et une dépendance au voltage trés peu marquée, rendant sa courbe |-V quasi-
linéaire . KCNE1 et KCNE3 régulent donc difféeremment I'activation et la voltage-
dépendance de KCNQ1. Nakajo et al. ont réalisé un cystéine-scanning sur le
segment S4 de KCNQ1 et évalué la sensibilité de ce canal muté au MTSES en
fonction de la présence ou non des sous-unités KCNE1 et KCNES3. lls ont ainsi pu
mettre en évidence les effets de ces sous-unités sur les mouvements du segment S4
. D’aprés leurs résultats, KCNE1 stabilise le segment S4 dans une position non
permissive, associée a I'état fermé du canal, et ralentit les mouvements de ce
segment vers I'état permissif en réponse aux variations de potentiel. En revanche,

KCNES3 stabilise ce segment dans un état permissif et le canal dans un état activé.
1.1.1.11 Domaines régulant la cinétique d’activation

En utilisant des chiméres des sous-unités KCNE1 et KCNE3 et une approche de
cystéine-scanning, I'équipe de Melman a pu déterminer les zones permettant la
régulation de l'activation du canal par ces sous-unités. D’apres leurs résultats, la
cinétique d’activation liée a KCNE1 dépend de l'interaction des acides aminés (aa)
F57, T58 et 159, présents dans le domaine TM de KCNE1 (Figure 16), avec les aa
338 a 340 situés dans le domaine S6 de KCNQ1 . Pour KCNE3, l'interaction se fait
au méme niveau sur KCNQ1 mais les conséquences sur la cinétique d’activation du
canal sont trés différentes et spécifiques a KCNE3. La génération de mutations
dirigées sur KCNE1 leur a aussi permis de montrer I'importance de la thréonine 58
qui peut conférer a elle-seule I'activation lente et caractéristique du courant Iks .
Lorsque cette seule thréonine est mutée en un acide aminé aliphatique, I'activation
du courant est semblable a celle générée par KCNE3. Une autre étude, basée sur

une approche de tryptophane-scanning a confirmé ces résultats .

1.1.1.12 Domaine de tétramérisation du canal
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Le canal KCNQ1 est le seul canal de la famille des KCNQ a ne pouvoir s’associer
qu’avec lui-méme . Le motif hypothétique d’association en tétramére a été suggéré
en 2000 par co-immunoprécipitation des parties C-terminales (WT ou mutées) du
canal KCNQ1 . Les auteurs ont montré que la zone comprise entre les aa 589 et 620
était indispensable a la tétramérisation. Cette zone est appelée A-domain. La partie
terminale de cette zone (aa 610-620) forme une hélice-a qui semble étre le site
permettant la tétramérisation et I'expression du canal a la membrane . Cette
interaction est représentée sur la Figure 18 réalisée a partir du canal KCNQ4 qui est
de la méme famille que KCNQ1.

De maniére intéressante, le canal muté au niveau de 'aa 178 et délété de toute la
partie suivant cet aa (segment S3 a la partie C-terminale) pourrait quand méme
s’associer aux sous-unités WT dans les COS-7 et empécher la montée du canal a la
membrane . Il semblerait donc que les sous-unités puissent s’assembler malgré
labsence de Ila partie C-terminale. Ces effets ont été observés en
immunofluorescence et patch-clamp mais aucune interaction directe n'a été
démontrée. Il est donc possible que cette association soit indirecte et qu’'une protéine

intermédiaire intervienne dans cette association.

Figure 18 : Zone de tétramérisation du canal. Localisation du A-domain sur la protéine
KCNQ4 et interaction des 4 hélices formées par le domaine de chaque sous-unité du

tétramere, selon 2 vues différentes .

2.3 Les éléments interagissant avec le complexe KCNQ1-KCNE1
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2.3.1 Protéines régulant le trafic et le maintien du canal a la membrane
1.1.1.13 L’isoforme 2 de KCNQ1

L’isoforme 2 de KCNQ1 est une isoforme du canal (isoforme 1) tronquée dans sa
partie N-terminale. Cette isoforme ne forme pas de canaux fonctionnels mais elle est
capable d’interagir avec l'isoforme 1. Elle agit comme un régulateur négatif du canal
puisque I'expression de cette isoforme avec le complexe KCNQ1/KCNE1 dans des
cellules COS-7 réduit significativement le courant formé par le complexe seul . Des

images d’immunofluorescence sur ces mémes cellules montrent que l'isoforme 2

KCNQ1 iso1 KCNQ1 iso1 + iso 2
. - 3
. . v

retient I'isoforme 1 au niveau des compartiments intracellulaires (Figure 19). Ces
données suggérent d’ailleurs un role de la partie N-terminale, manquante dans

l'isoforme 2, dans le trafic du canal vers la membrane plasmique.

Figure 19 : L’isoforme 2 de KCNQ1 retient l'isoforme 1 au niveau des compartiments intra-
cellulaires. Marquage en rouge de lisoforme 1 taguée HA (iso1-HA) et en vert de l'isoforme
2 couplée a la GFP (iso2-GFP), dans des cellules COS-7 non perméabilisées (haut) et
perméabilisées (bas). A gauche sont représentées les cellules transfectées uniquement avec
lisoforme 1 et a droite les cellules transfectées avec les deux isoformes. Le co-marquage
des deux isoformes dans les compartiments intra-cellulaires (bas, droite) est identifiable en

jaune .

50



Chez 'homme, la variation d’expression de cette isoforme (évaluée au niveau de
'’ARNmMm) est corrélée a I'hétérogénéité transmurale de la repolarisation ventriculaire .
Elle est, en effet, plus exprimée au sein du midmyocarde et pourrait induire un
courant ks plus petit dans cette couche que dans les couches superficielles. Cette
observation concorde avec la durée de PA plus longue des cellules du midmyocarde

(voir paragraphe 1.1.2 et Figure 2).
1.1.1.14 La calmoduline

La technique de double hybride a permis a I'’équipe de Villaroel d’identifier les sites
de fixation des KCNQ a la calmoduline . La partie C-terminale contient plusieurs
hélices-a dont deux contiennent des sites consensus a la fixation de la
calmoduline (CaM) : I'hélice A contient un motif de type IQ (aa 375-380) et I'hélice B
contient deux motifs d’interaction 1-5-10 se chevauchant (aa 509-528). D’aprés des
données plus récentes, I'hélice D serait aussi indispensable a la fixation de la
calmoduline . L’association de ces deux protéines serait indépendante du calcium et
la stoechiométrie proposée est de 1 CaM pour 1 KCNQ1 .

D’aprés le groupe d’Attali, la calmoduline jouerait un rdle important dans la
conformation de la partie C-terminale cytoplasmique en la rendant soluble . L’étude
sur des mutants de la partie C-teminale a aussi permis de montrer que la
calmoduline diminuait la dégradation du canal et augmentait son expression a la
membrane. L’ensemble de ces données suggére que la calmoduline, en jouant sur la
conformation du canal et en fonctionnant comme une chaperone, permettrait la
tétramérisation du canal dans le RE et son trafic jusqu’a la membrane . Son réle sur
'adressage serait indépendant du calcium .

La calmoduline, tout comme KCNE1, s’associerait donc trés tot avec le canal au sein
de la cellule, au niveau du RE. Cette association, probablement stabilisée par la

protéine KCNE1 , favoriserait le trafic du canal jusqu’a la membrane.
1.1.1.15 La protéine fhi2

I a été montré en 2002 par I'équipe de Roden que la protéine fhi2, largement
exprimée dans le cceur, jouait un réle essentiel dans la genése du courant. En effet, la
co-expression des protéines KCNE1 et KCNQ1 dans des cellules HEK293

n’exprimant pas fhl2 aboutit a un courant trés petit, sensiblement identique au courant
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obtenu a partir de KCNQ1 seul. Des tests en double hybride ont permis de déterminer
que la protéine fhl2 interagit avec la partie C-terminale de KCNE1 . Son rdle au sein
du complexe n’est pas encore bien établi mais, puisque cette protéine co-localise
avec l'a-actinine au niveau des stries Z dans les cardiomyocytes , il est possible
gu’elle joue un réle d’'ancrage du complexe au cytosquelette. Cette interaction pourrait
permettre de stabiliser les protéines a la membrane ou encore de déterminer leur

localisation au sein de la cellule.

2.3.2 Protéines et phospholipides modifiant les propriétés du canal a la

membrane

1.1.1.16 Les autres protéines de la famille des KCNE

B LA
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Figure 20 : Quantification absolue des ARNm codant pour les protéines de la famille des
KCNE dans le coeur humain. La quantification des ADNc correspondant aux protéines
ciblées a été réalisée au niveau de l'oreillette gauche (LA), du ventricule gauche total (LV) et

de ses parties épicardique (LV Epi) et endocardique (LV endo) .

Dans le cceur, I'étude quantitative des ARNm codant pour les cing membres de la
famille KCNE montre que les plus exprimés sont KCNE1, KCNE4 et KCNE3 .
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KCNE2 est plus faiblement exprimé et KCNES est trouvé en tres faible quantité
(Figure 20).

L’identification des effets des différentes protéines KCNE sur le courant produit par
KCNQ1 a fait 'objet de plusieurs investigations révélant des différences notables
entre ces partenaires. Toutefois, elles ont quasiment toutes été réalisées dans des
systemes d’expression hétérologue et trés peu d’entre elles permettent d’avoir une
idée du réle et de 'importance physiologique de ces protéines KCNE dans le cceur.
De plus, ces protéines sont étudiées indépendamment et leurs effets sur le complexe
KCNQ1/KCNE1 sont trop peu souvent établis. Notamment, le réle de la protéine
KCNE4, exprimée au méme niveau que KCNE1, reste a déterminer bien que des

données trés récentes apportent des éléments de réponse.

« KCNE2 (MiRP1)

KCNE2 est une protéine reconnue pour interagir avec le canal HERG, responsable
du courant lk. Il a été montré en 2000 qu’elle pouvait aussi interagir avec le canal
KCNQ?1 . Le courant alors obtenu est un courant instantané, de trés faible amplitude
et quasiment voltage-indépendant . Des mutations sur le géne de KCNEZ2, identifiées
dans le syndrome du QT long congénital, sont capables d’induire une perte de
fonction du canal KCNQ1 . KCNEZ2 pourrait donc interagir avec le canal et son réle
sur le courant lxs est a déterminer.

D’aprés les expériences de Lundquist et al. sur des cellules CHO exprimant
KCNQ1/KCNE1 de maniére stable, la transfection transitoire de la protéine KCNE2
ne modifie pas le courant Iks . Toyoda et al. ont, en revanche, montré que KCNE2
modifiait Iégérement mais significativement les propriétés du courant, en accélérant
les cinétiques d’activation et en décalant la courbe d’activation vers les potentiels
plus dépolarisés . Ces données, obtenues sur des cellules COS-7 transfectées
transitoirement, suggérent un réle inhibiteur de cette sous-unité sur le complexe
KCNQ1-KCNEH1. Le fait que I'expression de KCNE2 aboutisse a des effets différents
sur lks en fonction du modéle d’étude et/ou de la méthode de transfection motive
I'étude de cette interaction dans les cardiomyocytes. Dans les cellules COS-7, I'acide
méfénamique ralentit nettement la cinétique de déactivation du courant produit par
KCNQ1/KCNE1 mais ne modifie quasiment pas le courant produit par
KCNQ1/KCNE2. Son action sur le complexe composé des trois partenaires ou sur le

courant lks enregistré sur cardiomyocytes de cobaye aboutit & un moindre effet que
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sur le courant KCNQ1/KCNE1. Ces résultats apportent un argument de plus en
faveur de l'interaction KCNQ1/KCNEZ2 . Toutefois, a ce stade, il est difficile de savoir
si la protéine KCNE2 est capable de se fixer au complexe KCNQ1/KCNE1 ou sl
existe une compétition entre les sous-unités KCNE1 et KCNE2.

Pour Wu et al., le courant produit par les trois sous-unités exprimées ensemble dans
les ovocytes de Xénope ou les COS-7 est diminué par rapport au courant
KCNQ1/KCNE1 et les cinétiques ne sont pas modifiées . Un co-marquage sur
cardiomyocytes de rat leur a permis de mettre en évidence que les trois protéines co-
localisaient a la surface membranaire et dans les tubules-T. Une co-
immunoprécipitation entre les trois sous-unités a confirmé I'hypothése d’un complexe
tripartite.

Toutefois, KCNE2 étant faiblement exprimée dans le cceur humain, I'association de
cette sous-unité au complexe KCNQ1/KCNE1 reste certainement exceptionnelle. Par
contre, une mutation accentuant ses effets inhibiteurs sur le courant ou une
augmentation de son expression pourrait étre a I'origine d’'une diminution du courant

pouvant aboutir a des troubles du rythme.

 KCNE3 (MiRP2)
Comme nous l'avons vu plus haut, KCNE3 peut aussi former un complexe avec
KCNQ1, particulierement dans les cellules digestives sécrétrices . Le courant est
alors de grande amplitude, d’activation trés rapide et quasiment voltage-indépendant
. Dans les cellules CHO (chinese hamster ovary) exprimant de maniére stable le
complexe KCNQ1/KCNE1, I'expression transitoire de KCNE3 accélére nettement les
cinétiques du courant et modifie sa voltage-dépendance . Le méme effet est observé
lors d’une transfection transitoire des trois sous-unités dans ces mémes cellules . Ce
type de transfection réalisée sur ovocytes de Xénope aboutit a un courant mixte
ayant une composante propre a KCNES3 (canaux ouverts aux potentiels négatifs avec
une activation instantanée) et une a KCNE1 (activation lente aux potentiels positifs) .
KCNE1 et KCNES3 agissent sur les mémes acides aminés de KCNQ1 pour réguler sa
cinétique d’activation (voir paragraphe 2.2.3). Il est alors possible que ces deux
protéines soient en compétition pour interagir avec le canal. L’étude
électrophysiologique en cellule entiére ne permet pas de dire si les protéines KCNE1
et KCNES3 peuvent faire partie d'un méme complexe avec KCNQ1 ou si elles forment

deux complexes différents avec le canal.
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L’utilisation de protéines modifieces (KCNQ1, KCNE1, KCNE3) pour étre plus ou
moins sensibles a la charybdotoxine et pour permettre leur fixation irréversible a
cette molécule a permis a Morin et Kobertz de déterminer si les trois sous-unités
pouvaient faire partie d'un méme complexe, dans les ovocytes de Xénope
transfectés transitoirement. Cette stratégie permet de dissocier les complexes
tripartites des complexes bipartites (KCNQ1-KCNE1 ou KCNQ1-KCNE3). Ces
auteurs ont ainsi montré que les trois sous-unités faisaient partie d’'un méme
complexe dans ces cellules et qu’aucun complexe KCNQ1-KCNE3 ne pouvaient se
former dans ces conditions . L’analyse fonctionnelle de ces complexes tripartites a
aussi révélé que KCNQ1 était plus sensible a KCNE3 qu’a KCNE1.

A priori, les cinétiques et la voltage-dépendance du courant Iks enregistré dans les
cardiomyocytes sont plus proches des parametres du courant obtenu a partir des
sous-unités KCNQ1 et KCNE1 que des trois sous-unités (avec KCNE3) exprimées
ensemble. Cela suggére qu’une faible quantité de sous-unités KCNE3 se lie au
complexe KCNQ1/KCNE1. De fait, la quantité d’ARNm codant pour KCNE3 est 3 a 4
fois inférieure a celle des ARNm codant pour KCNE1 dans le cceur (Figure 20) . Il est
possible que l'effet mineur de KCNE3 sur le complexe soit lié a cette différence
d’expression. Une augmentation de I'expression de cette sous-unité pourrait, en
revanche, modifier les propriétés du canal et aboutir a des troubles de la
repolarisation (raccourcissement du PA) ou, au contraire, constituer une base de
traitement pour les pathologies du type syndrome du QT long ou la repolarisation est

altérée .

+ KCNE4 (MiRP3)
Comme le montre la Figure 20, la quantité d’ARNm correspondant a KCNE4 est au
moins aussi importante que celle correspondant a KCNE1 . L'étude de son effet sur
le courant semble donc aussi importante que celle concernant KCNE1. KCNE4
diminue le courant induit par KCNQ1 dans les ovocytes de Xénope ou les COS-7 en
décalant la courbe d’activation vers des potentiels bien plus positifs . Les effets de
cette sous-unité sur le complexe KCNQ1/KCNE1 sont, par contre, plus controversés.
D’aprés Lundquist et al., la transfection transitoire de KCNE4 sur des cellules CHO
exprimant KCNQ1/KCNE1 de maniére stable inhibe complétement le courant . Pour
les équipes de Bendahou et de Morin, en revanche, le courant Iks est peu modifié par

la co-expression de KCNE4, que ce soit dans des cellules COS-7 ou des ovocytes
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de Xénope . |l est assez difficile d’expliquer la différence observée entre les études. I
existe une différence dans le modéle d’étude et la transfection (permanente ou
transitoire) mais la différence majeure réside certainement dans le ratio des
protéines exprimées. Dans les études réalisées sur lignée stable de CHO, la quantité
de KCNE4 transfectée transitoirement est certainement supérieure aux quantités de
protéines KCNQ1 et KCNE1 présentes de maniere stable dans les cellules.
Bendahou et Morin ont utilisé un ratio KCNQ1/KCNE1/KCNE4 de 1:1:1 et 4:1:0.2,
respectivement. |l est alors possible que l'affinité du canal pour les deux sous-unités
soit différente (plus faible pour KCNE4 que pour KCNE1) et que laffinité KCNQ1-
KCNE4 soit augmentée par une surexpression de KCNE4 par rapport a KCNE1.
Cette hypothése a été confirmée par les expériences de Morin et al. a l'aide des
protéines modifiées et de la sensibilité du canal a la charybdotoxine . D’aprés eux,
KCNE4 peut s’associer au complexe KCNQ1/KCNE1 et la quantité de KCNE4 au
sein du complexe dépend clairement du ratio KCNE4/KCNE1, suggérant une affinité
plus faible du canal pour cette sous-unité. Cependant, I'association de cette protéine
au complexe KCNQ1/KCNE1 ne modifierait pas les cinétiques ou les propriétés
d’activation du courant lks. En tenant compte de ces données et de la quantité
similaire d’ARNm codant pour KCNE1 et KCNE4, on peut alors envisager que le
courant lks enregistré dans les cardiomyocytes est généré par le complexe
KCNQ1/KCNE1 et/ou par le complexe formé des trois partenaires
KCNQ1/KCNE1/KCNE4 (Figure 21).

En conclusion, KCNQ1 - organisé en tétramére - est capable de former un complexe

hétéromérique avec au moins deux sous-unités dont KCNE1, KCNE3 et/ou KCNE4.
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Figure 21 : Représentation hypothétique du complexe formé par KCNQ1, KCNE1 et KCNE4.
Au moins deux sous-unités KCNE sont associées au canal (en pointillés sont représentées

les sous-unités hypothétiques).

1.1.1.17 La calmoduline et la sensibilité au calcium

Nous avons vu précédemment que la calmoduline (CaM) jouait un role dans la
tétramérisation et I'adressage du canal a la membrane, indépendamment du calcium.
D’aprés certains auteurs, la calmoduline aurait aussi un réle sur le courant lui-méme
et notamment sur sa sensibilité au calcium.

Différentes études réalisées sur ovocytes de Xénope ont montré que le courant
genére par le complexe KCNQ1/KCNE1 était sensible au calcium. Une augmentation
de sa concentration intracellulaire par la ionomycine aboutit a une augmentation du
courant et a une accélération des cinétiques . Inversement, une diminution de sa
concentration par le chélateur BAPTA réduit le courant . Alors que, pour la majorité
des auteurs, I'effet positif du calcium sur le courant est visible méme lorsque KCNQ1
est exprimé seul, pour Boucherot cet effet ne serait visible qu'en présence de
KCNE1 (ou KCNE3). En accord avec ces différentes données et 'implication de la
calmoduline dans cette sensibilisation au calcium, des antagonistes de la CaM sont
capables d’inhiber le courant KCNQ1/KCNE1 dans ces mémes cellules . Toutefois,
comme nous I'avons vu plus haut, il est possible que cette inhibition du courant soit
liée a une diminution de I'expression des canaux a la membrane plutét qu’a une
perte de I'effet de la calmoduline et du calcium sur le courant lui-méme. L'utilisation
d’'un mutant de la calmoduline incapable de fixer le calcium (CaM12:) a permis a

'équipe de Pitt de mettre en évidence le rdle du calcium sur la calmoduline associée
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au canal KCNQ1. La fixation de la calmoduline sur KCNQ1 est indépendante du
calcium (voir paragraphe 2.3.1) mais les effets de la CaM sur le courant dépendent
de sa capacité a fixer cet ion. En effet, les ovocytes transfectés avec KCNQ1 et la
forme mutée de la CaM expriment un courant similaire aux cellules transfectées sans
CaM. Ce courant est plus petit que celui observé dans les cellules transfectées avec
la forme WT de la CaM .

En revanche, I'étude réalisée par I'équipe de Shapiro sur les CHO transfectées
transitoirement avec KCNQ1, KCNE1 et la calmoduline suggére que le courant lks
n’est sensible ni a la calmoduline, ni au calcium, contrairement aux autres canaux
KCNQ étudiés . En effet, le courant est le méme dans les cellules transfectées avec
ou sans CaM WT ou mutée et I'ajout de calcium ou d’ionomycine ne modifie pas le
courant. Est-il alors possible que I'effet observé dans les ovocytes de Xénope soit lié
a un régulateur qui n'existe pas dans les CHO ? D’autres études sur des cellules de
mammiféres ou des cardiomyocytes semblent nécessaires pour répondre a cette
question et déterminer les effets du calcium et de la calmoduline sur le courant Iks

natif.
1.1.1.18 Le canal HERG

Il a été montré par co-immunoprécipitation et GST-pulldown, a partir de cellules CHO
transfectées et de tissu cardiaque de chien, que les sous-unités KCNQ1 et HERG
pouvaient s’associer . Un immunomarquage de ces deux canaux réalisé sur
cardiomyocytes de chien a montré leur colocalisation. Cette association semble
augmenter la quantité de canaux HERG a la membrane et la densité du courant Ik..
De plus, le courant I cardiaque est plus proche de celui enregistré lorsque les deux
sous-unités sont exprimées dans les CHO que lorsque le canal HERG seul est
exprimé, suggérant une association entre ces deux canaux dans les cardiomyocytes.
Toutefois, si cette association modifie le courant attribué a HERG, aucun

changement du courant lxs n'a pu étre observé.

1.1.1.19 Le PIP;
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Le PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-diphosphate) est un phospholipide membranaire
intervenant dans des voies de régulation diverses et capable de moduler des canaux
ioniques et des transporteurs membranaires . En 2003, le réle du PIP: sur le courant
lks a été mis en évidence par Loussouarn, au sein de notre équipe . Lorsque le
courant lks est enregistré en patch-clamp dans les conditions cellule entiére percée
ou giant-patch, une diminution du courant dépendante du temps (rundown) peut étre
observée. Cette diminution peut étre ralentie par I'application de PIP. et supprimée
par I'application de PIP. et MgATP. Le PIP, modifie les propriétés du courant: il
ralentit ses cinétiques de désactivation et décale la courbe d’activation vers les
potentiels plus négatifs. L’application d’'un modéle Markovien, élaboré pour le canal
ATP-dépendant (Kir6.2/SUR1) et prenant en compte les changements
conformationnels du canal, au complexe KCNQ1/KCNE1 suggére que les effets du
PIP2 sur le courant résultent d’'une stabilisation du canal a I'état ouvert.

La zone d’interaction entre le canal et le PIP, n’est pas encore bien établie. Ce
phospholipide étant chargé négativement, il est fort probable que les zones
d’interaction sur KCNQ1 contiennent des acides aminés chargés positivement,
comme c’est le cas pour le canal Kir6.2 . En accord avec cette hypothése, I'étude de
trois mutants du canal KCNQ1 mutés sur des résidus arginine (chargés
positivement) et impliqués dans le syndrome du QT long congénital a révélé une
affinité réduite de ces mutants pour le PIP: . Les mutants R539W et R555C sont
situés sur la partie C-terminale du canal et R246H sur la boucle S4-S5. Lorsqu'ils
sont co-exprimés avec KCNE1 dans des cellules COS-7, ils induisent un courant
diminué par rapport au courant généré par les sous-unités WT. Le décalage vers des
potentiels positifs de la courbe d’activation, induit par ces mutants, participe a la

perte de fonction du canal.

2.3.3 Protéines intervenant dans les voies de signalisation régulant le

courant
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1.1.1.20 Reéponse du courant a une stimulation de la PKA

* Les AKAP associées a la PKA et KCNQ1
Il a été montré au laboratoire, en 2001, que la réponse du courant lks a la PKA
nécessitait une protéine d’ancrage de cette kinase, telle que I'AKAP79 ou
'AKAP15/18 . Toutefois, I'effet observé méme en présence de ces AKAPs restait
modeste par rapport a 'augmentation du courant observée dans les cardiomyocytes.
Dans une étude sur le complexe nécessaire a la phosphorylation du canal KCNQ1
par la PKA, Marx et al. ont identifié yotiao comme étant 'AKAP cardiaque
indispensable a I'activation de lks . llIs ont montré par co-immunoprécipitation que
cette protéine est capable d’interagir avec la partie C-terminale du canal, sur le motif
appelé Leucine Zipper (aa 588 a 616). L’expression du concatémére KCNQ1-KCNE1
et de yotiao dans des CHO induit un courant qui est augmenté de 2 a 3 fois lorsque
du 8-Br-cAMP (un analogue de 'AMPc) et de 'acide okadaique (un inhibiteur des
phosphatases) sont appliqués. Dans les cellules n’exprimant pas yotiao, aucune
augmentation du courant n’est visible . Une immunoprécipitation de KCNQ1 montre
que yotiao permet I'ancrage de la sous-unité régulatrice RIl de la PKA mais aussi

'ancrage de la phosphatase 1 (PP1).

* Les sites de phosphorylation par la PKA
Le premier site de phosphorylation par la PKA a avoir été identifié est situé au niveau
de la sérine 27, sur la partie cytoplasmique N-terminale du canal . Pour Marx et al.,
cette sérine est I'unique site de phosphorylation puisque sa mutation en alanine
empéche complétement la réponse du courant a la PKA, dans des CHO transfectées
avec les protéines humaines KCNQ1, KCNE1 et yotiao. Cependant, dans des
ovocytes de Xénope transfectés avec la protéine KCNQ1 de rat, la mutation de cette
sérine en alanine n’empéche pas la réponse a la PKA . Il est possible qu’a la
différence de la protéine KCNQ1 humaine, la protéine de rat posséde un autre site
de phosphorylation. Une autre explication réside dans le fait que les ovocytes de
Xénope possédent des canaux KCNQ1 endogénes qui répondent certainement a la
PKA (non testé dans cette étude). Il est aussi possible qu’une protéine régulatrice du
canal n’existant pas dans les CHO soit phosphorylée dans les ovocytes et modifie

les propriétés du canal.
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Une autre étude réalisée plus tard sur des CHO démontre la présence de deux
autres acides aminés phosphorylables par la PKA . A la différence des premiéres
études sur les CHO, les auteurs obtiennent un courant partiellement augmenté par
I'activation de la PKA lorsque la sérine 27 est mutée en alanine et le courant ne
répond plus du tout a la stimulation quand les trois cibles sont simultanément mutées
(S27A, S468A et T470A). Les protocoles de stimulation de la PKA (doses, délai) et
d’enregistrement des courants difféerent entre les deux études réalisées sur les CHO
et peuvent étre a l'origine des divergences observées . Les études réalisées par
Yang ont nécessité deux fois plus de temps d’incubation avec les activateurs de la
PKA que celles réalisées par Marx (30 et 15 minutes, respectivement). |l est possible
que les sérine 468 et thréonine 470 soient moins accessibles ou aient une moins
bonne affinité a la PKA que la sérine 27. Il est aussi possible que les effets médiés
par la phosphorylation de la sérine 27 soient visibles plus précocément que ceux
médiés par la phosphorylation de l'autre site. Ainsi, lors d’'une application courte,
seule 'augmentation du courant relative a la phosphorylation du premier site aurait
lieu alors qu’une application plus longue permettrait de visualiser celle relative a tous
les sites de phosphorylation (voir aussi la discussion de l'article 1, dans la partie

résultats).

* La phosphorylation de yotiao
L’équipe de Kass a montré que dans les cellules exprimant KCNE1, yotiao et le
canal muté KCNQ1-S27D (ou KCNQ1-S27E) simulant une phosphorylation, le
courant résultant est plus grand que dans les cellules n’exprimant pas yotiao ou
lorsque le site d’association a yotiao est muté sur KCNQ1 . Le courant obtenu a
partir de ces derniéres cellules est d’ailleurs similaire au courant obtenu dans les
cellules transfectées avec la forme WT du canal, KCNE1 et yotiao, avant stimulation
de la PKA. Tous ces résultats suggérent que 'augmentation du courant, lorsque le
canal est phosphorylé, nécessite I'association de yotiao au canal. Cette méme
équipe a identifié récemment un site de phosphorylation par la PKA sur 'AKAP
yotiao. La phosphorylation de la sérine 43 de yotiao serait indispensable a son action
sur le courant lks . Si cette sérine est mutée en alanine (non phosphorylable), le
courant lks dans les cellules CHO ne répond plus a une stimulation de la PKA, que la

sérine 27 du canal soit pseudo-phosphorylée (S27D) ou non.
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e L’implication de KCNE1
KCNE1 participe a cette régulation puisque, selon I'équipe de Kass, la réponse a une
telle stimulation dépend de la quantité de KCNE1 présente dans le complexe . Cette
évaluation a été réalisée sur le courant obtenu a partir de protéines fusionnées (ratio
KCNQ1/KCNE1 variable) dans des cellules CHO. Il existe aussi des mutations de
KCNE1 capables de supprimer la réponse du courant a la PKA, malgré la
phosphorylation maintenue du canal, confirmant alors un réle de cette sous-unité
dans cette réponse . Cependant, aucun site de phosphorylation par la PKA n’a été

mis en évidence sur KCNE1.

En résumé, la réponse du courant a une stimulation de la PKA (sous stimulation (-
adrénergique, par exemple) nécessite 1) l'association KCNQ1-yotiao, 2) la
phosphorylation du canal, 3) la phosphorylation de yotiao, 4) la présence de KCNE1
et 5) la présence des microtubules intacts, selon les résultats obtenus au cours de
ma thése (premier article présenté dans les résultats). Si 'une de ces conditions

n’est pas remplie, le courant n’augmente pas malgré la stimulation de la PKA.
1.1.1.21 Réponse du courant a une stimulation de la PKC

Le canal KCNQ1 contient 9 sites de phosphorylation potentiels par la PKC mais 4
seulement semblent nécessaires pour que le courant augmente aprés
phosphorylation par cette kinase. D’aprés Kathofer et al., la mutation en alanine des
4 sites phosphorylables S409, S464, T513 et S577 sur la partie C-terminale, aboutit
a une diminution importante de la réponse a l'isoproterenol, dans les ovocytes
transfectés avec KCNQ1, KCNE1 et le récepteur 33-adrénergique . D’apres ces
auteurs, cette réponse a l'isoproterenol dans ce type de systéme serait liée a la PKC
puisqu’un inhibiteur de cette kinase inhibe la réponse a I'isoproterenol.

Pour ce type de régulation aussi, la sous-unit¢ KCNE1 peut modifier la réponse.
Dans les ovocytes de Xénope transfectés avec cette protéine provenant du cobaye,
I'application d’'un activateur de la PKC aboutit a une augmentation du courant. Si ces
cellules sont transfectées avec la forme mutée N102S de KCNE1, le courant diminue
en réponse a la stimulation .

Les isoformes de la PKC identifiées comme étant a I'origine de la réponse du courant
KCNQ1/KCNE1 dans l'ovocyte de Xénope sont les isoformes PKCpIl et PKCe.
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Comme pour la PKA, il existe des protéines d’ancrage qui permettent a la PKC
activée d’étre localisée prés de son substrat . Les protéines de la famille RACK
(receptors for activated C-kinase) de type RACKI et RACKII sont les protéines
d’ancrage spécifiques des isoformes PKCII et PKCg, respectivement. Contrairement
aux AKAP, aucune protéine RACK n'a pu étre associée au complexe
KCNQ1/KCNE1, pour linstant.

1.1.1.22 La PKG

L’étude réalisée par Shimizu et al. a permis de mettre en évidence un role de la PKG
sur le courant . Dans cette étude réalisée sur des cellules sinusales de cceur de
cobaye, l'application d’'un analogue du GMPc, le 8-Br-GMPc, aboutit a une
augmentation d’environ 48% du courant lks. Cette augmentation n’est plus visible si
un inhibiteur de la PKG (KT-5823) est appliqué en méme temps. Cependant, aucune
donnée n’est disponible concernant la phosphorylation du canal par la PKG.

La PKG et la PKA ont des structures similaires et il est fort probable que des
protéines d’ancrage comme les AKAPs soient nécessaires a la régulation par la PKG

mais la encore, aucune donnée n’est disponible pour la régulation du courant Iks.
2.3.4 Protéines intervenant dans la dégradation du canal

Les canaux ioniques, comme toute protéine, peuvent étre dégradés a différents
niveaux dans la cellule (Figure 22). Une mauvaise conformation, ou glycosylation, ou
un défaut de polymérisation dans le RE, induite par une mutation par exemple, peut
induire la dégradation du canal par la voie ERAD (endoplasmic reticulum associated
degradation). Cette voie comprend deux principales étapes : 1) la rétrotranslocation
de la protéine, permettant sa solubilisation et sa sortie du RE dans le cytoplasme, et
2) sa dégradation par le protéasome. Le protéasome 26S est formé de plusieurs

sous-unités et agit comme une protéase ATP-dépendante.

63



Les protéines bien conformées et assemblées sont amenées vers 'appareil de Golgi
et la membrane plasmique par des vésicules de transport et d’exocytose. Les
protéines en surface peuvent étre internalisées puis dégradées par les lysosomes ou

protéasomes ou bien recyclées .

Les canaux ioniques de bonne A la membrane, les canaux ioniques
conformation et correctement possédant un motif PY sont
assemblés trafiquent vers I'appareil spécifiquement reconnus par les

de Golgi puis la membrane plasmique enzymes E3 de la famille

par les vésicules de sécrétion. Nedd4/Nedd4-like par leur domaine

Les canaux ciblés seront
ubiquitinylés et internalisés.

Les canaux Internalization

n ] A\
ioniques mal C 3, j
conformés, sont e
ubiquitinylés et _ ~— G
rétro-transloqués
via la protéine

canal sec61.

Proteasome

Les protéines rétro-
transloquées sont alors
reconnues et dégradées par le
protéasome (voie de
dégradation associée au RE :
ERAD).

LN T

Les canaux internalisés peuvent étre soit
déubiquitinylés (DUB) et recyclés a la
membrane, soit dégradés par le lysosome
ou le protéasome.

Figure 22 : Dégradation des canaux ioniques et role de l'ubiquitinylation .

Seules les protéines ubiquitinylées peuvent étre dégradées par le protéasome. Les
ubiquitine-ligases (enzymes E3) reconnaissent les protéines cibles par leur domaine
de fixation spécifique et permettent aux ubiquitines reconnues par le protéasome de
se fixer sur la protéine cible, grace a leur domaine catalytique HECT

L’ubiquitinylation se fait sur un résidu lysine. Les enzymes E1 activant 'ubiquitine et

E2 permettant son transfert de 'enzyme E1 a E3, interviennent en amont de cette
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ubiquitinylation (Figure 23). L’enzyme E2 peut parfois elle-méme ubiquitinyler la

protéine lorsqu’elle est associée a une enzyme E3 contenant un domaine RING .

Figure 23 : Ubiquitinylation des canaux ioniques. A: les enzymes activatrices (E1), de
transfert (E2) et liant (E3) l'ubiquitine (U) permettent I'ubiquitinylation du canal. B : les canaux

ioniques peuvent étre monoubiquitinylés (gauche), multiubiquitinylés (milieu) ou

polyubiquitinylés (droite) sur les résidus lysine (K) .

Le domaine HECT des
enzymes E3 permet
I'ubiquitinylation de la
protéine cible

L’enzyme désubiquitinylante
= (DUB) peut dissocier I'ubiquitine
O-s-@2 de son substrat

Les enzymes E3
peuvent aussi moduler
les enzymes E2

Les protéines peuvent étre ubiquitinylées de trois maniéres selon le nombre et
'agencement des ubiquitines sur leur substrat (Figure 23B). L’enzyme E4 jouerait un
réle dans I'élongation de certaines chaines d’ubiquitines . Des études ont montré que
laccrochage d’au moins quatre molécules d’ubiquitine en chaine
(polyubiquitinylation) est nécessaire pour que la protéine cible soit reconnue et

dégradée par le protéasome . Les ubiquitines sont reliées entre les résidus lysine 48
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(K48) et glutamine 76 (G76). Ce détail a son importance puisque la maniere dont
sont assemblées les ubiquitines constitue un signal de reconnaissance par le
protéasome . Si les protéines sont monoubiquitinylées ou si les ubiquitines sont
reliées par leur lysine 63 et glutamine 76, les protéines seront internalisées et
orientées vers une voie ne faisant pas intervenir le protéasome .

Dans le génome humain, il existe une seule enzyme E1, environ cinquante E2 et
plus de quatre cents ubiquitine-ligases potentielles . Des ubiquitine-ligases (E3) de la
famille Nedd4/Nedd4-like, et particulierement la protéine Nedd4-2, ont été identifiées
comme régulant, entre autres, la dégradation du canal sodique cardiaque Nav1.5 .
L’étude de leur liaison sur le canal sodique épithélial ENaC avait permis,
précédemment, de mettre en évidence que ces ubiquitine-ligases se lient
spécifiquement, par leur site d’interaction protéique WW, aux protéines possédant un
motif PY (XPPXY), comme indiqué sur la Figure 22 .

Jusqu'a récemment, aucune donnée n’était disponible sur la régulation de la
dégradation du canal KCNQ1 a la membrane. Ce canal possédant un motif
PY (LPTYEQL) en partie C-terminale, il paraissait intéressant d’étudier si la
dégradation de ce canal pouvait ou non étre modulée par les ubiquitine-ligases de la
famille Nedd4/Nedd4-like. En collaboration avec I'équipe d’Hugues Abriel jai pu, au
cours de ma these, mettre en évidence l'implication de l'ubiquitine-ligase Nedd4-2
dans la régulation du courant Iks dans les cardiomyocytes de cobaye (voir I'article 2

dans les résultats).

3 Implication des partenaires de KCNQ1 dans les pathologies héréditaires

cardiaques

De nombreuses mutations sur le géne KCNQT ont été retrouvées dans des
pathologies diverses. Les trois principales pathologies cardiaques impliquant le canal
KCNQ1 muté sont le syndrome du QT long, qui résulte d’'une perte de fonction du
canal, et le syndrome du QT court et la fibrillation auriculaire qui résultent d’'un gain
de fonction du canal. Nous venons de voir que le canal fonctionne au sein d’un

complexe multi-protéique et que les différents partenaires régulant la fonction du
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canal agissent a différents niveaux. Dans cette partie, je compte mettre en avant le
réle des protéines régulatrices dans les pathologies cardiaques impliquant KCNQ1

ou ses partenaires.
3.1 Perte de fonction du canal : le syndrome du QT long congénital
3.1.1  Description et traitement de la pathologie
1.1.1.23 Signes cliniques du syndrome du QT long

Le syndrome du QT long (LQTS) se caractérise, sur les tracés
électrocardiographiques (ECG), par un allongement de l'intervalle QTc au-dela de
440 ms et par la survenue de torsades de pointes (voir annexe 1). Cette pathologie
peut aboutir a des fibrillations entrainant la mort subite. Le LQTS peut étre congénital
ou acquis lors, par exemple, de la prise de certaines substances pharmacologiques.
La prévalence du LQTS congénital est estimée entre 1/3000 et 1/7000 en fonction de
la région géographique .

Deux formes de LQTS ont été cliniquement décrites : la forme Jervell et Lange-
Nielsen (JLN) et la forme Romano-Ward (RW) . La premiéere forme est associée a
une surdité et se transmet selon un mode récessif (les deux alléles sont mutés) alors
que la seconde, beaucoup plus fréquente, est transmise selon un mode dominant

(un seul alléle muté).

Le diagnostic se fait, entre autres, sur I'allongement de l'intervalle QTc. Toutefois,
chez un méme individu, la durée de cet intervalle peut varier dun moment a l'autre et
son allongement n’est pas toujours visible sur 'ECG. Il est donc nécessaire de tenir
compte des signes cliniques (syncope, surdité...) et du contexte familial (membre
présentant un LQTS, morts subites inexpliquées...) en plus des données fournies par

'ECG (intervalle QT, torsades de pointes, forme de 'onde T...) .
1.1.1.24 Les différents types de syndrome du QT long

Actuellement, pour la forme RW, 10 types de LQTS se distinguent cliniquement et
génétiquement (LQTS1 a 10). Les génes impliqués et les courants modifiés sont
résumeés dans le Tableau 1. Les types 1 et 2 sont les plus fréquents (50% et 30-40%

respectivement), le type 3 a une prévalence de 5 a 10% et les autres types sont trés
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rares. Les types 1, 2, 3, 7 et 8 ont pour origine génétique des mutations sur des
canaux ioniques, les types 5, 6 et 10 des mutations sur des protéines régulatrices de
canaux ioniques et les types 4 et 9 sur des protéines d’ancrage ou de structure.
L’ankyrine B est une protéine d’ancrage a la membrane plasmique. La localisation de
différents canaux et pompes ioniques dépendent de cette protéine qui permet de
rapprocher les différents acteurs nécessaires au couplage excitation-contraction.
Une mutation sur cette protéine modifie la localisation de la pompe Na/K-ATPase et
de I'échangeur Na/Ca dans le sarcolemme et celle du récepteur a I'IlP3 dans le RE .
Les caveéolines sont, quant a elles, des protéines intervenant dans la formation des
cavéoles qui sont des microdomaines membranaires. Une mutation sur la
cavéoline-3 a été identifiée dans le syndrome du QT long et serait a l'origine d’'une
augmentation du courant sodique. Les canaux Nav1.5 sont, en effet, situés au
niveau des caveéoles .

Pour les formes JLN, seuls les génes KCNQ17 et KCNE1 ont été impliqués. La surdité
bilatérale associée au syndrome du QT long cardiaque, observée dans cette forme,
s’explique par la présence du complexe KCNQ1/KCNE1 dans l'oreille interne. Ce
complexe est localisé au niveau de la membrane apicale des cellules impliquées

dans la sécrétion de I'endolymphe .
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Tableau 1: Geénes identifiés dans le

Syndrome de Jervell et Lange-Nielsen. .

syndrome du QT long congénital (LQTS). JLN =

Protéine Effet
Type % Locus Géne . ]
(Fonction) majeur

KvLQT1, Kv7.1 (canal

LQTS1 ~50% 11p15.5 KCNQ1 ) ! ks
potassique)

LQTS2 30-40% | 7935-936 KCNH2 HERG (canal potassique) | ¢ Ik

LQTS3 5-10% 3p21 SCNSA Na,1.5 (canal sodique) 1 Ina
ankyrine-B (protéine .

LQTS4 rare 4925-927 ANK2 multiple
d’ancrage)
minK, Isk (protéine

LQTSS <1-5% 21922.12 KCNE1 régulatrice de canaux L lksikr
potassiques)
MiRP1 (protéine

LQTS6 <1-5% 21922.12 KCNE2 régulatrice du canal Uk
potassique HERG)

LQTS7 rare 17923.1-q24.2 KCNJ2 Kir2.1 (canal potassique) | { Ik

LQTS8 rare 12p13.3 CACNA1C Ca,1.2 (canal calcique) 1 lcaL
caveoline-3 (formation

LQTS9 rare 3p25 CAV3 . 1 Ina
des cavéoles)
Na.[34 (protéine

LQTS10 rare 11923.3 SCN4B régulatrice du canal 1 Ina
sodique)
KvLQT1, Kv7.1 (canal

JLN1 rare 11p15.5 KCNQ1 ) ! lks
potassique)
minK, Isk (protéine

JLN2 rare 21922.12 KCNE1 régulatrice de canaux 1 Iksike

ioniques)
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L’intervention de ces différentes protéines dans le LQTS s’explique par le fait que ce
syndrome se caractérise, principalement, par un allongement de l'intervalle QTc,
c’est-a-dire par un retard ou un allongement de la phase de repolarisation. Ce signe
peut effectivement avoir plusieurs origines. Une mutation « gain de fonction » sur un
canal intervenant dans la phase de dépolarisation (sodique ou calcique) ou sur une
protéine régulatrice de ce canal va entrainer une dépolarisation plus intense ou un
courant retardé persistant durant la phase de plateau (voir annexe 2). La phase de
repolarisation sera alors prolongée ou retardée, d’ou l'allongement de l'intervalle
QTc. Inversement, une diminution d’'un des courants intervenant dans la phase de
repolarisation va allonger cette phase. Comme les canaux potassiques sont
organisés en tétramére, une sous-unité mutée sur les quatre peut suffire a altérer le

courant. On parle d’effet dominant-négatif.

Long QT 1 Long QT 2 Long QT 3

Long QT1

Figure 24 : tracés électrocardiographiques typiques du syndrome du QT long. Exemples
d’ECG caractéristiques du syndrome du QT long de type 1, 2 et 3 (en haut). La morphologie
du segment QT et de 'onde T sont des éléments permettant un diagnostic différentiel. En
bas sont représentés quatre ECG différents caractéristiques du LQTS1. a : aspect infantile,
b : onde T a base large, ¢ : aspect de 'onde T normal et d : aspect normal de 'onde T mais

départ retardé

70



Compte tenu de l'étiologie diverse des LQTS, le tracé sur 'lECG ne sera pas
identique entre chaque type. L’analyse plus précise du segment ST et de 'onde T
peut donner des indications sur le type de LQTS. La Figure 24 (haut) montre les
ECG caractéristiques des types 1, 2 et 3.

Généralement, le LQTS1 se caractérise plutét par une onde T large, méme si,
comme indiqué sur la Figure 24 (bas), différents tracés d’ECG peuvent caractériser
ce type. Le LQTS2 est caractérisé par une onde T petite et/ou bifide mais, la encore,
quatre ECG peuvent étre caractéristiques de ce type. Le LQTS3 est caractérisé par
un long segment ST et un retard du début de I'onde T qui aurait de plus un pic plus
étroit que la normale .

La diversité des phénotypes observés pour un méme génotype (quatre ECG
différents pour la perte de fonction de KCNQ1, par exemple) peut s’expliquer par le
fait que les mutations responsables du LQTS ont des degrés de sévérité variables. Il
est aussi possible que des polymorphismes au niveau des protéines régulatrices du
complexe modulent le phénotype pour une méme mutation.

D’autres paramétres peuvent aider a différencier le type de LQTS comme l'age, le
sexe, le nombre d’événements arythmiques, le moment ou ces arythmies ont lieu ou
l'aspect de 'ECG avant la survenue des torsades de pointes . Certains de ces

éléments sont résumés dans le Tableau 2.

Le colt et le temps requis pour identifier le géne muté justifient I'analyse précise de
'ECG et des conditions d’apparition des arythmies, de maniere a cibler le ou les
genes a séquencer. De plus, un tel ciblage peut permettre une thérapeutique plus
appropriée du patient atteint. Toutefois, environ 4 a 8% des hétérozygotes possédent
des mutations sur deux génes impliqués dans le LQTS . Le séquengage d’'un seul
gene peut donc étre limitant pour définir le risque. Les tendances actuelles visent a
améliorer les techniques pour permettre un séquencgage rapide et peu colteux de

tous les génes candidats.
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Tableau 2 : Paramétres différentiels pour le diagnostic du type de syndrome du QT long.

LQTS1 LQTS2 LQTS3
Age moyen des premiers 9 ans 12 ans 16 ans
troubles cardiaques
Personnes atteintes en Femmes et enfants Femmes et
particulier enfants
Probabilité de présenterun [63% 46% 18%
evénement arythmique
Probabilité de mourir lors 4% 4% 20%
d’'un événement arythmique.
Intervalle QTc moyen 490 +/- 43 495+/- 43 510 +/- 48
Moment de la survenue des |Apres un exercice Lors de stimuli | Au repos
troubles cardiaques physique (natation en | auditifs

particulier)

1.1.1.25 Le traitement du syndrome du QT long congénital

Le traitement des patients atteints d’'un syndrome du QT long s’effectue sur du long
terme et est actuellement uniqguement symptomatique. L'’hygiéne de vie est un
facteur a prendre en compte dans le traitement des LQTS1, 2, 5 et 6 dans la mesure
ou les arythmies sont déclenchées par un stimulus ou un facteur de stress.

La prise en charge a court terme d’un patient présentant des troubles cardiaques
typiques d’'un syndrome du QT long, comme des torsades de pointes, consiste a
corriger une éventuelle hypokaliémie (administration de KCI par voie intra-veineuse),
arréter les traitements pouvant allonger [lintervalle QTc et éventuellement
supplémenter en magnésium. Le mode d’action du magnésium reste encore flou
mais cette thérapeutique semble trés efficace chez les patients présentant un niveau
de rétention en magnésium bas. L'administration de magnésium ne raccourcirait pas
lintervalle QTc mais préviendrait I'apparition des syncopes et des torsades de
pointes . L’injection de potassium permettrait de diminuer cet intervalle en
rétablissant un équilibre potassique, particulierement chez les patients présentant
une kaliémie basse .

Pour le traitement a long terme, la pose d’'un pacemaker permanent peut se révéler

nécessaire surtout si I'événement a lorigine des torsades de pointes est la
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bradycardie. Le pacemaker est particulierement indiqué pour les patients atteints
d’'un LQTS de type 3 chez lesquels les événements arythmiques arrivent le plus
souvent au repos, pendant le sommeil, ou la fréquence cardiaque est plus faible et
lintervalle QTc plus long . Une thérapie a base de B-bloquants, antagonistes des
récepteurs B-adrénergiques, comme le nadolol ou le propranolol, est souvent
prescrite méme si les effets dépendent beaucoup du génotype. En effet, dans le cas
des LQTS de type 1 et 2, c’est en général lors d’une stimulation orthosympathique
(stress, activité...) que se produisent les événements cardiaques délétéres voire la
mort subite. L'administration de B-bloquants permet de limiter la récidive de ces
arythmies et la survenue de mort subite . Si I'association des B-bloquants et du
pacemaker ne suffit pas a diminuer la fréquence des symptémes, I'implantation d’'un
défibrillateur peut donner de meilleurs résultats .

Dans des cas extrémes ou les patients ne répondent pas aux thérapies
précédemment décrites et chez lesquels les événements cardiaques sont fréquents,
des traitements chirurgicaux peuvent étre envisagés, notamment la dénervation

sympathique cardiaque gauche .

Les thérapeutiques envisagées cibleraient particulierement le canal responsable de
la pathologie . Pour les LQTS de type 3 ou le canal Nav1.5 serait a l'origine des
troubles, l'inhibition de celui-ci par des molécules comme la mexiletine ou la
lidocaine est envisageable. Dans les cas de LQTS ou la perte de fonction d’'un canal
potassique est en cause, des molécules permettant d’augmenter le courant créé par
celui-ci constitueraient une thérapeutique de choix, si les effets secondaires sont
supportables. Des substances telles que le nicorandil, un activateur des canaux
potassiques, peuvent permettre d’accélérer la phase de repolarisation . Toutefois, les
recherches quant a un ciblage direct des canaux ioniques sans effets secondaires
néfastes restent encore trop préliminaires pour étre applicables. De plus, dans la
majorité des cas, les traitements standards présentés plus haut suffisent a améliorer

le confort et 'espérance de vie du patient.
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3.1.2 Relation génotype-phénotype dans le cas des LQTS liés au
complexe de KCNQ1

1.1.1.26 Corrélation entre la diminution du courant et les effets
visibles sur 'ECG

Dans le LQTS1, un élargissement de la base de I'onde T est le plus souvent observé
sur 'ECG, en plus de l'allongement de I'intervalle QTc. L’onde T refléte la dispersion
de la repolarisation au sein du ventricule que ce soit entre la base et I'apex ou au
sein de la paroi ventriculaire entre les différentes couches myocardiques. La densité
du courant Iks varie entre ces différentes parties, ce qui contribue a I'hétérogénéité de
la repolarisation ventriculaire (voir le paragraphe 2.5 de 'annexe 12).

Shimizu et Antzelevitch ont mesuré 'ECG et les PA au niveau des différentes
couches du myocarde a partir d’'une paroi ventriculaire de chien perfusée en
condition contréle, en présence de chromanol 293B (un inhibiteur spécifique de Iks) et
en présence de cet inhibiteur et d’isoproterenol (activateur des récepteurs [3-
adrénergiques). Les résultats obtenus en présence de chromanol 293B seul
montrent un allongement de l'intervalle QTc et une durée plus longue du PA a tous
les niveaux. En présence des deux substances pharmacologiques (chromanol 293B
et isoproterenol), la durée du PA est diminuée dans les cellules épi- et
endomyocardiques mais pas dans les cellules M, ou le courant Iks est plus petit .
Cette hétérogénéité aboutit alors a une accentuation de la dispersion de
repolarisation et a I'élargissement de I'onde T, typique du LQTS1. Ces résultats,
représentés en Figure 25, peuvent fournir des éléments de réponse pour expliquer

I'élargissement de I'onde T observée chez certains patients.
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A Control B 293B (30 uM) C 293B (30 puM)+
Isoproterenol (100 nM)

50
Endh j’\ | mV

M Cell

200 msec

Figure 25: Mesure des PA et de 'ECG transmural et role du courant lks. Les PA des
différentes sous-couches et I'ECG transmural sont enregistrés dans différentes
conditions sur une paroi ventriculaire de chien perfusée. A. contréle, B. en présence de
chromanol 293B (30uM) et C. en présence de chromanol 293B (30uM) et d’isoproterenol
(100nM) .

1.1.1.27 Les différents niveaux de sévérité

La mise au point d'un modele informatique par I'équipe de Rudy a permis de
reconstituer les phénotypes observés pour les LQTS1, 2 et 3, en tenant compte du
degré de sévérité (100%, 50%, 25% ou 0% de courant) et des résultats
précédemment obtenus sur paroi ventriculaire perfusée . L’allongement de l'intervalle
QTc est proportionnel au degré de séverité de la mutation. Plus le courant est
diminué, plus l'intervalle est long. D’aprés ce modéle, la dispersion de repolarisation
est diminuée lorsque la sévérité augmente. Cette différence par rapport aux résultats
de Shimizu, décrits plus haut, vient du fait que le modéle ne tient pas compte des

stimulations adrénergiques pouvant augmenter le courant résiduel.
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Le degré de sévérité varie en fonction de la mutation et de la capacité du canal muté
a former un canal fonctionnel ou non. Schématiquement, plusieurs cas sont
possibles :

1) Les sous-unités mutées ne s’associent pas avec les sous-unités WT. Le courant
observé sera alors celui obtenu a partir des canaux WT auquel peut éventuellement
s’associer le courant résiduel des canaux mutés si ceux-ci peuvent former un canal
fonctionnel mais aux propriétés modifiées. Chez les hétérozygotes, exprimant 50%
de canaux WT, le courant global sera donc égal ou supérieur a 50% du courant
observeé chez des individus sains (voir Figure 26).

2) Les sous-unités mutées s’associent aux sous-unités WT. Dans ce cas, soit
'association de ces deux types de sous-unités (mutée et WT) aboutit a un canal
fonctionnel mais aux propriétés modifiées (courant réduit), soit 'association aboutit a
la formation d’'un canal non fonctionnel ou altére son transport vers la membrane
plasmique (courant nul). Le courant observé dans ce dernier cas de figure
correspondra a celui créé par les homotétraméres de sous-unité WT (1 tétramére sur
16 si 'on considére que la probabilité d’association d’'une sous-unité mutée avec une
WT est la méme que celle entre deux sous-unités WT). Si les hétérotétraméres sont
présents a la membrane et fonctionnels (avec un courant réduit), leur courant peut
s’ajouter au courant créé par les homotétraméres (courant supérieur a 1/16, voir
Figure 26).

En pratique, les mutations identifi€es dans les formes RW ont, généralement, un
effet dominant-négatif et les hétérotétraméres formés ont un courant trés réduit, voire
nul. Dans le cas des formes JLN, la transmission est récessive et les deux alléles
sont mutés. Chacun des deux parents porte un alléle muté mais est, en général,
asymptomatique. La mutation est donc peu sévére quand elle est associée a un
alléle WT. En général, les sous-unités WT et mutées ne s’associent pas et au moins
la moitié des canaux synthétisés sont des homotétraméres de sous-unités WT. En
revanche, lorsque les deux alleles sont mutés et que toutes les sous-unités
synthétisées sont déficientes, le courant résultant est alors largement diminué au
point d’entrainer, au niveau cardiaque, un défaut de repolarisation et un allongement

de lintervalle QTc.
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Non association des sous-unités Association des sous-unités

Le canal muté monte a la Le tétramére contenant au moins
surface mais le courant est une sous-unité mutée donne un
réduit ou nul : I, > 50% courant réduit ou nul : I, > 1/16

' - N A
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I WT I nul oAu réduit I nul ou réduit

A A A
1 } 1 1
' ! ! !
Membrane —
plasmique

A A f : £

Le canal muté ne monte La sous-unité mutée empéche
pas a la surface: I global la montée du tétrameére a la
= 50% surface: I global = 1/16
RE N T
ANG4

Figure 26 : Association ou non des sous-unités mutées et non mutées en tétramére et
conséquences au niveau du courant lgs chez des individus hétérozygotes. En vert sont
représentées les sous-unités WT et en rouge sont représentées les sous-unités mutées.

RE : réticulum endoplasmique.

3.1.3 Mutations sur les protéines du complexe de KCNQ1 aboutissant

au syndrome du QT long

Jusqu’a présent, pres de 300 mutations sur le géne KCNQ7T ont été rapportées
comme étant a l'origine du LQTS1 et une trentaine de mutations sur KCNE1 pour le
LQTSS. Peu d’entre elles, cependant, ont été étudiées en électrophysiologie ou en
immunofluorescence de maniere a identifier les conséquences de la mutation et
comprendre le phénotype observé.

La densité de courant dépend de plusieurs paramétres : le nombre de canaux a la
membrane (N), leur probabilité d’ouverture (Po), leur conductance (g) et la différence

entre le potentiel membranaire et le potentiel d’équilibre de l'ion ou des ions passant
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par le canal (E-Erv). Ainsi le courant (I) peut étre donné par I'équation | =N . Po.g.
(E-Erev). Une mutation diminuant 'un de ces parameétres aboutira alors a une perte de
fonction du canal. Une altération de l'association du canal avec les protéines
partenaires permettant de réguler ces propriétés est aussi a prendre en compte, de
méme que la régulation du canal par les différentes stimulations (comme la

régulation 3-adrénergique).

1.1.1.28 Modification de la tétramérisation et du trafic du canal vers

la membrane

» Mutations sur les sites spécifiques de la tétramérisation et du trafic

Nous avons vu que le site de tétramérisation du canal KCNQ1 était situé en partie C-
terminale, au niveau des aa 589 a 620. Une mutation située au niveau de I'aa 544 et
impliquée dans la forme JLN, aboutit a la délétion d’'une grande partie de ce site .
Cette délétion empéche l'association des sous-unités entre elles. Il est, en effet,
impossible de retrouver les formes mutées et WT des parties C-terminales dans le
méme complexe en co-immunoprécipitation . De méme, les sous-unités mutées
T587M, impliquées elles-aussi dans la forme JLN, ont un défaut d’assemblage avec
les sous-unités WT . Pour ces deux mutations, le défaut d’assemblage avec les
sous-unités WT ne leur confere pas de rdle dominant-négatif et le courant obtenu a
partir des sous-unités mutées exprimées seules est nul du fait d’'un défaut de trafic
vers la membrane .

Plusieurs autres mutations empéchent le trafic du canal vers la membrane plasmique
et notamment celles situées en partie N-terminale, comme les mutations Y111C,
L114P et P117L . Ces mutations RW ont un effet dominant négatif et les sous-unités
mutées retiennent les canaux dans le RE. Cet effet sur le trafic est un peu moins
marqué pour le P117L. Le fait que l'isoforme 2, tronquée dans sa partie N-terminale,
reste au niveau du RE (voir paragraphe 2.3.1) suggérait déja un role de cette partie

dans le trafic vers la membrane.
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e Mutations modifiant I'association aux partenaires impliqués dans la
tétrameérisation et le trafic

La calmoduline joue un rble dans la tétramérisation et le trafic du canal (voir
paragraphe 2.3.1). Quatre mutations localisées prés du motif 1Q, nécessaire a
I'association de la calmoduline au canal, ont été retrouvées chez des patients atteints
de LQTSA1. Il s’agit des mutations R366W, A371T, S373P et W392R qui générent un
courant de faible amplitude. Ces mutants, incapables de fixer la calmoduline, sont
moins exprimés et moins présents a la membrane plasmique . Ces données
renforcent I'’hypothése d’un réle de la calmoduline dans I'expression du canal a la
membrane.
Enfin, des mutations sur KCNE1 et notamment la mutation L51H peuvent aussi

altérer le trafic, comme cela a été présenté dans le chapitre 2.2.2.

* Implication de l'isoforme 2 dans la pathologie
L’isoforme 2, qui retient le canal (isoforme 1) dans le RE, a été impliquée dans la
pathologie RW liée a la mutation delta-F339. D’aprés Thomas et al., la mutation ne
peut expliquer a elle-seule I'effet dominant-négatif observé dans la pathologie. Le
phénotype est reproduit dans les ovocytes de Xénope exprimant KCNE1 uniquement

si I'isoforme 2 (aussi mutée) est co-exprimée avec le canal muté .
1.1.1.29 Modification des propriétés biophysiques du canal

De nombreuses mutations sur KCNQ1 ou ses partenaires ont pour conséquence de

modifier les propriétés biophysiques du canal.

* La conductance du canal
Deux mutations RW, responsables du LQTSS sur KCNE1 (S74L et D76N) semblent
modifier la conductance du canal. D’apres les résultats obtenus en analyse de
conductance unitaire sur ovocytes de Xénope par Sesti et Goldstein, ces mutations

diminueraient la conductance du canal de 40 a 70% .

* La voltage-dépendance
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De maniére surprenante, l'intensité du décalage de la courbe d’activation créé par
certaines mutations n’est pas corrélée avec la sévérité de la pathologie. Par exemple
la mutation JLN KCNQ1-R243H, exprimée avec KCNE1 dans les COS-7, aboutit a
un décalage de la voltage-dépendance de +66mV et a une diminution tres importante
du courant par rapport au courant WT KCNQ1-KCNE1 . Pourtant, les hétérozygotes
porteurs de cette mutation sont asymptomatiques. En fait, lorsque les sous-unités
KCNQ1 WT et mutées sont exprimées ensemble avec KCNE1 dans les COS-7, le
décalage est réduit a +20mV. Le courant est alors réduit de moitié a +30 mV, ce qui
semble étre suffisant pour une repolarisation quasi-normale. Le mutant RW KCNQ1-
R539W exprimé avec KCNE1 dans les COS-7 aboutit a un décalage de la voltage-
dépendance moins important que celui généré par le mutant JLN KCNQ1-R243H .
Pourtant, le phénotype observé chez les hétérozygotes porteurs de la mutation
R539W est séveére et peut aboutir a la mort subite. Les propriétés du courant obtenu
a partir de la co-expression des sous-unités WT et mutée R539W avec KCNE1 sont,
de plus, semblables a celles obtenues avec le mutant R243H dans les mémes
conditions. La différence clinique observée est donc difficilement explicable par ces
seules observations.

Il est possible que la modification de la voltage-dépendance ne soit pas le seul
phénoméne a l'origine de la pathologie. La mutation pourrait aussi induire une
modification de la régulation du courant par I'un des partenaires. Les deux mutations
impliquant des résidus arginine, chargés positivement, un défaut d’association avec
le PIP2 pourrait expliquer les phénotypes. Il a effectivement été montré plus tard que
les deux mutants étaient moins sensibles au PIP: . Toutefois, les deux mutants étant
aussi peu sensibles a ce phospholipide, la différence phénotypique ne peut venir
uniquement de la.

Les deux mutations étant situées sur des domaines différents (boucle S4-S5 pour
R243H et domaine C-terminal pour R539W), une différence d’interaction avec une
protéine partenaire (connue ou non) peut étre envisagée. L’équipe de Barhanin a
montré en 2000 que le phénotype obtenu a partir du mutant R243H pouvait étre
modulé par I'expression de KCNE2. Dans leurs expériences réalisées sur cellules
COS-7, la coexpression du mutant avec KCNE2 modifie les cinétiques et la voltage-
dépendance du courant généré par le KCNQ1 mutant et le courant résultant de
'association de ces deux sous-unités est semblable au courant lks . Est-il possible

alors que, contrairement a la mutation R539W, l'effet de la mutation R243H soit
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tempéré par I'association de KCNE2 au complexe KCNQ1-KCNE1 ? Aucune donnée
ne permet de répondre a cette question puisque cette mutation n’a pas été étudiée

en présence des deux sous-unités KCNE1 et KCNE2.

* Roéle de KCNE1 dans le phénotype

Nous avons vu que KCNE1 jouait un réle important dans la voltage-dépendance
caractéristique de Iks. Cette sous-unité est aussi capable de moduler le phénotype lié
a une mutation sur KCNQ1. Par exemple, pour les deux mutations R539W et R243H,
le canal muté exprimé seul génére un courant semblable au courant généré par le
canal WT . La perte de fonction ne s’observe que si KCNE1 lui est associé. D’autres
mutations présentent cette méme particularité comme les mutations R243C, W248R
et R533W .

Pour d’autres mutations, en revanche, la présence ou non de KCNE1 ne modifie pas
les propriétés du courant produit par KCNQ1, suggérant que cette protéine ne peut
plus interagir avec le canal. C’est le cas pour la mutation KCNQ1-delta-F339, située
au niveau du site de régulation de KCNE1 sur KCNQ1 et de la mutation KCNQ1-
A300T, localisée au niveau du pore .

Toutes ces mutations sont situées sur des sites différents de KCNQ1, ce qui montre
que plusieurs sites du canal interagissent avec KCNE1 et interviennent dans la

régulation du courant par cette sous-unité.
1.1.1.30 Modification de la régulation du courant par la PKA

La mutation KCNQ1-G589D est localisée au niveau du Leucine-zipper ou se fixe
yotiao . Il a été montré que ce mutant ne répondait plus a une stimulation de la PKA
dans les cellules CHO . Une reconstitution informatique du PA obtenu a partir des
canaux KCNQ1 WT et muté montre que le mutant ne modifie pas la durée du PA par
rapport au WT . En revanche, sous stimulation [(-adrénergique, la durée du PA
obtenu a partir des canaux WT est bien diminuée alors que la durée du PA obtenu a
partir des canaux mutés est augmentée (Figure 27). Physiologiquement, une
stimulation B-adrénergique augmente l'intensité du courant calcique, ce qui aurait
tendance a allonger la durée du PA. Elle augmente aussi le courant lks qui
contrebalance l'effet du courant calcique et diminue alors la durée du PA. Dans le

cas du mutant G589D, 'augmentation du courant calcique n’est pas compensée par
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'augmentation du courant potassique, d’ou la durée de PA plus longue avec le
mutant . Cette augmentation du PA sous stimulation (-adrénergique favorise la
survenue d’arythmies et en particulier de post-dépolarisations précoces lors de
stress ou d’effort.

Figure 27 : Modélisation informatique des conséquences de la mutation KCNQ1-G589D sur
le PA et la réponse [-adrénergique du PA et visualisation sur 'ECG. A gauche sont
représentés les PA obtenus par modélisation a partir des canaux KCNQ1 WT ou G589D (PA

identiques de base) et les PA obtenus sous stimulation B-adrénergique (Iso) pour les formes
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WT et mutées. A droite sont représentés les PA au niveau des différentes couches du
myocarde (de haut en bas : endomyocarde, cellules M et épimyocarde) et la visualisation sur

'ECG pour les canaux WT (ligne pleine) ou mutés (ligne en tirets) .

1.1.1.31 Modification du courant par les protéines partenaires

mutées

Des mutations sur KCNE1, a l'origine du LQTS5, peuvent modifier les propriétés du

courant de différentes maniéres.
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Les mutations situées sur la partie C-terminale peuvent diminuer le courant en
favorisant I'état fermé du canal. Les mutations RW de KCNE1 S74L, D76N, Y81C et
R98W modifient considérablement le courant en diminuant son intensité, en décalant
sa courbe d’activation vers les potentiels positifs et en accélérant sa désactivation .
Les mutations localisées sur le domaine TM de KCNE1, telles que V47F et G52H
altérent les propriétés régulatrices de cette sous-unité. Le courant obtenu a partir de
ces mutants et de KCNQ1, dans les ovocytes de Xénope, est semblable a celui
exprimé par KCNQ1 seul. Pourtant, ces deux mutants sont exprimés a la
membrane .

Méme si I'implication physiologique des études réalisées sur des mutants KCNE2
exprimés avec KCNQ1 sans KCNE1 reste limitée, il est a noter que les mutations
KCNE2-157T et Q9E peuvent modifier I'intensité et les propriétés du courant KCNQ1
dans les cellules COS-7 . Le phénotype de QT long lié a ces mutations a d’abord été
attribué a la modification du courant I« . Toutefois, les conséquences sur le courant
Iks sont peut-étre aussi a prendre en compte pour la compréhension du phénotype et

nécessitent d’autres investigations en présence de KCNE1.
3.2  Gain de fonction du canal
3.2.1 Le syndrome du QT court

» Description
Le syndrome du QT court (SQTS) fut décrit pour la premiére fois en 2000 et reste
trés rare (moins de 50 familles décrites dans le monde). Sa transmission se fait de
maniére dominante et les patients atteints sont hétérozygotes. Ce syndrome peut,
comme le LQTS, aboutir a des arythmies telles que des fibrillations et induire la mort
subite. Sur 'ECG, le QTc est inférieur a 300 ms et 'onde T, grande et pointue,

ressemble a celle observée dans les états hyperkaliémiques .

* Les génes impliqués et la relation génotype-phénotype pour KCNQ1
Des mutations sur les génes codant pour les canaux HERG (lk:), KCNQ1 (lks) et
KCNJ2 (Ik1) ont déja été mises en évidence . Les mutations aboutissent a un gain de
fonction de ces canaux potassiques, expliquant le raccourcissement de la phase de

repolarisation du PA et de l'intervalle QTc.
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La premiére mutation identifiée sur le géne KCNQ1 est la V307L, localisée au niveau
du pore . Dans les cellules COS-7, le mutant correspondant, co-exprimé avec
KCNEH1, induit un courant aux propriétés modifiées : un décalage de la courbe |-V
vers des potentiels plus négatifs et une accélération des cinétiques d’activation sont
observés. La co-expression des sous-unités KCNQ1 WT et mutée avec KCNE1
modifie légérement les propriétés du courant obtenu sans KCNQ1 WT mais ne
restaure pas le phénotype sauvage.

La deuxiéme mutation identifiée, V141M, est située au niveau de la partie C-
terminale du domaine transmembranaire S1, du coté extracellulaire de la cellule . Le
mutant correspondant, co-exprimé avec KCNE1 dans les ovocytes de Xénope,
geénére un courant instantané et voltage-indépendant. La co-expression de ce mutant
avec la forme WT et KCNE1 aboutit a un phénotype intermédiaire entre ce courant et
le courant lks. Le courant des porteurs hétérozygotes aurait donc une activation plus
rapide que celui des individus sains et présenterait une voltage-dépendance altérée.
De plus, une simulation sur un modéle de PA de nceud sinusal de lapin montre que
cette absence de dépendance au potentiel abolit I'activité pacemaker des cellules
sinusales. Le courant produit par KCNQ1-V141M et KCNE1 empécherait le courant I
de dépolariser la membrane jusqu’au potentiel seuil d’activation des courant
calciques. La résultante des deux courants potassiques, activés en permanence,
maintient en effet le potentiel a une valeur stable de -37 mV . Ce phénoméne,
associé a l'accélération de la phase de repolarisation dans les myocytes, serait a
lorigine de la fibrillation atriale (voir paragraphe suivant) observée, en plus du
raccourcissement de I'intervalle QTc, chez les porteurs de cette mutation.

Trés récemment, deux nouveaux genes mutés codant pour les sous-unités calciques
CACNA1C (sous-unités a1 du canal calcique) et CACNB2 (sous-unité régulatrice Bz»
du canal), a l'origine du courant calcique de type L, ont été identifiés dans une
pathologie mixte entre le SQTS et le syndrome de Brugada . L’ECG montre, en effet,
un raccourcissement de lintervalle QTc typique du SQTS mais aussi une élévation
du segment ST, typique du syndrome de Brugada. Des morts subites au sein des
familles porteuses de mutations s’ajoutent au tableau clinique. Pour cette pathologie,
le phénotype est lié a une perte de fonction du canal calcique de type L. La phase de
dépolarisation étant moins intense, la repolarisation intervient plus précocement, ce
qui aboutit a un raccourcissement de lintervalle QTc sur I'ECG. L’élévation du

segment ST peut s’expliquer, comme dans le syndrome de Brugada, par la
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dispersion du courant |, au sein du myocarde qui n’est plus compensée par le
courant calcique dépolarisant. L’hétérogénéité de la repolarisation est alors

accentuée .

e Le traitement
La pose d’un défibrillateur automatique cardiaque est actuellement le seul moyen de
prévenir les morts subites chez les patients atteints. Il semblerait cependant que
'administration de quinidine puisse diminuer le gain de fonction lié aux canaux
potassiques et allonger I'intervalle QTc . La quinidine est un anti-arythmique agissant
comme inhibiteur de différents canaux ioniques et son affinité pour HERG et KCNQ1

expliquerait cet allongement du QTc observé.
3.2.2 Lafibrillation auriculaire

e Description
La fibrillation auriculaire (FA) est une pathologie cardiaque potentiellement |étale,
fréquente chez les personnes agées de plus de 60 ans (5 a 9%) et trés rare chez les
enfants. La prévalence globale est de 0,5 a 1% . Elle peut étre paroxystique

(épisodes de FA par crise) ou chronique (permanente).
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La FA se caractérise par une activité électrique rapide et irréguliére des oreillettes
qui battent alors a une fréquence de 400 a 600 bpm. Le NAV ne pouvant assurer la
conduction de chaque PA a une telle fréquence, la fréquence ventriculaire est plus
faible qu’au niveau des oreillettes (Figure 28) mais reste élevée (150 a 200 bpm
environ) et plus irréguliére que la normale (60-90 bpm). Le filtre au niveau du NAV
permet au cceur d’assurer sa fonction malgré ce trouble auriculaire . La fibrillation

auriculaire n’est pas létale en elle-méme mais les troubles qu’elle occasionne,
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comme la réduction du remplissage ventriculaire ou la stase sanguine au niveau des

oreillettes, prédisposent a l'insuffisance cardiaque et a la thrombo-embolie.

Figure 28 : L’activité électrique cardiaque durant la fibrillation atriale. PA physiologiques (a)
ou en fibrillation atriale (b) au niveau du nceud sinusal (SAN), de l'oreillette (Atrium), du NAV

(AV node) et des ventricules (Ventricles) .

Cette pathologie est souvent la conséquence d’'une autre pathologie (hypertension,
dysfonctionnement valvulaire, cardiomyopathie, etc.) et résulterait plus d’un

remodelage lié a cette premiéere pathologie qu’a une mutation génétique. Toutefois, il
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semble que des facteurs génétiques prédisposent a la FA, en particulier depuis que
des cas familiaux ont été identifiés. En effet, dans 2 a 31% des cas de FA, aucune
autre pathologie ne lui est associée . Dans ce type de FA, plusieurs individus d’'une

méme famille peuvent étre atteints, ce qui laisse supposer une origine génétique .

* Les génes impliqués et la relation génotype-phénotype pour KCNQ1

La conduction au sein de l'oreillette en FA n’est plus unidirectionnelle du nceud
sinusal au NAV et des circuits au sein desquels les cellules se réexcitent
mutuellement se forment. L'entretien de ces circuits de réentrée, typiques de la FA,
est permis par la diminution de la longueur d’'onde minimale d’un circuit de réentrée
(longueur d’'onde minimale (m) = vitesse de conduction (m/sec) x période réfractaire
(sec)). Cette diminution peut étre due au raccourcissement de la période réfractaire
qui autorise alors la naissance de PA ectopiques, a l'origine d’'une FA . En théorie,
une mutation gain de fonction sur un canal potassique repolarisant ou une perte de
fonction sur un canal dépolarisant pourrait aboutir a une réduction de la durée du PA
et de la période réfractaire et induire une FA.

Des mutations sur les génes KCNQ1, KCNE2, KCNJ2 (Kir2.1) et KCNAS (Kv1.5)
peuvent effectivement étre a l'origine de FA familiales . Toutefois, dans le cas du
gene KCNAS, la mutation identifiée (E375X) n’aboutit pas a un gain de fonction du
canal Kv1.5 mais a une perte de fonction dominante-négative. Le courant lku généré
par ce canal est important dans la repolarisation auriculaire et une diminution de ce
courant peut ralentir considérablement cette phase. La durée du PA est alors
allongée et des post-dépolarisations précoces peuvent survenir sur les cellules qui
ne sont pas totalement repolarisées a 'arrivé du PA suivant, provoquant ainsi une FA
. Ces données montrent bien a quel point l'activité électrique physiologique des
oreillettes est finement régulée puisque la moindre modification de la durée du PA
(augmentée ou diminuée) peut aboutir a un dysfonctionnement de la conduction
auriculaire.

Les génes codant pour le canal sodique Nav1.5 (géne SCN5A), le canal potassique
HERG (gene KCNH?2) ou les lamines A et C (géne LMNA), protéines de structure du
noyau, peuvent aussi aboutir a une FA lorsqu’ils sont mutés, mais le phénotype
auriculaire est, en général, associé a un phénotype ventriculaire . Par exemple, la
mutation NS88K de HERG aboutit a un SQTS et a une FA et les mutations sur
SCN5A et LMNA générent des troubles de conduction en plus de la FA. D’autres loci
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ont été identifiées dans cette pathologie mais les génes responsables sont encore
inconnus .

La mutation KCNQ1-S140G est située, comme la mutation V141M aboutissant au
SQTS, sur la partie C-terminale du domaine transmembranaire S1 . Tout comme le
mutant V141M, le canal muté S140G génére un courant quasi-instantané et voltage-
indépendant lorsqu’il est exprimé avec KCNE1 ou en condition « hétérozygote »
avec le canal WT et KCNE1, dans les cellules COS-7 . Dans le cas de la mutation
V141M, nous avons vu qu’une FA accompagnait le phénotype de QT court. Dans le
cas de la mutation S140G, aucun raccourcissement de cet intervalle n’est observé et
chez certains patients, un allongement de celui-ci est méme remarqué.

L’étude de ces deux mutants souléve deux points. Le premier concerne l'implication
du domaine S1 dans la voltage-dépendance et les cinétiques du courant et le
second concerne le fait que ces deux mutations sont toutes deux a l'origine méme
d’un gain de fonction du courant lks mais aboutissent a deux pathologies différentes.
Pour le premier point, il est effectivement étonnant de voir que le segment S1 peut
modifier les cinétiques et la voltage-dépendance alors que les domaines connus
pour étre impliqués dans ces régulations étaient plutét situés pres du pore ou du
segment S4 (voir paragraphes 2.2.3 et 2.2.3). Est-il alors possible que ce segment
S1 soit capable de moduler les changements de conformation du segment S4
régulant 'ouverture et la fermeture du canal en fonction du potentiel ? Pour répondre
a cette question, il serait nécessaire de mesurer le courant de porte généré par les
mouvements du segment S4 de ces deux mutants et d’évaluer le réle du segment
S1 dans la régulation de ce courant.

KCNE2 et KCNE3 provoquent l'ouverture instantanée et voltage-indépendante du
canal KCNQ1 (voir paragraphe 2.3.2). Une autre hypothése pour expliquer
l'intervention de la partie extracellulaire du segment S1 dans ces régulations serait
que cette zone constitue un site d’interaction, non encore identifié, avec ces
partenaires. Les mutations favoriseraient alors l'interaction du canal avec I'un de ces
partenaires. De maniére intéressante, une mutation sur le gene KCNEZ2 a été
identifiee dans un cas de FA familiale . Contrairement aux attentes, ce mutant R27C
ne modifie pas le courant Ik, malgré la régulation connue de cette sous-unité sur le
canal HERG. En revanche, il génére un courant KCNQ1-KCNE2 supérieur au

courant généré par la sous-unité WT associée a KCNQ1 dans les cellules COS-7.
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Malheureusement, ce mutant n’a pas été étudié en présence de KCNE1 et il est
donc difficile d’évaluer les effets d’'une telle mutation au niveau cardiaque.

Enfin, comment peut-on expliquer que deux mutations aussi proches, aboutissant
aux mémes effets sur le courant, puissent mener a deux pathologies
différentes touchant des compartiments différents : FA et SQTS ? A vrai dire, il n’y a
pas de réponse claire a cette question mais une différence de régulation par un
partenaire plus ou moins exprimé est une hypothése envisageable. Il est aussi
possible que le phénotype varie en fonction des variants des protéines régulatrices
exprimés avec le canal muté. Par exemple, il a été montré qu’une corrélation existait
entre la présence de certains variants des sous-unités KCNE1 et KCNE4 et la
survenue de FA . Les différents polymorphismes existant sur le canal ou ses
protéines régulatrices sont donc a prendre en compte pour expliquer pleinement le
phénotype observé. Une telle compréhension permettrait aussi de mieux
appréhender et traiter les différentes pathologies obtenues pour un méme gain de

fonction du canal.

e Le traitement de la FA

Le traitement des épisodes de FA paroxystique se fait par injections intra-veineuses
de digitaliques (digoxine) et d’anti-coagulants pour éviter les thrombo-embolies. Des
anti-arythmiques et des B-bloquants peuvent aussi étre administrés mais leur action
sur les ventricules peut modifier I'électrophysiologie de ceux-ci et provoquer des
effets non souhaités. Pour éviter les récidives, en revanche, la quinidine est indiquée
ainsi que les anti-arythmiques de classe lll (sotalol et amiodarone). Pour ce type de
traitement, le patient doit étre sous surveillance réguliere de maniére a éviter un
éventuel allongement de l'intervalle QTc (LQTS acquis). Si les épisodes de FA
surviennent lors de stress ou d’effort, les B-bloquants seront utiles alors que si ces
épisodes sont provoqués lors de stimulation vagale (bradycardie, calme), le
disopyramide (parasympatholytique) sera préféré.

Pour la FA permanente, 'administration d’anti-arythmiques est peu indiquée du fait
de la dysfonction ventriculaire qu’ils peuvent provoquer. Le principal traitement réside
dans la cardioversion (choc électrique externe) qui permet un retour au rythme
sinusal mais ne permet pas forcément son maintien. Pour I'entretien du rythme
sinusal, des digitaliques et de 'amiodarone peuvent étre prescrits mais toujours sous

surveillance réguliére. Les anti-coagulants font la aussi partie du traitement de base.
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Compte tenu de [lutilisation limitée des anti-arythmiques, le traitement
pharmacologique tend a étre réduit en faveur d’un traitement chirurgical (ablation de
tissus pro-arythmiques, pose de pacemaker ou défibrillateur...) ou d’'un traitement
ciblant spécifiquement les oreillettes et non les ventricules . Si la FA n’a pas pour
origine une mutation sur le canal Kv1.5, des inhibiteurs de ce canal peuvent étre
envisagés. lls permettront alors de ralentir la repolarisation auriculaire et
d’augmenter la durée du PA et de la période réfractaire, sans risque de provoquer

une arythmie ventriculaire .
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Nous avons donc vu dans cette introduction que l'intensité du courant lks, intervenant
dans la phase de repolarisation du PA, varie dans les différentes parties du cceur.
L’expression hétérogéne du canal KCNQ1 ou de ses protéines régulatrices explique,
en partie, ces différences. Le courant Iks varie aussi en fonction des stimulations
recues et son intensité augmente particulierement sous stimulation [3-adrénergique.
Le canal KCNQ1 fonctionne, en effet, au sein d’'un complexe ou différentes protéines
interagissent avec lui et régulent son expression a la membrane plasmique ou sa
fonction. L‘étude de ces partenaires n’est pas toujours réalisable dans les
cardiomyocytes et, le plus souvent, la régulation du courant est étudiée dans des
systemes d’expression hétérologue. Il semble de plus en plus évident que la
régulation de ce courant dépend de nombreux facteurs pouvant varier d'un modele
cellulaire a l'autre et d’'une technique a lautre. Pour ces raisons, une protéine
supposée regulatrice peut sembler indispensable au courant dans un modéle mais
accessoire dans un autre. Cette variation rend les conclusions difficiles d’un point de
vue physiopathologique et la validation de ces interactions dans les cardiomyocytes,
ou l'ensemble du complexe est présent, est essentielle. L’identification des
partenaires de KCNQ1 revét une importance particuliére depuis que des mutations
sur le canal ou 'une de ses protéines régulatrices, KCNE1, ont été identifiées dans
différentes pathologies cardiaques héréditaires potentiellement Iétales. Ces
mutations peuvent aboutir a une perte ou a un gain de fonction du canal. La relation
entre la mutation et le phénotype observé est souvent complexe et ambigué. Les
mutations ne peuvent pas toujours expliquer a elles seules le phénotype observé et
la méconnaissance du complexe de KCNQ1 dans son ensemble limite notre
compréhension. La recherche de I'ensemble des protéines interagissant avec le
canal et la mise en évidence de leurs effets sur le courant, dans les cardiomyocytes,
permettraient de mieux aborder ces pathologies. C’est dans cette optique que nous

avons entrepris la recherche des partenaires de KCNQ1.
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4 Les cellules COS-7 comme modéle d’expression hétérologue

41 Culture des cellules

La lignée cellulaire COS-7 est issue de fibroblastes de reins de singe vert d’Afrique,
immortalisés par transformation avec un mutant du virus simien SV40. Du fait de
'absence de courants potassiques voltage-dépendants endogenes, cette lignée est
utilisée comme systéme d’expression pour I'étude du courant Iks.

Ces cellules sont cultivées dans des flasques en plastique de 25 cm? dans un
incubateur humidifié a 37°C, en présence de 5% de CO.. Le milieu de culture est
composé de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) et de 10% de sérum de
veau feetal, 2 mM de L-glutamine, 100 Ul/mL de péniciline et 100 pug/mL de
streptomycine.

Le repiquage des cellules se fait tous les 4 jours et se déroule en 4 étapes :

- Le milieu de culture d'une flasque est remplacé par 2 mL de tampon PBS/EDTA
contenant du NaCl (137 mM), KCI (2,7 mM), Na:HPO4 (8 mM), KH2PO4 (1,5 mM) et
0,1% d’EDTA.

- Afin de détacher les cellules de leur support, elles sont traitées avec 1 mL d’une
solution a 0,25% de trypsine solubilisée dans le tampon PBS/EDTA, pendant 2
minutes. L’action enzymatique est arrétée par addition de 5 mL de milieu de culture.

- Aprés centrifugation (190 g, 5 minutes) et récupération dans du milieu de culture,
les cellules sont mécaniquement individualisées avec une pipette Pasteur jusqu’a
I'obtention d’'une suspension de cellules isolées.

- Les cellules sont diluées et de nouvelles flasques sont ensemencées.
4.2  Transfection transitoire des cellules
4.2.1 Agent transfectant et protocole de transfection

Les cellules sont transfectées en utilisant le JetPEI (Polyplus Transfection). L’agent
actif est une polyéthylénimine qui s’associe aux molécules d’ADN et forme des
particules qui sont susceptibles d’étre endocytées par les cellules. Selon les
recommandations du fabricant, pour une boite de Pétri de 35 mm de diamétre
contenant des cellules COS-7 a une confluence de 60%, on prépare séparément

deux tubes Eppendorf contenant :

93



1) 4 ou 6 uL de JetPEI dans 50 pL de NaCl (150 mM)

2) 2 ou 3 ug d’ADN dans 50 pL de NaCl (150 mM)
Les deux tubes sont mélangés. Afin de permettre le compactage de '’ADN par le
JetPEl, le mélange est laissé 30 minutes environ a température ambiante. Il est alors
déposeé sur les cellules avec 900 uL de milieu de culture et laissé pendant 8 heures
au minimum dans l'incubateur.
Pour I'étude des cellules en patch-clamp, un repiquage est réalisé selon les 4 étapes
présentées plus haut. Les cellules sont remises en culture dans des boites de Pétri

de 35 mm de diametre aprés dilution et utilisées 24 ou 48h aprés le repiquage.
4.2.2 Meélange plasmidique

Pour I'étude en patch-clamp, le plasmide codant pour la GFP est associé a ceux
codant pour la protéine canal et ses régulateurs. Pour I'étude du courant Iks, le
mélange plasmidique contient au moins 20% de plasmide codant pour le canal (pClI-
CMV-KCNQ1), 30% de plasmide codant pour KCNE1 (pRC-CMV-KCNE1) et 20% de
plasmide codant pour la GFP (pEGFP). Le mélange est complété par les plasmides
codant pour les autres protéines régulatrices (yotiao ou Nedd4-2, par exemple) ou
par une dose supplémentaire de GFP ou de KCNE1.

Pour les études de biochimie, la GFP n’est pas nécessaire et des proportions
différentes sont utilisées. Pour les études de co-immunoprécipitation, seules les 2
protéines d’interét sont transfectées avec un rapport 1:1 et pour I'analyse de I'état
phosphorylé des protéines KCNQ1 et yotiao, les proportions sont alors de 20% de
KCNQ1, 40% de KCNE1 et 40% de yotiao.

4.3  Analyse du courant potassique en patch-clamp
4.3.1  Configurations et conditions

Toutes les études électrophysiologiques présentées dans les résultats sont réalisées
en configuration cellule entiére. Le courant global de toute la cellule est donc
enregistré. Pour I'étude du courant lks, la condition perméabilisée est préférée de
maniére a éviter la diminution du courant en fonction du temps (rundown) induite par
la dilution du PIP2. et du MgATP. Une fois la pipette en contact avec la cellule, une
légere aspiration est exercée a l'intérieur de la pipette de maniére a atteindre une

résistance de l'ordre du gigaOhm (gigaseal). Aprés action de I'amphotéricine B
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(ionophore sélectif pour les ions monovalents) ajoutée au milieu intrapipette, la
résistance diminue du fait de la perméabilisation membranaire, ce qui permet I'accés

électrique au milieu intracellulaire (Figure 29).

Amphotericine B ¥
Cellule |
wabilise amplificateur
perméabilisée .
et | -
e I potentiel imposé
systéme de glectrode de +
microperfusion stimulation et de

mesure

perfusion électrode de réference

générale

cellule aspiration

Figure 29 : Représentation schématique de la configuration et du dispositif utlisé en patch-
clamp. En haut est représentée la configuration cellule entiére en condition perméabilisée et

en bas le dispositif d’installation pour la technique de patch-clamp.

Pour I'enregistrement des courants, le potentiel de membrane est imposé a l'aide
d’un logiciel informatique (Acquis1) et les courants enregistrés sont analysés a I'aide

de ce méme logiciel.
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4.3.2 Matériel et milieux utilisés

Les cellules sont immergées dans une solution Tyrode (NaCl 145 mM, KCI 4 mM,
HEPES 5 mM, MgCl: 1 mM, CaCl. 1 mM, glucose 5 mM, pH 7,4) renouvelée
constamment par un systéme de perfusion générale et d’aspiration (Figure 29). Cette
solution correspond au milieu extracellulaire physiologique des cellules. La
température des cellules et de la perfusion générale est maintenue a 35°C tout au
long de l'expérimentation par un chauffage thermostaté. La température du bain
dans la boite de Pétri est régulierement contrélée au cours de I'expérimentation.

Lors de I'enregistrement des courants potassiques, un systéme de micro-perfusion,
dirigeable a l'aide d’'un micro-manipulateur, permet d’amener différentes solutions
au-dessus de la cellule en cours d’étude. Ce dispositif est constitué de tubes en
Tygon (diamétre interne de 0.25 mm) accolés parallelement les uns aux autres
(Figure 29). Les milieux de perfusion contenus dans des seringues reliées a ce
systeme sont appliqués localement par gravité. La solution de base utilisée
(gluconate-Na 145 mM, gluconate-K 4 mM, gluconate-1/2Ca 1 mM, gluconate-1/2Mg
1 mM, glucose 5 mM, HEPES 5 mM, mannitol 20 mM, pH 7,4) ne contient pas de
chlore de maniére a limiter les courants endogénes propres a cet ion.

Les pipettes de verre sont étirées a partir de tubes a hématocrite (Kimble) avec une
étireuse verticale (Modéle P-30, Sutter Instrument & Co) pour que leur résistance soit
comprise entre 2.5 et 3.5 Mohm lorsqu’elles sont remplies avec la solution de pipette
(K-gluconate 120 mM, KCI 25 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1 mM et amphotéricine B
0.8 ug/mL, pH 7.3). Cette solution contient, comme le milieu intracellulaire, 145 mM
de potassium de maniéere a visualiser le courant potassique étudié. La quantité de
chlore dans ce milieu est faible pour minimiser les courants endogénes. La présence
de cet ion est, toutefois, indispensable au passage du courant du milieu pipette a

I'électrode d’argent chlorurée.
4.3.3 Protocoles de stimulation utilisés et analyses

Le courant Iks s’active progressivement aprés une dépolarisation de la membrane et
se désactive lors d'une repolarisation de celle-ci. A partir d’'un potentiel de repos de
-80 mV, la séquence de stimulation comprend une phase de dépolarisation a +40 mV
(ou prépulse) pendant laquelle la majoritée des canaux sont activés. Cette phase est

suivie d'une repolarisation a -40 mV (ou pulse) au cours de laquelle le courant se
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désactive. Le choix des potentiels d’activation et désactivation se fait en tenant
compte des propriétés du courant et de la force électromotrice. D’aprés la courbe
d’activation présentée a la page 27, le courant est complétement activé a +40 mV et
désactivé a -40 mV. |l serait possible de repolariser la cellule a un potentiel plus
négatif mais la force électromotrice serait alors réduite et le courant diminué malgre
la compléte activation des canaux au début du pulse. Entre deux séquences, le
potentiel est maintenu a -80 mV (potentiel de repos). Les durées du prépulse et du
pulse sont de 1000 et 500 ms respectivement et les séquences sont imposées a une

fréquence de 0,2 Hz.

Les courants enregistrés par l'ordinateur sont ultérieurement analysés a l'aide du
logiciel Acquis-1. L’amplitude du courant est mesurée lors du pulse, sur le courant de
qgueue qui suit un décours de forme monoexponentiel, selon la fonction suivante :

I(t) = a + b.exp(-t / Tdeac)
I(t) est le courant au temps t et T la constante de temps de désactivation du courant.
Au début de la repolarisation (t = 0), tous les canaux préalablement activés par le
prépulse sont encore ouverts et le courant maximal correspond a I1(0) =a + b. A un
temps infini, la désactivation a -40 mV est terminée et le courant résiduel, s'il existe,
n'est pas lié aux canaux potassiques étudiés (I(L]) = a). Le courant dépendant des
canaux K" est donc le résultat de la différence 1(0) — I(O0) = b. Cette méthode de
mesure du courant de queue permet de s’affranchir du courant capacitif, présent a
chaque saut de potentiel, et de la désactivation éventuellement incompléete du
courant a la fin des 500 ms.
Pour comparer l'amplitude du courant de cellule a cellule, le courant de queue
mesuré est divisé par la capacité membranaire qui donne une estimation de la
surface cellulaire. Les amplitudes sont donc exprimées en pA/pF.
Le temps de demi-activation et la constante de désactivation sont aussi calculés. La
constante de désactivation Tseac €St donnée par la formule présentée juste avant. Le
temps de demi-activation se calcule en fonction du courant maximal mesuré a la fin
du prépulse. Ce courant est divisé par 2 et le temps nécessaire pour atteindre cette
valeur de courant, lors du prépulse, est pris comme temps de demi-activation. Cette
méthode de calcul est réalisable méme si le courant enregistré en tout début de

prépulse est masqué par le courant capacitif.
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4.4  Analyse biochimique des protéines
441 Western-blot

Pour les expériences de Western-blot, les cellules sont ensemencées dans des
boites de Pétri de 35 mm ou des plaques 6 puits. Plusieurs puits (2 a 4) sont utilisés
pour chaque condition. 24 a 48 heures apres la transfection, les cellules sont lysées.
Dans certaines conditions les cellules peuvent avoir été traitées, avant la lyse, avec
de la colchicine (10 mM) pendant 1 a 2 heures et/ou du pCPT-cAMP (400 pM), de
I'acide okadaique (0.2 uM) et de la forskoline (10 uM) pendant 10 a 15 minutes.
Apres l'ajout du tampon de lyse (NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, Tris 20 mM, Triton
X100 1%, anti-protéases (Complete, Roche Diagnostics) et 1 mM de
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF, Sigma)), les cellules sont grattées et broyées a
'aide d’'une seringue et d’une aiguille 25G puis incubées a 4°C pendant 40 minutes
pour solubiliser les membranes. Le lysat est ensuite centrifugé a 15 000 g pendant
15 minutes pour éliminer les noyaux et les cellules mal lysées. Le surnageant est
récupéré et les protéines sont dénaturées dans le tampon Laemmli (glycérol 2%, Tris
pH 6.8 a 13 mM, SDS 0.46%, DTT 2 mM et du bleu de bromophénol). Pour yotiao,
un tampon contenant de l'urée et plus de DTT est utilisé (SDS 2.5%, urée 37.5 mM,
sucrose 150 mM, Tris-HCI 25 mM, DTT 100 mM). La dénaturation se fait a
température ambiante pendant 30 minutes ou a 95°C pendant 10 minutes (pour
yotiao).

Vingt-cinq a 40 pL de chaque échantillon sont déposés sur un gel de polyacrylamide
de 5% pour yotiao et 10 ou 12% pour KCNQ1 et la B-tubuline. Les protéines sont
séparées par électrophorese en présence de SDS. Aprés leur migration, les
protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose pendant 30 minutes a
18V a l'aide d’'un appareil pour transfert semi-sec. Pour yotiao, un transfert liquide a
40V sur toute la nuit est choisi de maniere a transférer la totalité de cette protéine de
haut poids moléculaire.

Afin de s’assurer du bon transfert des protéines, la membrane est colorée a I'aide de
rouge Ponceau. Aprés lavage, elle est saturée avec un tampon TBS-T (Tris 10mM,
NaCl 150m et du Tween 20 a 0.1%) contenant 5% de lait. Elle est ensuite incubée en
présence de I'anticorps primaire dilué dans le TBS-T lait 5%, toute la nuit a 4°C ou

pendant 1 heure a température ambiante. Aprés plusieurs ringages au TBS-T lait, la
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membrane est incubée avec I'anticorps secondaire couplé a la HRP (Santa Cruz
Biotechnology) dilué au 1/10000, pendant une heure a température ambiante. Enfin,
aprées plusieurs bains dans du TBS-T sans lait, la révélation est effectuée avec un kit
de détection de chemiluminescence (GE Healthcare). La quantification des bandes

de Western-blot est effectuée a 'aide du logiciel Image J.
4.4.2 Co-immunoprécipitation

Les lysats sont obtenus comme précédemment et incubés avec 1.5 ug d’anticorps
anti-KCNQ1 (Alomone Labs) ou anti-B-tubuline (Santa-Cruz Biotechnology) toute la
nuit, sous agitation a 4°C. Vingt uL de billes d’agarose couplées a la protéine G (GE
Healthcare), préalablement rincées dans le tampon de lyse, sont ajoutés aux lysats.
Aprés une incubation d’au moins une heure a 4°C, les billes sont rincées plusieurs
fois avec du tampon de lyse complet (sans PMSF) et 2 fois avec le tampon de lyse
sans Triton. Aprés le dernier ringcage, les billes sont centrifugées et le culot est repris
dans 25 pL de tampon de dénaturation puis dénaturé comme précédemment. Les
échantillons sont ensuite déposés sur gel d’acrylamide puis un Western-blot est

effectué selon le protocole décrit précédemment.

5 Les cardiomyoctes de cobaye comme systéme natif

5.1 Transfection des cardiomyocytes

La transfection in vivo des cardiomyocytes de cobaye a été mise au point au sein du
laboratoire, au cours de mon stage de Master 2, grace a la présence au sein de
lunité d’'une équipe développant des vecteurs de transfection synthétiques. J'ai pu
montrer qu’en injectant 50 pyL de solution physiologique contenant 100 ug d’ADN
plasmidique complexé au vecteur, dans la paroi ventriculaire gauche de cobaye,
plusieurs centaines de myocytes pouvaient étre transfectés. Lorsque I'ADN
plasmidique injecté code pour la molécule CD8 (marqueur membranaire) et que les
cellules transfectées sont concentrées aprés fixation a des billes magnétiques
couplées aux anticorps anti-CD8, environ 1407 £ 219 cardiomyocytes transfectés
sont retrouvés aprés isolement enzymatique. Toutefois, la part de cardiomyocytes
transfectés, vivants et non |ésés par la digestion enzymatique est plus réduite

puisqu’en moyenne 200 cardiomyocytes de ce type sont comptés. Les myocytes
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isolés étant étudiés en patch-clamp dans l'aprés-midi suivant l'isolement, cette

quantité est largement suffisante.
5.1.1  Construction des plasmides pour la transfection in vivo

Les plasmides utilisés pour la transfection des cardiomyocytes de cobaye in vivo
sont des pIRES-CD8-Nedd4-2. Ce type de plasmide permet I'expression de la
protéine CD8 et de la protéine d’intérét Nedd4-2 au sein de la méme cellule
transfectée. La constuction d’un tel plasmide a été réalisée a partir d’'un plasmide
pIRES-CD8 et d’un plasmide pCDNA3-Nedd4-2 (WT ou muté) fourni par I'équipe
d’Hugues Abriel (Lausanne, Suisse). Le plasmide pIRES obtenu a été amplifié pour

atteindre une concentration en solution mére supérieure a 5 pg/uL.
5.1.2 Préparation du mélange vecteur-ADN

Le vecteur synthétique Tétronique 304, a base de poloxamines, est un block
copolymere tétrafonctionnel développé par I'équipe de Bruno Pitard et fourni a fagon
par BASF. La solution stock a 10% est préparée dans de I'eau stérile. La formulation
de I'ADN avec les poloxamines est réalisée en mélangeant le méme volume de
solution stock et de solution d'ADN plasmidique de maniere a atteindre une quantité
finale de 100 ug d’ADN dans 50 pL de volume final. Les solutions sont diluées dans
un milieu isotonique correspondant au milieu physiologique extracellulaire. Le
mélange est effectué au dernier moment, juste avant I'injection qui est réalisée avec

une seringue Hamilton (GastightR #1710) munie d'une aiguille 30G x1/2.
5.1.3 Technique d’injection in vivo

* Animaux
Les animaux utilisés sont des cobayes Hartley males (Charles Rivers) d’environ 8
semaines et pesant entre 250 g et 300 g a la livraison. Avant manipulation, les
animaux sont soumis a une période d’acclimatation de 4-5 jours a 2 par cage, dans

une animalerie ventilée, maintenue a 23 °C.
* Anésthésie
Avant la transfection dans les cardiomyocytes, une injection d’atropine (Atropine

sulfate®, Aguettant) est réalisée a la dose de 0,1 mg/kg en sous-cutané (SC).
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L’animal est alors placé dans une cage a induction. L’anesthésique utilisé est
lisoflurane (Forene®, Abbott) a 2,5% avec air comprimé (appareil d’anesthésie
gazeuse et compresseur d’air AIR 50, TEM). Une fois endormi, le cobaye est placé

sur un tapis chauffant et I'anesthésie est maintenue a l'aide d’'un masque.

* Intubation
Une intubation par méthode rétrograde est alors réalisée : une sonde urinaire chat 3
French avec guide est introduite entre deux anneaux trachéaux et dirigée
cranialement de maniére a la faire ressortir par la bouche. La tubulure d’'un cathéter
pour cheval de 1,6 mm de diamétre externe est alors glissée dans la lumiére de la
trachée en se servant de la sonde urinaire comme guide. Une fois la tubulure en
place et la sonde retirée, 'animal est placé en décubitus dorsal sous respirateur
artificiel (Harvard Apparatus). L’orifice formé entre les deux anneaux trachéaux est

refermé par ligature avec du fil et aiguille sertie Prolene 6-0 non résorbable.

* Injection et sutures

Une thoracotomie latérale gauche est pratiquée au niveau du 3éme ou 4éme espace
intercostal (EIC) et un écarteur est mis en place. Le péricarde est déchiré et
l'injection du mélange vecteur-ADN est réalisée dans la paroi ventriculaire gauche
sous loupe binoculaire. L’espace intercostal ouvert est refermé avec du fil vicryl
metric 3 aprés avoir reformé le vide pleural par aspiration. La peau est ensuite
suturée apres rapprochement des muscles.

Le protocole analgésique est réalisé avec de la nalbuphine (Nubain®, 0,2 mg/kg) ou

de la buprénorphine (Temgesic®, 0.05 mg/kg) en pré- ou per-opératoire.
5.2 Isolement des cardiomyocytes

» Euthanasie
Trois a huit jours aprés injection, les cobayes sont anesthésiés par une injection
intrapéritonéale d’étomidate (Hypnomidate®, 20 mg/kg). De I'héparine sodique
(héparine Choay®, 10000 U.I/kg) est aussi injectée. Une fois anesthésié, I'animal est

euthanasié par dislocation vertébrale.
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» Pose sur colonne de Langendorff
Le cceur est alors prélevé et déposé dans un bécher placé dans la glace et
contenant une solution physiologique froide et oxygénée (solution 1 : NaCl 135 mM,
NaH:PO4 0,33 mM, KCI 5,4 mM, MgCl. 1 mM, HEPES 10 mM, Glucose 10 mM,
CaCl2 1,8 mM, ajustée au pH 7,4) pour le rincer. Son aorte est glissée et fixée sur
une canule reliée a une colonne de Langendorff maintenue a 37°C. Le cceur est
alors perfusé par son réseau coronaire pendant 5 min avec la solution 1 oxygénée.
Cette étape permet au cceur de retrouver une bonne activité contractile et de chasser

le sang restant dans les cavités cardiaques.

» Perfusion du coeur et digestion enzymatique

Il est ensuite perfusé avec une solution sans Ca*" oxygénée (solution 2 : solution 1
sans calcium) pendant 5 minutes. L’arrét de I'activité contractile permet de vérifier la
bonne perfusion du myocarde. L’absence de Ca?* fragilise les liaisons intercellulaires
et favorise la dissociation cellulaire.

La solution enzymatique (solution 2) contenant des collagénases (Worthington type
2, 350 U/mL) et protéases (Sigma, 0.6 U/mL) est perfusée pendant 7 a 15 minutes,
selon la taille du cceur et lactivité des enzymes. Le cceur perd alors de sa
consistance. La digestion enzymatique est arrétée par la perfusion de la solution 2 a

laquelle est ajouté 0.2 mM de calcium, pendant 5 minutes.

* Reécupération des myocytes isolés
L’ensemble cceur-canule est alors retiré de la colonne. La zone d’injection est
prélevée et les cellules sont mises en suspension dans un tube contenant une
solution hyperpotassique (solution KB : taurine 10 mM, acide aspartique 70 mM, KCI
25 mM, KH2PO4 10 mM, EGTA 0,5 mM, glucose 22 mM ajusté au pH 7,4). Les
cellules sont individualisées en agitant doucement la suspension, a l'aide d'une
pipette Pasteur polie, et sont réparties en plusieurs tubes apreés filtration sur une toile
de nylon (diamétre des pores : 200 um). Elles sont alors mises au repos pendant
environ 1 h a I'air libre et le milieu KB est changé régulierement apres sédimentation

naturelle des cellules.
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» Concentration des myocytes transfectés

Avant d’étudier les myocytes transfectés en patch-clamp, des billes magnétiques
couplées aux anticorps CD8 (Dynal biotech) sont ajoutées au milieu contenant les
cellules. Les cellules transfectées exprimant les molécules CD8 a leur membrane et
sur lesquelles les anticorps couplés aux billes magnétiques ont pu se fixer sont
concentrées a l'aide d’un aimant (MiniMACS separation unit). Celui-ci est maintenu
contre le tube contenant les cellules et plusieurs ringages sont effectués avec une
solution Tyrode (NaCl 132 mM, KCI 4 mM, HEPES 10 mM, MgCI2 1,2 mM, CaCl2
1,8 mM, Glucose 5 mM, pH 7,4).

5.3  Analyse électrophysiologique des courants potassiques
5.3.1  Choix des conditions de patch-clamp

L’étude des courants potassiques (lks et lk1) dans les cardiomyocytes est réalisée en
configuration cellule entiére. Le rundown du courant lks observé dans les cellules
COS-7 est moins rapide dans les cardiomyocytes et il est possible d’étudier ces
cellules en condition percée. Cette condition est plus rapide et pratique a utiliser
puisque, une fois le gigaseal réalisé, la membrane est percée par aspiration. Cette
condition est applicable aux cardiomyocytes si le temps nécessaire pour effectuer les
différents protocoles d’acquisition est suffisamment court pour que le rundown n’ait
pas lieu. Cette condition a été choisie pour I'étude des effets de Nedd4-2 sur le
courant.

En revanche, pour I'étude concernant les effets des microtubules sur le courant, la
cellule devait étre maintenue intacte le temps que le courant se stabilise avant et
aprés la stimulation de la PKA, c’est-a-dire pendant un temps assez long. En
condition percée, le rundown aurait pu étre trop important pour que l'analyse soit
fiable. De plus, il a été montré que le traitement a la colchicine aboutissait a des
effets différents sur le courant lca. selon la condition percée ou perméabilisée choisie
. L’augmentation du courant en condition percée et en présence de colchicine
pourrait étre liée a une perte des protéines Gi inhibant le canal calcique. Pour ces
différentes raisons et pour rester dans les conditions les plus physiologiques

possible, la condition perméabilisée a été préférée pour cette étude.
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5.3.2 Milieux utilisés

Le milieu de perfusion générale dans lequel baignent les cellules est, comme pour
les cellules COS-7, proche du milieu extracellulaire physiologique (NaCl 132 mM,
KCI 4 mM, HEPES 5 mM, CaCl; 1.8 mM, MgCl.> 1.2 mM et glucose 5 mM, pH 7.4). Le
milieu perfusé localement sur la cellule en cours d’étude (NaCl 132 mM, KCI 4 mM,
HEPES 5 mM, MgClz 1.2 mM, glucose 5 mM et mannitol 5 mM, pH 7.4) contient des
inhibiteurs du courant calcique (Nifédipine 4 uM) et du courant I« (E-4031 5 pM).

La pipette est remplie d’'un milieu simple contenant du potassium et un tampon
HEPES (K-gluconate 120 mM, KCI 25 mM, 10 HEPES, pH 7.3) auquel peut étre
ajouté de 'EGTA (1 mM) pour chélater les ions calcium et éviter la contraction des
myocytes. En condition perméabilisée, de 'amphotericine B (0.8 pg/mL) est aussi

ajouté a ce milieu.
5.3.3 Protocoles utilisés

Les protocoles d’électrophysiologie a utiliser sur cardiomyocytes doivent tenir compte
des courants a étudier mais aussi de ceux non souhaités pour I'étude. De maniére a
maintenir les canaux sodiques dans un état inactivé, le potentiel imposé ne descend
jamais au-dessous de -40 mV pour I'enregistrement de Ik, y compris entre les
protocoles de stimulation. A un tel potentiel, les canaux potassiques KCNQ1 et
HERG sont désactivés (voir p. 27) ainsi que les canaux calciques de type L. Seul le
courant Iks est visible a ce potentiel. Une stimulation a +40 mV va permettre d’activer
les courants ks, Ik et Icar. La présence des inhibiteurs de IcaL et de Ik permet alors de
n’enregistrer que le courant lks (Figure 30). Comme dans les cellules COS-7, le
courant est mesuré lors de la repolarisation a -40 mV, selon la méme équation
décrite plus haut. Cette méthode nous permet de soustraire le courant Ik: présent a
-40 mV du courant Iks.

Pour mesurer lki, des sauts de potentiel entre -110 mV et -20 mV durant 500 ms ont

été réalisés a partir d’'un potentiel de -60 mV.
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Figure 30 : Protocole de stimulation dans les cardiomyocytes pour mesurer Iks. En bas sont
représentés les courants actives par le protocole de stimulation décrit au-dessus, en

présence de Nifédipine (inhibiteur de Ic..) et de E-4031 (inhibiteur de k).

6 Statistiques

Tous les tests statistiques sont réalisés a l'aide du logiciel SigmaStat. Tous les
résultats sont présentés comme des moyennes + sem (erreur stantard a la moyenne)
et une différence est considérée significative si la valeur p (probabilité de conclure a

une différence alors que celle-ci est due au hasard) est inférieure a 0.05.

» Comparaison de deux échantillons indépendants
Pour comparer deux échantillons indépendants (par exemple, courant de base dans

les cellules traitées et non traitées), un test de Student est réalisé.
» Comparaison de plus de deux échantillons indépendants

Pour comparer plusieurs échantillons indépendants (par exemple, courants obtenus

dans les cellules non traitées, traitées au taxol ou a la colchicine), une ANOVA
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(Analyse of variance) a une dimension (ou voie) est effectuée. Ce test permet de
comparer les échantillons entre eux et de déterminer si une différence entre au

moins deux échantillons existe.

e Comparaison de deux échantillons appariés

La comparaison des parametres du courant obtenus avant et aprés stimulation a la
PKA sur un méme lot de cellules nécessite des tests de comparaison de valeurs
appariées puisque, sur chaque cellule, la valeur aprés stimulation fait référence a la
valeur avant stimulation. Le test de référence pour ce type de comparaison est le test
de Student pour valeurs appariées.

Pour de trés petits échantillons (n = 4 ou 5, pour les Western-blot), un test non
paramétrique est choisi. Contrairement aux tests paramétriques, ce type de test n’est
pas basé sur la comparaison de moyennes de valeurs réelles entre échantillons mais
sur I'évaluation des rangs de ces valeurs au sein de chaque échantillon et la
comparaison de ces rangs entre les échantillons. Le test choisi pour comparer deux
échantillons appariés (avant et aprés phosphorylation d’'une méme protéine) est le

test de Wilcoxon.

» Comparaison de plus de deux échantillons appariés
Pour comparer l'effet de 'osmolarité sur le courant, une différence des parametres
du courant obtenus en conditions iso-osmotique, hypo-osmotique et hyper-osmotique
est recherchée. Ces conditions sont appariées puisque les paramétres sont mesurés
sur une méme cellule dans chaque condition. Le test réalisé est alors une ANOVA a
une dimension pour mesures répétées (one-way RM ANOVA). Le résultat de

'ANOVA indique s’il existe une différence entre ces conditions.

e Comparaison de la réponse a une méme stimulation entre deux lots de

cellules
De maniere a déterminer, par exemple, si la réponse a I'osmolarité obtenue dans les
cellules en condition controle est semblable a celle obtenue dans les cellules traitées
a la colchicine, une ANOVA a 2 dimensions pour mesures répétées est réalisée (two-
way RM ANOVA). Ce type de test prend en compte I'évolution des valeurs entre

chaque condition dans un lot de cellules pour comparer ensuite les lots entre eux. Si
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la valeur p du test est supérieure a 5%, il n’existe pas de différence de réponse entre
les deux lots.

Dans ce cas, chaque lot est traité indépendamment et les valeurs p obtenues a partir
des tests de comparaison de moyennes appariées sont données pour chaque lot.
Dans notre exemple sur 'osmolarité ou 3 conditions sont testées dans chaque lot,
les valeurs de 'ANOVA a une dimension pour mesures répétées sont données
comme valeurs de référence. Si seulement deux conditions sont testées (avant et
aprés stimulation de la PKA, par exemple), ce sont les valeurs du test de Student
pour valeurs appariées qui sont données.

Dans le cas ou 'ANOVA a 2 dimensions indique une différence de réponse a la
stimulation (p<0.05), les lots ne peuvent étre considérés de maniére complétement
indépendante et la différence d’évolution doit étre prise en compte. Des tests de
Tukey, qui tiennent compte de cette différence entre les lots, sont alors réalisés a la
suite de TANOVA. La valeur p obtenue a partir de ces tests de Tukey réalisés dans
chaque lot est alors donnée comme valeur de référence. Par exemple, dans le cas
de la réponse a la PKA dans les cellules COS-7, TANOVA a 2 dimensions réalisée
entre les cellules traitées et non traitées a la colchicine donne une valeur p<0.05 (il
existe une différence de réponses entre ces deux groupes). Les tests de Tukey
réalisés dans chaque lot de cellules indiquent une différence avant et aprés la
stimulation de la PKA dans les cellules non traitées (p<0.001) mais aucune

différence significative n'est détectée dans les cellules traitées (p>0.05).
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RESULTATS ET DISCUSSION
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7 La réponse du courant Ixs a la phoshorylation PKA-dépendante de KCNQ1

dépend de l'interaction du canal avec les microtubules

7.1 Introduction

Dans le but d’identifier de nouveaux partenaires du canal KCNQ1, le criblage d’'une
banque d’ADNc de cerveau de souris a été realisé par double-hybride chez la levure
avec 'ADNc codant pour la queue N-terminale du canal utilisée comme appat. Ce
type de test permet d’identifier les protéines capables d’interagir physiquement avec
la partie N-terminale du canal.

Cette méthode mise au point par Fields et Song est basée sur la formation d'un
complexe moléculaire activant I'expression de geénes rapporteurs . La protéine Gal4
est un facteur de transcription (FT) capable d’activer différents génes dont His3 et
LacZ, codant pour l'histidine et la B-galactosidase, respectivement. Ce FT posséde
un site de fixation a I’ADN et un site d’activation de la transcription. Les ADNc codant
pour la protéine appat sont fusionnés au site de fixation et les ADNc de la banque
sont fusionnés au site d’activation de Gal4. L’interaction physique de I'appat et d’'une
protéine codée par I'un des ADNc de la banque permet 'assemblage des deux
parties du FT et la transcription des génes rapporteurs. La croissance des levures
dans des conditions restreintes nécessitant le produit du géne rapporteur His3
(histidine) et la coloration bleue des levures en présence de X-Gal, permise par la 3-
galactosidase, révélent la formation d’'un complexe. Le séquengage du plasmide
transfecté dans ce type de levure permet alors d’identifier le géne codant pour la
protéine interagissant avec le canal.

Cette méthode spécifique a permis de mettre en évidence que la [B-tubuline
interagissait avec la partie N-terminale du canal. Cette protéine forme des diméres
avec l'a-tubuline et ces diméres s’assemblent entre eux pour former les
microtubules, éléments du cytosquelette. Les microtubules jouent un réle dans de
nombreuses fonctions cellulaires et sont indispensables a la division cellulaire. lls
permettent aussi le trafic des vésicules de sécrétion et de transport vers les différents
compartiments cellulaires et la membrane plasmique.

Quelle est I'implication physiologique de l'interaction observée entre la B-tubuline et
le canal KCNQ1 ?
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7.2 Résultats

La premiére étape a été de valider l'interaction entre ces deux partenaires. Une co-
immunoprécipitation entre la B-tubuline et le canal KCNQ1 a donc été recherchée
dans des cellules COS-7 exprimant le canal et dans les cardiomyocytes de cobaye.
La figure 1B de l'article montre que ces deux protéines sont bien retrouvées dans le
méme complexe dans les deux modéles d’étude. Lorsque KCNQ1 est
immunoprécipité, la p-tubuline est retrouvée dans le complexe précipité et
inversement, lorsque la B-tubuline est immunoprécipitée, KCNQ1 est retrouvé dans
le complexe. D’aprés lI'immunomarquage réalisé sur cardiomyocytes de cobaye
(figure 2 de l'article), ces deux protéines colocalisent en particulier au niveau des
disques intercalaires ou se trouve la majorité des canaux. Les microtubules, longs et
fins, sont organisés en réseaux dans le cytoplasme. Au niveau des disques
intercalaires, ils s’ancrent a la membrane plasmique par I'une de leurs extrémités. La
colocalisation entre les canaux ioniques, dispersés dans la membrane, et la tubuline,
ponctuellement ancrée a la membrane, n’est donc pas toujours visible sur des
coupes de cardiomyocytes (microscopie confocale). La reconstitution 3D permet une

meilleure visualisation de cette colocalisation (figure 2 de l'article).

Concernant le réle physiologique d’une telle interaction, la premiére question posée a
été de savoir si une altération des microtubules pouvait ou non modifier le courant Iks
de base. Les microtubules peuvent étre dépolymérisés par la colchicine et
hyperpolymérisés par le taxol. Le tableau 1 de l'article montre que ces substances
n'altérent pas la densité ni les propriétés du courant dans les COS-7 exprimant
KCNQ1 et KCNE1.

lks est augmenté lors d'un choc hypoosmotique et réduit lors d'un choc
hyperosmotique . L’équipe de Pongs a montré que le canal délété de sa partie N-
terminale ne répondait plus aux chocs osmotiques . Serait-ce parce que cette
réponse est meédiée par les microtubules fixés a la partie N-terminale du canal ? Pour
répondre a cette question, les cellules COS-7 transfectées avec le canal et KCNE1
ont été soumises a des solutions d’osmolarité variable. Comme le montre la figure 3

de l'article, les cellules traitées a la colchicine répondent a 'osmolarité de maniere
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similaire aux cellules non traitées. Les variations d’amplitude et de cinétique

d’activation sont semblables dans les deux conditions.

Comme nous I'avons vu dans lintroduction de cette thése, le courant Iks augmente
lors d’une stimulation B-adrénergique. L’association de 'AKAP yotiao et de KCNQ1
et la phosphorylation des deux protéines par la PKA sont des éléments
indispensables a la réponse du courant lks. Yotiao étant une AKAP susceptible
d’interagir avec le cytosquelette , nous avons émis I'hypothése que les microtubules
pourraient jouer un réle dans la régulation du courant par la PKA. La figure 4 de
l'article montre effectivement que la dépolymérisation des microtubules altére la
réponse du courant a une stimulation de la PKA dans les cellules COS-7
transfectées avec KCNQ1, KCNE1 et yotiao. De maniére troublante, le temps de
demi-activation en réponse a la PKA est diminué dans les cellules traitées a la
colchicine, comme dans les cellules contrdles, alors que la variation d’amplitude est

supprimée (figure 4D de l'article).

Nous avons pensé que la dépolymérisation des microtubules pouvait empécher
l'interaction de yotiao et de KCNQ1 ou la phosphorylation de ces protéines. Pour
vérifier ces hypothéses, des co-immunoprécipitations et Western-blots ont été
réalisés sur des cellules COS-7 transfectées et traitées ou non a la colchicine. La
figure 5 montre que tous les éléments indispensables a la réponse du courant sont
présents dans les cellules traitées a la colchicine : le canal KCNQ1 interagit avec
yotiao (figure 5B) et ces deux protéines sont bien phosphorylées (figure 5C et D). Le
fait que la B-tubuline et yotiao (méme phosphorylé) ne soient pas retrouvés dans le
méme complexe en absence de KCNQ1 (figure 5A de l'article) infirme I'’hypothése
que yotiao pourrait servir d’'intermédiaire entre les microtubules et la réponse du
courant. Les microtubules ont donc un réle majeur dans la réponse du courant a une
stimulation de la PKA et la dépolymérisation de ceux-ci n'altére pas l'interaction entre

yotiao et le canal ni la phosphorylation de ces protéines.

La figure 6 de l'article montre que la réponse du courant a cette stimulation est aussi
diminuée dans les cardiomyocytes de cobaye traités a la colchicine. Comme dans
les cellules COS-7, la dépolymérisation des microtubules ne modifie que

'augmentation d’amplitude sans modifier les variations de cinétiques du courant. Le

112



report de l'intensité des courants mesurés en fonction du temps (Figure 31) permet
de visualiser la vitesse avec laquelle le courant répond a la stimulation. L’intensité du
courant augmente rapidement aprés I'application des activateurs de la PKA et se
stabilise en quelques minutes, suggérant un effet direct de la PKA sur le canal. La

cinétique de réponse est similaire dans les cellules COS-7 non traitées (non montré).

Figure 31 : Augmentation du courant en réponse a une stimulation de la PKA en fonction du
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temps. Sur cette figure sont représentés les courants de queue relatifs (en fonction du
courant avant stimulation) en fonction du temps, enregistrés dans un cardiomyocyte de
cobaye non ftraité (noir) et dans un cardiomyocyte traité a la colchicine (30 pM). Aprés
application dAMPc (400 uM), d’acide okadaique (0.2 uM) et de forskoline (10 uM, fleche), le

courant augmente dans les secondes qui suivent et est stabilisé en moins de 2 minutes.

Le courant k1 est aussi sensible a la PKA. Sous stimulation (-adrénergique, la
phosphorylation du canal Kir2.1 par la PKA aboutit a la diminution du courant Ik (voir
annexe 3, paragraphe 1.1). La figure 6F de I'article montre que la diminution de ce
courant en réponse a la stimulation est maintenue dans les cardiomyocytes traités a
la colchicine. L'effet des microtubules sur la réponse du courant est donc spécifique

au courant lks.
7.3  Discussion et perspectives
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Ces résultats montrent que les microtubules sont impliqués dans la réponse du
courant lks a la PKA. Différentes hypothéses peuvent étre émises concernant le
mécanisme par lequel ils interviennent dans cette réponse. Le courant mesuré est
proportionnel a la probabilité d’ouverture des canaux (Po), a leur conductance (y) et
au nombre de canaux présents a la membrane (N). Une augmentation du courant
peut donc étre due a une modification des propriétés biophysiques des canaux (Po
et y) favorisant leur ouverture ou a une augmentation du nombre de canaux présents
a la membrane (N).

Notre premiére hypothése est que la phosphorylation du canal induit un changement
conformationnel favorisant son activation (Po ou y augmentée). Les microtubules
interagissant avec le canal joueraient un réle majeur dans cette activation. Il est
aussi possible que les microtubules interviennent dans la phosphorylation d’'un
deuxiéme site sur le canal (Po ou y augmentée) et que leur dépolymérisation limite
I'activation du canal liée a ce deuxiéme site. Enfin, une augmentation du nombre de
canaux a la membrane (N) est aussi envisageable sachant que les microtubules

interviennent dans le trafic de plusieurs protéines membranaires.

* Hypothése 1 : 'augmentation du courant est liée a une modification des
propriétés biophysiques du canal impliquant les microtubules

Les phosphorylations de KCNQ1 et de yotiao modifient nettement les propriétés du
courant lks en accélérant son activation, ralentissant sa désactivation et en décalant
sa courbe |-V vers des potentiels plus négatifs . Tous ces éléments participent a
'augmentation du courant observée.
Des effets similaires sont observés sur le canal Kv1.5 associé a sa sous-unité Kv31.3
. La phosphorylation de la sérine 24 de Kv[1.3 augmente nettement le courant et
réduit son inactivation, suggérant une stabilisation du complexe dans une
conformation activée. Comme pour KCNQ1 , 'augmentation du courant est rapide
(en moins de 10 minutes) et I'effet est inhibé si la sérine phosphorylable est mutée
en alanine. Inversement, si le canal est associé a la sous-unité Kv31.3 dont la sérine
est mutée en un acide aminé chargé négativement ('acide aspartique, simulant un
état phosphorylé), le courant observé est similaire a celui observé avec la sous-unité
Kvp1.3 WT phosphorylée par la PKA . Cet effet sur le courant est comparable a celui

observé avec le mutant KCNQ1 S27D et yotiao .
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Pour les réponses mediées par la phosphorylation des complexes de Kv1.5 et
KCNQ1, I'hypothése la plus probable est qu'un effet électrostatique créé par la
phosphorylation (charge négative) serait a [lorigine dun changement de
conformation du canal favorisant I'état ouvert .

D’aprés nos résultats, lorsque les microtubules sont dépolymérisés, la modification
des parametres cinétiques est maintenue lors d’'une stimulation de la PKA malgré
'absence d’augmentation du courant. Les microtubules interviendraient donc sur
'amplitude du courant (probabilité douverture maximale ou conductance plus
élevée) mais pas sur les propriétés cinétiques liées a cette activation.

La relation entre le courant et les cinétiques d’activation n’étant pas linéaire , il est
aussi possible que la phosphorylation du complexe aboutisse d’abord a une
modification des cinétiques d’activation puis, dans un deuxiéme temps, a une
augmentation du courant. La dépolymérisation des microtubules peut limiter ces
effets de sorte que seuls les effets sur les cinétiques soient visibles. Dans les
myocytes, les effets de la dépolymérisation des micrutubules seraient moins
marques, aboutissant a une légere augmentation du courant en plus de la
modification des cinétiques.

Une étude en patch-clamp sur canaux unitaires pourrait permettre de déterminer si
les effets observés en dépolymérisant les microtubules sont liés ou non a une
modification de la probabilité d’ouverture ou de la conductance. Toutefois, les états
de transition du canal sont extrémement rapides et sa conductance unitaire estimée
est faible . L’analyse de ces paramétres (Po et y) n’est donc pas réalisable sur canal
unitaire. Seule une estimation peut étre donnée, a partir d’'une analyse de bruits, en
calculant la fluctuation du courant global mesuré a partir d’'un certain nombre de
canaux . Il est difficile de savoir si une estimation sera suffisante pour déterminer si
la conductance unitaire et la probabilité d’ouverture sont modifiées lorsque le canal

est phosphorylé ou lors d’un traitement a la colchicine.

* Hypothése 2: la dépolymérisation des microtubules empéche la
phosphorylation d’'un autre site
Nous avons montré dans cette étude que la sérine 27 du canal KCNQ1 était toujours

phosphorylée malgré la dépolymérisation des microtubules. Cette sérine serait la
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seule a participer a l'effet de la PKA sur KCNQ1 selon le travail de Marx et al. .
Toutefois, comme cela a été mentionné dans le paragraphe 2.3.3 de l'introduction,
d’autres auteurs avancent qu'un deuxiéme site phosphorylable peut intervenir dans
cette réponse : la sérine 468 et la thréonine 470 . D’apres leurs travaux, la mutation
KCNQ1 S27A ne diminue que partiellement la réponse qui est completement inhibée
uniquement si les trois acides aminés phosphorylables sont mutés en alanine.

Dans notre étude, il est possible que la dépolymérisation des microtubules qui
n’altére pas la phosphorylation de la sérine 27, altére celle du deuxiéme site. Ceci
expliquerait l'inhibition partielle de la réponse du courant observée dans les
cardiomyocytes traités a la colchicine. Dans ces cellules, 'augmentation persistante
mais réduite du courant serait liée a la phosphorylation de la sérine 27.

Cependant, dans les cellules COS-7 traitées a la colchicine, I'inhibition du courant
est totale suggérant que, méme si le deuxiéme site n’est pas phosphorylé dans ces
cellules, un autre mécanisme intervient pour inhiber la réponse liée a la
phosphorylation de la sérine 27.

Toutefois, de maniére a écarter I'lhypothése d’une altération de la phosphorylation du
deuxiéme site, une immunoprécipitation de KCNQ1 suivie d’'un Western-blot révélé
avec un anticorps anti-thréonine phosphorylée (ou spécifique de la S468 ou T470
phosphorylée) est envisageable dans toutes les conditions de traitement (avec ou
sans colchicine et avant et aprés stimulation de la PKA) et pour les deux
modeéles d’étude (cardiomyocytes et COS-7). Cette expérience nous permettrait de
déterminer si le deuxiéme site est phosphorylé dans les COS-7 et dans les
cardiomyocytes aprés stimulation et si cette phosphorylation est perturbée par la
dépolymérisation des microtubules. En fonction des résultats, I'étude en patch-clamp
des cellules COS-7 transfectées avec les mutants S468A/T470A ou S468D/T470D et
traitées ou non a la colchicine peut fournir des informations sur le rbéle des

microtubules dans la réponse du courant liée a ce deuxieéme site.

* Hypothése 3 : la réponse du courant est liée a une augmentation du

nombre de canaux a la membrane
Une autre hypothése pour expliquer l'augmentation du courant réside dans
'augmentation du nombre de canaux a la membrane, en réponse a une stimulation
-adrénergique. Les microtubules sont, en effet, impliqués dans le trafic des

vésicules intra-cellulaires vers les différents compartiments et la membrane
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plasmique . Plusieurs articles décrivent une augmentation de la densité de canaux
ou autres protéines membranaires en réponse a '’AMPc et montrent I'implication des
microtubules dans cette réponse. La plupart des études sont réalisées dans des
cellules épithéliales polarisées. Elles montrent que I'augmentation de I'exocytose en
partie apicale est médiée par 'AMPc et les microtubules sans que la phosphorylation
des protéines membranaires étudiées ne soit mise en évidence . En revanche,
d’autres études réalisées sur des canaux ioniques ou des aquaporines mettent en
rapport la phosphorylation de la protéine et sa migration vers la membrane
plasmique. La phosphorylation de I'aquaporine 2 par la PKA au sein des vésicules
d’exocytose permettrait son interaction avec les microtubules et son trafic vers la
membrane plasmique . De maniére intéressante, cet effet nécessite la présence
d’AKAPs, et particulierement I'AKA1806, puisque leur inhibition supprime la
transloctation de 'aquaporine 2 vers la membrane .

De méme, des études réalisées sur le canal sodique Nav1.5 montrent qu'une
stimulation B-adrénergique induit une phosphorylation du canal et une augmentation
de la densité de canaux a la membrane . L’application de chloroquine (substance
empéchant le recyclage de la membrane plasmique) sur des ovocytes de Xénope
transfectés avec le canal et sa sous-unité (31 inhibe la réponse du courant a une
stimulation de la PKA, suggérant une implication du trafic dans la réponse . Si les
sérines 525 et 528 de Nav1.5 sont mutées, aucune augmentation du courant n’est
observée. La suppression de domaines de rétention dans le réticulum
endoplasmique inhibe aussi la réponse du courant, suggérant que I'activation de la
PKA permet de masquer ces sites de rétention et d'augmenter I'expression du canal
a la membrane .

Tous ces résultats suggérent fortement un réle de la phosphorylation, des AKAPs et
des microtubules dans I'expression de certaines protéines a la membrane. Dans
toutes les études démontrant une augmentation du trafic en réponse a la
phosphorylation des protéines, 'augmentation du courant se fait lentement et sur une
longue période allant parfois jusqu’a plus d’1 heure. Dans notre cas, la réponse est
extrémement rapide et le courant est stabilisé dans les minutes suivant I'activation.
Un effet de la PKA sur le trafic est donc peu envisageable dans un délai aussi court.
Toutefois, nous n'avons jamais attendu une réponse au-dela de 10 minutes, le
courant étant stabilisé avant ce délai, et il est possible que nous ayons manqué une

augmentation plus lente ou plus tardive du courant. Une augmentation du courant en
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deux paliers pourrait étre envisagée. Le premier résulterait d’'un effet biophysique lié
a la phosphorylation du canal et un second, plus lent, résulterait d’'une augmentation
de trafic. Il est aussi possible d’envisager que la réponse rapide vienne d'une
augmentation du trafic des vésicules sous-membranaires qui seraient recrutées
quasi-instantanément. Plusieurs études montrent que le recrutement de vésicules
sous-membranaires en réponse a la forskoline peut étre rapide et dans le cas de
CFTR, son recrutement a la membrane nécessite seulement 30 secondes de
stimulation par la forskoline . Cet effet est inhibé par la dépolymérisation des
microtubules et ne dépendrait pas de la phosphorylation du canal . Dans le cas de
KCNQ1, la phosphorylation du canal est indispensable pour I'augmentaion du
courant, suggérant un mécanisme différent.

Cependant, une implication des microtubules dans l'augmentation du trafic de
KCNQ1 ne peut étre exclue. Des expériences complémentaires sont envisagées de
maniére a évaluer cette hypothése. L’application de chloroquine sur des cellules
COS-7 transfectées ou des cardiomyocytes pourraient déja permettre de déterminer
si le trafic est impliqué dans la réponse a la PKA. Des marquages en
immunofluorescence des canaux a la membrane et des canaux intra-cellulaires
peuvent aussi permettre de déterminer si la quantité de canaux a la membrane est
augmentée sous stimulation PKA-dépendante et si les microtubules sont impliqués
dans cette réponse. Une quantification des canaux KCNQ1 biotynilés avant et aprés
les différents traitements est aussi envisageable. Nous pourrions enfin évaluer si
linteraction entre la [B-tubuline et KCNQ1 est augmentée lorsque KCNQ1 est
phosphorylé, en réalisant une co-immunoprécipitation des protéines avant et apres
traitement a ’TAMPc. Un Western-blot permettrait ensuite de déterminer si la quantité
de protéines présentes dans le complexe est augmentée ou non aprés

phosphorylation du canal.
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8 La dégradation de KCNQ1 est régulée par les ubiquitine-ligases de la
famille Nedd4/Nedd4-like.

8.1 Introduction

Comme nous l'avons vu dans l'introduction de ce manuscrit, le nombre de canaux
KCNQ1 présents a la membrane peut étre modulé par l'action de protéines
régulatrices telles que la calmoduline ou l'isoforme 2 ou par l'activation de voies de
signalisation cellulaires intervenant dans son trafic. Cependant, aucune donnée
concernant la dégradation du canal et une éventuelle modification de celle-ci dans
des pathologies impliquant KCNQ1 n’est disponible.

Les protéines membranaires sont dégradées par la voie lysosomale ou par la voie du
protéasome apres avoir été ubiquitinylées (voir paragraphe 2.3.4 de l'introduction, p
63). L’ubiquitinylation des protéines se fait par des ubiquitine-ligases qui
reconnaissent spécifiquement leurs substrats. Les canaux ioniques ENaC et Nav1.5
sont reconnus par les ubiquitine-ligases de la famille Nedd4/Nedd4-like. Cette famille
contient 9 membres dont la protéine Nedd4-2, particulierement impliquée dans
linternalisation de ces canaux. Ces ubiquitine-ligases possédent au moins un
domaine WW reconnaissant le motif PY présent sur leurs protéines cibles. Leur
interaction avec la protéine a internaliser permet I'ubiquitinylation de celle-ci par leur
domaine catalytique de type HECT .

Le canal KCNQ1 posséde un motif PY dans son extrémité C-terminale. Il est donc
possible que sa dégradation soit médiée par les ubiquitine-ligases de la famille
Nedd4/Nedd4-like.

(Référence de l'article :

Jespersen T, Membrez M, Nicolas CS, Pitard B, Staub O, Olesen SP, Bar¢ |, Abriel
H. (2007). The KCNQ1 potassium channel is down-regulated by ubiquitylating
enzymes of the Nedd4/Nedd4-like family.

Cardiovasc Res.2007, 74(1):64-74)
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8,2 Résultats

Le canal KCNQ1 posséde un motif PY dans son extrémité C-terminale : LPTYEQL.
Ce motif est retrouvé dans différentes espéces (figure 1 de l'article), montrant sa
conservation au cours de I'évolution. Les autres canaux de la famille KCNQ et la
protéine KCNE1 ne possedent pas ce motif.

Une quantification comparative des ARNm (ADNc) des neuf protéines de la famille
Nedd4/Nedd4-like (figure 2 de l'article) montre que la protéine Nedd4-2 est la plus
exprimée dans le cceur et le rein et quelle est aussi fortement exprimée dans le

cerveadu.

Si les protéines de cette famille sont effectivement capables de se fixer a KCNQ1 et
d’entrainer sa dégradation, le courant obtenu a partir des cellules (HEK293)
transfectées avec KCNQ1 ou KCNQ1+KCNE1 et ces ubiquitine-ligases devrait étre
inférieur a celui des cellules ne les exprimant pas. La figure 3 de I'article montre que
les courants produits par KCNQ1 ou KCNQ1/KCNE1 sont fortement diminués en
présence de Nedd4-2. Une diminution du courant KCNQ1/KCNE1 est aussi
observée avec les protéines Nedd4-1 et WWP2. La co-transfection de ces ubiquitine-
ligases avec le canal seul ou complexé a KCNE1 n’altére pas ses cinétiques
d’activation et de désactivation.

Lorsque des protéines Nedd4-2 et Nedd4-1 mutées et catalytiquement inactives sont
co-transfectées avec le canal, l'effet préalablement observé sur le courant en
présence des ubiquitine-ligases WT est inhibé et le courant obtenu est semblable a
celui des cellules n’exprimant pas ces protéines. Ces résultats montrent que I'effet
obtenu en présence des protéines Nedd4-2 et Nedd4-1 (WT) est lié a leur domaine

catalytique permettant 'ubiquitinylation d’une protéine cible.

Pour confirmer que Nedd4-2 diminue bien la quantité de canaux a la membrane, une
quantification des canaux en fonction de la quantité de Nedd4-2 co-transfectée a été
réalisée a partir de Western-blots sur KCNQ1. La figure 4 de I'article montre que la
diminution de protéines KCNQ1 est corrélée a 'augmentation de protéines Nedd4-2,
que le canal soit exprimé avec ou sans KCNE1. Si la zone d’interaction sur KCNQ1
est mutée (KCNQ1-YA), la diminution du courant Iks médiée par Nedd4-2 ou les

autres ubiquitine-ligases n’est plus visible (figure 4E de I'article).

120



Tous ces résultats suggerent fortement que Nedd4-2, Nedd4-1 et WWP2 s’associent
avec KCNQ1 et permettent son ubiquitinylation. Des expériences de pull-down avec
la GST fusionnée a la partie C-terminale de KCNQ1 ainsi que des co-
immunoprécipitations a partir de KCNQ1 ont été réalisées et confirment cette
hypothése. Les figures 5A et 5B de l'article montrent que KCNQ1 et Nedd4-2 (ou
Nedd4-1 ou WWP2) se retrouvent dans le méme complexe. Les figures 5C, 5D et SE
montrent que l'ubiquitinylation du canal est effectivement augmentée en présence de
Nedd4-2, que KCNE1 soit présent ou non. Cet effet n'est plus remarqué si
I'association des deux protéines est perturbée (KCNQ1-YA) ou si I'enzyme est
inactive (Nedd4-2CS).

Nedd4-2 est donc capable de s’associer a KCNQ1, permettant ainsi son
ubiquitinylation et sa dégradation dans les cellules HEK293 et les cellules COS-7
transfectées transitoirement. Cette enzyme a-t-elle une action sur le courant Ixs dans
les cardiomyocytes ?

Pour vérifier ceci, des cardiomyocytes de cobaye ont été transfectés avec les
plasmides codant pour les formes active (WT) ou inactive (CS) de Nedd4-2 et le
courant lks de ces cellules a été mesuré par la technique de patch-clamp. La
transfection des cardiomyocytes de cobaye est réalisée in vivo a 'aide d’'un vecteur
inerte (voir matériel et méthodes). Contrairement a l'utilisation de vecteurs viraux ou
de souris transgéniques, cette méthode est rapide et nous permet de transfecter
quelques centaines de cellules, maintenues dans un environnement physiologique.
Pour reconnaitre les cellules transfectées, un géne rapporteur codant pour la
molécule CD8 est inséré dans le plasmide codant pour les ubiquitine-ligases (voir
materiel et méthodes). La transfection des plasmides codant pour les deux formes de
Nedd4-2 dans des cellules COS-7 a permis, au préalable, de vérifier que Nedd4-2
CS avait une action antagoniste sur la forme WT. Le courant Iks obtenu dans ces
cellules co-transfectées avec les deux formes enzymatiques est identique a celui
obtenu sans celles-ci (Figure 32). La forme inactive, transfectée dans les
cardiomyocytes de cobaye, devrait donc entrer en compétition avec la forme WT
présente de maniere endogene dans ces cellules. Le courant des cellules ainsi
transfectées devraient alors étre plus intense que celui des cellules non transfectées
avec Nedd4-2.
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Amplitude (pA/pF)

Figure 32 : Amplitude du courant dans les cellules COS-7 transfectées avec KCNQ1, KCNE1
et Nedd4-2 WT ou mutée (CS). Le courant des cellules transfectées avec la forme WT de
Nedd4-2 est significativement inférieur au courant des cellules transfectées sans Nedd4-2
(p<0.01). Lorsque les deux formes sont co-transfectées avec le canal et KCNE1, le courant
est supérieur a celui des cellules transfectées avec la forme WT (p<0.05) et équivaut a celui

des cellules transfectées sans Nedd4-2 ou avec Nedd4-2 CS.

La figure 6 de l'article montre que le courant Iks n'est pas modifié lorsque la forme
active de I'enzyme est transfectée alors qu’il est augmenté lorsque la forme inactive,
inhibant le Nedd4-2 endogéne, est exprimée. En revanche ces deux formes ne
modifient pas le courant Ik: (figure 6C de l'article).

Nedd4-2 régule donc le courant Iks de maniére spécifique dans les cardiomyocytes

de cobaye.
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8.2  Discussion et perspectives

D’aprés ces nouveaux résultats, nous pouvons affirmer que Nedd4-2 s’associe au
canal KCNQ1, augmente son ubiquitinylation et sa dégradation dans les cellules
HEK293 et COS-7 et diminue le courant Iks dans ces cellules transfectées
transitoirement ainsi que dans les cardiomyocytes de cobaye. Toutefois, nous ne
pouvons pas savoir si la dégradation observée est celle des canaux présents a la
membrane ou si 'ensemble des canaux présents dans la cellule, y compris le RE,
sont dégradés. La maniére dont le canal est ubiquitinylé (mono-, multi- ou
polyubiquitinylé) et la voie de dégradation impliquée (lysosome ou protéasome) sont
aussi des éléments qui restent a déterminer. Enfin, si le réle de Nedd4-2 dans la
dégradation du canal est avéré, il est difficile de savoir si elle est la seule protéine
impliquée dans la dégradation du canal et si les autres protéines partenaires jouent

un role dans cette dégradation.

» La dégradation des protéines de surface médiée par Nedd4-2
Les données publiées sur le canal Nav1.5 suggeérent fortement que la densité de
canaux a la membrane est modifiée en présence de Nedd4-2. La visualisation du
canal a été réalisée dans des cellules HEK293 transfectées transitoirement avec le
canal fusionné au fluorochrome YFP, avec ou sans Nedd4-2. Ces expériences
montrent qu’en présence de Nedd4-2, la localisation de ce canal est plus diffuse
dans le cytoplasme et moins marquée au niveau de la membrane . De plus, des
données récentes sur le canal ENaC, aussi ubiquitinylé par Nedd4-2, montrent que
les canaux biotynilés (marquage spécifique des protéines de surface) sont capables
de fixer Nedd4-2 et que leur ubiquitinylation est augmentée en présence de cette
enzyme . Cet effet serait spécifique aux protéines membranaires puisque les
protéines non biotynilées (intracellulaires) ne sont pas dégradées en présence de
Nedd4-2, contrairement aux protéines biotynilées. L’ensemble de ces données
suggéere fortement que Nedd4-2 se lie aux protéines ancrées dans la membrane
plasmique et permet leur ubiquitinylation et leur dégradation. Méme si ces
expériences n'ont pas été réalisées avec KCNQ1, il est fort possible que le mode

d’action de Nedd4-2 soit semblable avec toutes les protéines qu’elle cible, y compris
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KCNQ1. La realisation d’expériences similaires sur KCNQ1 permettrait de le

confirmer.

* L’ubiquitinylation de KCNQ1 et sa dégradation

Nous avons vu en introduction que la voie de dégradation dépend de la maniére dont
les protéines sont ubiquitinylées et de 'agencement des ubiquitines entre elles.
D’aprés les figures 5C et 5D de l'article concernant I'ubiquitinylation de KCNQ1, le
canal pourrait étre polyubiquitinylé (ou multiubiquitinylé) de maniére endogéne et
monoubiquitinylé (ou oligoubiquitinylé si quelques ubiquitines sont attachées a la
protéine) en présence de Nedd4-2. En effet, d’aprés les résultats obtenus a partir
des cellules HEK293 transfectées avec le canal sans Nedd4-2, la présence
d’ubiquitines sur KCNQ1 immunoprécipité est révélée par la présence de bandes
supérieures a 90 kDa. Sachant que la bande concernant KCNQ1 se retrouve aux
alentours de 60 kDa et que les ubiquitines ont un poids moléculaires d’environ 8 kDa,
il est fort probable que les bandes retrouvées a un poids moléculaire supérieur a 90
kDa correspondent au canal associé de maniéere covalente a plusieurs ubiquitines ou
chaines d’ubiquitines. Lorsque ces cellules sont co-transfectées avec Nedd4-2, les
bandes d’ubiquitines sont plus intenses au niveau des poids moléculaires allant de
65 a 85 kDa, pouvant correspondre au canal auquel est associé 1, 2, 3 voire 4
ubiquitines. KCNQ1 ne serait donc pas polyubiquitinylé par Nedd4-2 mais mono- ou
oligoubiquitinylé. Ces résultats semblent en désaccord avec des données
précédentes montrant une polyubiquitinylation du canal Nav1.5 par Nedd4-2 .
Toutefois, les données récentes de Zhou et al. montrent que le canal ENaC peut
aussi étre monoubiquitinylé (ou oligoubiquitinylé) par Nedd4-2 et que ce type
d’ubiquitinylation est suffisant pour entrainer la dégradation du canal .

Le fait que le canal KCNQ1 soit mono ou oligoubiquitinylé suggére que la voie de
dégradation impliquée est indépendante du protéasome . Toutefois, les voies
impliquées dépendent certainement du modéle d’étude. Des expériences utilisant
des inhibiteurs spécifiques du protéasome ou des lysosomes permettraient de
déterminer plus précisément quelle voie est impliquée, en particulier dans les

cardiomyocytes pour lesquels peu de données sont disponibles.

» Existe-t-il d’autres protéines capable d’ubiquitinyler KCNQ1 ?
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De maniére intéressante, Zhou et al. ont montré que les cellules HEK293 expriment
la protéine Nedd4-2 de maniére endogene. Ceci pourrait expliquer I'ubiquitinylation
endogéne du canal KCNQ1 dans notre étude et celle des autres canaux Nav1.5 et
ENaC exprimés dans ces mémes cellules . Cependant, le fait que la transfection de
la forme inactive de Nedd4-2 (CS) ne diminue pas cette ubiquitinylation endogéne,
malgré son action antagoniste sur la forme WT, suggére que I'enzyme impliquée est
indépendante de Nedd4-2. Il existerait donc d’autres ubiquitine-ligases capables
d’ubiquitinyler KCNQ1 dans les cellules HEK293.

D’aprés les résultats montrés en figure 5C et 5D de l'article, la co-expression de
KCNE1 avec le canal diminue nettement la quantité de canaux ubiquitinylés en
absence de Nedd4-2. Pour visualiser le courant produit par KCNQ1 seul, une grande
quantité d’ADN doit étre transfectée pour ne visualiser qu’un petit courant, suggérant
que trés peu de canaux se retrouvent a la membrane plasmique. KCNE1 pourrait
faciliter le transfert des canaux du RE vers la membrane plasmique (voir paragraphe
2.2.2 de lintroduction). La quantité de canaux KCNQ1 stagnant dans le RE serait
donc supérieure lorsque le canal est exprimé seul que lorsqu’il est exprimé avec
KCNEH1. Il est alors envisageable que les canaux ubiquitinylés de maniére endogéne
soient ceux stagnant dans le RE ou les protéines mal organisées et ubiquitinylées
sont dégradées par le systeme ERAD, indépendamment de Nedd4-2 (voir
paragraphe 2.3.4 de l'introduction et Figure 22, page 64).

Dans les cardiomyocytes transfectés in vivo avec I'enzyme inactive (Nedd4-2 CS), le
courant est supérieur a celui observé dans les cardiomyocytes controles (transfectés
sans Nedd4-2), suggérant une implication de cette protéine dans la dégradation du
canal in vivo. Il est alors étonnant de voir que le courant des cellules transfectées
avec la forme WT n’est pas diminué. Le fait d’ajouter cette enzyme a celles
présentes de maniére endogéne ne modifie pas le courant et nous pouvons
envisager que dans nos conditions d’étude (cardiomyocytes transfectés), les

protéines Nedd4-2 endogenes, capables d’interagir avec le canal, sont déja actives.

Aucune donnée actuelle ne permet de savoir si d’autres ubiquitine-ligases sont
capables d’ubiquitinyler le canal a la membrane dans les cellules HEK293 et les
cardiomyocytes. Pourtant, il serait utile de connaitre I'ensemble des protéines
capables d’induire la dégradation de ce canal d’'un point de vue physio-pathologique.

Une diminution de sa dégradation pourrait aboutir a des pathologies telles que la FA
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ou le SQTS mais pourrait aussi avoir un intérét thérapeutique pour les pathologies
comme le LQTS en augmentant la quantité de canaux fonctionnels chez les

hétérozygotes .
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CONCLUSION GENERALE
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Ce travail de thése a permis de mettre en évidence deux nouveaux partenaires du
canal KCNQ1 : la B-tubuline et Nedd4-2.

Les microtubules, composés de diméres d’a- et B-tubuline, interviennent dans la
réponse du canal a une stimulation de la PKA dans les cardiomyocytes.
Physiologiquement, ce type de réponse fait principalement suite a une stimulation 3
adrénergique. Le courant Iks est effectivement augmenté lors d’'un stress ou d’un
effort faisant intervenir le systéme orthosympathique. Cette réponse de Iks compense
en partie 'augmentation des courants dépolarisants et participe a la réduction de la
durée du PA, inhérente a l'accélération de la fréquence cardiaque. Un défaut de
réponse du courant lks peut alors aboutir a une arythmie cardiaque. Les microtubules
interviennent dans plusieurs fonctions cellulaires et nos données indiquent, pour la
premiére fois, qu’ils interagissent physiquement avec KCNQ1 et interviennent dans
sa régulation par la PKA. Notre hypothése est que les microtubules favorisent
l'ouverture des canaux phosphorylés par la PKA, augmentant ainsi le courant. Une
autre hypothése concernant une augmentation du nombre de canaux a la membrane
est toutefois envisageable et mérite d’étre testée.

La deuxiéme protéine identifiée est l'ubiquitine-ligase Nedd4-2. Des études de
protéomique ont permis a I'équipe d’Hugues Abriel d’'identifier I'interaction entre le
canal et cette enzyme. Les expériences sur des cellules exprimant de maniére
hétérologue ces deux partenaires indiquent que le canal est ubiquitinylé par cette
enzyme et que sa dégradation est augmentée. Le courant est alors diminué en
présence de Nedd4-2. Mon travail dans cette étude a consisté a valider cette
régulation dans les cardiomyocytes de cobaye. Ces cellules exprimant la protéine
Nedd4-2 de maniére endogéne, elles ont été transfectés in vivo avec une forme
inactive de cette protéine, capable d’entrer en compétition avec la forme endogéne.
Les cardiomyocytes ainsi transfectés ont un courant plus grand que les
cardiomyocytes n’exprimant que la forme endogéne, démontrant I'implication de
Nedd4-2 dans la régulation du courant, in vivo.

Nous avons vu dans l'introduction de ce manuscrit que la réponse du courant a une
stimulation dépendait nettement du modéle d’étude et que la validation de ces
régulations dans les cardiomyocytes était indispensable. Au cours de ma thése je me
suis donc attachée a étudier les nouvelles protéines identifiées dans les

cardiomyocytes, ou tous les partenaires de KCNQ1 sont présents.
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La mise au point d’'une méthode de transfection des cardiomyocytes in vivo constitue
une avancée technique considérable puisque les quelques centaines de
cardiomyocytes transfectés sont maintenus dans un environnement physiologique.
Cette technique peut alors permettre d’étudier les conséquences de la surexpression
ou au contraire de I'extinction d’une protéine endogene en limitant le remodelage des
myocytes. Dans le cas de Nedd4-2, nous disposions d’'un mutant capable d’entrer en
compétition avec la forme endogéne de la protéine. Toutefois, de telles formes
antagonistes ne sont pas toujours disponibles et la transfection des cardiomyocytes
avec des siRNA ou des shRNA, inhibant la synthése d’une protéine spécifique, est

une alternative intéressante.
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ANNEXES
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ANNEXE 1 : UACTIVITE ELECTRIQUE
CARDIAQUE ET LECG

9 Naissance et conduction du PA dans le cceur

La contraction du cceur résulte de la propagation du potentiel d’action (PA) dans les
cellules contractiles du myocarde. Des zones particuliéres constituées de cellules
automatiques permettent la geneése et la conduction du PA. Ces zones sont
constituées de cellules spécialisées capables de générer des potentiels d’action de
maniére spontanée. Le nceud sinusal, a la base de l'oreillette droite, est a I'origine
des PA cardiaques. Le noeud auriculo-ventriculaire (NAV), situé entre ['oreillette
droite et le ventricule droit permet la conduction des PA vers les ventricules. La
conduction au sein des ventricules se fait par le faisceau de His, composé du tronc
commun et des branches droites et gauches, au niveau du septum interventriculaire,

et par les fibres de Purkinje au sein de la paroi ventriculaire (Figure 33).

Neeud sinusal

Muscle atrial

Nceud atrio-ventriculaire

Tronc commun du faisceau de His

0 -’s'--.._ Branches droites et gauches du faisceau de His

Figure 33 : Distribution du tissu nodal permettant la propagation du potentiel d’action

cardiaque.
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La dépolarisation du potentiel de membrane créée lors du PA dans les cellules du
nceud sinusal est diffusée au sein des oreillettes jusqu’au NAV ou la vitesse de
conduction est alors ralentie. Cette particularité du NAV permet aux oreillettes de se
contracter avant les ventricules (systole auriculaire) et d’éjecter le sang qu’elles
contiennent dans les ventricules pendant la dilatation de ceux-ci (diastole
ventriculaire). La propagation rapide du PA au sein des ventricules permet alors leur
contraction (systole ventriculaire) aboutissant a I'éjection du sang vers I'ensemble de
'organisme.

Physiologiquement, la fréquence a laquelle se succédent les PA (fréquence
cardiaque) est imposée par la fréquence de dépolarisation des cellules du nceud
sinusal et est régulée par le systéeme nerveux autonome. Sans régulation, la
fréquence intrinséque de dépolarisation est de 100/min mais physiologiquement, le
systeme parasympathique intervenant, la fréquence est de 60 a 90/min chez
'homme. Si les cellules du nceud sinusal sont déficientes, ce sont celles du nceud
auriculo-ventriculaire qui imposeront leur rythme aux cellules ventriculaires. Les
cellules du NAV se dépolarisant a une fréquence inférieure (environ 50/min) a celle
des cellules du nceud sinusal, la fréquence cardiaque au niveau des ventricules sera
alors diminuée (bradycardie). Enfin, lors d'un bloc de conduction auriculo-
ventriculaire complet (découplage entre les oreillettes et les ventricules), la fréquence
au niveau des oreillettes sera celle imposée par le nceud sinusal et la fréquence au
niveau des ventricules sera celle imposée par les cellules conductrices ventriculaires

(environ 30/min).

10 Caractérisation de I’activité électrique cardiaque sur ’ECG

La propagation du potentiel d’action cardiaque crée une activité électrique
visualisable sur un électrocardiogramme (ECG). L’'ECG est enregistré en disposant
des électrodes a différents endroits du corps : 3 au niveau des membres permettant
une visualisation de l'activité électrique dans un plan frontal et 6 précordiales
permettant une visualisation dans un plan horizontal. Cette disposition permet
d’enregistrer l'activité électrique du coeur selon ses trois axes principaux : apico-
basal, gauche-droite et ventral-dorsal. Douze dérivations sont alors
enregistrées entre les différentes électrodes : les dérivations I, Il, Il (bipolaires) et

aVR, aVL et aVF (unipolaires) sont enregistrées par les trois électrodes des
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membres et les dérivations V1 a V6 sont enregistrées par les électrodes précordiales
(Figure 34).
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Figure 34 : L’électrocardiogramme normal. Représentation d’'un ECG (gauche) et exemple

d’'un ECG normal selon les 12 dérivations (gauche).

Les ondes caractéristiques de 'ECG reflétent I'activité électrique a chaque niveau du
cceur. L'onde P correspond a la dépolarisation des oreillettes, le complexe QRS qui
suit reflete la dépolarisation des ventricules associée a la repolarisation des
oreillettes alors que le segment ST et 'onde T reflétent la repolarisation ventriculaire.
L’analyse de I'ECG fournit des informations précieuses quant au déroulement du
cycle cardiaque et peut permettre de déterminer l'origine histologique voire
moléculaire d’'une pathologie cardiaque.

Chez 'homme sain, la fréquence cardiaque (FC) est comprise entre 60 et 90
battements par minute (bpm) au repos. Le rythme est sinusal, c’est-a-dire que
chaque complexe QRS est précédé d’'une onde P positive sur les dérivations | et I,
caractérisant le bon fonctionnement du noeud sinusal.

L’intervalle PR est compris entre 0,12 et 0,2 seconde et la durée de I'onde P doit étre
inférieure a 0,12 seconde.

Le complexe QRS est normalement compris entre 0,06 et 0,1 seconde.

L'intervalle QTc donne des indications intéressantes sur la repolarisation
ventriculaire. La valeur normale de cet intervalle dépend de la fréquence cardiaque, il
est donc nécessaire de corriger cet intervalle en fonction de la fréquence. On parle
alors de QT corrigé (QTc = QT/VRR, en secondes, d’aprés la formule de Bazett).

Celui-ci est normalement inférieur a 0,44 seconde. Il faut toutefois tenir compte de
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'age et du sexe du patient. L'intervalle QT est, en effet, plus long chez les individus
de plus de 15 ans et chez les femmes.

Un allongement anormal de cet intervalle (supérieur a 0,44 s) traduit un trouble de la
repolarisation ventriculaire favorisant la survenue d’arythmies potentiellement
mortelles, comme des torsades de pointes (tachycardie ventriculaire polymorphe
avec modification de la morphologie et de 'amplitude du QRS, Figure 35A) ou des
fibrillations ventriculaires (Figure 35B).

L’allongement de cet intervalle peut étre héréditaire ou acquis, notamment lors de
'administration de certains agents pharmacologiques, comme des anti-arythmiques
par exemple, ou lors d'une variation dans la concentration en électrolytes
(hypokaliémie, hypomagnésémie, hypocalcémie). Le syndrome du QT long est une
pathologie dont le principal élément diagnostic réside, comme son nom l'indique, par
I'allongement de cet intervalle.

Le segment ST est bien souvent indiscernable de 'onde T méme chez l'individu sain.
On considéere ce segment comme faisant partie de 'onde T qui serait alors une onde
débutant juste aprés le complexe QRS. Elle s’éléve doucement jusqu’a atteindre son

pic et chute rapidement (Figure 34).
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Figure 35 : Exemples d’ECG anormaux.
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ANNEXE 2 : LES COURANTS IONIQUES A
L'ORIGINE DU POTENTIEL D’ACTION

11 Le PA des cellules nodales

Les cellules automatiques cardiaques ne présentent pas de potentiel de repos stable
entre deux PA : a partir d’'un potentiel diastolique maximal (-50 mV dans le nceud
sinusal et -64 mV dans le NAV), la membrane se dépolarise sous linfluence de
différents courants (dépolarisation diastolique) jusqu’a atteindre le potentiel seuil
déclenchant lI'ouverture des canaux calciques a l'origine du PA (dépolarisation
systolique). C’est cette caractéristique qui donne aux cellules sinusales leur
automaticité. La repolarisation fait surtout intervenir les canaux potassiques (Figure
36).

Au sein du nceud sinusal, deux types cellulaires sont classiquement décrits : les
cellules araignées, possédant de longs prolongements cytoplasmiques et plus
présentes au centre du nceud sinusal, et les cellules en fuseau, plus allongées et
plutét en périphérie. La durée du PA est plus longue dans les cellules centrales
(cellules araignées) que dans les cellules périphériques (cellules en fuseau), évitant
ainsi un retour du PA vers les cellules centrales .

Au sein du NAV, il est possible de distinguer au moins trois zones : une zone
transitionnelle entre l'oreillette et le centre du noeud (AN), une zone centrale (N) et
une zone de transition entre le centre et le faisceau de His (NH). La zone AN est
surtout constituée de cellules en batonnet alors que les autres zones sont
constituées principalement de cellules ovoides . C'est dans la zone centrale (N) que

la conduction est la plus lente .
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P.A. sinusal Figure 36 : PA sinusal et proportion hypothétique

des principaux courants ioniques impliqués dans
ce PA..
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11.1 La dépolarisation diastolique

Entre deux PA, le potentiel de membrane des cellules automatiques est soumis

principalement a 4 courants (Figure 36) :

» I'’échangeur sodium-calcium
L’échangeur sodium-calcium (NCX) permet I'échange de trois ions sodium (Na*) pour
un ion calcium (Ca*). Le sens de passage de ces ions varie en fonction du potentiel
de membrane et de leur concentration de part et d’autre de la membrane plasmique.
Le sens s’inverse entre le début d’'un PA et la naissance d’'un suivant. Pendant la
dépolarisation systolique, la concentration sodique intracellulaire augmente et le
courant global est sortant (sortie de 3 ions Na* et entrée d’un ion Ca*) alors que
pendant la dépolarisation diastolique, le courant est entrant. Ce courant intervient en

grande partie dans cette derniére phase .

e e courant I
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Le courant I;, aussi appelé courant « pacemaker », est un courant entrant cationique
non specifique activé par les hyperpolarisations . Le courant est entrant
(dépolarisant) pour des potentiels membranaires inférieurs a -40 mV. Son rdle est
essentiel a la genése du rythme.

Les canaux a l'origine de ce courant sont appelés HCN pour hyperpolarization-
activated cyclic nucleotide-gated channels. lls sont régulés par les nucléotides tels
que 'AMPc et le GMPc . La principale sous-unité de ce canal exprimée dans le
nceud sinusal de lapin est HCN4 mais on retrouve aussi les sous-unités HCN1 et en
bien moindre quantité HCNZ2 .

Au sein du nceud sinusal, les cellules centrales (de type araignée) ont un courant I
70 fois plus important que les cellules périphériques (en fuseau), ce qui explique la
pente de dépolarisation plus marquée dans ces cellules, comme le montre la Figure
37. Cette particularité leur confére une activité pacemaker plus marquée . L'influx
électrique part donc des cellules araignées, au centre, vers les cellules en fuseau

périphériques.

A Control . . _—
20 - Figure 37 : Potentiels d’action
5 dans le nceud sinusal. Potentiels
(mV) o} o .
B d’action de cellules araignées (A)
—20 N et de cellules en fuseau (B) dans
—40 N le noeud sinusal de lapin .
—-80 L
B Control
40
20 |-
(mV) o}
—-20 kL
—40 }
—-60 |

De méme, au sein du NAV, les cellules des zones N et NH, de type ovoide, ont un
courant Ir 25 fois plus important que celui des cellules en batonnet présentes dans la

zone AN expliquant, la encore, leur pente de dépolarisation diastolique plus marquée
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(Figure 38). Les cellules transitionnelles entre les cellules atriales et le NAV (zone
AN) ont, en effet, un PA plus proche des cellules atriales que des cellules de
conduction du NAV, soit un PA plus long et une pente de dépolarisation diastolique
peu marquée (Figure 38). L’activité pacemaker du NAV est surtout attribuée aux
cellules ovoides des zones N et NH .

Le courant Ir est moins intense dans les cellules du NAV que dans les cellules
sinusales, expliquant en partie la prédominance de l'activité pacemaker des cellules

sinusales sur les cellules du NAV .

cellule atriale Type AN Type N Type NH

100 ms

Figure 38: Les potentiels d’action des différentes zones du NAV. Potentiels d’action
mesurés dans une cellule atriale stimulée ou dans les régions AN, N et NH du NAV de lapin

possédant une activité spontanée .

* les courant calciques

Le courant lcat est un courant calcique transitoire (entrant) qui s’active pour des
potentiels proches de -60 mV et qui s’'inactive rapidement. L’inhibition de ce courant
par des ions nickel ralentit la pente de dépolarisation diastolique .

Les canaux a l'origine de ce courant sont les canaux Cav3.1, 3.2 et 3.3. Comme pour
tous les canaux calciques, ces sous-unités a s’associent a d’autres sous-unités
régulatrices (020, [, et y) pour former un complexe canalaire fonctionnel
L’'importance de ce courant et I'expression de ces différents canaux varient en
fonction de I'espéce, de la région cardiaque et des conditions physiopathologiques,
ce courant étant régulé par les neurotransmetteurs et les hormones . Il est, par
exemple, plus important chez la souris et le cobaye que chez le porc ou le lapin.
Chez la souris, les sous-unités Cav3.1 et Cava2d2 sont largement plus exprimées

dans le tissu nodal que dans les cardiomyocytes qui présentent un faible courant lcar
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Le courant calcique de type lent, Ica. peut aussi intervenir dans cette phase,
particulierement dans les cellules du NAV . Ce courant s’active assez rapidement a
des potentiels proches de -40 mV et est caractérisé par une inactivation plus lente
que le courant lca1, plus transitoire. Les canaux Cav1.2 et, en moindre quantité
Cav1.3, sont les principaux canaux (sous-unités o) a 'origine de ce courant exprimeés

dans le noeud sinusal.

* |la pompe sodium-potassium
Le courant généré par la pompe sodium-potassium (Na/K), qui est une
ATPase membranaire, résulte d’'un transport actif des ions sodium et potassium
contre leur gradient électrochimique. La sortie de trois ions sodium et I'entrée de
deux ions potassium induisent un courant net sortant de charges positives . Ce
courant hyperpolarisant n’intervient pas dans la dépolarisation diastolique observée
entre deux PA mais permet de restaurer les concentrations ioniques de part et
d’autre de la membrane nécessaires a la genése d’'un PA. De plus, ce courant limite

les effets dépolarisants des courants cités précédemment.
11.2 La dépolarisation systolique

La phase ascendante du PA des cellules sinusales est principalement due aux
canaux calciques de type lent décrits plus haut.

Selon la localisation au sein du nceud sinusal et du NAV, le courant sodique Ina
pourrait avoir un rdle non négligeable dans cette phase. Ce courant s’active
rapidement a des potentiels proches de -80 mV et présente un courant maximal pour
un potentiel de -40 mV. Il s'inactive avec une cinétique rapide puis lente et atteint un
maximum d’inactivation pour un potentiel de membrane proche de -50 mV. Cette
phase d’inactivation est suivie d’'une période réfractaire durant laquelle le canal ne
peut étre active, évitant ainsi la survenue de dépolarisations précoces et permettant
de maintenir une propagation unidirectionnelle du PA. Le canal ionique cardiaque
majoritaire a I'origine de ce courant est un canal voltage-dépendant nommé Na,1.5
(ou SCN5A) associé a sa sous-unité régulatrice 1 (SCN1B). D’autres canaux
sodiques tels que Nav1.3 (SCN3A), Nav2.1 (SCNGA) et la sous-unité 3 (SCN3B)
sont aussi exprimés mais a des quantités largement inférieures a celles de Nav1.5 et

de la sous-unité (31 .
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Compte tenu de son inactivation maximale a des potentiels proches de -50 mV, ce
courant serait absent ou peu présent au centre du nceud sinusal mais plus important
dans les cellules nodales périphériques ou le potentiel diastolique maximal (PDM)
est plus bas . Il serait aussi prédominant dans les cellules en batonnet de la région
AN du NAV . La présence de ce courant favoriserait la conduction du PA vers les

cellules en aval.
11.3 La phase de repolarisation

Les courants potassiques sortants lo, Ik et Iks sont les principaux courants

repolarisants (Figure 36).

* Le courant Iy
lo est un courant transitoire sortant formé d’une composante potassique (lw1), inhibée
par la 4-aminopyridine, et d’'une composante portée par les ions chlorures (lo2)
activée par le calcium . Ce courant intervient trés précocement dans la phase de
repolarisation et limite la durée de dépolarisation liée aux courants calciques.
lo1 est activé a des potentiels proches de -25 mV, présente une cinétique d’activation
trés rapide et est caractérisé par une inactivation a deux cinétiques. En effet, au sein
de la composante lw1 se distinguent deux courants mis en évidence chez la souris
un courant d’inactivation rapide (lwfst) porté par les canaux Kv4.2, Kv4.3 et leurs
sous-unités régulatrices dont KChIP2 et un courant de plus petite amplitude et
d’inactivation lente (losiow) révélé par l'inhibition du courant |y, rast €t porté par le canal
Kv14 .
Entre les différentes parties du cceur et au sein méme du tissu nodal, des
hétérogénéités électrophysiologiques du courant |1 existent et peuvent s’expliquer
par une expression différentielle des canaux a l'origine de ce courant . Ce courant,
de faible intensité dans le noeud sinusal, est beaucoup plus important dans les
cellules nodales périphériques et les cardiomyocytes auriculaires que dans les
cellules nodales plus centrales. Ceci peut expliquer la durée plus courte des PA
observée dans les cellules périphériques. Cette hétérogénéité crée alors un gradient
dans la durée des PA et évite une réexcitation précoce du nceud sinusal par des
influx d’origine auriculaire (Marionneau et al., 2005). De méme, dans le NAV, les

cellules de la zone AN ont un courant | plus intense que les cellules des autres
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zones . Ce courant contribue a la courte durée du plateau du PA observée dans ces
premiéres cellules (Figure 38).

Le courant lw2, contrairement a lo1, n'est pas voltage-dépendant. Il est de
composante chlorure et présente, comme lw1, une cinétique d’activation trés rapide. Il
est activé par le calcium et s’inactive rapidement . Son amplitude, faible, varie en

fonction de la fréquence cardiaque.

* les courants Ik et Iks
Le courant Ik est un courant rectifiant retardé composé de deux courants : lks (slow
delayed rectifier current) et Ik (rapid delayed rectifier current).
Le courant Ik s’active a partir de -50 mV et est caractérisé par une activation rapide
et une inactivation apparaissant pour des potentiels supérieurs a 0 mV. Le canal a
lorigine de ce courant est le canal HERG (human ether-a-gogo gene, géne
KCNH?2) . L'importance de ce courant varie, la encore, en fonction de la zone au sein
du tissu nodal et le blocage de ce courant par le E-4031 aboutit a un ralentissement
de l'activité rythmique plus ou moins intense en fonction de la zone . |l existerait un
gradient positif de ce courant du centre vers la périphérie du nceud sinusal qui
contribuerait a expliquer la durée du PA plus importante dans le centre. |l serait aussi
a lorigine dun potentiel diastoligue maximal plus élevé dans les cellules
périphériques que dans les cellules centrales .
Le courant Iks est un courant d’activation et de désactivation lente ayant pour origine
moléculaire le canal KCNQ1 (ou KvLQT1 ou Kv7.1) et sa protéine régulatrice KCNE1
(ou MinK) . Ce courant s’active a partir de -30 mV et est maximal vers +40 mV.
Les proportions de ce courant par rapport a Ik varient entre le noeud sinusal et le
NAV. Des études effectuées sur le lapin a I'aide d’'un inhibiteur spécifique de Ik
indiquent que lks est Iégérement prédominant par rapport a Ik dans le nceud sinusal
alors que l'inverse est observé dans le NAV . Toutefois, 'importance du courant Iks
dans le tissu nodal varie en fonction des espéces. Il semble, par exemple, insignifiant
dans les cellules nodales du coeur de lapin mais indispensable a I'activité rythmique

des cellules nodales de porc .

12 Le PA des cardiomyocytes contractiles : variations au sein du myocarde

141



Les cardiomyocytes sont caractérisés par leurs myofibrilles organisées de maniére
trés structurée, conférant a ces cellules leur aspect strié et surtout leur propriété
contractile. La conduction du signal électrique au sein de ces cellules permet a
celles-ci de se contracter.

Le potentiel de repos des cellules ventriculaires est d’environ -85 mV. Lors d'un
potentiel d’action ventriculaire, la premiére phase correspond a la phase de
dépolarisation et résulte de I'ouverture des canaux sodiques.

La dépolarisation créée (jusqu’a +30 mV) permet I'ouverture des canaux calciques

(plateau du PA) et I'entrée de calcium contribue a la contraction des d
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calciques. La phase de repolarisation dépend en grande partie des canaux

potassiques (Figure 39).

Figure 39 : Courants intervenant dans le PA des cardiomyocytes ventriculaires cardiaques .
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Il existe une hétérogénéité de la forme des PA en fonction de la localisation au sein
du myocarde ventriculaire (Figure 40). Dans les cellules épimyocardiques (en
périphérie), le potentiel maximal atteint lors de la dépolarisation est inférieur a celui
des cellules endomyocardiques (proches de la cavité), leur phase de repolarisation
transitoire est importante et la durée du PA est plus courte . Sous la couche
épimyocardique se distinguent les cellules M, aux caractéristiques
électrophysiologiques et pharmacologiques distinctes des autres cardiomyocytes
ventriculaires. Ces cellules ont, en effet, une durée de PA plus longue. Leur potentiel
maximal atteint est supérieur a celui des autres types cellulaires et la vitesse de
conduction dans ces cellules est particulierement grande . Cette hétérogénéité au

sein du myocarde pourrait étre a l'origine de I'onde T observée sur 'ECG . Une autre

BCL = 800 msec

50
mV

200 msec

hypothése résidant dans I'hétérogénéité entre la base et I'apex du coeur peut aussi

expliquer cette onde T .

Figure 40 : PA enregistrés sur des coupes de paroi ventriculaire gauche de chien. En haut
est représenté un PA enregistré sur une surface épimyocardique (Epi), les deux du dessous

sur une surface midmyocardique et celui du bas sur une surface endomyocardique. (Endo) .
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12.1 La phase de dépolarisation

Le courant sodique Ina décrit plus haut est a l'origine de la phase de dépolarisation.

Les sous-unités Nav1.5 et 31 sont plus exprimées dans les cellules atriales que dans
les ventricules, ce qui est cohérent avec le large courant sodique observé dans les
cellules atriales. De méme, I'expression de ces sous-unités est plus élevée dans les
cellules de [I'endomyocarde que dans celles de [I'épimyocarde . Un
dysfonctionnement de ce canal peut aboutir & des troubles du rythme ou de la

conduction.
12.2 La repolarisation transitoire

La dépolarisation créée par I'entrée des ions sodium provoque l'ouverture des
canaux responsables du courant I, décrit plus haut, d’activation et d’'inactivation trés
rapide. Ce courant sortant potassique crée alors une repolarisation qui n'est que
transitoire du fait de I'ouverture simultanée des canaux calciques qui s’inactivent,
eux, plus lentement. Le courant |1 retrouvé dans les cellules atriales et ventriculaires
posséde des caractéristiques électrophysiologiques et pharmacologiques similaires a
celles observées dans les cellules nodales .

La phase de repolarisation transitoire, donnant cet aspect en encoche a la fin de la
dépolarisation (Figure 40), est plus importante dans les PA épimyocardiques et
diminue graduellement de I'épimyocarde vers 'endomyocarde . Ceci résulte d’'une
différence en densité de courant l, qui est plus importante dans les cellules
épimyocardiques . Cette hétérogénéité provient du fait que les cellules
épimyocardiques expriment de maniére plus intense la sous-unité régulatrice de I,
KChIP2, alors que I'expression de la protéine canal majoritaire, Kv4.3, est exprimée
uniformément dans le ventricule . KChIP2 permet, en effet, d'augmenter la densité
de courant |, en modifiant les propriétés du canal .

La protéine canal Kv4.3 est davantage exprimée dans les cellules atriales que dans
les cellules ventriculaires, ce qui peut expliquer les différences fonctionnelles et

pharmacologiques observées entre ces deux types de cellules .

12.3 Le plateau du PA
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Le plateau du PA des cardiomyocytes résulte principalement du courant calcique de
type L et dans une moindre mesure du courant sodique retardé et de I'échangeur

sodium-calcium, décrit plus haut .

* Le courant calcique

Le courant calcique intervient dans la phase de plateau et particulierement le courant
de type L, décrit plus haut. La sous-unité Cav1.2, a l'origine de ce courant, est plus
exprimée dans les cellules épimyocardiques que dans les cellules
endomyocardiques. Cette différence d’expression peut expliquer le potentiel élevé
auquel débute la phase de plateau dans les cellules épimyocardiques .

La sous-unité canal Cav3.1, a l'origine du courant calcique de type T, est présente
dans les cellules auriculaires alors qu’elle ne I'est pas dans les cellules ventriculaires,
ce qui est cohérent avec la présence d’un courant lcat uniguement dans les cellules
auriculaires. De plus, Cava262, une des sous-unités régulatrices de ce canal et du

canal Cav1.2 est aussi fortement exprimée dans les cellules atriales .

* Le courant sodique retardée

Le courant sodique retardé provient du fait que les canaux sodiques ont une faible
composante d’inactivation trés lente, induisant un courant persistant au potentiel de
plateau. Une autre composante sodique, résultant de canaux ouverts plus longtemps
mais avec une probabilité d’ouverture bien plus faible, intervient aussi dans cette
phase .

Le courant sodique retardé étant plus petit dans les cellules du midmyocarde que
dans les autres types cellulaires du ventricule, il contribue a I'hétérogénéité des PA
ventriculaires et a la différence d’excitabilité des cellules . Ce courant retardé est plus
sensible a la tetrodotoxine (TTX, inhibiteur des canaux sodiques) que le courant
sodique maijoritaire responsable de la dépolarisation. Ceci explique qu’'une dose
faible de TTX peut allonger la durée du PA sans modifier la phase de dépolarisation.
La TTX administrée a faible dose permet de diminuer les dépolarisations précoces
liees a ce courant sodique retardé, non inactivé, dans des situations ou ce courant

est augmenté, comme c’est le cas pour les cceurs en insuffisance .

* L’échangeur sodium/calcium
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Au début du plateau, la forte concentration de sodium intracellulaire induit un courant
net sortant via I'’échangeur sodium/calcium (NCX), favorisant alors I'entrée de
calcium dans la cellule. En revanche, au cours du plateau, une inversion de ce
courant va se produire du fait de Il'augmentation progressive du calcium

intracellulaire .
12.4 La phase de repolarisation

Comme pour les autres types de cellules cardiaques, la phase de repolarisation fait
surtout intervenir les courants potassiques Ik et lks.

L’hétérogénéité des PA au sein du myocarde ventriculaire réside surtout dans la
dispersion de ces courants repolarisants. Le courant Ik (somme de ces deux
courants) est plus important dans les cellules épimyocardiques chez le cobaye et le
chat, expliquant la durée du PA plus courte dans ces cellules . En accord avec ces
données, une étude chez le furet a montré que la sous-unité canal ERG (a l'origine
du courant lk.) est plus exprimée dans I'épimyocarde que 'endomyocarde .

Chez 'lhomme, la quantité d’ARNm du canal KCNQ1, a l'origine du courant ls, est
légérement supérieure dans I'épimyocarde mais cette différence ne semble pas étre
significative . En revanche, il existe une forte hétérogénéité d’expression de
lisoforme tronquée dominante négative du canal KCNQ1 (isoforme 2) entre les
couches superficielles et le midmyocarde. L’expression de l'isoforme 2 de KCNQ1
diminue le courant Iks et il est possible que la durée du PA plus longue observée au
sein du midmyocarde soit liée a I'expression plus intense de cette isoforme dans les
cellules midmyocardiques . De méme, dans les cellules M, chez le chien, le courant
lks est de faible amplitude alors que le courant sodique est important. Ces deux
phénomeénes contribuent a la durée de PA trés longue observée dans ces cellules .

Il existe aussi une hétérogéneéité dans I'amplitude du courant lks entre la base et
'apex. Cette dispersion peut expliquer la durée du PA plus courte observée dans les
cellules de I'apex ou le courant Iks est important. Des études sur des coupes de cceur
de chien et dhomme ont montré que I'expression des protéines KCNQ1 et KCNE1
est plus importante dans les cellules de 'apex que dans les cellules situées en partie

basale du coeur .
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Le courant Ik« (ultrarapid delayed rectifier current), porté par les canaux Kv1.5, est un
courant potassique repolarisant, présent dans les cellules atriales . Il se caractérise
par une activation rapide aux alentours de -50 mV et une inactivation lente et
partielle .

Ikur €St le principal courant repolarisant dans les cellules atriales puisque sa sous-

unité canal Kv1.5 est 8 fois plus exprimée que KCNQ1 et presque 2 fois plus que le

-85 mv

canal HERG dans ces cellules . Ce courant est, comme le courant |, plus important
dans les cellules atriales que dans les cellules ventriculaires. Ce sont, entre autres,
ces courants qui permettent une repolarisation plus rapide au sein des oreillettes que
des ventricules et qui sont a l'origine du PA plus court des cellules auriculaires
(Figure 41).

Figure 41 : Comparaison des potentiels d’action auriculaire et ventriculaire. Comparé au PA
ventriculaire (ligne grise), le PA auriculaire (ligne noire) a un potentiel de repos moins
négatif, une phase de plateau réduite et une phase de repolarisation terminale plus lente.

Ces différences sont principalement dues a 'augmentation des courants |, et Ik, €t a la

diminution du courant Ik, .

12.5 Le maintien du potentiel entre deux PA

Le courant ks est un courant potassique a rectification entrante. Cela signifie que
intensité du courant dans le sens entrant (lors d’'une hyperpolarisation) est

supérieure a celle dans le sens sortant (lors d’'une dépolarisation) pour une méme
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variation de potentiel. Ce canal posséde une conductance élevée qui permet de
maintenir le potentiel de membrane proche du potentiel d’équilibre de lion K*
(environ -95 mV). Une faible variation de potentiel va induire un courant potassique
suffisamment important pour ramener le potentiel membranaire au potentiel
d’équilibre de l'ion potassium. Lors d’'une dépolarisation importante, pendant la
phase de plateau, ce courant est complétement inhibé par les polyamines
intracellulaires, le calcium et le magnésium, conférant au courant sa propriété
rectifiante entrante .

Le principal canal a l'origine de ce courant est Kir2.1. Il est absent ou trés peu
exprimé dans les cellules automatiques ou sa présence s’opposerait a la
dépolarisation diastolique.

L’amplitude de Ik est plus faible dans les cellules auriculaires que ventriculaires et il
en résulte un potentiel de repos plus élevé dans ces premiéres cellules et une phase
de repolarisation ralentie (voir Figure 41). La faible amplitude du courant Iks dans les
cellules auriculaires peut s’expliquer par la plus faible expression du canal Kir2.1

dans ces cellules par rapport aux cellules ventriculaires .

13 Le PA des cellules de conduction ventriculaires : différences avec le PA

des autres cellules

13.1 Caractéristiques du PA

La conduction du PA vers les ventricules passe par les cellules du faisceau de His et
des fibres de Purkinje. Le potentiel d’action de ces cellules présente des
caractéristiques particulieres. Elles possédent le potentiel diastolique maximal le plus
bas et la durée du potentiel d’action est particulierement longue (voir Figure 1, p 20).
De plus, la phase de plateau se trouve a un potentiel plus bas que pour les cellules
ventriculaires. Comme pour les cellules M, la durée du PA est plus longue que celle

des cellules ventriculaires pour des fréquences cardiaques basses.
13.2 Bases moléculaires des différences avec le PA des autres cellules

La dépolarisation diastolique spontanée a l'origine d'une activité pacemaker est
présente dans ces cellules et permet le rythme d’échappement ventriculaire lors

d’'une dissociation atrio-ventriculaire . Le courant |; serait le principal courant
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pacemaker bien qu’'un autre courant potassique, IKdd, semble aussi intervenir dans
cette phase .

Les deux types de courant calcique lcat et lcaL sont présents dans ces cellules . Le
courant calcique transitoire jouerait un réle majeur dans la naissance du PA et
interviendrait peu dans l'activité pacemaker puisque son inhibition n’affecte pas
'automaticité des cellules de Purkinje . Les canaux a l'origine du courant calcique
transitoire (Cav3.1, 3.2, 3.3) sont plus exprimés dans ces cellules que dans les
myocytes ventriculaires alors que les canaux a [lorigine du courant lcaL, et
particulierement Cav1.2, le sont moins. Cette différence pourrait expliquer que dans
les fibres de Purkinje et le faisceau de His, la phase de plateau se trouve a un
potentiel plus bas que dans les cardiomyocytes ventriculaires .

La longue durée du PA de ces cellules pourrait étre attribuée a la contribution d'un
courant sodique d’inactivation lente dans la genése et le maintien du PA . La forte
expression du canal Nav1.7 dans ces cellules (5 a 10 fois plus que dans les
myocytes auriculaires et ventriculaires) pourrait étre a I'origine de ce courant sodique
. Il a été montré que le courant sodique des cellules de Purkinje était plus sensible a
la TTX que celui des myocytes ventriculaires et, en accord avec ces données, le
canal Nav1.7 est plus sensible a cette toxine que le canal Nav1.5 .

Malgré I'importance que peut prendre le courant ks sous stimulation 3-adrénergique,
la faible densité du courant repolarisant Ik et particuliérement Ixs peut aussi expliquer
la longueur du PA .

Le courant |, est aussi présent dans les cellules de Purkinje mais ses propriétés
pharmacologiques different des autres types cellulaires et sa réactivation est plus
lente que dans les cellules ventriculaires . La sous-unité Kv4.3 est fortement
exprimée dans les cellules de Purkinje alors que KChIP2 I'est peu. La sous-unité
KChAP est, par contre, plus exprimée dans les cellules de Purkinje que dans les
ventricules . Cette sous-unité augmente I'expression de certains canaux Kv dont
Kv4.3 et augmente le courant |, sans modifier ses propriétés biophysiques . Ces
différences d’expression de sous-unités peuvent étre a l'origine des propriétés

modifiées du courant par rapport aux ventricules.
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ANNEXE 3 : REGULATION DE LA FONCTION
CARDIAQUE PAR LE SYSTEME NERVEUX
AUTONOME

De maniére générale, une activation du systéme nerveux orthosympathique (SNO),
lors d’'un effort ou d’un stress par exemple, augmente la fréquence et la contraction

cardiaque. A l'inverse, le systéeme parasympathique (SNP) les diminue.
14 Régulation par le systéme nerveux orthosympathique

Le SNO agit sur les cellules sinusales via les récepteurs adrénergiques qui sont
principalement les récepteurs [31. Les récepteurs 32 et 33 sont aussi présents mais
en moindre quantité. Ces récepteurs sont couplés a des protéines G qui permettent

la transmission du signal par un second messager.
14.1 Les récepteurs 3

* Les récepteurs 31 et 2 couplés aux protéines Gs

Pour les récepteurs B1 et 32, la fixation de I'adrénaline ou de la noradrénaline permet
'activation de I'adénylate-cyclase par les protéines Gs, aboutissant a la synthése
d’AMPc (adénosine monophosphate cyclique). Ce second messager peut soit agir
directement sur les canaux sensibles a ce nucléotide, comme les canaux HCN , soit
activer la protéine kinase dépendante de 'AMPc (PKA). Cette derniere protéine est
le médiateur de la phosphorylation de certaines protéines comme, par exemple, les
canaux calciques de type L et les canaux potassiques KCNQ1 .

L’activation des canaux HCN par 'AMPc se produit pour des faibles doses de
catécholamines et aboutit a une augmentation du courant I.. Il en résulte une
accélération de la dépolarisation diastolique, ce qui augmente la fréquence
cardiaque.

La phosphorylation des canaux ioniques sensibles a la PKA aboutit a une

augmentation des courants lcaL et Iks. L’augmentation de la concentration calcique
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intracellulaire induite favorise la contraction des cardiomyocytes. Le courant sodique
est aussi augmenté sous stimulation [(3-adrénergique par une augmentation PKA-
dépendante du nombre de canaux a la membrane . Cette augmentation a pour
conséquence d’accélérer la vitesse de conduction des PA. L’augmentation PKA-
dépendante du courant potassique compense |'augmentation des courants
dépolarisants et conduit a une diminution de la durée du PA, inhérente a
'augmentation de la fréquence cardiaque (Figure 42). Le courant lk1 est également
sensible a la PKA. La phosphorylation du canal Kir2.1 aboutit a une diminution de ce

courant .

Figure 42 : Modification du PA en réponse a une stimulation B-adrénergique. Effets de

«<— 1SO (100 nM)

omvVae

20 mV

0 100 200 300
Time (ms)

l'isoprénaline (un agoniste des récepteurs [-adrénergiques) sur le PA des cellules de

Purkinje de chien .

» Les récepteurs 32 couplés aux protéines Gi
Les récepteurs (32 présents dans le cceur sont couplés aux protéines Gs et Gi. Ces
derniéres inhibent 'adénylate-cyclase, a I'opposé des protéines Gs. Ainsi, I'activation
des récepteurs [32 par un agoniste spécifique aboutit a une contraction plus intense
lorsque la voie des protéines Gi est inhibée . Le fait que ce type de récepteur soit
couplé a des voies de signalisation opposées a pour conséquence de limiter les
effets obtenus par I'activation des récepteurs 1 et 2. Notamment, une trop grande
augmentation du courant calcique (qui est doublé lorsque la voie des protéines Gi est

inhibée) pourrait étre a l'origine d’arythmies.
* Les récepteurs 33
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Les conséquences d'une stimulation des récepteurs [(33-adrénergiques sont
différentes de celles obtenues pour les deux autres récepteurs [-adrénergiques
présents dans le cceur. Sa stimulation réduit la contractilité cardiaque. Une
diminution de 'amplitude du PA et une accélération de la phase de repolarisation
sont observées lorsqu’un agoniste des récepteurs [33-adrénergiques est appliqué sur
des biopsies endomyocardiques de cceur humain .

Une activation de ces récepteurs aboutit, en effet, a une réduction du courant
calcique de type L pouvant expliquer 'amplitude plus basse du PA sous stimulation .
L’accélération de la phase de repolarisation pourrait étre attribuée a un courant lks
augmenté, comme cela a pu étre observé dans les ovocytes de Xénope exprimant
les protéines KCNQ1, KCNE1 et le récepteur [33-adrénergique . Cependant, dans
cette étude, il est difficile d’attribuer avec certitude les effets observés a I'activation
des récepteurs [(3-adrénergiques puisque aucun agoniste spécifique, comme le
BRL37344, n’a été utilisé. Il est d’ailleurs a noter que dans une autre étude effectuée
sur des cardiomyocytes de cobaye, l'utilisation d’'un agoniste spécifique de ces
récepteurs aboutit a l'effet inverse sur le courant Iks qui est alors inhibé
Contrairement au PA des cellules humaines, la durée du PA dans les
cardiomyocytes de cobaye est augmentée lorsque du BRL37344 est appliqué,
suggérant une voie de signalisation différente .

La voie de signalisation associée a I'activation des récepteurs [3-adrénergiques
reste encore a déterminer et semble différer d’'un type cellulaire a I'autre. On sait que
ces récepteurs sont couplés, en partie au moins, aux protéines Gi puisque l'inhibition
de ces protéines dans des biopsies endomyocardiques humaines diminue
partiellement I'effet inotrope négatif induit par les récepteurs (3-adrénergiques .
Toutefois, la principale action de ces protéines Gi ne serait pas, ici, d’'inhiber
'adénylate-cyclase mais plutét d’activer la voie du monoxyde d’azote (NO) par
activation de la nitric oxide synthase (NOS). En effet, I'application d’inhibiteurs de
cette voie diminue considérablement l'effet inotrope négatif des agonistes [(3-
adrénergiques . Le NO active la guanylate cyclase (GC) et la concentration en GMPc
(guanosine monophosphate cyclique) intracellulaire est alors augmentée. Le GMPc
peut, comme I'AMPc, avoir plusieurs réles. Ce nucléotide peut activer la PKG
(protéine kinase dépendante du GMPc) qui va phosphoryler des protéines cibles

comme le canal calcique responsable du courant de type L, qui est alors inhibé
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(Figure 43) . Une autre action du GMPc est de réguler les phosphodiésterases
cGMP-dépendantes, soit en les activant (famille des PDE2), soit en les inhibant

(famille des PDE3), modulant ainsi la quantité d’AMPc intracellulaire .

By-AR

Gin  enoOS
NO s [
gt
GTP GMPc

i
B [ L-type Ca*

i channel

Figure 43 : Relation entre les récepteurs (3-adrénergiques et le canal calcique de type L.
Voie de signalisation permettant l'inhibition du courant calcique de type L, selon I'équipe de

Gauthier .

Pour I'équipe de Kathofer, cependant, la voie de régulation de ces récepteurs [33-
adrénergiques fait intervenir la protéine kinase C (PKC) et serait a I'origine d’'une
augmentation du courant ks . Mais ici encore, les études ont été réalisées dans un
systéme d’expression hétérologue (ovocytes de Xénope) surexprimant le récepteur
et le canal, a température ambiante et sans agoniste spécifique du récepteur 3-
adrénergique. Or, visiblement, le choix du modéle d’étude et les méthodes utilisées
semblent fondamentales pour déterminer les voies de régulation avec précision.

Il est, en effet, intéressant de voir qu’'un méme récepteur (B2 ou [33) peut étre couplé
a différentes protéines G et activer différentes voies de régulation, parfois au sein
d’'un méme tissu. La quantité et la localisation des protéines intervenant dans ces
voies sont certainement des parameétres discriminants pour favoriser une voie plutét
qu’'une autre et different nettement d’'un type cellulaire a l'autre. Il semble donc

nécessaire d’étudier ces voies de régulation dans les tissus natifs plutét que dans
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des systémes d’expression hétérologue afin d’avoir une approche plus physiologique

et de mieux comprendre les mécanismes de régulation.
14.2 Les récepteurs a

Les récepteurs a-adrénergiques et particulierement ceux du type 1 jouent aussi un
réle dans 'augmentation de la contractilité cardiaque mais leur contribution reste
minoritaire par rapport aux récepteurs (3-adrénergiques.

L’activation de ces récepteurs a au niveau cardiaque augmente la durée du PA .
Cette augmentation de durée est corrélée avec une diminution des courants
potassiques lw, Ik et Ik et une augmentation de I'entrée du calcium extracellulaire via
les canaux calciques de type T ou I'’échangeur sodium-calcium .

Les récepteurs a1-adrénergiques sont couplés aux protéines Gq. Ces protéines G
activent la phospholipase C qui hydrolyse le PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-
diphosphate) en IPs (inositol triphosphate) et DAG (diacylglycerol). Le DAG va alors
activer la PKC alors que I'lP3 va activer le récepteur a I'lP3 au niveau du réticulum
sarcoplasmique et permettre la sortie du calcium du réticulum vers le cytoplasme.
Les canaux a l'origine des courants I et Iks sont phosphorylés par la PKC alors que
ceux a l'origine du courant l«s le sont par la Ca*/calmodulin-dependent protein kinase
II (CaMKIl), une kinase régulée par le calcium intracellulaire . La phosphorylation de
ces canaux aboutirait a I'inhibition des courants générés par ceux-ci, mais les effets

de la PKC sur le courant Iks restent discutables.

15 Régulation par le systéme nerveux parasympathique

Le systéme nerveux parasympathique module la fréquence cardiaque par les
récepteurs muscariniques M2 présents au niveau des oreillettes et du NAV. Ces
récepteurs sont couplés a des protéines Gi qui inhibent 'adénylate-cyclase par leur
sous-unité a et activent les canaux potassiques dépendants de 'acétylcholine (Ikacn)
par leurs sous-unités By .

L’inhibition de I'adénylate-cyclase va aboutir a des effets opposés a ceux obtenus
lors d’'une stimulation B-adrénergique. En particulier, le courant Ir est diminué suite a

la réduction du taux d’AMPc intracellulaire .
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Le courant lkach est un courant rectifiant entrant au méme titre que le courant I,
présent dans les cellules auriculaires et le nceud sinusal, principalement. Il est activé
par l'acétylcholine et, plus précisément, par les sous-unités Py des protéines G
associées aux récepteurs muscariniques . Ce courant est porté par les sous-unités
Kir3.1 (ou GIRK1) et/ou Kir3.4 (ou GIRK4) associées a une sous-unité de la famille
CIR . L’activation de ce courant lors d’une stimulation parasympathique permet une
repolarisation plus rapide et une stabilisation du potentiel de repos a des potentiels
proches de —-80 mV. Ces actions diminuent I'excitabilit¢ des cellules nodales,

diminuant ainsi la fréquence cardiaque.
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Identification de nouveaux partenaire du canal potassique cardiaque KCNQ1

Le courant potassique ks généré par le canal KCNQ1 intervient dans la repolarisation tardive
du potentiel d’action cardiaque. KCNQ1 fonctionne au sein d’'un complexe canalaire et des
mutations sur le canal ou sa protéine régulatrice KCNE1 peut aboutir a des pathologies
cardiaques potentiellement Iétales. La relation génotype-phénotype liée aux mutations de ce
canal reste complexe puisqu’'un gain de fonction de celui-ci peut aboutir a différentes
pathologies. Cette différence peut s’expliquer par une interaction modifiée avec I'un des
partenaires, motivant l'identification de I'ensemble des protéines appartenant au complexe
canalaire de KCNQ1. Dans cette thése, deux nouveaux partenaires de ce canal ont pu étre
caractérisés : la B-tubuline, monomeére des microtubules, et I'ubiquitine-ligase Nedd4-2. Les
effets induits par ces nouvelles protéines sur le courant Iks ont été évalués dans des
systémes de ré-expression et des cardiomyocytes de cobayes. Le courant lxs est augmenté
sous stimulation [-adrénergique par activation de la PKA. Nous montrons que les
microtubules interagissent avec le canal et jouent un réle crucial dans la réponse du courant
a une stimulation de la PKA. La protéine Nedd4-2 intervient dans la dégradation des
protéines par le protéasome. Nous montrons que cette protéine interagit avec KCNQ1 et
conduit a sa dégradation et a la diminution du courant lxs. La transfection de cardiomyocytes
de cobayes, in vivo, avec les plasmides codant pour les formes active ou inactive de
Nedd4-2 nous a permis de valider ces effets sur le courant dans un systéme natif. Ces
données illustrent la multiplicité des protéines régulant le canal dans divers compartiments

cellulaires.

Mots Clés : KCNQ1, Régulation, tubuline, Nedd4-2, cardiomyocytes, pathologies cardiaques,

pathologies héréditaires.
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IDENTIFICATION OF NEW PARTNERS OF THE CARDIAC POTASSIUM
CHANNEL KCNQ1

The Iks potassium current, induced by KCNQ1 channel, is involved in the late
repolarisation phase of the cardiac action potential. KCNQ1 is part of a channel
complex and mutations in this channel or its regulatory protein KCNE1 can lead to
cardiac pathologies and sudden death. The genotype-phenotype relationship linked
to KCNQ1 mutations is complicated to understand since, for example, a gain-of-
function mutation can lead to different pathologies. This difference could be
explained by a modified interaction with one of the KCNQ1 partners, motivating the
identification of all the proteins involved in KCNQ1 channel complex. In this work,
two new KCNQ1 partners have been identified: pB-tubuline, a monomer of
microtubules, and the ubiquitin-protein ligase Nedd4-2. The effects of these proteins
on lks current have been evaluated in heterologous expression systems and guinea
pig cardiac myocytes. The lks current is up-regulated by B-adrenergic stimulation,
through PKA activation. We show that microtubules interact with the channel and
play a role in the current response to PKA stimulation. Nedd4-2 is involved in protein
degradation by the proteasome. We show that this protein interacts with KCNQ1 and
leads to its degradation and current decrease. By transfecting guinea pig cardiac
myocytes, in vivo, with plasmids coding for the active or inactive forms of the
Nedd4-2 protein, we could validate these effects on Iks current in a native model.
These data illustrate the diversity of proteins able to regulate the channel in various

cell compartments.

Keywords : KCNQ1, Regulation, tubuline, Nedd4-2, cardiac myocytes, cardiac

pathologies, hereditary diseases.
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