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Introduction

INTRODUCTION

La mort subite cause pres de 40.000 déces chaque année en France representant 10 % des
déces toutes causes confondues. Elle est souvent associée a différents troubles du rythme ou
de la conduction. Compte tenu de I’incidence de la mort subite, il apparait primordial de
proposer un traitement efficace aux troubles du rythme ou de la conduction. Des études
montrent I’implication des canaux ioniques tels que KCNQI1 dans certaines cardiopathies
caractériseées par des troubles du rythme : le syndrome du QT long, du QT court et la
fibrillation auriculaire. A I’heure actuelle, les mécanismes moléculaires des canaux ioniques
entrainant ces cardiopathies sont mal connus. Mon travail de thése a consisté & étudier ces
mécanismes moléculaires pour mieux comprendre les origines de ces maladies et développer

potentiellement de nouvelles voies thérapeutiques.

Afin que le lecteur dispose de I’état actuel des connaissances sur les mécanismes moléculaires
des canaux ioniques a I’origine des troubles du rythme, 1’introduction est développée selon 3

axes .

e la premiere partie de I’introduction présente 1’implication des canaux KCNQI1 et hERG

dans le syndrome du QT long.

e la seconde partie de I’introduction se focalise sur les mécanismes d’activation dépendant
du potentiel des canaux tels que KCNQL. Prés de la moitié des mutations de KCNQ1
induisant le syndrome du QT long congénital provogue une modification de la
dépendance au potentiel du canal. Une meilleure connaissance des mécanismes de
dépendance au potentiel de KCNQL1 permettrait peut-étre de développer de nouvelles
thérapies. Dans cette optique, mon premier projet avait pour objectif d’étudier les
mécanismes de dependance au potentiel et, plus précisément, le couplage entre le

mouvement du senseur au potentiel et 1’ouverture du pore.

e la troisieme partie de P’introduction présente les mécanismes de couplage entre
I’activation et I’inactivation des canaux tels que hERG. Ces 2 processus semblent jouer un
réle prépondérant dans la sensibilité de hERG a de nombreux agents pharmacologiques.
Mon second projet avait pour but de caractériser I’implication des 2 processus dans cette
sensibilité et, plus particulierement, la présence ou non d’un couplage entre 1’activation et

I’inactivation du canal hERG.
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I. Le syndrome du OT long: implication des canaux
KCNQO1 et hERG

Le syndrome du QT long est caractérisé par un allongement de I’intervalle QT¢ (intervalle QT
corrigé par la fréquence cardiaque) correspondant a la durée séparant le début de la
dépolarisation et la fin de la repolarisation des ventricules (figure 1A). Cet allongement de
I’intervalle QT est dii a une élévation de la durée de la phase de repolarisation du potentiel

d’action ventriculaire (figure 1B).

QRS
A
5 T
ECG normal 7\

Figure 1 : Syndrome du QT long.
(A) Représentation schématique des ECG. Le tracé
vert correspond a l’intervalle QT allongé dans le

Wi [ cas du syndrome du QT long. (B) Représentation
— : schématique du potentiel d’action ventriculaire. Le
B tracé vert représente I’allongement de la durée de
durée du repolarisation dans le syndrome du QT long.
PA prolongée

>

300 ms

Une personne est atteinte de ce syndrome lorsque le QT¢ est supérieur a 450 ms chez
I’homme et 470 ms chez la femme (Goldenberg et Moss 2008).

Le syndrome du QT long est divisé en deux types : congénital et acquis.

A. Le syndrome du QT long congénital

Le syndrome du QT long congénital est une maladie rare transmise de fagon récessive ou
dominante. Selon le mode de transmission, deux syndromes ont été décrits : le syndrome de
Jervell et Lange-Nielsen transmis de facon autosomique récessive associant une repolarisation
retardée a une surdité bilatérale (Neyroud et coll., 1997). Le syndrome de Romano-Ward,
forme autosomique dominante, est caractérisé par une repolarisation cardiaque retardée et une
incidence élevée de mort subite (Wang et coll., 1996). Les formes les plus fréquentes de ce
syndrome sont le syndrome du QT long de type 1 ou LQT1 (50%) induit par des mutations du
géne KCNQ1 et le LQT2 (35 a 40%) di a des mutations du géne KCNH2. Les genes KCNQ1
et KCNH2 codent respectivement pour les canaux potassiques cardiaques dépendant du
potentiel KCNQI1 et hERG, responsables de la repolarisation tardive du potentiel d’action

ventriculaire.
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Les mutations des génes KCNQ1 et KCNH2 provoquent une perte de fonction des canaux
KCNQL1 et hERG induisant une réduction des courants potassiques repolarisants tardifs Ixs
(KCNE1-KCNQ1) et Ik, (hnERG) et donc une augmentation de la durée de la repolarisation du
potentiel d’action. Le principal mécanisme moléculaire impliqué dans la perte de fonction de
ces canaux est la modification de leurs propriétés biophysiques. En effet, 19 des 44
mutations étudiées en électrophysiologie induisant le LQT1, entrainent un décalage de la
dépendance au potentiel du canal KCNQ1 (reflétée par le potentiel de demi-activation

ou Vg 5) vers les potentiels positifs par rapport au canal KCNQ1 sauvage (tableau 1).

Mutations Région du canal Décalage de la Vg5 (MV)
R190Q S4 2.7
S225L Boucle S4-S5 11
R243C Boucle S4-S5 16
R243H Boucle S4-S5 66.2
W248R Boucle S4-S5 50
L251P Boucle S4-S5 15
V254M Boucle S4-S5 39.7
L272F Boucle S4-S5 5
V3101 Pore 34
T311l Pore 10
G314S Pore 34
339delF S6 25
A344V S6 30.2
Q357R Queue C-terminale 19.6
S373P Queue C-terminale 37.9
V417TM Queue C-terminale 9.4
R533W Queue C-terminale 13.9
R539W Queue C-terminale 33.9
R555C Queue C-terminale 315

Tableau 1 : Mutations modifiant la dépendance au potentiel de KCNQ1 dans le LQT1.

A T’heure actuelle, les seuls outils pharmacologiques contre le LQT1 sont les 3-bloquants tels
que le propanolol ou nadolol (Moss et coll., 2000). Les B-bloguants sont des inhibiteurs
compétitifs qui se fixent spécifiquement sur les récepteurs 3-adrénergiques empéchant ainsi
leur activation par les catécholamines. L’administration de -bloquants permet de limiter la
survenue de troubles du rythme mais ils ne ciblent pas directement le canal KCNQ1. En effet,
les B-bloquants abolissent I’activation par la voie P-adrénergique du courant I, courant
entrant responsable de la dépolarisation diastolique (ou pente diastolique) du potentiel
d’action et conduisant a la dépolarisation rapide du potentiel d’action (Accili et coll.,
1997). L’absence d’activation du courant I; ralentit le rythme cardiaque évitant ainsi la

situation ou la mutation est délétere : un rythme cardiaque rapide.
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Ces molécules ne permettent donc pas de corriger directement la modification de la
dépendance au potentiel de KCNQL1 induite par la mutation. Une meilleure connaissance des
mécanismes moléculaires régissant la dépendance au potentiel de ce canal permettrait
potentiellement de développer de nouvelles voies thérapeutiques spécifiques de cette

arythmie. Le premier objectif de ma thése était de caractériser les mécanismes moléculaires

de dépendance au potentiel du canal KCNQL1 et, plus particulierement, le couplage entre le

mouvement du domaine S4 et I’ouverture du pore.

B. Le syndrome du QT long acquis

Le syndrome du QT long acquis peut étre consecutif a un traitement médicamenteux. En effet,
de nombreuses molécules pharmacologiques a visée cardiaque ou non cardiaque induisent un
allongement de I’intervalle QT et peuvent étre a I’origine de mort subite (Escande 2000). Ces
molécules appartiennent a diverses classes de médicaments telles que les anti-arythmiques, les
antihistaminiques ou les antidépresseurs. De nombreuses études se sont intéressées a
déterminer pourquoi autant de substances structurellement différentes inhibent le canal hERG
contrairement aux autres canaux dépendant du potentiel. Les études de Mitcheson (Mitcheson
et coll., 2000a) et Tristani-Firouzi (Tristani-Firouzi et coll., 2001) suggérent que la sensibilité
accrue de hERG vis-a-vis des agents pharmacologiques est principalement due a un

mécanisme de rétention de ces molécules comme décrit dans la figure 2.

Ouverture de 1a porte d’activation :
Porte d’activation fermée

lamolécule entre dans le vestibule du pore

Extracellulaire

2 - - [ QOO0
Dépolarisation

i

o0

DOSHSDOO !

Porte d’activation

Fermeture de 1a porte d’activation :

Inactivation du canal :

stabilisation de la fixation de la

la molécule est piégé dans le pore )
molécule

Figure 2 : Mécanisme de rétention des molécules pharmacologiques dans le pore du
canal hERG. D ‘apres Tristani-Firouzi et coll., 2001.
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Ce mécanisme de rétention suggere que la fermeture de la porte d’activation picge la
molécule pharmacologique dans le pore du canal prolongeant son effet inhibiteur. Pour
vérifier cette hypothese, il serait intéressant de bloquer la porte d’activation en configuration
ouverte et d’évaluer si I’effet inhibiteur des molécules pharmacologiques est réduit.
Cependant une réduction de I’inhibition de hERG ne signifiera pas forcément que la fermeture
de la porte d’activation soit le mécanisme a I’origine de I’inhibition prolongée de hERG. En
effet, des études révelent que les processus d’activation et d’inactivation sont couplés chez le
canal hERG (Piper et coll., 2003; Smith et Yellen 2002). La modification du processus
d’activation pourrait modifier le processus d’inactivation, processus connu pour modifier
I’affinité des inhibiteurs de hRERG (McPate et coll., 2008).

Mon second projet de thése a consisté a4 déterminer 1’implication des processus d’activation et

d’inactivation du canal hERG dans sa sensibilité aux agents pharmacologiques et, plus

précisément, D’existence ou non d’un couplage entre 1’activation et [D’inactivation.

I1. Couplage moléculaire entre les domaines S4 et S6

Les canaux potassiques dépendant du potentiel (ou K,) tels que KCNQ1 sont fonctionnels
sous forme d’un tétramére constitué de quatre sous-unités .. Chacune de ces sous-unités est
formée de six domaines transmembranaires (S1 a S6) divises en deux modules fonctionnels
distincts : un «voltage-sensor» formeé des domaines S1 & S4 et un pore constitué des domaines
S5 et S6 (figure 3).

Figure 3 : Représentation schématique d’un canal potassique dépendant du potentiel.

Dés 1991, un élément clé dans le mécanisme de régulation par le potentiel des canaux
potassiques a été identifié : le domaine transmembranaire S4 sensible au potentiel
(Papazian et coll., 1991). En effet, la neutralisation des résidus chargés positivement du
domaine S4 dans le canal Shaker modifie la dependance au potentiel de ce canal suggérant
que la sensibilité au potentiel du domaine S4 est conférée par la présence de ces charges

positives.

10
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Une ¢étude a évalué I’effet de la neutralisation une a une des 7 charges positives du domaine
S4 du canal Shaker sur le courant de porte (courant géneré par le mouvement des charges
positives du domaine S4). Les données obtenues révélent que seulement les quatre premiéres
charges positives sont impliquées dans le mouvement du domaine S4 (Aggarwal et
MacKinnon 1996). Cependant, la nature du mouvement de ces charges et par conséquent du
domaine S4 lors de la dépolarisation de la membrane plasmique reste un sujet trés
controverse (partie 11 A 1).

Le second élément clé de la régulation par le potentiel des canaux potassiques est la porte
d’activation (domaine S6) du canal. La cristallisation du canal bactérien KcsA (canal a deux
domaines transmembranaires équivalent aux domaines S5 et S6 des canaux dépendant du
potentiel) et plus récemment des canaux dépendant du potentiel K AP et K,1.2 (Jiang et coll.,
2003a; Long et coll., 2005a; Long et coll., 2005b) ont permis de mieux définir la structure du
pore et de la porte d’activation. Le pore est compartimenté en deux vestibules externe et

interne séparés par une cavité centrale aqueuse (figure 4).

Couronne d'atomes d'oxygéne
Réhydratation des ions qui entraine la deshydratation

dans le vestibule externe des ions K-

~

Vestibule externe,

Vestibule interne

Cavité centrale remplie
d'eau qui diminue la
barriére hydrophobe
membranaire créant un
chemin de faible résistance

L'ion K* se fixe sur ses sites de liaison
intra-pore et est propulsé par la répulsion
créée par un autre ion se présentant a |'entrée
du pore (108 ions/sec)

Figure 4 : Représentation schématique du déplacement des ions K" au sein du pore.

Les hélices a et les boucles P délimitent une cavité centrale aqueuse. Les ions se déplacent en
“file indienne” et sont stabilisés au sein de la cavité par des interactions électrostatiques
établies avec les dipbles que constituent les hélices a du pore. D ’aprés Doyle et coll., 1998.

Ces structures cristallographiques montrent que les extrémités C-terminales du domaine S6
adoptent une structure en forme de «tepee » inversé du coté intracellulaire du pore appelé
porte d’activation. A 1’¢tat fermé, les quatre extrémités C-terminales s’entrecroiseraient
empéchant le passage des ions potassiques a travers le pore. Les mécanismes d’ouverture et

de fermeture de la porte d’activation restent encore mal compris (partie 11 A 2).

11
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A. Généralités sur le mouvement du domaine S4 et I’ouverture de la porte
d’activation

1. Mouvements du domaine S4 a I’origine de I’activation des canaux

Il est maintenant bien établi que la sensibilité au potentiel des canaux K, est due au domaine
S4. Cette sensibilité aux variations du potentiel membranaire se traduit par un mouvement du
domaine S4 qui permet le changement de conformation du canal de 1’état fermé a 1’état
ouvert. De nombreuses études se sont focalisées sur la nature du mouvement
transmembranaire du domaine S4. A partir de ces études, trois modeles différents de
mouvement du domaine S4 ont été proposés. Ces trois modeles ont été décrits chez différents
canaux en utilisant diverses techniques telles que le FRET, la cristallographie ou

I’accessibilité des charges positives du domaine S4.

a) «Voltage-sensor paddle »

Le modéle « voltage-sensor paddle » proposé par la cristallisation a 1’état ouvert du canal
bactérien K, AP est le modele le plus récent (Jiang et coll., 2003a). Selon ce modeéle, le
domaine S4 et la partie extracellulaire du domaine S3 (S3b) forment une sorte de rame
hélicoidale appelée « voltage-sensor paddle ». Au potentiel de repos, le domaine S4 est
localis¢ a I’intérieur de la membrane, du coté intracellulaire alors que le domaine S3 est
positionné au sommet du S4. Suite a une dépolarisation, les domaines S3 et S4 traversent la

bicouche lipidique jusqu’a la surface externe de la membrane (figure 5).

Figure 5 : Structure de K,AP dans le modele « voltage-sensor paddle ».

(A) Structure de K AP a I’état fermé. L’hélice rouge représente les domaines S4 et S3b. (B)
Structure de K AP a 1I’état ouvert. D apres Jiang et coll., 2003a.

Le modele « voltage-sensor paddle » révéle un mouvement de 1’ordre de 20 A du domaine S4
(Jiang et coll., 2003a). Cette amplitude de mouvement du domaine S4 est nettement
supérieure a celle estimée chez le canal K,1.2 en utilisant une toxine de tarentule,
I’hanatoxine (Phillips et coll., 2005).

12
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Dans ce travail, I’amplitude de mouvement du domaine S4 a été évaluée en déterminant la
localisation dans la bicouche lipidique de 1’hanatoxine appliquée du coté extracellulaire de la
membrane plasmique. Cette toxine possede un résidu tryptophane émettant une fluorescence
entre 300 et 400 nm. La localisation dans la membrane plasmique de cet acide aminé a été
estimée en étudiant le degré d’extinction de la fluorescence du résidu tryptophane par des
atomes de bromes liés de facon covalente a differentes positions le long de la chaine
hydrocarbonée des lipides. A I’état ouvert, I’hanatoxine est localisée sur la boucle entre les
domaines S3b et S4 a la surface extracellulaire de la membrane. Au contraire, a 1’état
fermé, I’hanatoxine, toujours fixée au S4, pénétre dans la membrane permettant ainsi
I’extinction de la fluorescence émise par le résidu tryptophane. L’extinction de fluorescence la
plus importante a été obtenue avec des atomes de bromes localisés & environ 8.5 A du centre
de la bicouche lipidique. L’épaisseur de la membrane plasmique étant de 15 A a partir du
centre de la bicouche lipidique, la toxine semble pénétrer d’environ 6.5 A dans la membrane,
signifiant que le domaine S4 se déplace d’environ 6.5 A.

Cette différence d’amplitude entre le canal K,1.2 (6.5 A) et K AP (20 A) peut s’expliquer par
une structure différente des canaux. En effet, la longueur du domaine S4 chez K,1.2 est
plus importante d’environ deux tours d’hélices (équivalent & 10 A) par rapport a celui de
K\ AP (basé sur la cristallographie de K,1.2, (Long et coll., 2005b). Ces résultats indiquent
que les résidus du domaine S4 sur lesquels ’hanatoxine se fixe sont plus accessibles chez
Ky1.2 que chez K AP minimisant ainsi 1’amplitude de mouvement du domaine S4 de K,1.2.
Un modele structural de K,1.2 (Yarov-Yarovoy et coll., 2006) suggére que le mouvement du
domaine S4 de ce canal est encore plus minime (entre 2 et 4 A) que celui déterminé par
I’hanatoxine. Dans cette étude, la distance parcourue par le domaine S4 a été obtenue en
comparant la localisation du S4 dans la membrane entre 1’état fermé et ouvert de K,1.2.

La différence d’amplitude entre le canal K,1.2 (6.5 A) et K,AP (20 A) peut s’expliquer aussi
par l'utilisation de fragments Fab, anticorps monoclonaux, pour la cristallisation de la
protéine K AP (Jiang et coll., 2003a). Un fragment Fab est fixé sur chacun des motifs
« voltage-sensor paddle » entre les domaines S3b et S4 afin de stabiliser la structure de K,AP
en conformation ouverte. La structure de K,AP imposée par les fragments Fab peut modifier
la position des domaines S3b et S4 dans la membrane plasmique vis-a-vis de la protéine

native entrainant une estimation erronée de I’amplitude du mouvement du domaine S4.
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b) Modele a vis helicoidale

Dans ce modéle, ’hélice o du domaine S4 fait simultanément une rotation et une
translation le long de son axe permettant le mouvement des charges du domaine S4. Suite a
une depolarisation, les charges du domaine S4 modifient leur exposition, migrant de la face

intracellulaire a la face extracellulaire de la membrane (figure 6).

-
-

Figure 6 : Representation schématique du modele a vis hélicoidale.

Le cylindre rouge représente le domaine S4 avec les lipides entourant le domaine S4 en vert.
Les quatre premieres charges positives (arginines) sont représentées par des sphéres bleues
lorsqu’elles sont devant le domaine S4 et par des cercles lorsqu’elles sont derri¢re. D ‘apres
Tombola et coll., 2006.

La rotation du domaine S4 a été suggerée par la technique de FRET (Glauner et coll., 1999).
Cette technique permet de déterminer la distance entre un fluorophore « donneur » et un
fluorophore « accepteur » en mesurant le transfert d’énergie entre les deux fluorophores. Dans
cette étude, le transfert d’énergie a été mesuré entre un donneur situé¢ sur une partie supposée
fixe de la protéine et un accepteur attaché a 7 positions différentes du domaine S4. Si le
mouvement du domaine S4 résulte d’une rotation (figure 7), la distance (symbolisée par les
traits pleins ou pointillés) entre le donneur (cercle vert) et les accepteurs (cercle bleu)
augmentera (exemple : résidus 1 et 2) ou diminuera (résidu 3) selon leur position sur la

méme hélice S4.

Fermé Ouvert

Dépolarisation
-

Repolarisation

Figure 7 : Représentation schématique de la rotation du domaine S4.
Le cercle vert représente le donneur et les cercles bleus correspondent a différents accepteurs
présents sur le domaine S4. Le sens de rotation du domaine S4 est indiqueé par la petite fleche.
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Les résultats de cette étude sont cohérents avec une rotation du domaine S4 lors de la
dépolarisation de la membrane. Cependant, ces données obtenues par FRET dans le canal
Shaker semblent incohérentes avec la structure cristallographique du canal K,1.2. En effet, la
distance mesurée entre deux résidus du domaine S4 situés sur des sous-unités adjacentes par
FRET est en désaccord avec la structure cristallographique de K,1.2. Dans le canal Shaker, les
résidus V363 sont distants de 32 A alors que les résidus équivalents chez K,1.2 sont distants
de 48 A (Long et coll., 2005b) révélant un manque de sensibilité de la technique de FRET
pour détecter le mouvement du domaine S4.

Le mouvement de translation du domaine S4 a été mis en évidence en étudiant
I’accessibilité au MTSET des charges positives du domaine S4 aux états fermé et ouvert chez
le canal Shaker (Larsson et coll., 1996). Le MTSET étant incapable de traverser la membrane
plasmique, seules les charges situées dans le milieu extracellulaire seront accessibles au
MTSET appliqué du coté extracellulaire et inversement du c6té intracellulaire. Si une charge
positive est accessible au MTSET intra ou extracellulaire, le MTSET se fixera sur la charge
positive préalablement substituée par une cystéine et modifiera D’activité de Shaker. La
localisation des charges positives du domaine S4 a été déterminée en comparant 1’activité de
Shaker en absence et en présence de MTSET appliqué du c6té intra et extracellulaire a 1’état
fermé et ouvert. Suite a la dépolarisation de la membrane, des charges positives du domaine
S4 accessibles au MTSET du c6té intracellulaire de la membrane (état fermé du canal)
deviennent accessibles du c6té extracellulaire (état ouvert du canal). Ces résultats suggérent
que le domaine S4 traverse entiérement la membrane plasmique lors d’une
dépolarisation membranaire et donc que le mouvement du S4 est d’environ 30 A.
Cependant, 1’accessibilit¢é au MTSET des charges positives du domaine S4 peut aussi étre
expliquée par un mécanisme différent donnant naissance a un nouveau modeéle : le modéle de

transporteur.

¢) Modele de transporteur

Ce modele est cohérent avec le fait que les charges du domaine S4 accessibles au MTSET
appliqué du coté intracellulaire a 1’état fermé (figure 8A) peuvent étre accessibles a 1’état
ouvert au MTSET extracellulaire (figure 8B). Mais dans ce modele de transporteur, le
mouvement du domaine S4 est nettement inférieur & 30 A. Cette double contrainte est
satisfaite si le domaine S4 migre d’une crevasse en contact avec le milieu intracellulaire vers

une seconde crevasse en contact avec le milieu extracellulaire (figure 8).
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Figure 8 : Représentation schématique du modeéle de transporteur.

Le cylindre correspond au domaine S4 avec les quatre premiéres charges positives
représentées par des spheres bleues. Les faces intracellulaire et extracellulaire de la membrane
sont indiquées respectivement par INT et EXT. D aprés Chanda et coll., 2005.

Ce modele avec un mouvement mimine du S4 est, par exemple, suggéré par la technique de
FRET dans le canal Shaker (Chanda et coll., 2005). Dans cette étude, la distance parcourue
par le S4 a été estimée en étudiant les variations de fluorescence émise par un fluorophore
« donneur » attaché a une cystéine a différentes positions du domaine S4 en présence d’un
fluorophore « accepteur », le dipicrylamine (DPA). Le DPA est un anion hydrophobe dont la
localisation dans la bicouche lipidique est dépendante du potentiel. Au potentiel de repos, la
présence de molécules de DPA dans le feuillet externe de la membrane plasmique entraine
I’extinction de la fluorescence émise par le donneur (figure 9B). Lors de la dépolarisation, la
fluorescence du donneur augmente, suggérant que seul le DPA migre vers le coté
intracellulaire de la membrane (figure 9A). A I’opposé, si le domaine S4 traversait
entierement la membrane comme décrit dans les modeles « voltage-sensor paddle » et a vis
hélicoidale (figures 5 et 6), le donneur et le DPA seraient situés a I’opposé 1’un de 1’autre au
sein de la membrane, aussi bien au potentiel de repos, que lors de la dépolarisation,

empéchant 1’extinction de la fluorescence du donneur par le DPA.

A

Figure 9 : Représentation schématique du FRET dans I’étude du mouvement du
domaine S4. FRET aux potentiels dépolarisés (A) et hyperpolarisés (B). Le FRET se produit
entre un «donneur » (magenta) et un «accepteur » (le DPA en bleu) dans la bicouche
lipidique de la membrane plasmique. D ‘aprés Tombola et coll., 2005.
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Cependant, il faut rester prudent dans [Dinterprétation des données de FRET. La
caractéristique fondamentale du modéle « voltage-sensor paddle », suggérée par la structure
cristallographique de K,1.2, est I’hétérogénéité de I’exposition des charges positives du
domaine S4 a I’état fermé et ouvert, ce qui complique I’interprétation des expériences de
FRET. En effet, les deux premieres charges positives du domaine S4 sont entourées de
lipides. A I’inverse, la troisieéme et la quatriéme ont un environnement protéique (domaine S1
et S2). Cet environnement différent des charges positives du domaine S4 peut modifier
I’accessibilité du donneur situé sur ces charges positives vis-a-vis de 1’accepteur entrainant

une mauvaise estimation de I’amplitude de mouvement du domaine S4.

d) Vers un mouvement unique du « voltage-sensor » ?

Selon les études décrites précédemment, le mouvement du domaine S4 au sein de la
membrane varierait de 2 A (Chanda et coll., 2005) & 30 A (Larsson et coll., 1996). Un modéle
unique peut-il expliquer I’ensemble des données obtenues sur le mouvement du domaine S4 ?
Deux aspects peuvent expliquer cette différence d’amplitude de mouvement du domaine S4.
Premiérement, I’utilisation de diverses techniques, dont les sensibilités de détection du
mouvement du domaine S4, ont été remises en question précédemment. Deuxiéemement,
I’existence de différences structurales majeures entre les canaux procaryotes (K,AP) et
eucaryotes (Shaker, K,1.2). L’homologiec de séquence est seulement de 20 % pour les
domaines transmembranaires entre les canaux K, AP et K,1.2. Outre la différence de longueur
du domaine S4 mentionnée auparavant (page 15), une autre différence concerne le mécanisme
d’ouverture de la porte d’activation. Contrairement au canal K, AP, le canal K,1.2 présente un
motif Pro-X-Pro au niveau du domaine S6 qui participe a la constitution de la porte
d’activation. Ce motif permet la courbure de I’hélice S6 qui favoriserait son interaction avec
le domaine S4. Cette interaction serait a 1’origine de la constriction plus ou moins importante
de I’entrée du pore (Long et coll., 2005a). Une courbure différente de I’hélice S6 entre les
canaux K,1.2 et KyAP pourrait modifier I’interaction avec le domaine S4 limitant son
mouvement.

Une étude récente propose un modele unifié dans lequel ’activation de K AP passerait par un
état intermédiaire dont la structure serait similaire a 1’état ouvert du canal K,1.2
(varov-Yarovoy et coll., 2006). Dans ce cas, le mouvement des charges positives du domaine
S4 impliqué dans I’activation des canaux serait analogue dans les canaux K,1.2 et K,AP, mais

une translation supplémentaire serait nécessaire aux canaux K AP pour atteindre 1’état ouvert.
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Ce modeéle implique une translation et une rotation du domaine S4 comparables au
modele a vis hélicoidale avec un mouvement des domaines S1-S3 autour du domaine S4
similaire au modéle de transporteur.

A T’heure actuelle, les études tentent de réconcilier I’ensemble des données expérimentales
obtenues sur le mouvement du domaine S4, postulant que celui-ci est généralisable a
I’ensemble des canaux dépendant du potentiel. Cependant, il n’est toujours pas exclu que le
domaine S4 se déplace différemment dans la membrane selon les canaux et qu’un
modéle moléculaire unique n’existe finalement pas, comme nous allons le voir dans le

chapitre suivant.

2. Mécanisme d’ouverture de la porte d’activation

Chez les canaux dépendant du potentiel, ’ouverture et la fermeture du pore du canal se
produisent par le mouvement de la porte d’activation en réponse a une variation du potentiel
de membrane. Cette porte est probablement localisée du c6té intracellulaire de la membrane et
a une forme de « tepee » inversé due au croisement des 4 extrémités C-terminales du domaine
S6. Le mécanisme exact d’ouverture et de fermeture de la porte d’activation reste encore
inconnu.  Néanmoins, plusieurs observations ont conduit a deux modeéles

d’ouverture/fermeture de la porte d’activation.

a) Mod¢le de charniére liée a la présence d’une glycine

La comparaison des structures cristallographiques des canaux bactériens a deux domaines
transmembranaires (TM1 et TM2 équivalents aux domaines S5 et S6 des canaux K,) KcsA a
I’état fermé et de MthK a I’état ouvert a permis d’identifier un mécanisme d’ouverture des
canaux potassiques. Cette comparaison suggere que le processus d’ouverture de la porte
d’activation est dii 2 un mouvement de rotation vers 1’extérieur des hélices S6 (figure 10). Ce
mouvement entraine un élargissement du diameétre du pore du canal permettant le passage des
ions a travers celui-ci. Le canal s’ouvrirait par un mouvement de rotation autour d’une
articulation flexible (hinge) formée par un résidu glycine (Gly 86) situé au niveau du second
domaine transmembranaire ou TM2 (figure 10A). Cette rotation de 1’extrémité C-terminale du
second domaine transmembranaire serait d’environ 30° (figure 10B). Ce mouvement

provoque 1’¢élargissement du pore du canal permettant le passage des ions (Perozo 2002).
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Partie C-terminale
du TM2

/30

MthK KcsA

Figure 10 : Comparaison des structures transmembranaires des canaux KcsA et MthK.
(A) Superposition de KcsA (vert) et MthK (rouge). Le filtre de sélectivité est utilisé comme
point de référence. Seules deux sous-unités sont représentées pour plus de clarté. (B) Vue
comparative d’une sous-unité par rapport a I’axe central de symétrie du tétramére (ligne
pointillée noire). D apres Perozo 2002.

b) Modeéle de coude lié au motif PVP

Le modele décrit ci-dessus basé sur la comparaison entre 1’état ouvert et 1’état fermé de 2
canaux est contestable. La structure du canal KcsA a I’état ouvert peut étre trés différente de
celle de MthK et par conséquent le mécanisme d’ouverture de la porte d’activation également.
Des ¢études sur le canal Shaker révelent I’existence d’une structure de S6 a I’état ouvert
trés différente de celle de KcsA, introduisant I’idée d’une variété de structures ouvertes
selon les canaux. Des travaux de I’équipe de Gary Yellen montrent la proximité entre le
résidu V476C (en jaune) et I’histidine en position 486 (en bleu foncé), car seulement ces
deux résidus interagissent avec un ion cadmium unique a I’état ouvert (del Camino et coll.,
2000; del Camino et Yellen 2001). Cette proximité est incohérente avec le modéle de KcsA a
I’état ouvert. En effet, les résidus équivalents chez le canal KcsA sont trop distants a 1’état
ouvert (figure 11A). L’interaction V476-cadmium-H486 a 1’état ouvert suggere un nouveau
mécanisme d’ouverture de la porte d’activation, impliquant un coude rigide dans les hélices

S6 (figure 11B) au niveau du motif Pro-Val-Pro (PVP).

19



Introduction : partie Il

Figure 11 : Comparaison entre les deux modéles du domaine S6.

(A) Modeéle de Shaker issu de KcsA. Dans ce modéle, le résidu H486 (bleu foncé) est trop
loin du résidu V476 (sphére jaune) pour coordonner le cadmium (sphére bleue). (B) Modéle
de coude lié au motif PVP chez Shaker. Dans ce modeéle, le résidu H486 (bleu foncé) est assez
proche du résidu V476 (sphere jaune) pour coordonner le cadmium (sphére bleue). Le crochet
correspond a la position de la membrane plasmique. D apreés del Camino et coll., 2000.

La cristallisation récente de K,1.2 a confirmé I’'implication du motif PVP dans 1’ouverture de
la porte d’activation. Selon la structure cristallographique de K,1.2, les acides aminés
constituant ce motif permettent la courbure de I’hélice S6. Cette courbure favoriserait
I’interaction entre les domaines S4 et S6 a 1’origine de la constriction plus ou moins
importante de I’entrée du pore (Long et coll., 2005a).

En conclusion, le mécanisme d’ouverture du pore chez les canaux procaryotes et

eucaryotes peut étre différent : I’ouverture du pore nécessiterait une courbure de I’hélice S6,

mais cette courbure serait flexible chez les procaryotes et rigide chez les eucaryotes.

B. Comment le mouvement du S4 est-il couplé a I’ouverture du pore ?

Si les mécanismes de mouvement du domaine S4 sensible au potentiel et d’ouverture de la
porte d’activation sont maintenant mieux connus, une question reste encore a élucider :
comment le mouvement du domaine S4 est-il couplé a I’ouverture de la porte d’activation ?
Les premiéres études se sont employées a déterminer quelles parties du canal étaient

impliquées dans ce couplage.

1. Parties du canal permettant le couplage entre le S4 et le pore

Plusieurs études sur des canaux dépendant du potentiel suggérent que la boucle S4-S5 serait
impliquée dans le couplage entre le mouvement du domaine S4 et ’ouverture de la porte
d’activation. Lu et son équipe (Lu et coll., 2001; Lu et coll., 2002) ont réalisé des chimeres de
Shaker avec KcsA. Lorsque la boucle S4-S5 et la partie C-terminale du domaine S6
n’appartiennent pas au méme canal, il y a perte partielle de la dépendance au potentiel car le

canal ne se ferme plus complétement.
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Par contre, la dépendance au potentiel est restaurée lorsque la boucle S4-S5 et la partie
C-terminale du domaine S6 appartiennent au méme canal renforgcant 1’idée d’une

complémentarité entre les deux domaines (figure 12).
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@DFQ,DA\/ ) O S+S5erS6de Shaker

80 -4 0 40 80
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Figure 12 : Modification de la dépendance au potentiel.
En noir, canal KcsA et en blanc, canal Shaker. D apres Lu et coll., 2001; Lu et coll., 2002.

Normalized I,
o
=

L’importance de la boucle S4-S5 dans ce couplage a aussi été mise en évidence chez le canal
hERG. La fermeture du canal hERG est perturbée par la mutation D540K située sur la boucle
S4-S5. Le canal mutant D540K est alors capable de s’ouvrir en réponse a I’hyperpolarisation
membranaire pour des valeurs de potentiels ou le canal hERG sauvage est a I’état fermé
(Sanguinetti et Xu 1999). L’insertion de la mutation R665A localisée sur la partie C-terminale
du domaine S6 du canal hERG restaure une activité normale au canal mutant D540K
(Tristani-Firouzi et coll., 2002). Ces résultats suggerent une interaction électrostatique entre
I’aspartate (D540) situ¢ sur la boucle S4-S5 et I’arginine (R665) située sur la partie
C-terminale du domaine S6 stabilisant le canal hERG a I’état fermé. L’association entre la
boucle S4-S5 et le domaine S6 a été renforcée par la structure cristallographique de K,1.2.
Cette structure montre que la distance entre la boucle S4-S5 et I’hélice S6 est compatible avec
une interaction entre ces deux zones (Long et coll., 2005b).

Selon ces études, la boucle S4-S5 est impliquée dans le couplage entre le domaine S4 et la
partie C-terminale du domaine S6 (porte d’activation) en stabilisant le canal a 1’état fermé. De
nombreuses questions restent encore en suspens : quelle est la nature de I’interaction entre ces
deux zones ? Cette interaction est-elle permanente quel que soit 1’état dans lequel se trouve le

canal ou plut6t labile ?
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2. Mécanismes de couplage entre le domaine S4 et la porte d’activation

Nos connaissances actuelles sur le couplage entre le domaine S4 et la porte d’activation (S6)
suggerent deux mécanismes distincts de couplage : un couplage permanent quel que soit 1’état
dans lequel se trouve le canal et un couplage labile, les domaines S4 et S6 interagissant

uniquement a 1’état fermé pour certains canaux et ouvert pour d’autres.

a) Couplage permanent entre les domaines S4 et S6

La structure cristallographique de K,1.2 correspond a I’état ouvert du canal (Long et coll.,
2005b). Deux aspects de cette structure sont cohérents avec cette idée. Premiérement, les
résidus chargés du domaine S4 sont situes a proximité de la face extracellulaire de la
membrane ce qui suppose que la membrane est dépolarisée, et donc le canal ouvert.
Néanmoins, cet argument reste faible puisqu’une étude suggére que le S4 pourrait aussi étre
proche du coté extracellulaire a 1’état fermé du canal (Yarov-Yarovoy et coll., 2006).
Deuxiemement, un argument plus fort est le diamétre du pore au niveau de la porte
d’activation, diameétre compatible avec le passage des ions potassiums. Selon cette structure,
la boucle S4-S5 forme une hélice o amphipathique positionnée sur la partie C-terminale du
domaine S6 de la méme sous-unité. Suite a un changement du potentiel membranaire, le
domaine S4 migre vers la face intracellulaire de la membrane. Le domaine S4 vient alors
pousser sur la boucle S4-S5 agissant comme un levier exercant une force mécanique au
niveau des quatre hélices S6 (porte d’activation). Ce mécanisme électromécanique entrainerait
la fermeture du pore (figure 13B). Lors de la dépolarisation de la membrane, la boucle S4-S5
est tirée vers la face extracellulaire de la membrane par le domaine S4 et n’exercerait plus de

force mécanique au niveau du pore permettant son ouverture (figure 13A).

Figure 13 : Interaction entre le domaine S4 et la porte d’activation. D ‘apreés Long et coll.,
2005b.

Dans ce modele, le domaine S4 et la porte d’activation interagissent via la boucle S4-S5 a

I’état fermé et ouvert du canal.
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Cette idée a été renforcée par le modeéle structural de K,1.2 qui montre que la boucle S4-S5

interagit avec le domaine S6 a I’état fermé et ouvert (Yarov-Yarovoy et coll., 2006).

b) Couplage labile entre les domaines S4 et S6

Les résultats de plusieurs études semblent incompatibles avec une liaison permanente entre la
boucle S4-S5 et la partie C-terminale du domaine S6 du canal suggérant plutdt un couplage
labile. Ferrer et ses collaborateurs (Ferrer et coll., 2006) ont construit des chiméres du canal
hERG avec EAG (canal & 6 domaines transmembranaires dépendant du potentiel). Lorsque
ces deux régions n’appartiennent pas au méme canal, le canal est activé pour des potentiels
hyperpolarisés induisant un défaut de fermeture du canal. Ces résultats révelent une
stabilisation de 1’état fermé via I’association entre la boucle S4-S5 et de la partie C-terminale
du domaine S6. Pour vérifier cette hypothese, des cystéines ont été introduites au niveau du
résidu D540 (boucle S4-S5) et du résidu A665 ou L666 (domaine S6). La formation d’un pont
disulfure entre ces deux régions stabilise le canal dans un seul état: 1’état fermé. Si
I’interaction entre la boucle S4-S5 et le domaine S6 existe a I’état ouvert et fermé, comment
expliquer qu’une liaison covalente entre ces deux régions stabilise la fermeture du canal
hERG ? Ces résultats sont plutét cohérents avec une association labile entre la boucle S4-S5
et le domaine S6 qu’avec le mécanisme de levier proposé par 1’équipe de MacKinnon. Cette
association labile a aussi été suggérée pour des canaux activés par I’hyperpolarisation tels que
SpHCNL1 (Prole et Yellen 2006) et KAT1 (Grabe et coll., 2007). L’étude sur le canal KATI1 a
identifié des mutations dans les domaines S1 et S4 affectant la conduction des ions
potassiums a 1’état ouvert. L’effet de ces mutations a été reversé en mutant des acides aminés
des domaines S2 et S5. Cette technique a permis de mettre en évidence 6 interactions entre les
différents domaines. Basé sur ces 6 interactions et sur la structure cristallographique de K,1.2,
un modele structural a 1’état ouvert de KAT1 a été construit. Ce modele propose qu’une
interaction électrostatique entre la boucle S4-S5 (acide aspartique en position 188) et le
domaine S6 (arginine en position 310) induit I’ouverture du canal KAT1. Ce modéle est
cohérent avec les récents résultats sur un autre canal : spHCN1. Dans I’étude sur spHCN1, un
pont disulfure est formé entre la boucle S4-S5 et le domaine S6 forcant le couplage entre ces
deux régions. Ce couplage forcé empéche la fermeture du canal aux potentiels dépolarisés
suggérant que I’association entre la boucle S4-S5 et le domaine S6 stabilise 1’état ouvert du
canal.

En résumé, la nature du couplage entre les domaines S4 et S6 via la boucle S4-S5 a été
suggérée comme étant permanente par la cristallisation et le modéle structural du canal K,1.2.

Cependant, ce couplage permanent est incompatible avec plusieurs études décrites ci-dessus.
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La nature du couplage entre la boucle S4-S5 et le domaine S6 semble étre différente
entre le canal K,1.2 et les canaux Shaker, hERG, KATL1 et spHCNZ1. Nous avons aussi
supposé une différence de mouvement du domaine S4 et d’ouverture de la porte d’activation
selon les canaux dépendant du potentiel. L’activation dépendante du potentiel pourrait donc
résulter de mécanismes distincts en fonction du canal. Mon premier travail de these a consisté
a déterminer quel mécanisme moléculaire est a I’origine du couplage entre le mouvement

du senseur au potentiel (S4) et I’ouverture de la porte d’activation (S6) chez KCNQI1.

C. Nouvelle voie thérapeutique des cardiopathies

De nombreuses mutations du canal KCNQ1 induisent le syndrome du QT long en modifiant
la dépendance au potentiel de ce canal (tableau 1, page 8). Comme nous ’avons vu dans la
partie | A, les seuls outils pharmacologiques contre le syndrome du QT long de type 1 sont les
B-bloquants, cependant, ils ne ciblent pas spécifiquement le canal KCNQ1. Une thérapie
potentielle serait 1’utilisation de régulateurs spécifiques du canal KCNQ1 permettant de
limiter voire de corriger les effets des mutations induisant une modification de la dépendance
au potentiel de KCNQ1. Dans le cas du syndrome du QT long, ces régulateurs devront
avoir un effet activateur en augmentant I’amplitude du courant et en décalant la dépendance
au potentiel des canaux mutants vers les potentiels négatifs.

D’autres mutations pathogenes provoquent un gain de fonction du canal KCNQI (tableau 2).

Mutations Phénotype Région du canal Décalage de la V5 (mV)
S140G Fibrillation auriculaire Vo5 Non mesurable
V141M Fibrillation auriculaire Boucle S1-S2
Syndrome du QT court Perte de la dépendance au potentiel
V307L Syndrome du QT court Pore 15

Tableau 2 : Mutations gain de fonction modifiant la dépendance au potentiel de
KCNQL.

Dans le cas des mutations gain de fonction du canal KCNQ1 décrites ci-dessus, I’utilisation
de régulateurs specifiques inhibiteurs (diminution de 1’amplitude du courant et décalage de
la dépendance au potentiel vers les potentiels positifs) pourrait restaurer une activité normale
aux canaux mutants entrainant un gain de fonction.

Une meilleure connaissance des mécanismes moléculaires de dépendance au potentiel du
canal KCNQI1 permettrait d’identifier des régulateurs spécifiques du canal KCNQ1 et ainsi
développer de nouvelles voies thérapeutiques potentielles contre les arythmies cardiaques.

Cette 1dée a été a 1’origine de mon premier projet.
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1. Couplage entre ’activation et inactivation : hERG

Des études révelent un couplage entre I’activation et 1’inactivation chez des canaux dépendant
du potentiel. Plusieurs mécanismes de couplage ont été decrits en fonction des canaux étudiés

et du type d’inactivation. Chez hERG, la nature de ce couplage reste controverseée.

A. Mécanismes moléculaires de I’inactivation

Deux principaux types d’inactivation existent: N et C. Les mécanismes moléculaires a
I’origine de I’inactivation de type N sont maintenant bien établis. L’inactivation de type C
semble résulter de la constriction du pore au niveau du filtre de sélectivité. Cependant, les

mécanismes moléculaires permettant cette constriction restent encore sujets a discussion.

1. Inactivation de type N

L’inactivation de type N est fréquemment décrite comme un mécanisme d’inactivation « ball
and chain » dans lequel des acides aminés situés sur la partie N-terminale du canal obstruent
le pore empéchant le passage des ions. L’inactivation de type N est un processus trés rapide
chez les canaux Shaker, K,1.4 et K,3.4. Une de ces caractéristiques est sa sensibilité a des
bloqueurs intracellulaires du pore tels que le TEA" et ses dérivés (Choi et coll., 1991).
L’inactivation de type N est dépendante de 1’ouverture du canal et agit tel un bloqueur a 1’état
ouvert qui se fixe a la cavité intracellulaire du canal, ce qui est cohérent avec la présence de la
porte d’activation du coté intracellulaire de la membrane. L’ouverture du canal expose la
cavité intracellulaire qui est alors accessible a la queue N-terminale. Les boucles situées entre
le domaine T1 et le premier domaine transmembranaire (S1) forment quatre ouvertures
latérales (indiquées en astérisques dans la figure 14) constituant un parcours obligatoire pour
que la partie N-terminale du canal atteigne la cavité interne du pore. L’interaction entre les
résidus chargés positivement de la queue N-terminale et ceux chargés négativement situés
dans les boucles entre les domaines T1 et S1 favoriserait I’entrée de la queue N-terminale

dans le pore du canal et stabiliserait sa fixation (Gulbis et coll., 2000) (figure 14).

N-type
Acbvation Inactivation
———— rr—
-— -
Deactivation Recovery

- %

Figure 14 : Représentation schématique du processus d’inactivation de type N.
D ’apres Kurata et Fedida 2006.
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2. Inactivation de type C

L’inactivation de type C est facilement distinguable de 1’inactivation de type N puisqu’elle
n’est pas abolie par la délétion de résidus de la queue N-terminale ni inhibée par le TEA®
intracellulaire. Par contre, elle est inhibée par le TEA" extracellulaire ainsi que 1’élévation de
la concentration extracellulaire en potassium. Ces inhibitions ont suggéré un mécanisme de
« foot in the door » dans lequel la fixation du TEA™ ou des ions K" sur le coté extracellulaire
du canal ralentit ou empéche les changements conformationnels nécessaires a ’inactivation de
type C (Rasmusson et coll., 1998). Une autre distinction entre 1’inactivation de type N et de
type C provient de leur mode de fonctionnement. Dans le cas de I’inactivation de type N, les
domaines d’inactivation fonctionnent indépendamment les uns des autres et un seul de ces
domaines est suffisant pour permettre 1’inactivation. Au contraire, des études sur le canal
Shaker suggérent que I’inactivation de type C résulte d’un réarrangement simultané des quatre

sous-unités o du canal (Larsson et Elinder 2000).

a) Mécanismes moléculaires de 1’inactivation de type C

De nombreuses études supposent que 1’inactivation de type C implique une constriction du
pore du canal au niveau du filtre de sélectivité. Une étude récente sur Shaker a démontré
I’importance du résidu E418 (domaine S5) dans I’inactivation de type C (Larsson et Elinder
2000). L’insertion d’une cystéine au niveau du résidu 418 se traduit par une déstabilisation de
I’état ouvert au profit de 1’état inactivé. Dans la structure de KcsA, le résidu équivalent a
E418 est en contact avec plusieurs résidus situés dans la boucle entre les domaines S5 et S6,
équivalent aux résidus 451-452 chez Shaker. Pour vérifier si I’inactivation est due a une
liaison entre les résidus 418 et 451 ou 452, des cystéines ont été insérées en position 451 et
452. La formation d’un pont disulfure entre les résidus 418 et 451 stabilise I’état inactivé
suggérant que P’inactivation de type C serait due a la formation d’une liaison entre le
résidu E418 et le résidu VV451. Base sur la structure du canal KcsA, les auteurs de cette étude
supposent que lors de I’inactivation, la formation de la liaison entre le domaine S5 (résidu
E418) et la boucle du pore (résidu 451) entrainerait la constriction du filtre de sélectivite et la

fermeture du pore.
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b) Inactivation de hERG vis-a-vis des autres canaux K,

Le ralentissement de la cinétique d’inactivation de hERG par 1’¢élévation du potassium
extracellulaire et le TEA" extracellulaire révéle que I’inactivation de hERG est de type C
(Smith et coll., 1996). Cependant, contrairement a 1’inactivation de type C du canal Shaker,
I’inactivation de hERG est beaucoup plus rapide. La différence de cinétique d’inactivation
peut étre due notamment a la nature des résidus aromatiques situés au niveau du filtre de
sélectivité et de I’hélice du pore. Le filtre de sélectivité du canal hERG contient la séquence
GFG au contraire de la majorité des canaux K,, dans lesquels la phénylalanine est remplacée
par un résidu tyrosine (GYG). Dans le canal Shaker, il a été montré que la mutation du résidu
tyrosine en phénylalanine accélérait la cinétique d’inactivation du canal Shaker (Ranganathan
et coll., 1996). Ces résultats suggerent que le résidu phénylalanine joue un réle dans la
cinétique d’inactivation du canal hERG. Enfin, une étude suppose que la présence du résidu
phénylalanine dans le filtre de sélectivité associée a I’absence de résidus tryptophane dans
I’hélice du pore du canal hERG rend son pore plus étroit que celui du canal Shaker (Fan et
coll., 1999). Cette largeur plus faible du pore permettrait une constriction plus rapide du filtre
de sélectivité chez hERG a I’origine de la différence de cinétique d’inactivation entre le canal

hERG et la plupart des canaux K.

B. Couplage entre les processus d’activation et d’inactivation

De nombreuses études se sont intéressées a déterminer 1’existence d’un couplage entre le
processus d’activation et d’inactivation de type C. Selon les études, I’activation et
I’inactivation sont contrdlées soit séparément via le domaine S4 (figure 15A), soit via un
couplage direct entre 1’activation et I’inactivation (figure 15B). Un mécanisme de couplage
particulier a été proposé pour certains canaux : une porte unique permettrait 1’activation et

I’inactivation (figure 15C).

A Domaine S4 B Domaine S4 C Domaine S4
Porte d’activation Porte unique pe rmettant
Porte Porte l activation/inactivation
d’activation d’inactivation

Porte d’inactivation

Figure 15 : Mécanismes de couplage entre ’activation et ’inactivation.

(A) Couplage indirect entre 1’activation et 1’inactivation via le domaine S4. (B) Couplage
direct entre I’activation et I’inactivation. (C) Couplage via une porte unique contrélant
I’activation et I’inactivation.
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1. Couplage activation/inactivation indirect via le domaine S4

Rasmusson et ses collaborateurs (Rasmusson et coll., 1995) ont étudié le réle du domaine S4
dans le contrdle de I’inactivation chez le canal K,1.4. La neutralisation de la quatrieme charge
positive de S4 provoque un décalage de la courbe d’inactivation du canal FK1A2-146 vers les
potentiels négatifs suggérant I’implication du domaine S4 dans I’inactivation. Cependant,
les mécanismes a I’origine du couplage entre les processus d’activation et d’inactivation via le

domaine S4 sont mal connus.

a) Résultats obtenus par la technique de FRET

L’existence d’un couplage direct entre le domaine S4 et I’inactivation a été suggérée pour le
canal Shaker. Lors de la dépolarisation, un fluorophore introduit en position A359 (boucle
S3-54) a permis de réveler un mouvement rapide du domaine S4 correspondant a 1’activation
et un mouvement lent dont la cinétique est cohérente avec la cinétique d’inactivation du canal
Shaker. Ces résultats suggerent que le domaine S4 contréle séparément l’activation et
I’inactivation (figure 15A) (Loots et Isacoff 2000). Des résultats comparables ont été obtenus
sur le canal hERG en utilisant la méme technique (Smith et Yellen 2002). Dans cette étude, le
mouvement du domaine S4 serait composé de deux cinétiques : une lente et une rapide, la
composante rapide correspondant a P’inactivation de hERG. Cependant, ce résultat ne
démontre pas formellement le rdle du domaine S4 dans le contréle de I’inactivation : si le
domaine S4 est couplé a I’inactivation chez hERG, la suppression du processus d’inactivation
devrait modifier la composante rapide du domaine S4. Il a été montré que la double mutation
G628C/S631C qui abolit I’inactivation de hERG (Smith et coll., 1996) ne modifie pas la
composante rapide du signal de fluorescence, empéchant de conclure que la composante
rapide du S4 est responsable de I’inactivation.

De plus, cette technique indique un mouvement du domaine S4 relatif a son environnement :
il reste possible que cette composante rapide ne soit pas due a un mouvement du domaine S4,
mais & un changement d’environnement du fluorophore comme, par exemple, le
changement de structure du pore lors de I’inactivation. Pour vérifier si la composante
rapide correspond @ un mouvement du S4, il est intéressant d’utiliser une technique
alternative pour étudier spécifiquement le mouvement du domaine S4 : la mesure du

courant de porte par la technique de patch-clamp.
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b) Résultats obtenus en courant de porte

La caractérisation du courant de porte chez hERG a révélé I’existence de deux composantes
de mouvement du domaine S4 : une lente et une rapide dont les cinétiques sont compatibles
respectivement avec 1’activation et I’inactivation du canal hERG (Piper et coll., 2003). La
mise en évidence de ces deux cinétiques du domaine S4 confirme les résultats précédents
obtenus avec des sondes fluorescentes. Le domaine S4 contrdlerait séparément I’activation
et I’inactivation.

Pour déterminer si la cinétique rapide de mouvement du domaine S4 contrdle 1’inactivation de
hERG, Piper et ses collaborateurs ont caractérisé le courant de porte du canal mutant hERG
S631A. La mutation S631A (pore) entraine un décalage de la dépendance au potentiel de
I’inactivation de 100 mV vers les potentiels positifs (Zou et coll., 1998). Si la composante
rapide est associée a I’inactivation, le changement de la dépendance au potentiel de
I’inactivation du mutant hRERG S631A devrait se répercuter sur la dépendance au potentiel de
la composante rapide du courant de porte. Contrairement a I’hypotheése, la dépendance au

potentiel de la composante rapide n’est pas modifiée par la mutation S631A (figure 16).
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Figure 16 : La composante rapide du domaine S4 chez le mutant S631A est similaire a
hERG. (A) Dépendance au potentiel de I’inactivation chez le canal hERG et le canal S631A.
(B), (C) Courant de porte représentatif enregistré chez des oocytes de Xénope exprimant le
canal hERG (A) et le canal mutant S631A a différents potentiels : +10 mV (rouge), -10 mV
(vert), -30 mV (bleu) et -50 mV (cyan) a partir d’un potentiel de repos de -110 mV. (C), (D)
Dépendance au potentiel du mouvement des charges de la composante rapide (Q rast) chez le
canal hERG (C) et le canal S631A (D). D aprés Piper et coll., 2003.
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L’absence de modification de la dépendance au potentiel de la composante rapide du S4 chez
le canal mutant S631A indique que cette composante rapide ne correspond pas a
P’inactivation du canal hERG. Mais on ne peut pas conclure définitivement puisque 1’effet
de cette mutation résulte peut-étre d’un découplage entre le mouvement du S4 (qui bouge
toujours, donc la composante rapide du courant de porte est toujours présente) et la
constriction du pore.

Pour Vvérifier si activation et inactivation relévent du domaine S4, il était intéressant de

tester ’effet de la neutralisation des résidus chargés du domaine S4.

c) Mutations des résidus du domaine S4

Pour montrer que le domaine S4 contrdle directement 1’inactivation du canal hERG, des
mutations affectant 1’inactivation sans changer 1’activation seraient un bon argument. Dans
cette logique, Piper et ses collaborateurs ont réalisé une mutation systématique des résidus du
domaine S4. Pour chacune des mutations, la dépendance au potentiel des processus
d’activation, d’inactivation et du mouvement des charges du S4 a été déterminée (tableau 3).
Les mutations (R534A, V535A, L539A et E544A) affectant le mouvement du domaine S4 et
le processus d’inactivation (en bleu) ne semblent pas modifier I’activation (en rouge). Seule la
mutation V535A change simultanément la dépendance au potentiel de I’activation et
I’inactivation.

La différence de résidus du domaine S4 affectant I’activation et I’inactivation suggere que le
couplage entre 1’activation et I’inactivation chez hERG est indirect via le domaine S4 (Piper
et coll., 2005).

Mouvement de charges Inactivation Activation
Mutations Vo5 (MV) Vo5 (MV) V5 (MV)
hERG 219 +/- 19 -87.2 +/- 0.9 177 +- 1.2
R531A 22.4 +/- 2.6 -83.8 +/- 4.1 40.9 +/- 0.8
R534A -30.5 +/- 25 625 +/- 2.8 -17.9 +/- 0.7
V535A -499 +/- 3.6 75.4 +/- 2.2 -41.5 +/- 1.2
A536A -42.1 +/- 0.8 -88.3 +/- 2.3 -34.8 +/- 0.8
K538A -39.4 +/- 2.0 -88.9 +/- 3.6 -39.6 +/- 0.6
L539A -30.1 +/- 1.1 -79.2 +/- 35 -19.2 +/- 0.8
D540A 842 +- 2.6 916 +/- 4.3 -5.0 +- 1.1
E544A -33.0 +/- 0.8 -72.6 +/- 2.5 224 +- 1.4

Tableau 3 : Mutations modifiant le mouvement du domaine S4.
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Pour résumer, les résultats des différentes techniques utilisées sur hERG (FRET, courant de
porte, mutagenese) semblent plutdt indiquer que le domaine S4 controle séparément la porte
d’activation et d’inactivation, et donc qu’activation et inactivation sont indirectement
couplées (via S4). Mais un argument plus fort pour montrer que 1’inactivation n’est pas
directement couplée a D’activation serait 1’obtention d’un canal chez lequel la porte

d’activation est ouverte en permanence et I’inactivation intégralement conservée. C’était le

but de mon deuxieme projet.

2. Couplage direct entre 1’activation et I’inactivation

L’¢tude de Panyi et Deutsch sur le canal Shaker suggére que I’inactivation est tributaire de
I’état d’activation du canal (Panyi et Deutsch 2006). Etant donné qu’il n’y a pas de courant a
I’état inactivé, 1’état d’ouverture du canal a été mesuré indirectement par deux méthodes :
cinétique de modification par le MTSET et cinétique de libération du césium, toutes deux
utilisées comme rapporteur de 1’état de la porte d’activation (ouverte ou fermée). Les résultats
de cette étude indiquent que le mouvement de la porte d’activation dépendrait de la
conformation de la porte d’inactivation révélant un couplage direct entre la porte
d’activation et d’inactivation. Néanmoins, les résultats de cette étude restent discutables, car il
est difficile de garantir que I’ensemble des changements conformationnels dus a I’inactivation

est sans effet sur ces rapporteurs.

3. Couplage contrdlé par une porte unigue permettant 1’activation et
I’1nactivation

Les processus d’activation et d’inactivation sont-ils contrélés par une porte unique ? Deux
études récentes sur le canal spHCN (Shin et coll., 2004) et K,4.2 (Barghaan et Bahring 2009)
suggerent que le couplage entre ’activation et I’inactivation résulte d’une porte unique
permettant 1’activation et ’inactivation.

Shin et ses collaborateurs ont mis en évidence I’existence d’une seule porte en bloquant la
porte intracellulaire du canal en configuration ouverte. En effet, le canal spHCN mutant
L466C-H462C est bloqué a 1’état ouvert en présence de cadmium (Rothberg et coll., 2003) et
ce blocage entraine la suppression de I’inactivation. La porte située du coté intracellulaire
du pore semble donc régir ces deux processus dans le canal spHCN.

Une seconde étude sur le canal K,4.2 propose que I’inactivation soit due a un découplage
entre le domaine S4 et la porte intracellulaire du canal (figure 17). Les mutations des
résidus G323 (boucle S4-S5) et V404 (domaine S6) décalent la dépendance au potentiel de

I’inactivation vers des potentiels plus négatifs.
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De plus, des mutations dans le domaine S6 (S6) peuvent compenser les effets de mutations
dans la boucle S4-S5 (S4-S5). D’aprés ces résultats, 1’interaction S4-S5/S6 serait impliquee
dans le controle de la porte d’inactivation, en plus du controle démontré de la porte
d’activation (Long et coll., 2005b). Les auteurs ont alors proposé un modele selon lequel le
mouvement du S4 entraine celui du S6 (activation, figure 17B) grace a I’interaction S4-S5/S6,
la perte de cette interaction provoquant 1’inactivation (figure 17C). Dans ce canal au moins,
Pinactivation résulterait donc d’un découplage entre le domaine S4-S5 et la porte

intracellulaire S6.

Figure 17 : Modéle d’inactivation du canal K,4.2.

(A) Représentation du canal K,4.2 au repos. (B) Etat active du canal K,4.2. Le mouvement du
domaine S4 est représenté par la fleche verte et la porte intracellulaire par la fleche bleue. (C)
Etat inactive du canal K,4.2. D aprés Barghaan et Bahring 2009.

C. Application pharmacologique potentielle d’un canal mutant de hERG

De nombreuses molécules pharmacologiques induisent le syndrome du QT long acquis en
inhibant le canal hERG. Des études ont révélé que 1’inhibition du canal hERG par des agents
pharmacologiques est due a un mécanisme de rétention de ces molécules dans le pore du canal
(Mitcheson et coll., 2000a; Tristani-Firouzi et coll., 2001). Selon ces études, la fermeture de la
porte d’activation piégerait les molécules pharmacologiques dans le pore du canal favorisant
son inhibition. Si I’effet inhibiteur des molécules est favorisé par la fermeture de la porte
d’activation, la modification du processus d’activation devrait limiter 1’inhibition du canal
hERG par les molécules pharmacologiques.

Pour mieux comprendre I’interaction entre les processus d’activation et d’inactivation, mais
aussi pour mieux comprendre le r6le de ces deux processus dans la sensibilité de hERG aux
agents pharmacologiques, nous avons construit un canal mutant de hERG chez lequel le

processus d’activation a été supprimé. L’étude de ce canal mutant constituait mon deuxiéme

projet.
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RESULTATS

Article 1 : les canaux KCNQI sont stabilisés a 1’état fermé par leur boucle
S4-S5

Introduction

De nombreuses études ont été réalisées pour déterminer les mécanismes moléculaires a
’origine de la dépendance au potentiel des canaux. Dans I’introduction de ma thése, plusieurs
observations ont suggéré que 1’activation dépendante du potentiel pourrait résulter de
mécanismes distincts en fonction du canal. En effet, différents modéles de mouvement du
domaine S4 et d’ouverture de la porte d’activation ont été¢ mis en évidence selon les canaux.
De plus, la nature du couplage entre le mouvement du domaine S4 et I’ouverture de la porte
d’activation semble étre différente entre le canal K,1.2 (couplage permanent) et les canaux
hERG, KATL1 et spHCN1 (couplage labile). Dans notre étude, nous nous sommes intéressés
plus particulierement au canal KCNQ1. Plusieurs arguments nous ont conduit & supposer que
le canal KCNQ1 fonctionne de facon similaire a un canal ligand dépendant tel que
Kir6.2, canal ATP dépendant a deux domaines transmembranaires. Premiérement, la
structure du canal ligand dépendant Kir6.2 est comparable a celle des domaines S5 et S6 des
canaux dépendant du potentiel tels que KCNQ1. Deuxiemement, les modeles cinétiques
utilisés pour le canal Kir6.2 (figure 18A) et KCNQ1 (figure 18B) sont similaires :

= leur activité est simulée en utilisant un nombre identique d’états fermés.
= leur ouverture est stabilisée par un phospholipide membranaire, le PIP, (Baukrowitz et
coll., 1998; Loussouarn et coll., 2003).

Par contre, la fermeture du canal Kir6.2 est dépendante d’un ligand, I’ATP, tandis que celle
du canal KCNQL1 est dépendante du potentiel membranaire. Cette différence peut étre
réconciliée si on suppose qu’une région dans le « voltage-sensor » est comparable a un ligand
dépendant du potentiel chez KCNQL.

L’ensemble de ces données nous a conduit a supposer que le canal KCNQ1 est composé de
deux parties fusionnées : un «voltage-sensor » formé du domaine S1 a S4 et d’un canal
ligand dépendant constitué des domaines S5 et S6. Nous avons émis 1’hypothése que la
boucle S4-S5 est comparable a un ligand dépendant du potentiel qui se fixe sur la partie

C-terminale du domaine S6 stabilisant la fermeture du canal KCNQZ1 (figure 19).
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Figure 18 : Homologie fonctionnelle entre un canal ligand dépendant et un canal
dépendant du potentiel. Fonctionnement du canal ligand dépendant Kir6.2 (A) et du canal
dépendant du potentiel, KCNQ1 (B). (C) Mécanisme d’action supposé du canal KCNQI.
D apreés Loussouarn et coll., 2003.

Pour vérifier cette hypothese, nous avons construit des peptides correspondant a la boucle
S4-S5 et a la partie C-terminale du domaine S6. Le but de cette étude a été d’évaluer 1’effet
des peptides mimant la boucle S4-S5 et la partie C-terminale du domaine S6 sur I’activité du
canal KCNQL par la technique de patch-clamp. L’expression du peptide correspondant a la
boucle S4-S5 devrait stabiliser la fermeture du canal se traduisant par une perte de fonction
(figure 19B). Au contraire, le peptide correspondant a la partie C-terminale du domaine
S6 devrait stabiliser I’ouverture du canal KCNQI en leurrant la boucle S4-S5 du canal
KCNQZ1. Ce peptide devrait donc déstabiliser la fermeture du canal KCNQL1 se traduisant par
un gain de fonction (figure 19C).

A B C
Fermé Fermé Quvert

Extracellulaire

Boucle S4-S5

A . = 4
Partie C-terminale du S6 Peptides

Figure 19 : Représentation schématique du mécanisme ligand-récepteur chez KCNQL.
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Voltage-dependent potassium channels are
tetramers of six transmembrane domain
(S1-S6) proteins. Crystallographic data
demonstrate that the tetrameric pore
(S5-S6) is surrounded by four voltage sensor
domains (S1-S4). One key question remains:
how do the voltage sensors (S4) regulate the
pore gating? An interaction between the
S4-S5 linker (L45) and the S6 C-terminus
(S6t) seems critical but the mechanism
remains elusive. Here, we designed
plasmid-encoded peptides corresponding to
portions of L45 and S6+ of the voltage-gated
potassium channel KCNQ1 and evaluated
their effects on the channel activity in
presence and absence of the ancillary
subunit KCNE1. We show that L45 of
KCNQL1 acts as a ligand that completely and
reversibly inhibits the channel activity
through specific interaction with S6t. Our
results suggest a mechanistic model in which
L45 acts as a voltage-dependent key whose
interaction with S6 is favored at the resting
potential. This interaction locks the channel
in a closed state. Upon depolarization of the
plasma membrane, S4 pulls L45, unlocking
the channel.

Voltage-gated ion  channels are
ubiquitously expressed in human tissues where
they play diverse physiological functions such
as generation and modulation of the electrical
activity in  excitable tissues, myocyte
contraction, modulation of neurotransmitter
and hormone release, and electrolyte transport
in epithelia.

Crystallization and X-ray diffraction of
both a prokaryote and a mammalian
voltage-gated  potassium  (Kv)  channels
revealed a lot of information on the structure of
Kv channels (Jiang et coll., 2003b; Jiang et
coll., 2003a; Long et coll., 2005b). Even
though these data initiated controversies on the
dynamics of the voltage sensor, S4 (Ahern et
Horn 2004), they provided a new template for
investigations on Kv channels molecular
characteristics. For example, the structure of
the Kv pore domain (S5-S6) turned out to be
similar to the pore domain of 2-transmembrane
domain potassium channels like KcsA (Doyle
et coll., 1998) and KirBacl.1 (Kuo et coll.,
2003). Besides structure, the crystallographic
analyses of KvAP and Kv2.1 gave insights on
the dynamics of channels voltage dependency.
Notably, this crystal structure is believed to
represent the channel in an open state (Long et

coll., 2005b) and, in this conformation, the
S4-S5 linker (L45) is interacting with the S6
C-terminus (S67). The authors used homology
modeling to infer a closed state structure from
the open state structure. In the closed state, the
model shows that L45 and S6; are also in
contact. Those results pointed to a mechanism
by which L45 linkers are acting as mechanical
levers to transfer the voltage sensor movement
into gate opening or closure (Long et coll.,
2005b).

In a few other channels, the L45/S6¢
interaction seems rather state dependent.
Regarding the hyperpolarization-activated
channel KAT1, Grabe and coworkers
presented results suggesting that L45 and S6+
are interacting only in the channel open state
(Grabe et coll, 2007). In another
hyperpolarization-activated channel,
crosslinking of L45 and S6+ prevented channel
deactivation (Prole et Yellen 2006), suggesting
that in HCN too, L45 and S6+ are interacting
only when the channel is open. In hERG also,
a  crosslinking  study  suggested a
state-dependent L45 and S61 interaction, but,
this time in the closed state (Ferrer et coll.,
2006). In the cited studies, the state-dependent
interaction between L45 and S6+ suggests that
this interaction may stabilize the open state of
hyperpolarization-activated channels (KATL,
HCN) and the closed state  of
depolarization-activated channels (hERG). In
other word, L45 would be comparable to a
ligand binding to S61 only when S4 is in the
permissive (KAT1, HCN) or non permissive
state (hERG).

The similarity between the Kkinetic
models used for the ligand-gated potassium
channel Karp and the voltage-gated channel
KCNQY1, including the stabilization of the open
state by phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate,
suggests a comparable gating mechanism
between the two channels (Loussouarn et coll.,
2003). For KCNQ1, L45 should either stabilize
the channel in the closed state (like ATP in the
Kate channel) or stabilize the channel in the
open state. To test the ligand/receptor
hypothesis on KCNQ1, we have designed
plasmids coding for the potential ligand (L45,
16 amino acids) and receptor (S6+, 13 amino
acids) of the cardiac voltage-gated potassium
channel KCNQ1 (Barhanin et coll., 1996;
Sanguinetti et coll.,, 1996), and tested their
effects on channel function. Our results
suggest that L45 stabilizes the channel in a
closed conformation by interacting with S6+.
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Upon depolarization of the plasma membrane,
S4 pulls L45, unlocking the channel.

Experimental Procedures

Plasmid constructs. Complementary
DNAs encoding KCNQ1 peptides were
amplified by polymerase chain reaction using
specific primers corresponding to KCNQ1
S4-S5 linker (L45) or S6 C-terminus (S67).
The PCR products were cloned into
pCRII-TOPO, sequenced and then cloned into
PIRES2-EGFP (Clonetech). The 5’-end of the
forward primers contained a kozak consensus
sequence followed by an initiation codon
(ATG) and a glycine (GGA) to protect the
ribosome binding site (Gilchrist et coll., 2002).

Cell culture and transfection. The
African green monkey kidney-derived cell line
COS-7 was obtained from the American Type
Culture Collection (CRL-1651) and cultured in
Dubelcco’s  modified Eagle’s medium
(GIBCO) supplemented with 10% fetal calf
serum and antibiotics (100 1U/ml penicillin and
100 pg/ml streptomycin) at 5% CO, and 95%
air, at 37°C in a humidified incubator. Cells
were transfected in 35 mm plates when the
culture reaches 60-80% confluence, with DNA
(2 to 5 pg total DNA as described below)
complexed with Fugene-6 (Roche Molecular
Biochemical) according to the standard
protocol recommended by the manufacturer.
For experiments with WT or S140G
KCNE1-KCNQ1, pIRES-GFP  plasmids
encoding L45, S6;, or pEGFP plasmids for
control cells (1.8 pg per plate) were
cotransfected with the human pCDNA3.1
KCNE1-KCNQ1 (0.2 pg per plate)
concatemer. In PpIRES-GFP plasmids, the
second cassette (GFP) is less expressed than
the first cassette, guaranteeing high levels of
peptides expression in fluorescent cells. The
concatemer is the human KCNEL1 linked to the
N terminus of the human KCNQ1 (a kind gift
of Dr Robert S. Kass, Department of
Pharmacology, College of Physicians and
Surgeons, Columbia University, New York,
NY). The green fluorescence protein (GFP)
allows the detection of the cells expressing the
peptide. For experiments with WT/V254L
KCNQ1, the same pIRES-GFP plasmids (4ug
per plate) were cotransfected with the human
pCB6 KCNQL1 (1pg per plate). In experiments
in which two peptides are simultaneously
expressed (figure 6), DNA composition was

0.2 pug S140G KCNE1-KCNQ1, 0.9 pg L45
peptide and 0.9 pg pCB6-CD4 (Le Maout et
coll., 2001) for control cells or S6¢
PIRES-GFP plasmids. In hERG experiments,
COS-7 cells were co-transfected with 0.4 pg
pSI hERG (Bellocq et coll., 2004a) and 1.6 g
PEGFP (control) or pIRES-GFP plasmids
encoding a peptide (L45 or S67+).

Electrophysiology. Twenty-four to 72
hours after transfection, COS-7 cells were
mounted on the stage of an inverted
microscope and constantly perfused at a rate of
2 ml/min. The bath temperature was
maintained at 24.0 + 1.0°C. Stimulation, data
recording, and analysis were performed by
Acquisl (Bio-Logic Science Instruments)
through an analog-to-digital converter (Tecmar
TM100 Labmaster; Scientific  Solution).
Electrodes were connected to a patch-clamp
amplifier  (RK-400; Bio-Logic  Science
Instruments). Currents were recorded in the
whole-cell configuration. For KCNE1-KCNQ1
and KCNQ1 experiments, the membrane
potential was stepped, in 20 mV decrements,
from a holding potential of -80 mV to various
voltages between +80 mV and -60 mV (4000
ms), and then stepped back to -40 mV (1000
ms), every 7 s. The activation curve was
constructed from the tail current and fitted by a
Boltzmann equation. KCNE1-KCNQ1
activation and deactivation Kkinetics were
obtained by a monoexponential fit. The delay
in channel activation was represented by the
time of depolarization at +80 mV at which the
monoexponential fit equals the initial current
amplitude. For calculation of hERG
half-activation  potential, the membrane
potential was stepped in 20 mV decrements
from a holding potential of -80 mV to various
voltages between +80 mV and -80 mV (2000
ms), and then stepped back to -40 mV (2000
ms), every 6 s. To observe the reversion of the
peptides effect, the membrane potential was
stepped from a holding potential of -80 mV to
+40 mV (1000 ms) and then back to -40 mV
(500 ms), every 5s.
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Solutions. In ruptured patch
experiments, pipettes (Kimble; Vineland, NJ)
were filled with the following solution (in
mM): 150 KCI, 10 HEPES, 5 EGTA and 0.5
MgCl,, pH 7.2 with  KOH. In
permeabilized-patch experiments, the pipette
solution contained (in mM): 120 K-gluconate,
25 KCI, 10 HEPES, 1 EGTA, 0.8 pg/mi
Amphotericin B (pH 7.2 with KOH). The
standard Tyrode perfusion solution contained
(in mM): 145 NacCl, 4 KCI, 1 CaCl,, 1 MgCl,,
5 HEPES and 5 glucose, pH 7.4 with NaOH.

Kinetic model. KCNE1-KCNQ1 Kinetic
model is derived from Rudy’s model (Silva et
Rudy 2005). This model has been optimized
using Model Maker 4.0 (AP Benson) to fit our
experimental data, with an additional
constraint: Po is less than 0.65 at potentials
where the channel is full-activated (control
model). This constraint comes from the
observation that S6 peptide 1346-K358 can
increase the maximal current by 50% (figure
2). Two other models were designed, with
either L45 or S61 peptide bound to the last
closed state before channel opening, when
endogenous L45 linkers are completely
removed from the binding site. The three
models  (control, L45,  S6t)  were
simultaneously optimized for current density,
half-activation  potential, activation and
deactivation kinetics using Mathematica
(Wolfram research). Optimized transition rates
are presented in table 1.

Statistics. All data are expressed as
means + S.E.M. Statistical differences between
samples were determined using a Student t-test
for half-activation potential, activation and
deactivation rate and using a rank-sum test for
current densities because they were not
normally distributed (SigmaStat 2.03, SPSS
Inc.).

RESULTS

L45 linker peptides inhibit
KCNE1-KCNQ1 channels. L45 and S6t
plasmids were designed based on sequence
alignment with Shaker (figure 1), in which
interacting areas in S4-S5 (L45) and the S6
C-terminus (S61) were suggested (Lu et coll.,
2001; Lu et coll., 2002). For each region, three
different plasmids were designed, with the
same length but different starting positions, to
compensate for the inaccuracy of the alignment

due to the poor similarity between KCNQ1 and
Shaker sequences. To study the effect of
peptides on channel activity, the cDNA coding
for a peptide was cotransfected with the
KCNE1-KCNQ1 fusion protein cDNA (Wang
et coll.,, 1998). This fusion protein limits
variability in the current characteristics caused
by variable KCNQ1/KCNE1 expression ratio
(Park et coll., 2005).

If the endogenous L45 peptide is acting
like a ligand modulating channel gating, then
the exogenous L45 peptide should also
modulate the channel activity. We examined
the peptide effects using the whole-cell
configuration of the patch-clamp technique,
right after patch rupture. We show that two of
the three L45 peptides (W248-1263 and
L251-L.266) significantly reduced the WT
KCNE1-KCNQ1 current (figure 2A,C).
Moreover, activation was slowed by both
peptides (figure 2E) but deactivation was
unaffected (figure 2F). The absence of effect of
peptide V254-G269 suggests that residues that
are critical for the interaction are located in the
L251-V254 region.

S6  C-terminus peptides activate
KCNE1-KCNQ1 channels. If the S6
C-terminus is the receptor for L45, then the
S6+ peptides should decoy the endogenous L45
linker, prevent its binding to S6+, and increase
the channel activity. Indeed, two of them
(P343-V355 and 1346-K358) up-regulated the
WT channel and shifted the half-activation
potential toward negative values (figure 2B-D).
Activation was accelerated (figure 2E) but
deactivation was unaffected (figure 2F). The
absence of effect of peptide F340-A352
suggests that residues that are critical for the
interaction are located in the F340- P343
region.

State-dependent reversibility of the
peptides effects. In the following experiments,
we studied the most potent inhibiting peptide
L251-L.266 and the most potent activating
peptide 1346-K358 in greater details. We first
analyzed the reversibility of the effects, as
peptides were diffusing out of the cytosol and
into the pipette, after patch rupture. In cell
expressing the KCNE1-KCNQ1 alone, the
current was quite stable, with a slight rundown
(Loussouarn et coll., 2006). In cell
co-expressing the channel and the L251-1L.266
peptide, the current density increased to reach
control values measured in absence of peptide.
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Conversely, in cell co-expressing the channel
and the 1346-K358 peptide, the current density
decreased to reach control values measured in
absence of peptide. (figure 3A-B). This
suggests that both peptides do not act on
channel trafficking but strictly on gating.

If the peptide binding modulates the gate
conformation, it is likely that, vice-versa, the
peptide binding/unbinding is state-dependent.
To test this, depolarization every 20 s (instead
of 2 s) were use to favor channel closure state.
In this condition, no current recovery was
observed suggesting that peptide unbinding is
favored by channel opening and demonstrating
the state-dependent channel-peptide interaction
(figure 3C-D). Altogether, these results are in
agreement with the hypothesis that L45 is
acting like a ligand and S6+ the target.

The inhibiting effect of L45 suggests that its
role is to lock the channel closed state.

Peptides effect on KCNQ1 without
KCNEL. To evaluate the role of KCNEL in the
ligand/receptor mechanism, we coexpressed
the most potent peptides (L251-L266 for L45
and 1346-K358 for S61) with KCNQL1 alone.
Like in the presence of KCNEL, we observed
an inhibition by L251-L266 and an activation
by 1346-K358 in its absence (figure 4A,C).
These  results suggest the  L45/S6¢
state-dependent interaction is independent of
the presence/absence or KCNEL.

Mutations that decrease S4-S5 and S6+
interaction also alter the peptide effect.
Altogether, all the data presented above
support the hypothesis that L45 peptides target
the channel S6 C-terminal domain and
vice-versa. To further address the specific
interaction between the peptides and the
channel, we evaluated the effect of the peptides
bearing mutations known to decrease L45 and
S6+ interaction. Boulet et al have shown that
the V254L mutation in L45 and the L353A
mutation in S61 lead to the apparition of an
instantaneous current component, suggesting
that L45 and S6+ interaction is weakened by
the mutation (cf co-submitted paper). We
introduced the V254L mutation onto the L45
peptide L251-L266, and L353A onto the S6+
peptide 1346-K358 and evaluated their effects
on KCNQ1. Both peptides effects were
abolished (figure 4B,C), further supporting the
idea that the L45 peptides are specifically
targeting S6+, and vice-versa. Moreover, on the
double mutant V254L/L353A, Boulet et al

have observed a rescue of the partial open
phenotype provoked by each mutation in the
channel, suggesting that mutation L353A in
S6+7 is compensating for the mutation V254L in
L45. If the S6r peptide is specifically
interacting with the channel, then the mutant
peptide L353A should interact with and
upregulate the mutant channel V254L. Indeed,
the peak current measured when the S6+
peptide L353A and the mutant channel V254L
were coexpressed, was significantly greater
compared to the mutant channel expressed
alone (from 6.3 + 0.8, n=10 to 11.8 + 2.2,
n=13; p<0.05). This result is strongly
suggesting a specific interaction between the
channel and the peptide.

L45 peptides effect on a voltage
independent mutant. The KCNE1-KCNQ1
mutant S140G does not show any voltage
dependency in the -80 to +80 mV range (Chen
et coll., 2003). If L45 peptides bind to S6+ to
stabilize the closed state, they should inhibit
the mutant channel as well. Figure 5 shows
that coexpression of the
KCNE1-KCNQ1-S140G mutant channel with
the L45 peptides (W248-1263 or L251-L.266)
leads to an almost complete inhibition of the
current (figure 5A-B), whereas the activating
peptides had no effect on the already fully
activated S140G channel. In cells expressing
the inhibitory L45 peptides, patch rupture leads
to a gradual increase in current density, which
reaches control values measured in absence of
peptide (figure 5C-E), consistent with the
peptide dilution into the patch pipette, as for
the WT channel. The current recovery did not
occur when peptide dilution was prevented
using the permeabilized-patch configuration
(figure 5C-D). It is worth noting that the
current increased toward values similar to that
observed in the absence of peptide indicating
that the peptides affect channel gating but not
trafficking. Importantly, the reversion of the
peptide effects we observed indicates a loose
peptide/channel association consistent with a
loose L45/S6+ interaction in the channel.
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L45 and S6¢ peptides interact with each
other. Our observations suggest an interaction
between L45 and S6+ in the channel protein.
Accordingly, when the two peptides are
co-expressed, they should bind to each other
and annihilate their respective effect. To
confirm this, we used the KCNE1-KCNQ1
S140G mutant, which is sensitive to the L45
but not the S6t peptides. When both a L45
(W248-1263 or L251-L.266) and a S6+ peptide
(1346-K358) were coexpressed with the
channel,  the inhibition  of  S140G
KCNE1-KCNQ1 by a L45 peptide was not
observed (figure 6). This loss of inhibition is
consistent with the idea that the S6t peptide
1346-K358 associates with the L45 peptide and
competitively prevents L45 peptide association
with the channel S6r. Hence L45 and S6+
peptides that bind the WT channel can also
bind to each other. Interestingly, the effects of
L45 peptides are not prevented by the S6+
peptide F340-A352 that does not upregulate
the WT channel either. This suggests that the
S6+ peptide that does not bind the WT channel
cannot bind the L45 peptide either, further
confirming the specificity of the L45/S6+
interaction.

L45 and  S6¢ interaction s
channel-specific. To establish the
channel-specificity of the L45 peptide
L251-L.266 and the S6+ peptide 1346-K358 for
KCNE1-KCNQ1, we tested their potential
effects on hERG, another voltage-gated
potassium channel. As shown in figure 7A-C,
KCNQ1 L45 and S6T peptides had no effect
on hERG current amplitude and half-activation
potential confirming that L45 peptide binds to
the S6+ in a channel-specific manner.

A kinetic model describes the observed
data for all the peptides. To test the
consistency between the hypothesis and the
altered biophysical parameters in the presence
of the peptide, we developed a kinetic model to
describe the peptides-induced alterations in
KCNE1-KCNQ1 channel properties (Silva et
Rudy 2005). We deliberately made the
peptides bind only the closed state immediately
preceding the concerted opening (figure 8A)
because, in the other closed states, the
proximity of the endogenous L45 and S6+ is
supposed to prevent peptides access. In the
model, the L45 peptide mimics the endogenous
L45 linker and locks the channel in a closed
state. Conversely, the S6; peptide decoys the

endogenous L45 peptide and limits this
locking. This theoretical model fits the
observed data: the peptides affect not only the
current amplitude but also the half activation
potential and the activation kinetics, and they
do not affect the deactivation kinetics (figure
8B-C). Moreover, the kinetic model suggests
that the peptide should alter the delay in
channel activation, by reducing the transition
into the closed lock states 1 and 2.

DISCUSSION

Altogether, our results show that L45
acts as an inhibiting ligand binding with low
affinity to S6; only at negative potentials,
locking the S5-S6 pore domain in a closed
state. The state-dependent interaction between
L45 and S6t has already been proposed by
Ferrer and collaborators for hERG, another
delayed rectifier potassium channel. This idea
was suggested by the fact that a covalent link
between L45 and S61 stabilizes hERG closed
state (Ferrer et coll., 2006). If L45 and S6+
interact in both the closed and open states, a
covalent interaction should not lead to channel
closure. If conversely, L45 interacts with S6
only in the closed state, one expects that
forcing L45 interaction with S6 closes the
channel.

In the present study, we unveiled a
similar state-dependent interaction between
L45 and S6; in KCNQ1 channels, and provide
a mechanistic scheme in which a ligand
attached to S4 (L45) interacts with the pore
and locks it closed in a voltage dependent
fashion. This mechanism supports the
functional model in which the
6-transmembrane domain KCNQ1 channels
may be regarded as the fusion of a voltage
sensor domain (S1-S4) and a ligand-gated
channel  (S5-S6) wvery similar to a
2-transmembrane domain channel.

In this model, the vicinity between L45
and S61 in the closed state suggests that the
interaction between L45 and S61 is loose to
allow L45/S6+ unbinding upon depolarization.
We tried to confirm this by biochemical
methods using synthetic MG-L251-L266 and
MG-1346-K358 peptides, but we could not
solubilize the peptides at concentrations
greater than 100 pM and did not observe any
interaction using differential
ultracentrifugation and native gels.
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One possibility is that the cytosol provides an
environment to solubilize the peptide in the
millimolar range, and that this range must be
reached to uncover the peptide-peptide or
peptide-channel  interaction.  Noteworthy,
protein expressed under the control of a CMV
promoter can reach expression level in the
millimolar range (Lin et coll., 1999; Rex et
coll., 2005). Yeast two hybrid technique was
also used to probe the L45 and S6t peptides
interaction in a “cytosolic” environment but no
interaction between L251-L.266 and 1346-K358
could be detected. The later result is probably
because of the weakness of the interaction and
the poor sensitivity of the technique.
Nevertheless, although chemical and
biochemical approaches failed to demonstrate
direct L45-S61 interaction, our experiments
analyzing the effects of V254L and L353A
point mutations (Figure 4), the L45/S6+
peptides interaction (Figure 6), and channel
specificity (Figure 7) strongly support this
notion. Importantly, all these results are
consistent with a loose interaction between
L45 and S6+.

Interestingly, the ligand/receptor
mechanism we unveiled in this study may
explain the surprising observation that
hyperpolarization-activated channels have a
similar voltage sensor S4 as
depolarization-activated channels but an
opposite response to depolarization. In the
hyperpolarization-activated channel KAT1
(Grabe et coll., 2007) and HCN (Chen et coll.,
2001), L45 has also been suggested to couple
voltage sensing and pore opening by a labile
binding (Chen et coll., 2001). In mirror to our
model where L45 binds S6+ in the closed state,
L45/S6 interaction seems present only in the
open state of KAT1 and HCN (Grabe et coll.,
2007; Prole et Yellen 2006). This would
explain why the latter channels are closed by
membrane depolarization. The state-dependent
interaction between L45 and S6t observed in
hERG, KAT1, HCN, and now in KCNQ1
channels suggest that the mechanism described
here may be applied to other voltage-gated
potassium channels, and probably sodium and
calcium channels which share the same overall
structure with Kv tetramers.

In summary, the activation mechanism
presented here describes the pore domain as
spontaneously opening and closing, but locked
closed by the L45 ligand in a

voltage-dependent  manner.  This  new
mechanistic model is in contrast with the
model associated with the crystal structure of
Kvl1.2 (Long et coll., 2005b), which suggests
at least two mechanisms (mechanical lever and
ligand/receptor) may underlies the channels
voltage  dependency.  Moreover,  other
molecular mechanisms will have to be taken
into account to fully understand the complex
voltage dependency, like the molecular events
accompanying the concerted channel opening
triggered by S4 movement (Soler-Llavina et
coll., 2006).

More generally, application of the
ligand/receptor mechanism to voltage-gated
ion channels may lead to the design of peptides
specifically down- or upregulating one specific
type of ion channel. This may open new
therapeutic avenues to treat channelopathies.
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FIGURE LEGENDS.

Fig. 1. Determination of the hypothetical voltage-dependent ligand and its binding site. Alignment
with Shaker sequence. Bold: interacting area in L45 and the S6 C-terminal part as suggested by Lu and
coworkers (Lu et coll., 2001; Lu et coll., 2002). Black bars represent the peptides selected to probe the
ligand/binding site hypothesis. Positively and negatively charged residues are presented in red and
yellow, respectively.

Fig. 2. Effects of “L45 linker” or the “S6 C-terminus” peptides on KCNE1-KCNQL1 currents. A, B,
representative whole-cell recordings of the WT KCNE1-KCNQZ1 current in the absence (Control) and
in the presence of L45 peptides (A) or S6+ peptides (B). Inset: voltage protocol used in A and B. C, D,
E, F KCNE1-KCNQL1 tail current density at -40 mV after a prepulse at +80 mV (C), half-activation
potential (V1 act, D), activation time constant at potential from 0 to +80 mV (t.y, E) and deactivation
time constant at -40 mV (tgect, F) in the absence and in the presence of various L45 or S6+ peptides (n
= 15-58). Statistics: *: p < 0.01 for one peptide; **: p < 0.01 for two peptides.

Fig. 3. Reversibility of the peptides effects. A, C KCNE1-KCNQZ1 tail current density measured
at -40 mV after a 1s prepulse at +80 mV, as a function of time after patch rupture, in representative
cells expressing no peptide (control) and or one of the peptides (L251-L266 or 1346-K358). Two
different acquisition frequencies were used (A: a depolarization every 2 s; C: a depolarization every 20
s). Resting potential: -80 mV. B, D average tail density current right after patch rupture (0) and at the
steady state (stab) for a depolarization every 2 s (B; n= 8-10) or a depolarization every 20 s
(D; n=7-10). Statistics: *: p <0.05; **: p <0.01.

Fig. 4. Effects of WT and mutant L45 or S6¢ peptides on KCNQL currents. A, representative
whole-cell recordings of not transfected cells (NT), WT KCNQ1 current in the absence (Control) and
in the presence of the L45 peptide (L251-L266) or the S6; peptide (1346-K358). Inset: voltage
protocol used. B, representative whole-cell recordings of the WT KCNQ1 current in the absence
(Control) and in the presence of a mutant L45 peptide (L251-L266 V254L) or a mutant S6 C-terminus
peptide (1346-K358 L353A). C, KCNE1-KCNQ1 peak current density at +80 mV, half activation
potential (V1) and slope (K) in the conditions shown in A and B (n = 5 for NT, 7-10 otherwise).
Statistics: *: p < 0.05.

Fig. 5. Effects of L45 or the S6 C-terminus peptides on S140G KCNE1-KCNQ1 currents. A,
representative ruptured patch recordings of the S140G KCNE1-KCNQL1 current in the absence
(S140G) and in the presence of L45 peptides (W248-1263 or L251-L.266) or a S6t peptide
(1346-K358). Same voltage protocol as in figure 2. B, S140G KCNE1-KCNQ1 current density
measured on the late current (n = 9-21). C, S140G KCNE1-KCNQ1 tail current density measured at
-40 mV after a prepulse at +40 mV during dilution of L45 peptides and in permeabilized configuration
(perm) (n = 8) in representative cells. D, mean tail-current density measured as in C, immediately after
patch rupture/permeabilization (0) and after current stabilization (stab). E, reversion time constant
(Treversion) determined from a monoexponential fit of the run-up in the conditions presented in (C)
(n = 6-8). Statistics: *: p <0.05; **: p <0.01.

Fig. 6. Interaction between L45 and S6t peptides probed by S140G. KCNE1-KCNQ1 S140G tail
current densities in the absence (S140G) and in the presence of various L45 or/and S6 C-terminus
peptides suggesting interactions between L251-L266 and 1346-K358, W248-1263 and 1346-K358 and
the lack of interaction between L251-L.266 and F340-A352, and between W248-1263 and F340-A352
(n =9-13). Statistics: *: p < 0.05; **: p < 0.01.

Fig 7. Specificity of peptides effects on KCNQL. A, representative whole-cell recordings of WT hERG
current in the absence (hERG) and in the presence of L45 (L251-L266) or S6+ peptide (1346-K358).
Inset: voltage protocol. B, C, hERG tail current density at -40 mV after a prepulse at +80 mV (B), half
activation potential (C) in the same conditions (n = 14-22).
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Fig. 8. Kinetic model of KCNE1-KCNQ1 and its interactions with L45 or S6+ peptide. A, kinetic
model scheme. This model is based on Rudy’s model for the KCNE1-KCNQ1 tetramer (Silva et Rudy
2005). We hypothesize that the unbinding of the L45 and S6; domains unlocks the channel and
corresponds to the last transition of the closed channel (closed locked 1 state to closed unlocked state).
Peptides are likely to interact with each monomer in the unlocked states. The model covers three
experimental conditions: absence of peptide (condition 1, white box), presence of L45 peptides
(condition 2, pink box) and presence of S6r peptides (condition 3, green box). Optimized transition
rates are presented in table 1. B, simulated currents during step protocols in the absence (control) or
the presence of L45 or S6; peptide. C, comparison between simulated and measured half-activation
potential, activation kinetics, delay of activation, and deactivation kinetics versus current density. The
changes of these parameters driven by the peptides are well described by the model. The continuum of
simulated results in presence of peptides (solid lines) is obtained by varying the binding rates of the
peptides.
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Figure 1
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Figure 5
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Figure 7
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Figure 8
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Table 1
Rudy's
Transition description madel Transition rate [ms“]
natation(149)

Yoltage sensor ransition rates

Closed Locked 2 (CLZ) —

o 6.31-10°
Closed Locked 1 (CL1)
105 eupl — o2 R
CLi CL2 B 2182107 -exp| ~0.776.107 == |
194107 exp| 0.339. 2
CL1 — Closed unlock (CU) Y 2410 -exp B3 o T
1.43?-10"‘-exp[—ﬂ.ﬁ?-ﬁx"
Cl — CL1 & A R-T)
Feptide binding/unbinding fransition rates
CU — Closed locked pept. 54-55 .
288110~
(CLP4)
CLP4 = CU 403810
CU — Closed unlock pept. S6-Cler .
279810~
(CUPR)
CUPS —= CU §.502-10-*
Concerted opening transition rates
4 monomers CU or CUPE — Open .
B 25985107
state 1 (O1)
89021072 -exp —1.027. L |
01 — 4 monomers CU or CUPG 1 Aue At eerp — LUl o |
2084102 -exp| 7243102 LE |
01 — Open state 2 (02) " el 'Expl_ et T
a— VA
1.587-107 -exp 0.376 - ——
02 - 01 ® R-T_J

F = 96485 C.mol-1 (Faraday constant); R = 8.314 J.mol-1.K-1 (Gas constant); T
=297 K; V (membrane potential)
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Discussion

Cohérence des résultats avec le mécanisme ligand-récepteur

Notre étude précise la nature du couplage entre la boucle S4-S5 et le domaine S6 de KCNQ1
en suggérant que la boucle S4-S5 agit comme un ligand inhibiteur dépendant du
potentiel qui se fixe sur la partie C-terminale du domaine S6 stabilisant la fermeture de
ce canal. Ce mécanisme a été mis en évidence en étudiant 1’effet de peptides correspondant a
la boucle S4-S5 et a la partie C-terminale du domaine S6 sur les paramétres biophysiques du
canal KCNQ1. En résumé, la présence de deux peptides S4-S5 (W248-1263 et L251-1L.266)
engendre une perte de fonction de KCNQI (diminution de I’amplitude du courant et
ralentissement de I’activation), en simulant I'association de la boucle S4-S5 endogéne avec
S6. A I’'inverse, deux peptides S6 (P343-V355 et 1346-K358) entrainent un gain de fonction
(augmentation de 1’amplitude du courant, diminution du potentiel de demi-activation et
accélération de I’activation) en empéchant I'association du ligand S4-S5 endogene sur le
récepteur S6. Les peptides V254-G269 (boucle S4-S5) et F340-A352 (domaine S6) ne
modifient pas les caractéristiques de KCNQ1. Nos résultats montrent qu’uniquement deux
des trois peptides S4-S5 (W248-1263 et L251-L266) et S6 (P343-V355 et 1346-K358)
modulent Pactivit¢ du canal KCNQI. Les 3 peptides S4-S5 et S6 ont été synthétisés en
décalant leur séquence de trois acides aminés a chaque fois. Ce décalage de trois acides
aminés semble suffire & empécher leur fixation sur la boucle S4-S5 ou sur le domaine S6 de
KCNQ1 suggérant une association spécifique entre la boucle S4-S5 et le domaine S6.

Le mécanisme ligand-récepteur est renforcé par plusieurs corrélations. Premiére corrélation,
les effets des peptides sont identiques sur le canal KCNQ1 en présence et en absence de sa
sous-unité régulatrice, KCNEL, révélant la spécificité de leurs effets sur le canal KCNQL.
Deuxiéme corrélation, les mémes peptides S4-S5 et S6 sont impliqués dans 1’association
peptide-canal et peptide-peptide. Seul un peptide S4-S5 (W248-1263 ou L251-L266) et un
peptide S6 (P343-V355 ou 1346-K358), modulant I’activit¢ de KCNQI, s’associent. Cette
association n’a pas lieu lorsqu’un peptide S4-S5 (W248-1263 ou L251-L266), modulant
I’activité de KCNQI, est en présence du peptide S6 (F340-A352), ne la modulant pas et
inversement. Troisiéme corrélation, les effets des mutations V254L et L353A sont
identiques dans le canal KCNQ1 et dans les peptides : elles déstabilisent ’association
S4-S5/S6 empéchant la fermeture du canal KCNQL1 et la fixation des peptides sur leur site
respectif. Ce défaut d’association entraine une augmentation de 1’activit¢ de KCNQI1 et

supprime les effets des peptides sur KCNQ1.
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Limites de notre étude

L’ensemble des résultats de notre étude est cohérent avec un mécanisme ligand-récepteur via
I’association entre la boucle S4-S5 (S4-S5) et le domaine S6 (S6). Néanmoins, la spécificité
des effets des peptides reste a démontrer. En effet, aucun de nos résultats ne permet d’exclure
définitivement la possibilité que les effets des peptides résultent de leur interaction avec un
domaine autre que le S6 et que la boucle S4-S5. Pour déterminer cette spécificité
d’association, I’interaction physique directe entre la boucle S4-S5 et la partie C-terminale du
domaine S6 a été évaluée par différentes méthodes de biochimie : I’ultracentrifugation
analytique et le gel natif. Pour chacune des techniques citées ci-dessus, nous avons testé
I’interaction S4-S5 et S6 en utilisant des peptides synthétiques (en opposition aux peptides
synthétisés par les cellules COS-7) L251-L266 (boucle S4-S5) et 1346-K358 (partie
C-terminale du domaine S6). Aucune de ces techniques n’a permis de montrer 1’association
entre les peptides synthétiques L251-L266 et 1346-K358. Cette absence d’effet peut
s’expliquer par une forte hydrophobicité des peptides synthétiques empéchant leur
solubilisation a des concentrations de ’ordre du millimolaire. Des études ont quantifié la
concentration de protéine recombinante dans le cytosol (Lin et coll., 1999; Rex et coll., 2005)
et suggerent que les peptides exprimés dans les cellules peuvent atteindre des concentrations
de I’ordre du millimolaire. Le couplage S4-S5/S6 étant trés faible, la concentration des
peptides S4-S5 et S6 dans la cellule doit probablement étre de 1’ordre du millimolaire. Les
solutions utilisées dans 1’ultracentrifugation analytique et le gel natif ne permettent pas de
solubiliser de telle concentration de protéines. Les peptides synthétiques seraient sous forme
d’agrégats et, donc ne pourraient pas interagir entre eux. La différence entre les peptides
transfectés et les peptides synthétiques pourrait provenir d’une solubilisation augmentée des
peptides dans le cytosol des cellules COS-7. Un argument en faveur de cette explication est
la mise en évidence de I’association entre les peptides S4-S5 (L251-L.266) et S6 (1346-K358)
lorsqu’ils sont transfectés dans la cellule, autrement dit présents dans le cytosol (figure 6 dans
I’article). L’hydrophobicité des peptides transfectés (cellules COS-7) et des peptides
synthétiques (ultracentrifugation analytique et gel natif) est identique. Seul le milieu dans
lequel les peptides sont solubilisés est différent : le cytosol pour les peptides transfectés et une
solution de chlorure ou sulfate de césium pour les peptides synthétiques dans
I’ultracentrifugation analytique. Ces données suggérent que le cytosol favorise la

solubilisation des peptides.
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Pour tester I’interaction S4-S5/S6 (peptide-peptide et peptide-canal) dans un environnement
de composition plus proche du cytosol des cellules, nous avons utilisé la technique de double
hybride qui s’effectue dans des levures, mais cette méthode n’a pas non plus permis de la
révéler. Cette absence de mise en évidence de 1’association S4-S5/S6 et peptide-canal par les
techniques de biochimie peut également s’expliquer par un couplage S4-S5/S6 transitoire peut
étre trop faible pour étre décelé par les techniques de biochimie. L’association S4-S5/S6
n’ayant pu étre montrée par des techniques de biochimie, nous avons essayé de la préciser en
développant deux stratégies : une stratégie de mutagenese en collaboration avec I’équipe de
Dirk Snyders et un modele structural de KCNQL1 en collaboration avec I’équipe de Thierry
Rose.

- Stratégie de mutagenése :

L’équipe de Dirk Snyders a identifié des résidus impliqués dans le couplage entre la boucle
S4-S5 et la partie C-terminale du domaine S6 chez le canal KCNQL1. En effet, la mutation du
résidu L353 situé dans le domaine S6 entraine une augmentation de I’activit¢ de KCNQI,
effet cohérent avec une déstabilisation de 1’association S4-S5/S6 (Boulet et coll., 2007). Des
résultats préliminaires montrent un effet similaire de la mutation de I’acide aminé V254
(boucle S4-S5). Ces résultats laissent supposer que ces deux résidus interagissent pour
stabiliser le canal KCNQI1 a I’état fermé.

Pour confirmer cette hypothése, nous allons forcer le couplage entre la boucle S4-S5 et le
domaine S6 en construisant un double mutant KCNQ1 V254C-L353C en collaboration avec
I’équipe de Dirk Snyders. La formation d’un pont disulfure devrait stabiliser 1’association
endogene S4-S5/S6 entrainant une diminution de 1’activité du canal KCNQ1. L’application en
configuration «inside-out » de DTT, un agent réducteur, devrait rompre ce pont disulfure
restaurant une activité normale au canal KCNQ1. De facon similaire, le couplage
peptide-canal sera évalué en formant un pont disulfure entre le peptide S4-S5 et le domaine
S6 endogéne apres insertion d’une cystéine en position V254 (peptide S4-S5) et L353
(domaine S6 de KCNQ1).

- Modeéle structural :

Le modeéle structural de KCNQ1 est basé sur la structure cristallographique de K,1.2 a I’état
ouvert et de KcsA a I’état fermé (figure 20). Dans ce modéle, la surface de contact entre la
boucle S4-S5 et le domaine S6 est augmentée a 1’état fermé vis-a-vis de 1’état ouvert révélant
une interaction renforcée entre ces 2 domaines a 1’état fermé, ce qui est cohérent avec une

interaction stabilisant la fermeture du canal.
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Pour déterminer si les effets observés des peptides résultent de I’association S4-S5/S6, nous
avons évalué dans le modéle si les peptides S4-S5 et S6 peuvent accéder a leur site de fixation
et stabiliser respectivement la fermeture et 1’ouverture du pore du canal. Les effets des
peptides S4-S5 ont été simulés en insérant 4 peptides S4-S5 dans un état intermédiaire, état
dans lequel KCNQ1 est fermé mais la boucle S4-S5 et le domaine S6 sont découplés
(équivalent au dernier état fermé avant 1I’ouverture du canal, figure 8A de I’article). Le modéle
suggere que le peptide S4-S5 (L251-L.266) interagit, a I’état fermé, avec le domaine S6 de
deux sous-unités adjacentes. Cette interaction bloque les domaines S6 en configuration
fermée stabilisant la fermeture du canal KCNQL1 (figure 20C). De la méme fagon, les
effets des peptides S6 ont été évalués en insérant 4 peptides S6 (1346-L358). Le peptide S6
affaiblit ’interaction endogéne entre la boucle S4-S5 et le domaine S6 stabilisant 1’état
ouvert du canal. La stabilisation de 1’état ouvert, en présence du peptide S6, résulte d’une

modification du mouvement de I’hélice S6 endogene (figure 20D).

A

Peptide S4-S5 Peptide S6

Figure 20 : Modéle structural du canal KCNQL.

Structure de KCNQZ1 sous forme de tétramere a 1’état fermé (A) et a 1’état ouvert (B). Modéle
de KCNQ1 sous forme de tétramére en présence des peptides S4-S5 (C) ou S6 (D). La
structure du canal KCNQI1 est représentée depuis I’intérieur de la membrane sous forme
d’hélice : le domaine S4 est en bleu clair, la boucle S4-S5 en bleu turquoise et le domaine S6
en bleu fonce. Les 3 autres sous-unités o sont en gris. La position des ions potassium dans le
vestibule est symbolisée par les sphéres magenta. La courbure du domaine S6 endogene est
représentée par la fleche bleue.
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En résumé, le modele structural de KCNQ1 suggére que la boucle S4-S5 et le domaine S6
interagissent de facon endogeéne a 1’¢tat fermé et que les effets observés du peptide S4-S5
(L251-L.266) et du peptide S6 (1346-K358) sont dus a I’interaction respectivement avec le
domaine S6 et la boucle S4-S5 endogene au canal KCNQ1. Cependant, le modéle structural
reste un argument faible puisqu’il a été réalisé par homologie avec le canal K,1.2, canal dans
lequel la boucle S4-S5 et le domaine S6 semblent couplés en permanence (Long et coll.,
2005b). La nature différente du couplage S4-S5/S6 entre K,1.2 et KCNQL1 laisse supposer que
la structure de ces canaux est différente et donc les mécanismes moléculaires a 1’origine de ce
couplage également. Une seconde possibilité, est que ces mécanismes moléculaires soient
identiques chez KCNQL et K, 1.2, suggérant que 1’activation dépendante du potentiel de K,1.2
résulte d’un mécanisme ligand-récepteur plutét que d’un mécanisme de levier (Long et coll.,
2005b). Pour vérifier cette hypothese, une étude comparable a celle menée sur KCNQ1
pourrait étre réalisée sur K,1.2.

Un argument en faveur d’une structure différente entre le canal KCNQI1 et K,1.2 est la
distance séparant les acides aminés L353 et V254 (résidus suggérés étre essentiels dans le
couplage S4-S5/S6, page 58) qui est incompatible avec une interaction entre ces deux résidus
dans le modele structural de KCNQL1.

Généralisation du mécanisme ligand-récepteur aux canaux dépendant du potentiel

Dans I’introduction, nous avons indiqué que la nature du couplage entre la boucle S4-S5 et le
domaine S6 semble étre différente selon les canaux suggérant que les mécanismes
moléculaires a I’origine de I’activation dépendante du potentiel peuvent également 1’étre.

En effet, il a été montré que le couplage S4-S5/S6 des canaux hERG, KAT1 et spHCN1 est
labile plutot que permanent comme chez K,1.2 (Long et coll., 2005b). Ce couplage labile est
cohérent avec le mécanisme ligand-récepteur mis en évidence chez KCNQ1. Plusieurs aspects
suggerent que la boucle S4-S5 est comparable a un ligand chez les canaux hERG, KATL1 et
SPHCN1 :

= une structure similaire chez tous ces canaux (4 sous-unités o constituées chacune de 6
domaines transmembranaires).

» T’existence d’un couplage labile entre la boucle S4-S5 et le domaine S6 chez
KCNQ1 comme chez les canaux hERG, spHCN1 et KAT1. En effet, nous avons
montré que les effets des peptides S4-S5 et S6 sont réversibles sur KCNQ1 (figure 3A,

B dans I’article) laissant supposer une association S4-S5/S6 faible.
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» |a stabilisation du canal KCNQ1 dans un état (fermé) par le couplage S4-S5/S6. En
effet, il a été montré que le canal hERG est stabilisé a 1’état fermé via I’interaction
entre la boucle S4-S5 et le domaine S6 tandis que d’autres canaux le sont a 1’état ouvert
(KAT1 et spHCN1).

Le meécanisme ligand-récepteur permet également d’expliquer que les canaux activés
par I’hyperpolarisation (HCN et KAT1) possedent un domaine S4 similaire aux canaux
activés par la dépolarisation mais ont une réponse inverse a une dépolarisation
membranaire. Chez les canaux KAT1 (Grabe et coll., 2007) et HCN (Chen et coll., 2001), il
a été suggéré que la boucle S4-S5 interagit avec le domaine S6 stabilisant leur ouverture. A
I’inverse chez KCNQ1 et hERG, cette interaction stabilise la fermeture du canal. La réponse
contraire a la dépolarisation entre ces canaux pourrait s’expliquer par un effet opposé de la
boucle S4-S5, ligand inhibiteur chez KCNQ1 et hERG contre activateur chez les canaux
KAT1 et HCN.

En résumé, les résultats obtenus suggerent que la boucle S4-S5 serait un ligand dépendant du
potentiel qui se fixerait sur la partie C-terminale du domaine S6 stabilisant la fermeture du
canal KCNQL. Des expériences complémentaires sont a effectuer pour démontrer la
spécificité d’interaction des peptides avec leur site de fixation respectif mais également

I’association endogéne entre la boucle S4-S5 et le domaine S6.

A T’heure actuelle, il n’existe pas de traitement permettant de guérir le syndrome du QT long
de type 1 qui entraine une perte de fonction due a des mutations sur le canal KCNQ1. Or,
nous avons observé un gain de fonction en présence des peptides (P343-V355 et 1346-K358)
correspondant a la partie C-terminale du domaine S6. Ces peptides pourraient présenter un
avantage thérapeutique, pour les mutations du complexe KCNE1-KCNQ1, engendrant une

diminution de I’activité du canal a I’origine du syndrome du QT long.
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Article 2 : le transfert de la boucle S3-S4 du canal rolf chez hERG abolit le

processus d’activation sans modifier le processus d’inactivation

Introduction
Dans I’introduction, nous avons mis en évidence que la nature du couplage entre I’activation
et I’inactivation reste controversée chez hERG. La nature de ce couplage a été étudiée de deux

manieres différentes :

= en ¢valuant D'impact sur le processus d’activation de mutations qui modifient
I’inactivation. Une des mutations modifiant de maniere drastique 1’inactivation est la
mutation S631A qui provoque un décalage de la dépendance au potentiel de 100 mV
vers les potentiels négatifs. Cependant, cette mutation n’affecte pas le processus
d’activation (Zou et coll., 1998) suggérant que I’inactivation n’est pas déclenchée par
P’activation chez hERG.

= en étudiant le mouvement du domaine S4 par deux méthodes, le FRET et le courant de
porte, toutes deux utilisées comme rapporteur de 1’état du domaine S4. Ces études
suggeérent que ces deux processus sont couplés indirectement via le domaine S4
(Piper et coll., 2003; Smith et Yellen 2002). Ces études révelent que le mouvement du
domaine S4 posséde deux composantes : une lente et une rapide. Les auteurs suggeérent
que la composante lente correspond a I’activation et la composante rapide a
I’inactivation. Néanmoins, la double mutation (G628C/S631C) abolissant I’inactivation
ne modifie pas la composante rapide remettant en question I’existence d’un couplage

indirect via le domaine S4.

En résumé, 1’étude du mouvement du domaine S4 et I’impact sur 1’activation de mutations
affectant 1’inactivation n’ont pas permis de déterminer la nature du couplage entre ces deux
processus chez hERG. Pour répondre a cette question, il serait intéressant d’étudier le
mécanisme inverse : P’impact sur P’inactivation de la modification de I’activation, en
utilisant un canal mutant de hERG ouvert en permanence. Un candidat potentiel serait le
canal hERG mutant D540K. La mutation D540K (boucle S4-S5) stabilise le canal hERG a
I’état ouvert aux potentiels hyperpolarisés et est aussi associée a un léger changement des
propriétés d’inactivation (Sanguinetti et Xu 1999). Ces données suggérent un couplage faible

entre le processus d’activation et d’inactivation.
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Cependant, cette mutation n’est pas la plus pertinente pour tester ce couplage puisqu’elle
modifie la structure du pore pouvant induire des changements dans les propriétés de
I’inactivation (Mitcheson et coll., 2000a). Pour stabiliser le canal a 1’état ouvert sans modifier
la structure du pore, nous avons effectué une mutation dans la boucle S3-S4, région du canal

plus lointaine du pore que la boucle S4-S5 (figure 21).

Figure 21 : Structure des canaux K.

La position du pore est indiquée par la lettre P. D apres Pathak et coll., 2007.

En 1997, I’équipe de Papazian a montré que la substitution de la boucle S3-S4 du canal eag
par celle du canal rolf stabilise la conformation ouverte du canal mutant aux potentiels
hyperpolarisés (Tang et Papazian 1997). Nous avons émis I’hypothése que la substitution de
la boucle S3-S4 du canal hERG par celle du canal rolf stabiliserait la porte d’activation
a ’état ouvert chez le canal mutant de hERG. Si I’activation et I’inactivation sont couplées
alors la modification du processus d’activation devrait affecter le processus d’inactivation.
L’objectif de cet article était de caractériser ’effet de la modification du processus
d’activation sur les parametres biophysiques de I’inactivation. Dans un premier temps,
nous avons vérifié que 1’activation du canal était effectivement indépendante du potentiel puis

nous avons ¢tudié les parametres biophysiques de I’inactivation.
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Abstract

A recent study in Shaker, a voltage-dependent potassium channel, suggests a coupling
between activation and inactivation. This coupling is controversial in hERG, a
fast-inactivating voltage-dependent potassium channel. To address this question, we
transferred to hERG the S3-S4 linker of the voltage-independent channel, rolf, in order to
selectively disrupt the activation process. This chimera shows an intact voltage-dependent
inactivation process consistent with a weak coupling, if any, between both processes. Kinetic
models suggest that the chimera presents only an open and an inactivated states, with identical
transition rates as in hERG. The lower sensitivity of the chimera to BeKm-1, a hERG
preferential closed-state inhibitor, also suggests that the chimera presents mainly open and
inactivated conformations. This chimera allows determining the mechanism of action of

hERG blockers, as exemplified by the test on ketoconazole.

Key words: Kv channels, voltage sensor, kinetic models, activation and inactivation coupling
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Introduction

The human ether-a-go-go-related gene KCNH2 encodes the «-subunit of the ion channel
(hERG) underlying the cardiac delayed rectifier K* current, I, (Sanguinetti et Tristani-Firouzi
2006). hERG is a member of the voltage-gated K* (Kv) channel family. Similar to other Kv,
its o-subunit contains six putative transmembrane segments (S1-S6), a P-loop, several
charged residues in segments S2 and S3, and positively charged residues in S4 that are
conserved among voltage-gated channels (Wei et coll., 1996). The presence of a cyclic
nucleotide binding site in its C-terminal end suggests that it derives from a common
evolutionary ancestor with the superfamily of cyclic nucleotide-gated (CNG) channels (Jan et
Jan 1992). In the human heart, Ik, plays a prominent role in the phase 3 of the action potential
and not during the phase 1 or 2 when fast inactivation limits the contribution of Ik, to
repolarization. This profile is due to the unusual kinetics of hERG gating, with slow activation
and fast inactivation (Sanguinetti et Tristani-Firouzi 2006). Despite its unusual Kinetic
properties and intrinsic voltage dependence, hERG inactivation is termed C-type because of
its sensitivity to TEA" (Smith et coll., 1996).

Hoshi and collaborators studied the properties of the C-type inactivation process in Shaker,
another voltage-dependent K* channel. They have shown that the time constant of C-type
inactivation is voltage independent between -25 and +50 mV. They concluded that if this
voltage independence is maintained at lower voltages, C-type inactivation is not intrinsically
voltage-dependent and must be partially coupled to activation (Hoshi et coll., 1991). More
recently, Panyi and Deutsch have shown in Shaker that the rate of activation depends on the
state of the inactivation gate, suggesting that activation and inactivation are coupled (Panyi et
Deutsch 2006). For hERG, the coupling of activation and inactivation processes remains
controversial (Piper et coll., 2003; Zou et coll., 1998). One way to address this question would
be to use a mutant of hERG stabilized in the activated configuration and to study the impact
on the inactivation process. The mutation D540K in the S4-S5 linker of the hERG channel
causes a stabilization in the open state at negative voltages (Sanguinetti et Xu 1999). The
drastic changes in its activation properties are accompanied with a moderate change in its
inactivation properties, suggesting a weak coupling between activation and inactivation
processes. But the D540K mutation is not the most relevant to test this coupling since the
S4-S5 linker interacts with the pore domain (Ferrer et coll., 2006). Since hERG inactivation
results from a modification of the pore conformation, the observed effect of the mutation on

inactivation may be direct, and not through activation.

65



Résultats : Article 2

Consistent with this, the D540K channel shows a decreased sensitivity to MK-499, a blocker
of hERG, known to interact with the pore lining S6 domain (Mitcheson et coll., 2000a). Thus,
stabilizing hERG in the open configuration without directly modifying the pore structure may
require modifying a region further from the pore. In an attempt to prevent a direct effect on
inactivation and to specifically target the S4 functionality, by supposedly constraining its
movement, we mutated the S3-S4 region which is far from the pore domain, based on the
Kv1.2 structure (Long et coll., 2005a).

In 1997, a study showed that the voltage independence of the CNG channel rolf (“rat
olfactory channel”) can be transferred to drosophila eag, the ether-a-go-go channel, by
replacing the eag S3-S4 loop by the corresponding rolf S3-S4 loop (Tang et Papazian 1997).
When transferred into eag, the S3-S4 loop of rolf increases the stability of the open
conformation and shifts the voltage dependence of activation to very hyperpolarized
potentials. We hypothesized that replacing the hERG S3-S4 loop by the rolf S3-S4 loop
would stabilize the channel in the same manner as in the eag chimera channel. We made such
a chimera and the channel obtained barely deactivates, consistent with the hypothesis. The
modification of the activation process does not modify the voltage dependence and the
kinetics of inactivation. These results suggest a weak coupling, if any, between activation and
inactivation in hERG channels. In the physiological range of the cardiac action potential (-90
to + 30 mV), the chimeric channel seems to present only two conformations: open and
inactivated.

This chimera may be useful to accurately characterize the state-dependent block of hERG
inhibitors and discriminate possible affinity for the closed state. The mechanism of hERG
inhibition by ketocozanole remains controversial (Dumaine et coll., 1998; Ridley et coll.,
2006; Yao et coll., 2005). We took the opportunity of this chimeric channel to study the
inhibition by ketoconazole. This drug has successively been described as a preferential
closed-state blocker (Dumaine et coll., 1998; Yao et coll., 2005) and as a preferential open or
inactivated-state blocker (Ridley et coll., 2006). The use of the chimera shows that

ketoconazole preferentially inhibits open and inactivated hERG channels.

Methods

Molecular biology. The chimera was constructed by three-step PCR. The DNA sequence
encoding the hERG S3-S4 linker (NH2-SGSEELIGLL-COOH) was replaced by that of rolf
(rat olfactory potassium channel) (NH2-AVGIHSPEV-COOH) using the following primers
(5>-GCAGTAGGAATTCATTCACCAGAAGTAAAGACTGCGCGGCTGCTGCGGCT
GGTGCGC-3’; 5>-GGGAGATCTTCTCTGAGTTGGTGTTGG-3)).
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The PCR product was purified by agarose gel electrophoresis (DNA extraction Kit, Qiagen,
Courtaboeuf, France), sequenced and then cloned into pIRES-CD8.

Cell culture and transfection. African green monkey kidney fibroblast-like cell line (COS-7)
was obtained from the American Type Culture Collection (Rockville, MD) and cultured as
previously described (Loussouarn et coll., 2003). Cells were transfected with DNA (2 pg/ml
of culture medium) complexed to JetPEI (Polyplus-tranfection, Strasbourg, France) according
to the manufacturer’s instructions. Eight hours later, the cells were isolated, diluted, and
seeded in 35-mm Petri dishes. In hERG experiments, COS-7 cells were co-transfected with
0.8 pug of hERG (pSI hERG) (Chevalier et coll., 2001) and 1.2 pg of pEGFP (Clontech, USA)
coding for the green fluorescence protein. In chimera experiments, COS-7 cells were
transfected with 2 pg of pIRES-chimera-CD8. Dynabeads CD8 (Invitrogen Dynal AS,
Norway) were used to identify the cells expressing the chimera. hERG and the chimeric
channel densities at the sarcolemma were probably equivalent, since the current densities
were not significantly different (unpaired t-test; hERG: 22 + 7 pA/pF, n=8; chimera: 19 + 6
pA/pF, n=8).

Patch-clamp recordings. lon currents from hERG- and chimera-transfected COS-7 cells
were recorded using the whole-cell configuration of the patch-clamp technique. Cells were
placed on the stage of an inverted microscope and continuously superfused with the standard
extracellular medium. Patch pipettes with a tip resistance of 2.5 to 5 MQ were electrically
connected to a patch-clamp amplifier (Axopatch 200A, Axon Instruments, Foster City, CA).
Stimulation, data recording, and analysis were performed through an A/D converter (Tecmar
TM100 Labmaster, Scientific Solutions, Solon, OH) and using Acquisl software (Bio-Logic,
Claix, France). A microperfusion system allowed local application and rapid change of the
different experimental solutions. The cell capacitance was determined by analyzing the
capacitive current recorded during a step to -70 mV applied for 50 ms from a holding
potential of -60 mV. Current values were normalized using cell capacitance. For inactivation
and recovery from inactivation studies, capacitance and series resistance were electronically
compensated.

To study the voltage dependence of hERG and the chimera activation, membrane potential
was stepped, in 10-mV decrements, from a holding potential of -80 mV to various voltages
between +50 mV and -130 mV, and then back to -60 mV, every 3500 ms (Fig. 1).
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The voltage dependence of hERG activation was determined by fitting the normalized tail

current (Itail) vs. prepulse voltage (Vpp) relationship with a Boltzmann equation:

Itail/Itail max = 1/(1+exp(-(Vpp-Vos)/K) (1)

where Itail max is the maximum tail current, Vys is the half-activation potential and k, the
slope factor. The time constants of deactivation (t1 and t2) were determined by a

two-exponential fit to the tail current using the following equation:

I/l = Alexp (-t/tl) + A2exp (-t/12) + Iss (2)

where | represents the current amplitude at time t, I, is the peak tail current, t1 and t2 are the
time constants for the fast and slow components of the deactivating current, A; and A; are the
relative amplitude of each component and I the relative residual current component.

hERG inactivation was studied with two different three-pulse protocols (Fig. 2). In the first
protocol (Fig 2A), hERG-expressing cells were repolarized (2™ pulse) for 5 ms to allow
recovery from inactivation, with minimum deactivation. Voltage dependence of hERG or
chimera inactivation was observed during the 3™ voltage pulse. This protocol allowed
measuring the inactivation rate constant at various membrane potentials, and to establish the
inactivation curve, but only at potentials at which deactivation is slow (>-60 mV). The second
protocol (ref. 8 and Fig. 2C) enables to compensate for the fraction of deactivation at
potentials lower than -60 mV during the second step. During this step, recovery from
inactivation is faster and distinguishable from deactivation. Deactivation is thus evaluated
from the decreasing part of the current during this step, and compensated. The voltage
dependence of inactivation was determined by fitting the relative inactivating currents at +60
mV vs. voltage with a Boltzmann equation similar as (1).

Recovery from inactivation was evaluated using a two-pulse protocol (Fig. 3).

The time constant of inactivation (tinet) and recovery from inactivation (Trec inact) Were

measured using a single-exponential fit to the tail current using the following equation:

I = Aexp (-t/t) + C (3)

where | represents current amplitude at time t, t is the time constant of inactivation or
recovery from inactivation, C+A represents the initial current amplitude and C describes the
current amplitude following inactivation/recovery from inactivation. Kinetics of recovery

from inactivation were fitted on the first 2-10 ms.
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All experiments were performed at 35°C. Patch-clamp data are presented as mean + S.E.M.
Statistical significance of the observed effects was assessed by means of unpaired or paired
Student t-tests, one-way or two-way analysis of variance with a Tukey test when needed. A
value of P < 0.05 was considered significant.

E-4031 dose-response curves were fitted using the modified Hill equation:

y = 1-d + d/(1+(x/ICs0)") (4)

where d is the fraction of current that is sensitive to E-4031, X is the drug concentration, h the
Hill coefficient, 1Csq is the concentration at which the half-maximal peak tail currents were

obtained and y is the fraction of current remaining at concentration x of E-4031.

Solutions and drugs. The standard extracellular medium contained 145 mM NaCl, 4 mM
KCI, 1 mM MgCl;, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, 5 mM glucose, pH adjusted to 7.4 with
NaOH. The intracellular medium contained 74.5 mM KCI, 70.5 mM K-aspartate, 5 mM
HEPES, 2 mM EGTA, 2 mM K,ATP, 0.3 mM MgCl, pH 7.2 with KOH. All products are
from Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France).

Ketoconazole (Sigma-Aldrich Chimie) was dissolved in DMSO to produce a 10 mM stock
solution stored at -20 °C and further diluted in extracellular medium. Recombinant BeKm-1
toxin (rBeKm-1, Alomone, Israel) was dissolved in 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.6 to
produce a 25 pM stock solution stored at -20 °C. Final experimental concentration was
reached by dilution in the locally perfused extracellular medium: 145 mM NaCl, 4 mM KClI, 1
mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, 5 mM glucose, 30 mM mannitol, pH adjusted to 7.4
with NaOH. In 100 mM [K+], solution, 96 mM NaCl was replaced by KCI.

E-4031 (Sigma-Aldrich Chimie) was dissolved in water to produce a 10 mM stock solution
stored at -20°C and further diluted in the locally perfused extracellular medium for final

experimental concentration.

Kinetic model. The Markov state model for hERG (Fig. 4B) was adapted from Clancy and
Rudy (Clancy et Rudy 2001). The single open state was named O, the inactivated state I, and
closed states C1 to C3. Currents were computed accordingto I =N g Po " (Vm - Vi), where
| is the current, N - g represents the maximal conductance of the membrane, and Po, the open
probability. The parameter N * g and the transition constants were optimized to simulate a
representative recording. The inversion potential Vi was set to -80 mV. Optimization was
performed with ModelMaker v4.0 (AP Benson, United Kingdom) using the Marquardt

method.
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Results

The rolf-hERG S3-S4 chimera is activated at negative potentials.

Upon transfection with hERG cDNA, COS-7 cells expressed a large K* current with
biophysical properties reminiscent of the rapid component of the human cardiac delayed
rectifier K™ current (Fig. 1A) (Wang et coll., 1994). A slowly activating K* current developed
during depolarizations above -40 mV with a maximum at a potential between +10 and +20
mV in hERG-expressing cells (Fig. 1A and C). With further depolarization, the current
amplitude decreased progressively. This inward rectification of hERG is due to the channel
voltage-dependent inactivation (Smith et coll., 1996; Spector et coll., 1996a). Analysis of the
tail current allowed us to characterize the half-maximum activation voltage (Vos) and slope
factor (k), giving -4.9 + 2.3 mV and 8.9 =+ 0.6 mV (n=8), respectively (Fig. 1D). The hERG
deactivation time course was obtained by fitting the decay of tail current at -60 mV after full
activation at +20 mV, by a two-exponential function. Time constants were t1 = 86 = 8 ms and
12 =490 = 60 ms and the relative amplitude of the two components were A; = 0.56 + 0.06 and
A, =0.41 £ 0.05, respectively. The relative residual current component was lss = 0.03 + 0.01
(n=8).

The same study was undertaken on COS-7 cells expressing the chimera. Unlike hERG
channels, chimeric channels produced an instantaneous K* current that was observed during
hyperpolarized potentials as well as depolarized potentials (Fig. 1B and C). The tail current
displayed no deactivation (Fig. 1B) and the activation curve was voltage independent (Fig.
1D). These results clearly show that the chimera deactivation process is impaired, as it is in
the case of the rolf-eag chimera (Tang et Papazian 1997). However, an inward rectification
was still detected at more positive potentials with a maximum current recorded at more
negative potentials (about -30 mV) than for hERG current (between +10 and +20 mV) (Fig.
1C).

Voltage-dependent inactivation is conserved in the rolf-hERG S3-S4 chimera.

Alteration of the activation process would not necessarily be expected to affect inactivation.
This is suggested by the preservation of an inward rectification in the chimera. To accurately
check for a potential modification of the inactivation process, the voltage dependence of
hERG and chimeric channel inactivation were compared. Since it is difficult to measure
steady state inactivation on hERG, because of concomitant deactivation, two three-pulse
protocols were used (Fig. 2; cf. methods) (Spector et coll., 1996a; Wang et coll., 1997a; Zou
et coll., 1998).
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In the first protocol (Fig. 2A), hERG currents were activated by a 200-ms depolarizing step to
+60 mV. The cell was then repolarized to -100 mV for 5 ms to allow recovery from
inactivation. Finally, a test step was applied to different voltages to observe the current
inactivation kinetics. Figure 2 shows hERG and the chimera voltage dependence of
inactivation. hERG currents recorded during the test step were of large amplitude and rapidly
inactivated. For depolarizations, similar inactivating currents were observed in COS-7 cells
expressing the chimera (Fig. 2A). For hyperpolarizations, deactivation was detected only in
cells expressing hERG. The half-inactivation potential (Vos) was evaluated from the
remaining current ratio (lsi/lo) after 20 ms of inactivation. For hERG, the fit of the
inactivation curve was done only with the data measured at potentials greater than -60 mV.
For these potentials, deactivation after 20 ms is small since the fast component time constant
of deactivation (t1), which represents 56% of the deactivation process, is at least four times
greater than 20 ms. For the chimera, the fit was also done only with the data measured at
potentials greater than -60 mV, even though there is no deactivation at lower potentials.
However, it can be noticed that the data measured at potentials lower than -60 mV (Fig.2B,
grey circles) are well fitted by the Boltzmann curve. Vo5 were -50 + 4 mV (n=7) and -47 £ 5
mV (n=8; unpaired t-test: NS) for hERG and the chimera, respectively. The corresponding k
values were k =29 £ 1 mV (n=7) and k = 25 £ 2 mV (n=8; unpaired t-test: NS) for hERG and
the chimera, respectively. To circumvent the bias on inactivation measurement due to fast
deactivation at potentials lower than -60 mV, we used another three-pulse protocol (Fig 2C,
D). The second step at various potentials (+70 to -130 mV) allows the recovery from
inactivation and the measurement of the fraction of deactivation (see Methods). The initial
current of the third step at +60 mV is proportional to the degree of inactivation at the end of
the second step (after correction of deactivation). The half-inactivation potential (Vos) was
evaluated from the fit of the inactivating current recorded during the third step. Vo5 were -71
+ 4 mV (n=6) and -74 + 2 mV (n=7; unpaired t-test: NS) for hERG and the chimera,
respectively. The corresponding k values were k =23 £ 1 mV (n=6) and k =21 + 1 mV (n=7;
unpaired t-test: NS) for hERG and the chimera currents respectively. The two protocols used
did not give similar Vo5 values. One reason is that the second protocol does not allow
measurements of steady-state inactivation at several potentials: at -10 to -50 mV, recovery
from inactivation is slightly too slow (fig. 3C) to reach a steady state during the 5-ms pulse.
Nevertheless, our results show that the voltage dependences of hERG and the chimera
currents are similar, whatever protocol was used.

The first three-pulse protocol allowed us to compare the time constant of inactivation for
hERG and the chimera.
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The averaged data are plotted in figure 3C. The superimposition of the results shows that the
voltage dependence of inactivation Kkinetics is not modified in the chimera.

For hERG, the prepulse used for recovery from inactivation can not exceed 5 ms at -100 mV
to have minimal deactivation while almost complete recovery from inactivation. The absence
of deactivation in the chimera allowed us to test whether a longer prepulse (30 ms) impacts
inactivation. The value of Vy5 as well as the inactivation kinetics values were not modified
and were identical to hERG values (supplementary Fig 1). It can also be noticed that a weak
deactivation could be detected for the chimera current at very negative potentials only (-130
mV; Fig. 2A and supplementary Fig 1.) indicating a large shift of the activation curve toward
very negative potentials. The decrease in the tail current cannot be a consequence of
extracellular K* depletion due to large K* influxes during the very negative prepulses
(between -130 mV and -110 mV). Such extracellular K* depletion would cause a shift of Ex
to potential more negative than -80 mV, leading to an increase (and not a decrease) of the tail
current measured at -60 mV (Fig 1D).

Recovery from inactivation was studied using a two-pulse protocol (Fig. 3) (Snyders et
Chaudhary 1996; Spector et coll., 1996a). This protocol generated the rapid recovery of
hERG current followed by deactivation. As for inactivation, chimera and hERG recoveries
from inactivation were similar (Fig. 3C). Again, a slight deactivation of the chimera current
could be detected at -130 mV only.

Several studies have shown that a high [K*], strongly slowed the inactivation kinetics in
hERG channel (Wang et coll., 1997b; Yang et coll., 1997). If the inactivation process is not
modified in the chimera, increasing [K*], should lead to the same effect as in WT hERG. To
check this hypothesis, we compared the effect of 100 mM [K*], on the chimera and hERG
inactivation. We observed that increasing [K'], from 4 to 100 mM strongly slowed the
inactivation Kinetics of hERG, as previously showed (n=8-9, two-way ANOVA, with a Tukey
test, p<0.05). We observed similar effects on the chimera (n=8-9, two-way ANOVA, with a
Tukey test, p<0.05). There was no significant difference between the effects of [K'], on
hERG and the chimera (n=8, two-way ANOVA, NS).

Several studies showed that a high [K™], caused a shift of the voltage-dependence of
inactivation towards positive potentials (Wang et coll., 1997b; Zou et coll., 1998). We did not
observe such a modification, probably because of difference in the temperature and cellular

models used.
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The absence of effect was also observed in the chimera (supplementary Fig. 2). Altogether,
the results with 100 mM [K™], reinforce the idea that the chimera has an intact inactivation

process.

A kinetic model also supports an intact inactivation in the chimera.

A more comprehensive way to compare hERG and the chimeric channel inactivation are
kinetic models. These models allowed discriminating the effect of the S3-S4 linker
substitution on the inactivation and activation processes. First, we optimized a kinetic model
of the hERG channel bearing 3 closed states, one open state and one inactivated state (Fig. 4)
(Clancy et Rudy 2001; Kiehn et coll., 1999; Wang et coll., 1997a). A comparison between
measured and simulated currents (Fig. 4A) and biophysical parameters (Supplementary Fig.
3) shows that this model accounts very well for our experimental data. Transition rate values
are listed in Table 1. Noticing that the chimera currents can be roughly modeled with a
two-state model, we checked whether the transition between these two states might
correspond to the O-I transition of the hERG channel. Simulated currents for the chimera
were obtained with the chimera model (Fig. 4C) using the values of the transition rates (o
and Bi) derived from hERG model optimization. Measured chimera currents and biophysical
parameters were rather well fitted by this prediction in the range of physiological voltages,
without further optimization (Fig. 4A and supplementary Fig. 3). This result reinforces the
proposition of an intact inactivation transition in the chimera, identical to that of the hERG
channel. To get an accurate determination of the transition rates, we imposed as many
constraints as possible by fitting both the current recordings and the biophysical parameters.
However it is inherent to a 15 free parameters optimization that its solution is not
unambiguous and cannot be easily distinguished from others that also give good fits of the
data. In the framework of the model of hERG transitions that we used, it is noteworthy that
the O-I transition rates strongly determine the inactivation kinetics. The very good fits of the
inactivation and recovery from inactivation time constants (supplementary Fig. 3) suggest that
the determination of O-l transition rates for hERG is reasonably accurate. The conclusion
regarding the conservation of the O-I transition rates between hERG and the chimera should

thus be robust despite uncertainties coming from the optimization process.

Chimera inhibition by BeKm-1 is voltage-independent.
The chimera kinetic model suggests that the chimera exists in two conformations: open and

inactivated. To test this hypothesis, we studied BeKm-1 effects on the chimera and hERG
(Fig. 5).
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BeKm-1 binds to the external face of the hERG channel and has been shown to exhibit
preferential closed-state blockade (Korolkova et coll., 2004; Milnes et coll., 2003a). A 12
second ascending voltage ramp was applied in baseline conditions. In these conditions, hERG
current developed from -40 mV with maximum amplitude at around 0 mV. With further
depolarization, the current amplitude decreased progressively (Fig. 5A). The chimera was
already activated at the beginning of the ramp (-80 mV), generating a maximum current at
around -40 mV, which declined due to inactivation (Fig. 5B). Then, ramp stimulation was
stopped, membrane potential was clamped at -80 mV, and 25 nM BeKm-1 was applied. After
3 min of exposure to the toxin, the stimulation was applied again and the 1% recorded current
ramp was used to evaluate BeKm-1 effects (Ridley et coll., 2006). As summarized in figure
5C, inhibition of hERG by BeKm-1 was higher at negative voltages and declined at more
positive voltages. ANOVA analysis of BeKm-1 inhibition at the different voltages showed a
significant voltage-dependence of the block (n=6, one-way Repeated Measures ANOVA,
p < 0.001). To check whether the ramp was slow enough to look at the steady state block, 5
second steps at -30, 0 or +40 mV were also applied from a holding potential of -80 mV in the
same conditions (Milnes et coll., 2003a). The steady-state fractional block measured with the
step protocol was similar (Fig. 5C) showing that the ramp was slow enough to get the
steady-state block. As opposed to hERG, the chimera was weakly inhibited by BeKm-1 and
this inhibition was voltage-independent (NS). Fractional block of the chimera significantly
differed from WT at potentials between -30 mV and +20 mV (two-way ANOVA, with a
Tukey test) and were similar at higher potential, when both channels are inactivated (Fig. 5C).
The persistence of a fractional block (around 20%) suggests that the toxin can bind not only to
closed but also to open and inactivated channels (although with a lower affinity). An
alternative hypothesis would be the persistence of a closed state in the chimeric channel,
allowing toxin binding. A direct measurement of channel open probability by using single
channel methods will be necessary to discriminate one of the two hypotheses.

Sensitivity to E-4031 suggests an intact pore in the chimera.

In the introduction, we described a hERG mutant (D540K) that was activated at
hyperpolarizing potentials. This mutant may not be relevant to study the coupling between
activation and inactivation because the mutation is close to the pore domain, in which
conformational changes are associated with both activation and inactivation (Sanguinetti et
Xu 1999). This is confirmed by the use of méthanesulfonanilide blockers such as MK-499 and
E-4031.
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Since these blockers are known to target the hERG pore (Sanguinetti et Jurkiewicz 1990;
Spector et coll., 1996b), the altered sensitivity to MK-499 confirms the effect of the mutation
on the pore domain. We tested the effect of E-4031 to determine if the chimera pore was
affected similarly to the D540K mutant. In these experiments, hERG and the chimera currents
were elicited by a 500-ms depolarizing pulse to +10 mV from a holding potential of -80 mV
and the tail current was recorded at -60 mV. Depolarizing steps were applied every 3 seconds.
The dose-response curve for E-4031 inhibition of the tail current showed an 1Cso of 46 + 29
nM and a Hill coefficient of 0.72 + 0.17 for hERG (n=6, data not shown). For the chimera, the
ICs0 was 36 + 18 nM and the Hill coefficient was 0.89 + 0.24 (n=7). There was no difference
between hERG and the chimera sensitivity to E-4031 (Student t-test, NS). This result
confirms that only deactivation is altered in the chimera and that the inactivation and pore are

intact.

The chimera indicates that ketoconazole binds preferentially to the open and inactivated
states.

This preliminary validation of the chimera model to study hERG pharmacology allowed us to
evaluate the mechanism of hERG inhibition by ketoconazole. Several studies suggest that
ketoconazole inhibits hERG preferentially in the closed state (Dumaine et coll., 1998; Yao et
coll., 2005). However, a recent study has shown that this drug binds preferentially to the open
state (Ridley et coll., 2006). To determine the mechanism of action of ketoconazole, we tested
its effects on hERG and the chimera. The same protocol as with BeKm-1 was applied. The
ramp was slow enough to obtain the steady-state block, since ketoconazole block is much
faster than BeKm-1 block (Ridley et coll., 2006). If ketoconazole binds preferentially the
closed state, we should observe a higher hERG inhibition at negative voltages, which declines
at more positive voltages and a weak inhibition of the chimera in the presence of the drug.
Contrarily to this hypothesis, but in agreement with Ridley and co-workers, hERG inhibition
increased progressively with the potential, reaching a maximum at 0 mV (One-way Repeated
Measures ANOVA; p < 0.001) (Fig. 6A, C). The difficulty with hERG is that small current
amplitude prevents an accurate measurement of the fractional block, particularly at -40 or -30
mV in some cells due to low activation. Because of its full activation, the chimera allowed a
more accurate estimation of this fractional block at negative voltages. The chimera was
strongly inhibited whatever the voltage was (Fig. 6B, C). Fractional block of the chimera
significantly differed from hERG at potentials between -30 mV and -10 mV (Two-way
ANOVA, with a Tukey test).
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The much lower ketoconazole block of hERG at negative potentials indicates that

ketoconazole binds less to hERG closed state than open and inactivated ones.

Discussion

Transfer of voltage independence from rolf to hERG.

In the present study, we described the biophysical properties of a rolf-hERG S3-S4 chimera.
Our results show that only the activation process is impaired. The voltage dependence of
inactivation is conserved since the chimera has the same inactivation and recovery from
inactivation properties as the hERG channel. These results show that the modification of the
activation process does not modify the inactivation. It seems that activation is not necessary to
trigger inactivation. Otherwise, we would observe a change of the inactivation biophysical
parameters. To evaluate the effects of the impaired activation on the inactivation process, we
optimized the Markov model developed by Clancy and Rudy for hERG kinetics (Clancy et
Rudy 2001). In this model, we convincingly simulated the chimera properties by conserving
only the transitions between the open and inactivated states of hERG. We found that the
chimera currents are well fitted by this two-state model, reinforcing the hypothesis of a
two-state channel. These models are consistent with a weak, if any, relationship between the
conformational changes associated with inactivation and those associated with activation
since the alteration of the latter in the chimera does not seem to alter the former. However, the
models do not exclude that activation and inactivation are indirectly coupled by being both
controlled by the movement of the voltage sensor, since the hERG model suggests a
movement of the voltage sensor (early transitions) followed by movements of the activation
and inactivation gates (late transitions). Several studies are consistent with this idea. Loots
and Isacoff proposed that, in Shaker, activation produces an interaction between S4 and the
pore domain. This interaction disrupts the coupling between S5 and S6 domains and leads to
inactivation (Loots et Isacoff 2000). Regarding hERG, two studies (Piper et coll., 2003; Smith
et Yellen 2002) suggest that the coupling between the activation and inactivation is mediated
by the S4 domain. To probe the voltage-sensor movements, Smith and Yellen used a
fluorescence technique to examine the conformational changes of hERG S4. Fluorescent
probes attached to three different residues on S3-S4 (E518C, E519C and L520C) reported
both fast and slow voltage-dependent changes in fluorescence (Smith et Yellen 2002). The
authors suggested that the fast component corresponds to inactivation, and the slow
component to activation. Consequently, it seems that voltage-dependent inactivation is linked

to the voltage sensor.
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However, Hill and collaborators recently showed that neutralization of the first 3 charges in
the hERG S4 domain (K525Q, R528Q, R531Q) shifts the voltage-dependent activation of 87
mV towards negative potentials but does not modify the voltage-dependent inactivation.
These results suggest that unlike activation, hERG inactivation is independent of the S4
movement and reinforce the hypothesis that activation and inactivation are two distinct
mechanisms (Hill et Vandenberg 2008). The same group also performed an alanine scan of S5
of hERG. Mapping of the functional effect of the mutations on a hERG homology domain
clearly shows distinct areas. The residues pointing towards S6 are associated with a altered
inactivation process, whereas many residues pointing away and most of the S4-S5 linker are
associated with a altered activation process (Ju et coll., 2009). This is also consistent with
uncoupled activation and inactivation processes.

Besides an intact inactivation mechanism, the chimera conserves an intact pore as suggested
by the comparison of hERG and the chimera blockade by drugs. We tested the sensitivity of
the chimera to E-4031, (Sanguinetti et Jurkiewicz 1990) and found that the chimera exhibits
the same sensitivity as hERG. The hERG D540K mutant is also activated at hyperpolarized
potentials but conserves the ability to activate and inactivate in response to membrane
depolarization (Sanguinetti et Xu 1999). However, unlike the chimera, this mutant has
modified inactivation and a lower sensitivity to MK-499, another méthanesulfonanilide
(Mitcheson et coll., 2000a). The differences between the chimera and the D540K mutant may
find their origin in the impairment of distinct mechanisms. In hERG channels, the interaction
between the S4-S5 linker (containing D540) and the C-terminal end of the S6 domain allows
the coupled movements between the voltage sensor and the activation gate (Ferrer et coll.,
2006). In the D540K mutant, the altered interaction between the voltage sensor and the
activation gate may promote channel reopening at hyperpolarized potentials (Tristani-Firouzi
et coll., 2002). In the chimera, the mechanism involved in the voltage independence of
activation may arise from constrained movements of the voltage sensor, upstream of S4-pore
coupling. In other words, the S3-S4 substitution would impair the S4 movement but not the
coupling between the voltage sensor and the pore. To confirm this hypothesis, gating current
measurements will be helpful in order to determine whether or not the rolf S3-S4 linker limits
the movements of the S4 segment in the chimera.

The role of the S3-S4 linker has been widely studied in the Shaker channel (Gonzalez et coll.,
2000; Mathur et coll., 1997; Sorensen et coll., 2000). The large deletion of amino acids
333-357 in the S3-S4 linker has only minor effects on the voltage dependence of activation
(Mathur et coll., 1997). However, amino acids 330-360 deletion leads to a +45-mV shift
(Gonzalez et coll., 2000).
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These results suggest that it is probably not the length of the linker that critically constrains
the S4 segment displacement but rather the nature of its amino-acid sequence. We replaced 10
amino acids of hERG S3-S4 linker by 9 amino acids of rolf and observed a major effect on
activation. Interestingly, this replacement includes amino acid E246 in rolf: substitution of
this amino acid to the equivalent position in eag (A345E) has been shown to stabilize the
activation gate of the eag (Tang et Papazian 1997). To further explore the role of S3-S4 loop
in the hERG voltage sensor, a scanning mutagenesis of the S3-S4 loop in the hERG-rolf
chimera will allow identifying the specific residues involved in the alteration of the chimera

activation.

Use of the chimera as a pharmacological model.

Our results show that the chimera has a lower sensitivity to BeKm-1, a blocker which binds
preferentially to the channel closed-state. This observation reinforces the idea that the chimera
exists mostly in two conformations: open or inactivated. We have used this chimera property
to study the mechanism of ketoconazole action. Two mechanisms have been suggested: a
block in the closed state (Dumaine et coll., 1998; Yao et coll., 2005) or a block in the open or
inactivated state (17). We have shown that ketoconazole binds preferentially to the open and
inactivated states. This conclusion relies on the assumption that the drug effect on the chimera
can be extrapolated to hERG. Two arguments suggest that the binding of ketoconazole to
hERG is not modified by the S3-S4 substitution. First, the binding site of ketoconazole does
not implicate the S3-S4 linker since it is located in the intracellular part of S6 (Ridley et coll.,
2006). The second argument is that the effects of ketoconazole on hERG and the chimera are
similar at potentials (+20 to +40 mV) at which both channels reside in the same states (open
and inactivated).

Focusing on the chimera, fractional block decreased significantly between -40 mV and
potentials +20, +30 and +40 mV (One-way repeated measures ANOVA, with a Tukey test),
reminiscent of the voltage dependent block observed with miconazole (Kikuchi et coll.,
2005). This may suggests that ketoconazole binds the open channels with a higher affinity
than the inactivated channels. However, the voltage dependence of the chimera block does not
parallel that of inactivation: the potential for half fractional block is around 0 mV, which is
much closer to the half-activation potential (-4.9 mV) than the half-inactivation potential (-50
to -70 mV depending on the protocol used). This lead to the hypothesis that some structural
rearrangements linked to the normal activation process are conserved in the chimera despite
the absence of activation gating, and that these rearrangements are responsible for the voltage

dependent interaction of ketoconazole with the chimeric channel.
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The mechanism of hERG block by several drugs associated with the acquired long QT
syndrome remains unclear. Indeed, moxifloxacin (Alexandrou et coll., 2006), fluvoxamine
(Milnes et coll., 2003b) and, recently, doxepin (Duncan et coll., 2007) have been reported to
inhibit hERG with a mixed state-dependence of inhibition (with components of both
closed- and open-channel block, including a very rapid open-channel block). Altogether the
results presented in here suggest that hRERG-rolf chimera is a valuable pharmacological model
to characterize the state-dependent block and more generally, to identify the mechanism of
action of hERG blockers.
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Figure legends

Fig. 1 : Voltage dependence of hERG and the chimera activation. A-B, representative
whole-cell current recordings from COS-7 cells expressing wild-type hERG (A) or
chimeric (B) channels. Inset: voltage stimulation, every 3.5 s. C, current density measured
at the end of the prepulse vs. voltage in cells expressing hERG (n=8) or chimeric (n=8)
channels. D, relative tail current measured at -60 mV vs. prepulse potential in cells
expressing hERG (n=8) or chimeric (n=8) channels. hERG steady-state activation was
determined by fitting hERG data with a Boltzmann function (solid line).

Fig. 2 : hERG and the chimera have identical inactivation. A, C, representative inactivating
current recordings of cells expressing hERG or chimeric channels recorded with two
protocols. Inset: three-pulse voltage protocol from holding potential -80 mV, pulses
duration: 1% 200 ms, 2"%: 5 ms, 3: 200 ms, every 3 s (A) or 1%: 1000 ms, 2"%: 5 ms, 3": 50
ms, every 3 s (C). B, steady-state current (lss; measured 20 ms after the beginning of the
pulse) relative to the peak current (lp) recorded during the third pulse vs. voltage in cells
expressing hERG (n=8) or chimeric (n=7) channels. Steady-state inactivation was
determined by fitting the data (black circle for WT, open circle for the chimera, grey circles
are measured values that are not taken into account for the fit) with a Boltzmann function
(solid line). D, Peak current (lp) relative to maximal peak current (lomax) estimated by fitting
current traces 1 ms after depolarization and extrapolating to the beginning of the pulse
(hERG n=6; chimera n=7). In the case of hERG current, lyis corrected from the fraction of
deactivation measured during the 2" pulse. Steady-state inactivation was determined by
fitting the data as in B.

Fig. 3 : hERG and the chimera have identical inactivation and recovery from inactivation
kinetics. A-B, recovery from inactivation current traces of hERG (A) and the chimera (B).
Right, time-expanded framed zone. Inset : voltage protocol, every 3 s. C, voltage
dependence of the time constant of recovery from inactivation for hERG (n=6) and the
chimera (n=7) and voltage dependence of the inactivation time constant for hERG (n=9)
and the chimera (n=9).

Fig. 4 : Kinetic models of hERG and chimeric channels. A, top: representative whole-cell
current recordings from COS-7 cells expressing hERG or chimeric channels. Inset:
corresponding voltage protocols. Bottom: simulated currents obtained with the hERG
kinetic model (B) optimized to fit hERG experimental currents. Right, simulated chimera
currents were obtained with the chimera kinetic model (C) using the same transition rates as
the hERG kinetic model. No further optimization was used or needed.

Fig. 5 : Effect of BeKm-1 on hERG and the chimera. A-B, representative currents of hERG
(A) and the chimera (B) in baseline conditions and after a 3-min exposure to 25 nM
BeKm-1 elicited by an ascending voltage ramp (10 mV/s; every 15 s). C, mean fractional
block [1- (current in the presence of 25 nM BeKm-1/baseline current)] measured at various
potentials during the depolarizing ramp in cells expressing hERG (n=6) or chimeric (n=7)
channels (*: P < 0.05; **: P < 0.01; ***: P < 0.001). Black triangles: mean steady-state
fractional block measured at the end of a 5 s step to -30 mV (n=6), 0 mV (n=7) or +40 mV
(n=7) in cells expressing hERG.
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Fig. 6 : Effect of ketoconazole (keto) on hERG and the chimera. A-B, representative
currents of hERG (A) and chimera (B) in baseline conditions and after 3-min exposure to 5
uM ketoconazole (keto) elicited by an ascending voltage ramp (10 mV/s; every 15 s). C,
mean fractional block [1- (current in the presence of 5 pM ketoconazole/baseline current)]
measured at various potentials during the depolarizing ramp in cells expressing hERG
(n=8) or chimeric (n=6) channels (**: P <0.01; ***: P <0.001).
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Figure 6
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Supplementary figure 1
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Supplementary figure 1: Effect of the inactivation recovery pulse duration on the chimera
mactivation. A. representative whole-cell current recordings from a COS-7 cell expressing
chimeric channel with a 30-ms 2™ pulse. Inset: Three-pulse voltage protocol. B, steady-state
current (I, calculated 20 ms after the beginning of the pulse) relative to the peak current (Ip)
recorded during the third pulse vs. voltage in cells expressing chimeric (D; n=8) channels.
Steady-state inactivation was determined by fitting the data with a Boltzmann function (solid
line for the 5-ms 2™ pulse, dotted line for the 30-ms ™ pulse). C. voltage dependence of the
mactivation time constant (Tiae) for hERG (n=9) and the chimera, using a 2™ pulse of 5 ms
(chimera 5 ms; 1=9) or 30 ms (chimera 30 ms; n=9).
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Supplementary figure 2
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Supplementary figure 2: Effects of 100 mM K™, on hERG and the chimera inactivation.

A, C. representative whole-cell current recordings from a COS-7 cell expressing hERG and
chimeric channels. Inset: Three-pulse voltage protocol. B, Steady state inactivation of hERG
and the chimera (n=7) was determuned by fitting the data (black svmbols for WT. open
symbols for the chimera. circles for 4 mM [K']; and triangles for 100 mM [K'],) with a
Boltzmann function (solid line for WT and dashed line for the chimera at 4 mM [K™],. dotted
line for WT and dashed-dotted line for the chimera at 100 mM [K ],). D. Inactivation time
constants of hEF.G and the chimera (same symbols as in B; n=8-9, *: p=0.03).
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Supplementary figure 3
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Supplementary figure 3: Simulation by the kinetic models of the biophysical parameters of
hERG and the chimera.

A, Current voltage relationships (see figure 1C). B. Activation curves (see figure 1D) C,
Inactivation curves (see figure 2B). D, Inactivation time constants (see figure 3C). E. Recovery
from mnactivation time constants (see figure 3C). Circles: experimental measures, hERG
(black) and chimera (white) Lines: simulation from the kinetic models (figure 3). hERG (solid)
and chimera (dashed).
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Discussion

Résumé des résultats

Pour déterminer la présence ou non d’un couplage entre 1’activation et ’inactivation chez
hERG, nous avons construit une chimeére dans laquelle la boucle S3-S4 du canal hERG a été
remplacée par celle d’un canal indépendant du potentiel, le canal rolf. Dans la premicre partie
de cet article, les propriétés biophysiques d’activation et d’inactivation de cette chimeére ont
¢été caractérisées. Nos résultats montrent que le processus d’activation seulement est modifié
dans la chimere. En effet, le processus d’inactivation est conservé dans la chimére puisque ses
propriétés d’inactivation et de levée d’inactivation sont similaires a celle du canal hERG
sauvage. La suppression du processus d’activation ne modifie pas I’inactivation suggérant que
ces deux processus ne sont pas couplés directement chez hERG.

La suppression du processus d’activation indique également 1’absence d’état fermé laissant
supposer que la chimére existe que sous deux configurations : ouverte et inactivée. Pour
confirmer cette hypothese, nous avons développé un modeéle cinétique basé sur le modele de
Markov adapté a hERG par Clancy et Rudy (Clancy et Rudy 2001). Ce modéle indique que
I’activité de la chimére peut étre simulée en conservant uniquement la transition entre 1’état
ouvert et inactivé de hERG renforcant 1’hypothése d’un canal a deux états. Il confirme
¢galement que le processus d’inactivation n’est pas modifié chez la chimere. L absence d’état
fermé a été confirmée par 1’étude de la sensibilité de la chimére au BeKm-1, un inhibiteur de
hERG se fixant préférentiellement a 1’état fermé. En effet, I’inhibition de la chimére par le

BeKm-1 est trés faible quel que soit le potentiel imposé.

Nature du couplage activation/inactivation chez hERG

Les résultats de notre étude, associés a 1’absence de modification de I’activation par des
mutations affectant 1’inactivation (Zou et coll.,, 1998), suggérent que I’activation et
I’inactivation ne sont pas directement couplées dans le canal hERG. Cependant, aucun de nos
résultats ne peut exclure la possibilité que le couplage entre ’activation et 1’inactivation soit
indirect. Comme nous 1’avons vu dans I’introduction (paragraphe III A 2 a), la formation
d’une liaison entre les domaines S5 et S6 est a 1’origine de la constriction du filtre de
sélectivité permettant I’inactivation de type C. De plus, il a ét¢ montré qu’une interaction
entre le domaine S4 et le domaine S5 se crée lors de 1’activation du canal Shaker (Loots et

Isacoff 2000). Ces données suggerent 1’implication du domaine S5 dans le processus
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d’activation et d’inactivation. Une étude récente a évalué le role du domaine S5 dans ces 2
processus en mutant chacun des résidus de ce domaine en alanine (Ju et coll., 2009).

Les résidus associés a une modification de 1’inactivation sont dirigés vers le domaine S6. A
I’inverse, ceux liés a I’activation sont dirigés vers la boucle S4-S5. Ces résultats révelent que
I’activation et I’inactivation ne sont pas couplées indirectement via le domaine S5.
L’implication du domaine S4 dans le couplage activation/inactivation a également été testee.
Hill et ses collaborateurs (Hill et Vandenberg 2008) ont montre que la neutralisation des trois
premiéres charges positives du domaine S4 (K525Q, R528Q et R531Q) entraine un décalage
de la dépendance au potentiel de I’activation de 87 mV vers les potentiels négatifs mais ne
modifie pas la dépendance au potentiel de I’inactivation. Ces résultats indiquent que le
domaine S4 ne contréle pas directement I’inactivation. L’absence de couplage indirect via le
S4 est renforcée par 1’étude de la neutralisation une & une des charges positives du domaine
S4. Cette étude révele que la mutation des charges positives modifie uniquement la
dépendance au potentiel de I’activation du canal hERG (Zhang et coll., 2004). Ces études,
associées a la notre, proposent que I’inactivation de hERG est indépendante du domaine S4.
Pour déterminer si le domaine S4 controle séparément I’activation et 1’inactivation, il serait
intéressant d’étudier dans la chimére le mouvement du domaine S4 et ’existence de
corrélation entre ses cinétiques et celle de I’inactivation. Si les deux composantes du domaine
S4 décrites dans les études de Smith (Smith et coll., 2002) et de Piper (Piper et coll., 2003)
correspondent a 1’activation et 1’inactivation, le processus d’activation étant supprimé dans la
chimére, seule la composante rapide liée a I’inactivation devrait subsister. Il serait alors
possible d’étudier plus précisément la cinétique rapide de mouvement du domaine S4 et si elle
résulte de I’inactivation. Pour cela, I’effet de mutations modifiant (S631A) ou supprimant
(G628C-S631C) I’inactivation sera évalué sur le mouvement du domaine S4 dans la chimere
en mesurant le courant de porte par la technique de patch-clamp.

Le laboratoire ne possédant pas les installations requises pour mesurer le courant de porte,
I’étude du mouvement du domaine S4 dans la chimere s’effectuera en collaboration avec

I’équipe de Dirk Snyders, équipe dans laquelle j’apprendrai la technique du courant de porte.

Implication des processus d’activation et d’inactivation dans la sensibilité de hERG aux

molécules pharmacologigues

D’autres canaux hERG mutants ont été décrits comme ayant la capacité d’étre ouverts en
permanence. Le canal hERG mutant D540K est également active aux potentiels
hyperpolarisés, mais conserve la capacité a s’activer et s’inactiver suite a une dépolarisation

membranaire contrairement a la chimére (Sanguinetti et Xu 1999).
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L’activation de hERG aux potentiels hyperpolarisés suite a la mutation d’un acide
aminé de la boucle S4-S5 révele que les canaux K, peuvent se comporter de facon
similaire aux canaux activés par ’hyperpolarisation tels que KAT1 et HCN décrits dans
mon premier projet. Ces données renforcent I’idée d’un mécanisme ligand-récepteur
chez certains canaux dépendant du potentiel (KCNQ1, hERG, KAT1 et HCN).

Les études de Mitcheson et de Tristani-Firouzi suggérent que la fermeture de la porte
d’activation piege la molécule pharmacologique au niveau du pore du canal prolongeant son
effet inhibiteur (Mitcheson et coll., 2000a; Tristani-Firouzi et coll., 2001). Si ce mécanisme
est correct, le blocage de la porte d’activation en configuration ouverte devrait réduire 1’effet
inhibiteur des molécules pharmacologiques dans la chimere. Pour vérifier cette hypothése,
nous avons évalué I’effet d’'un méthanesulfonanilide, I’E-4031, sur 1’activité de la chimére.
Nos résultats révelent que la fermeture de la porte d’activation n’est pas impliquée dans
la sensibilité de hERG aux molécules pharmacologiques. Plusieurs études ont montré
I’implication du processus d’inactivation. Des mutations réduisant 1’inactivation (S620T ;
S631A) (McPate et coll., 2008; Perrin et coll., 2008) ou la supprimant (G628C-S631C)
diminuent I’effet des inhibiteurs de hERG sans les abolir (Numaguchi et coll., 2000).

D’autres mutations, ne modifiant pas 1’inactivation de hERG, diminuent également 1’affinité
de hERG vis-a-vis des molécules pharmacologiques (Mitcheson et coll., 2000b). L’effet du
MK-499 est réduit par la mutation des résidus polaires de 1’hélice du pore (T623, S624 et
V625) et des résidus aromatiques (Y652 et F656) situés dans le domaine S6 (figure 22).

Extracellulaire
Filtre de sélectivité

Hélice du pore

Hélice S6

Intracellulaire

Figure 22 : Représentation schématique du pore du canal hERG. D aprés Kramer et coll.,
2008.
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Ces mémes residus semblent jouer un role important dans la fixation d’autres molécules telles
que le cisapride et la terfénadine (Sanguinetti et coll., 2005). La diminution de I’inhibition
chez les canaux hERG mutants Y652 et F656 est similaire a celle observée avec les mutations
affectant D’inactivation. Ces résultats révelent que D’inactivation n’est peut-étre pas
directement responsable de la sensibilité des inhibiteurs de hERG mais modifie
Iorientation des résidus Y652 et F656 devenant alors moins accessibles. Pour vérifier cette
hypothése, nous pourrions évaluer si 1’effet des mutations du domaine S6 et celles affectant

I’inactivation sont additifs chez la chimeére.

Réle de la boucle S3-S4

Dans I’introduction de D’article, nous avons suggéré que la mutation D540K chez hERG
n’était pas la plus pertinente pour étudier le couplage activation/inactivation car elle
provoquait une modification de la structure du pore. Cette modification de la structure du pore
a été confirmée par 1’étude de bloqueurs de hERG tels que MK-499 et E-4031 (Sanguinetti et
Jurkiewicz 1990; Spector et coll., 1996b).

Dans notre étude, la sensibilité de la chimere vis-a-vis de 1’E-4031 est similaire a celle du
canal hERG sauvage suggérant que le pore est intact. Cette conclusion a été renforcée par
I’absence de modification de I’effet de 4 autres agents pharmacologiques inhibant le canal
hERG (astémizole, cisapride, risperidone et fluoxétine) et du mosapride, molécule ne
bloquant pas hERG. En résumé, le processus d’inactivation et la structure du pore sont intacts
dans la chimére révélant que seule, 1’activation est supprimée par la substitution de la boucle
S3-S4. Cette boucle semble jouer un role dans le processus d’activation du canal hERG. Pour
confirmer cette hypothése, il serait intéressant d’étudier les effets de la substitution inverse :
remplacer la boucle S3-S4 de rolf par celle de hERG. Si la dépendance au potentiel de
I’activation chez hERG est conférée par la boucle S3-S4, son transfert dans le canal rolf
devrait rendre ce canal activable par le potentiel.

Dans le cas ou le role de la boucle S3-S4 dans I’activation dépendante du potentiel est
confirmé, une mutation systématique des acides aminés de la boucle S3-S4 de hERG pourrait
étre réalisée pour identifier quels résidus sont impliqués dans cette dépendance au potentiel de

Pactivation.
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Utilisation de la chimére comme outil pharmacologigue

Le mode¢le cinétique de hERG suggere que la chimere n’existe que sous deux conformations :
ouverte et inactivée. Nous avons utilisé cette propriété de la chimere pour déterminer le
mécanisme d’action du ketoconazole, un antifongique. Deux mécanismes d’action du
ketoconazole ont été suggérés : une fixation a 1’état fermé (Dumaine et coll., 1998; Yao et
coll., 2005) ou une fixation a 1’état ouvert (Ridley et coll., 2006). Pour déterminer a quel état
se fixe cette molécule, nous avons évalué son effet sur la chimere. Nous avons montré que le
ketoconazole se fixe préférentiellement a 1’état ouvert/inactivé plutot qu’a 1’état fermé.

En conclusion, les résultats de notre étude révelent que la chimére pourrait étre un outil
pharmacologique intéressant pour caractériser 1’état de fixation des inhibiteurs de hERG

(ouvert/inactivé ou fermé) et plus généralement leur mécanisme d’action.
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DISCUSSION GENERALE

Au cours de ma thése, j’ai étudié les mécanismes moléculaires induisant :
= la dépendance au potentiel du canal KCNQL1, principal mécanisme moléculaire impliqué
dans le syndrome du QT long de type 1.
= le couplage entre ’activation et I’inactivation chez hERG, deux processus supposés
jouer un role prépondérant dans la sensibilité de hERG a de nombreuses molécules

pharmacologiques a 1’origine du syndrome du QT long acquis.

Des peptides endogenes au canal KCNQ1 contrdlent sa dépendance au
potentiel : utilisation dans les canalopathies cardiaques et musculaires

L’étude des mécanismes moléculaires a 1’origine de la dépendance au potentiel du canal

KCNQL1 présente un double intérét :

* un intérét fondamental : avec I’étude de la généralisation du mécanisme
ligand-récepteur a d’autres canaux dépendant du potentiel (potassique, sodique ou
calcique).

= un intérét appliqué : avec I’utilisation potentielle de peptides spécifiques (inhibiteur et
activateur) d’un canal pour corriger les effets des mutations modifiant la dépendance au

potentiel de ce canal a I’origine de canalopathies graves.

1. Intérét fondamental :

Le mécanisme proposé (des peptides S4-S5 et S6 d'un canal régulent l'activité de ce méme

canal) s’applique-t-il 4 d’autres canaux dépendant du potentiel, sodique et calcique ?

Les canaux potassiques composés de 6 domaines transmembranaires comme KCNQ1
s'assemblent en tétramére pour composer une unité canal (figure 23A). Les canaux sodique et
calciqgue dépendant du potentiel sont également constitués de 4 fois 6 domaines
transmembranaires mais l'unité canal est un monomere similaire a un tétrameére fusionné
(figure 23B).

99



Discussion Générale

Damaing | Damaine| Crarmaine I Damaine [V

Figure 23 : Représentation schématique de la structure des canaux dépendant du
potentiel.
Structure des canaux potassiques (A), sodiques et calciques (B).

Cette homologie de structure suggéere que le mécanisme ligand-récepteur de KCNQ1
peut-étre généralisable a d’autres canaux dépendant du potentiel tels que le canal sodique
Na,1.5. Une différence structurale majeure existe entre les canaux potassiques et les canaux
sodiques et calciques dépendant du potentiel. Les canaux potassiques sont constitués de quatre
monomeres identiques correspondant chacun a un domaine. Chez les canaux sodique et
calcique, ces quatre domaines (I a IV) sont fusionnés et les boucles S4-S5 ou les domaines S6
de chaque domaine sont différents. Pour vérifier si le mécanisme de dépendance au potentiel
du canal sodique Na,1.5 est semblable a celui de KCNQL, la construction de peptides
correspondant a la boucle S4-S5 et a la partie C-terminale du domaine S6 pour chacun des

domaines du canal Na,1.5 devra étre réalisée.

2. Intérét Appligué :

Les peptides S4-S5 et S6 sont-ils efficaces et corrigent-ils les effets des mutations modifiant
[’activité de KCNQI1 ?
De nombreuses mutations modifient la dépendance au potentiel du canal KCNQ1 engendrant

des cardiopathies congenitales graves telles que le syndrome du QT long de type 1 (tableau 1,
page 8). Comme nous ’avons vu dans I’introduction, les seuls outils pharmacologiques contre

ce syndrome sont les 3-bloguants tels que le propanolol ou nadolol (Moss et coll., 2000).
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Cependant, ils ne ciblent pas directement les canaux KCNQ1 mutés et donc ne permettent pas
de corriger les effets deléteres de ces mutations. En revanche, nous avons montreé que les
peptides inhibiteurs S4-S5 et activateurs S6 modulent Pactivit¢é du canal KCNQI1
sauvage. En effet, les peptides activateurs augmentent I’amplitude du courant et décalent la
dépendance au potentiel vers les potentiels négatifs. Ces propriétés pourraient permettre de
corriger les effets des mutations perte de fonction induisant une modification de la
dépendance au potentiel de KCNQL (syndrome du QT long de type 1). Les peptides
inhibiteurs ont des effets inverses et pourraient potentiellement restaurer une activité
normale aux canaux KCNQ1 mutants entrainant un gain de fonction (syndrome du QT
court et/ou fibrillation auriculaire).

Pour évaluer I'intérét thérapeutique de ces peptides, nous testerons l’effet des peptides
activateurs (S6) sur le canal KCNQ1 mutant perte de fonction (par exemple : R243H, R555C,
R539W) (Chouabe et coll., 1997), responsable du syndrome du QT long de type 1. Comme
lors de ma précédente étude, des cellules COS-7 seront transfectées avec un plasmide codant
pour le canal KCNE1-KCNQ1 mutant perte de fonction en absence ou en présence du peptide
activateur S6.

De la méme fagon, nous testerons les effets des peptides inhibiteurs S4-S5 sur les canaux
KCNQ1 mutant gain de fonction (V307L) (Bellocq et coll., 2004b) responsable du syndrome
du QT court et/ou de la fibrillation auriculaire (par exemple : S140G, V141M) (Chen et coll.,
2003; Hong et coll., 2005).

Utilisation de peptides inhibiteurs et activateurs dans d’autres canalopathies cardiaques mais

aussi musculaires et neuronales ?

La structure comparable des canaux potassique, sodique et calcique dépendant du potentiel
(décrit précédemment, page 101-102) suggérent que le mécanisme de dépendance au potentiel
de KCNQZ1 peut étre généralisable a ces canaux. Il serait intéressant d’évaluer si des peptides
similaires, spécifiques du canal étudié, peuvent corriger les effets des mutations d’autres
canaux dépendant du potentiel tels que le canal sodique Na,l1.5. Dans le cas du canal

sodique cardiaque Na,1.5, 34% des mutations perte de fonction (20 sur 59 étudiées en

électrophysiologie) induisant le syndrome de Brugada et 20% (4 sur 20) la maladie de
Lenegre, sont des mutations entrainant une modification de la dépendance au potentiel

du canal Na,1.5. De la méme facon, 14% des mutations gain de fonction (5 sur 35) a

I’origine du syndrome du QT long type 3 provoque une modification de la dépendance au
potentiel du canal Na,1.5 (D ‘apreés inherited arrhythmias database 2007 ; Zimmer et Surber
2008).
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Si le mécanisme proposé pour KCNQL est applicable au canal Nay1.5, I'utilisation de
peptides activateurs (syndrome de Brugada et maladie de Lenégre) ou inhibiteurs
(syndrome du QT long de type 3) spécifiques pourrait permettre de corriger I’effet des
mutations du canal Na,1.5 induisant une modification de la dépendance au potentiel. Comme
dans le cas des canaux KCNQ1 mutés, les effets des différents peptides, préalablement
sélectionnés pour leur efficacité a activer le courant sodique, devront étre testés sur l'activité
des canaux Na,1.5 mutés tels que E161K (syndrome de Brugada) (Smits et coll., 2005) et
G541C (maladie de Lenégre) (Tan et coll., 2001).

L’utilisation des peptides inhibiteurs et activateurs pourrait étre étendue a des canalopathies
musculaires et neuronales. En effet, les mutations modifiant la dépendance au potentiel de
canaux sodique et calcique sont a 1’origine de pathologies musculaires et neuronales telles

que :

- la paralysie périodique hypokaliémique est un désordre musculaire, d’origine génétique,
transmis de fagon autosomique dominant. Cette paralysie résulte de mutations du gene SCN4A
codant pour un canal sodique musculaire dépendant du potentiel, Na,1.4. De nombreuses
mutations du canal Na,1.4 (R672G, R672H, R672S et R1132Q) entrainent un décalage de la
dépendance au potentiel vers les potentiels positifs a 1’origine d’une perte de fonction
(Bendahhou et coll., 2001; Carle et coll., 2006; Kuzmenkin et coll., 2002). Des mutations du
géne SCN4A sont également responsables de la paralysie périodique hyperkaliémique. Ces

mutations provoquent un gain de fonction du canal Na,1.4 (Rojas et coll., 1999).

- la migraine hémiplégique familiale est une variété rare de migraine avec aura résultant de
mutations du gene CACNA1A codant pour la sous-unité o d’un canal calcique neuronal
dépendant du potentiel, le canal Ca,2.1. Une des mutations de ce canal a 1’origine de cette
maladie est la mutation S218L. Cette mutation stabilise le canal Ca,2.1 a I’état ouvert, aux

potentiels ou le canal sauvage est fermé (Tottene et coll., 2005).
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Sensibilité de hERG vis-a-vis des molécules pharmacologiques

Le syndrome du QT long acquis est principalement d’origine médicamenteuse. Le nombre de
molécules pharmacologiques a visée cardiaque ou non cardiaque induisant le syndrome du
QT long acquis est en constante augmentation. A I’heure actuelle, plus de 70 molécules ont
été répertoriées (d apres http://www.qtsyndrome.ch, 2008). Les effets secondaires indésirables
de ces molécules ont conduit a étudier les mécanismes moléculaires a D’origine de la
sensibilité de hERG vis-a-vis des molécules pharmacologiques mais également a
développer des méthodes d’analyses a haut débit pour évaluer leurs risques

pro-arythmiques.

Roéle du processus d’activation dans la sensibilité de hERG aux agents pharmacologiques

De nombreuses études ont été réalisées pour déterminer les mécanismes moléculaires
impliqués dans I’inhibition de hERG par les agents pharmacologiques (Mitcheson et coll.,
2000a; Tristani-Firouzi et coll., 2001). Ces études suggérent que la fermeture de la porte
d’activation piege les agents pharmacologiques dans le pore du canal prolongeant son effet
inhibiteur. Nous avons mis au point une chimere entre le canal hERG et un canal indépendant
du potentiel pour s’affranchir de la fermeture de la porte d’activation. Nos résultats montrent
que D’effet de S5 inhibiteurs de hERG n’est pas affecté par le blocage de la porte
d’activation en configuration ouverte, suggérant que les bloqueurs de hERG ne sont pas
piégés dans le pore par la fermeture de la porte d’activation. Ceci révéle que d’autres
mécanismes que le processus d’activation sont impliqués dans la sensibilité¢ de hERG. Il a été
montré que la mutation d’acides aminés du pore (figure 22, page 98) entrainait une diminution
de P’effet inhibiteur des molécules pharmacologiques. Actuellement, les études tentent de
déterminer quels acides aminés du pore permettent la fixation des molécules
pharmacologiques, postulant que leurs effets inhibiteurs sont essentiellement dus a
I’obturation du pore. Cependant, il a €été montré qu’une proportion importante
d’inhibiteurs de hERG peuvent avoir des effets sur I’expression du canal hERG a la
surface cellulaire, facteur compliquant I’é¢tude des mécanismes moléculaires a 1’origine de sa
sensibilité aux agents pharmacologiques. En effet, Wible et ses collaborateurs ont évalué
I’effet de 50 bloqueurs de hERG sur son expression a la surface cellulaire (Wible et coll.,
2005). Les auteurs révelent que 20 de ces 50 bloqueurs de hERG affectent son trafic a la
membrane plasmique (exemple: I’amiodarone). Un des mécanismes entrainant la
modification de I’expression de hERG a la membrane serait une perte d’association entre le

canal hERG et une protéine chaperonne, la Hsp 90 (Ficker et coll., 2003).
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A T’heure actuelle, I’étude de I’innocuité des molécules pharmacologiques en développement
sur P’activit¢ de hERG est réalisée par la technique de patch-clamp. Cependant, cette
technique ne prend pas en compte les effets de ces molécules sur 1’expression de hERG a la
surface cellulaire. Pour cette raison, d’autres techniques d’analyses sont développées afin

d’évaluer les risques pro-arythmiques des agents pharmacologiques.

Méthodes d’analyses des effets pro-arythmigues des molécules pharmacologiques

Une des techniques utilisées est la mesure de 1’efflux de rubidium. Cette technique consiste a
incuber des cellules exprimant le canal hERG en présence de rubidium afin que celui-ci se
substitue au potassium intracellulaire. L’effet des agents pharmacologiques est ensuite évalué
sur I’efflux de rubidium en dépolarisant la membrane des cellules exprimant le canal
hERG a P’aide d’une concentration en potassium extracellulaire supérieure a 50 mM.
La dépolarisation de la membrane va alors activer le canal hERG permettant I’efflux de
rubidium. Cet efflux est quantifié en mesurant la concentration de rubidium présent dans le
milieu extracellulaire par spectrométrie d’absorption atomique.

Contrairement a la technique de patch-clamp, I’efflux de rubidium va prendre en compte les
effets de molécules pharmacologiques sur 1’expression de hERG a la surface cellulaire,
comme décrit dans le paragraphe précédent. En revanche, sa sensibilité pour mesurer 1’effet
des molécules pharmacologiques s’est révélée étre inférieure a la méthode de patch-clamp
(Rezazadeh et coll., 2004). En effet, la valeur d’ICso de différents bloqueurs de hERG,
obtenue en efflux de rubidium, est nettement supérieure a celle obtenue par la technique de
patch-clamp. Par exemple, la valeur d’ICsg du cisapride est augmentée d’un facteur 28 (Sorota
et coll., 2005), celle de I’E-4031, d’un facteur 8 (Cheng et coll., 2002).

Cette perte de sensibilité est principalement due a la forte concentration en potassium
extracellulaire (supérieur a 50 mM) utilisée pour dépolariser la membrane et activer le canal
hERG dans D’efflux de rubidium. Plusieurs études, y compris la notre, montrent que
I’¢élévation de la concentration de potassium extracellulaire entraine une augmentation de la
conductance unitaire du canal hERG mais aussi un décalage de la dépendance au potentiel de
I’inactivation vers les potentiels positifs (Wang et coll., 1997b; Yang et coll., 1997). La
chimere, €tant ouverte en permanence, permettrait de s’affranchir de 1’augmentation de la
concentration en potassium extracellulaire nécessaire a 1’activation du canal hERG dans la
technique d’efflux de rubidium. Ces efflux pourraient étre effectués dans des conditions
physiologiques (4 mM de potassium extracellulaire). Pour vérifier cette hypothese, la valeur
d’ICsp de différentes molécules pharmacologiques telles que I’E-4031, 1’astémizole ou la

cisapride devra étre déterminée en efflux de rubidium dans la chimére.
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Des résultats préliminaires révélent que les efflux de rubidium dans la chimere, avec 5 mM de
potassium extracellulaire, sont augmentés seulement d’un facteur 2 par rapport au canal
hERG sauvage. Ces résultats suggerent que le blocage de la porte d’activation en
configuration ouverte n’est pas suffisant pour améliorer la technique d’efflux de rubidium.
Dans un premier temps, I’efflux de rubidium devra étre amélioré dans la chimére. Un moyen
d’améliorer cet efflux dans la chimeére serait de s’affranchir de 1’inactivation, processus
limitant le passage du rubidium a travers le pore du canal. Cependant, de nombreuses études
ont montré que des mutations réduisant ou supprimant I’inactivation entrainaient une
réduction de la sensibilité de hERG vis-a-vis des molécules pharmacologiques (McPate et
coll., 2008; Numaguchi et coll.,, 2000). Par exemple, la mutation S631A, affectant
I’inactivation, réduit la sensibilit¢t de hERG & 1’amiodarone d’un facteur 19 et au

disopyramide d’un facteur 7 (McPate et coll., 2008).

En résumé, mes projets de thése decrits dans ce manuscrit, présentent un
intérét fondamental en précisant la nature du couplage entre :
= J’activation et I’inactivation chez hERG.
= laboucle S4-S5 et le domaine S6, régions impliquées dans la dépendance au potentiel
des canaux.
Mais également un intérét appliqué avec le développement :
= d’un outil pharmacologique, la chimére, pour déterminer le mécanisme d’action
des inhibiteurs de hERG a I’origine du syndrome du QT long acquis.
= d’une nouvelle voie thérapeutique potentielle, des peptides inhibiteurs et
activateurs spécifiques d’un canal, pour corriger les effets de mutations de canaux

dépendant du potentiel a I’origine de nombreuses canalopathies graves.

Les études décrites dans cette thése, associées a nos résultats, laissent supposer que
I’activation dépendante du potentiel et le couplage activation/inactivation pourraient
résulter de mécanismes distincts en fonction du canal. Des arguments (page 60-61)
suggerent que le mécanisme de dépendance au potentiel de KCNQ1, mis en évidence dans
notre étude, peut étre commun a plusieurs canaux (hERG, HCN, KATI1). D’autres études
devront étre menées pour déterminer si la dépendance au potentiel résulte de différents
mécanismes selon les canaux ou d’un seul et méme mécanisme. De fagon similaire, la

nature du couplage activation/inactivation reste a préciser.
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Kv7.1 (KCNQ1) properties and channelopathies
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KCNQ1 is the pore-forming subunit of a channel complex whose expression and function have
been rather well characterized in the heart. Alm ost 300 mutations of KCN{Q 1 have beenidentified
in patients and a vast majority of the described mutati ons are linked to the long QT syndrome.
Only a few mutations are linked to other pathol ogies such as atrial fibrillation and the short QT
syndrome. However, a considerable amount of work remains to be done to get a clear picture
of the molecular mechanisms responsible for the pathogenesis related to each mutation. The
present review gives three examples of recent studies toward s this goal and illustrates the diversity
of the molecular mechanisms involved.
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ABSTRACT

In the heart, KCNQI generates the slow component of the delayed rectifier B current, Igs.
Since KCNQI and its cardiac regulatory protein KCNE! have been cloned, around 300
pathological mutations were identified on KCNQI, and more than 20 in KCNEL. The
majarity af these mutations are loss-offunction mutations, associated to the Long OT
syndrome {LOTS), but recently, same gain-of-function mutations have been linked to other
cardiopathies: atrial fibrillation (AF), short QT syndrome (SOTS) and the [ist of pathological
mutations is still growing.

This chapter reviews what patholagical (and sometimes artificial) mutations braught to the
kmowledge af structure-function relationship. We illustrate the variety of functional effects
throughout this chapter, as a dem onstration of the complexity of ion channel macrostrctures.
We also show that the level of understanding of the mechanism underlying each mutation
effect is very varigble: i some cases &t iz [imited to the absenceldecrease of the Iy current,
mast frequently the macrascapic mechaniom f{assembly, trafficking, gating. ) is delineated,
but i recent studies molecular events are mare detailed (PIP; regulation, assembly domain
interaction .. )
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Couplages moléculaires a I’origine de la dépendance au potentiel des canaux KCNQ1 et hLERG

Le syndrome du QT long est une anomalie de la repolarisation cardiaque provoquant des
troubles du rythme et parfois la mort subite. Il existe sous 2 formes : congénitale et acquise.
La forme congénitale est le plus souvent due a une dysfonction d'un canal potassique a 6
domaines transmembranaires dependant du potentiel : KCNQ1. Actuellement, les mécanismes
moléculaires régissant la sensibilité au potentiel de ce canal ne sont pas clairement identifiés.
Nous montrons que la boucle S4-S5 est un ligand qui se fixe sur le domaine S6 stabilisant la
fermeture du canal : des peptides mimant la boucle S4-S5 inhibent 1’activit¢é de KCNQI1. A
I’opposé, ceux mimant le domaine S6 1’activent. L activité accrue de KCNQ1 induite par les
peptides S6 pourrait compenser la dysfonction du canal observée dans le syndrome du QT
long et donc représenter une nouvelle thérapie.

L’inhibition du canal potassique hERG par de nombreux médicaments a visée non cardiaque
peut induire la forme acquise du QT long. Cette inhibition serait favorisée par le piégeage de
ces molécules dans le pore du canal suite a la fermeture de la porte d’activation. Nous avons
bloqué la porte d’activation a I’état ouvert pour évaluer cette hypothése. De plus, si
I’activation et I’inactivation sont couplées, une inhibition réduite de hERG pourrait étre due a
I’inactivation et non pas 1’activation. Nous montrons que (i) I’activation et 1’inactivation sont
deux processus distincts, et que (ii) la sensibilité de hERG n’est pas réduite par le blocage de
la porte d’activation, infirmant 1’hypothése du piégeage.

MOTS CLES: KCNQ1, syndrome du QT long, peptides, hERG, molécules
pharmacologiques.

Molecular coupling controlling the voltage-dependency of KCNQ1 and hERG.

The long QT syndrome is a cardiac abnormality of cardiac leading to altered ventricular
repolarization that can lead to arrhythmias, and sudden death. This syndrome exists in 2
forms: congenital and acquired.

The congenital form is mostly due to a dysfunction of the six-transmembrane-domain voltage-
gated potassium channel: KCNQL. Currently, the molecular mechanisms controlling the
voltage-dependency of KCNQL1 are not clearly identified. We show that the S4-S5 linker acts
as a ligand binding to the S6 and stabilizing the channel closed state: peptides mimicking the
S4-S5 linker inhibit KCNQ1 whereas those mimicking the S6 domain increase upregulate
KCNQ1 activity. This increase in KCNQ1 activity by S6 peptides could compensate for the
channel dysfunction observed in the long QT syndrome and thus represent a new
therapytherapeutic approach.

Off target inhibition of hERG potassium channel by many drugs can induce the acquired form
of the long QT syndrome. This inhibition may be favored by the trapping of these molecules
in the channel pore of the channel following the closure of the gate activation. To check this
hypothesis, we blocked this gate in the open state. Moreover, if the activation and inactivation
are coupled, a reduced inhibition of hERG may be due to inactivation rather than activation.
We show that (i) activation and inactivation are not coupled, and that (ii) stabilizing of the
activation gate is responsible for this inhibition.

Keywords: KCNQ1, the QT long syndrome, peptides, hERG, drugs.
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