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Introduction générale 

Les cellules sont délimitées par une membrane plasmique qui constitue une barrière entre le 

milieu intracellulaire (cytoplasme) et le milieu extracellulaire. Pour permettre l’entrée et la sortie des 

substrats ionisés essentiels au fonctionnement cellulaire, des transporteurs et canaux sont présents au 

sein de cette bicouche lipidique. Les canaux ioniques sont des protéines ancrées dans la membrane 

permettant la diffusion passive d’ions à undébit pouvant dépasser 100 millions d’ions par secondes (soit 

105 fois plus vite que les transporteurs membranaires les plus rapides) (Hille, 1992). Ces protéines 

membranaires possèdent une perméabilité sélective pour un ion donné, qui est à la base de la 

classification des canaux ioniques (e.g. canaux potassiques, canaux sodiques et canaux calciques). A ces 

familles de canaux très sélectifs s’ajoutent des canaux qui sont perméables pour les cations (e.g. les 

récepteurs de type canaux TRP, ou encore les canaux activés par l'hyperpolarisation et modulés par les 

nucléotides cycliques HCN). La plupart des canaux ioniques ont des mécanismes d’ouverture-fermeture 

régulés par un stimulus spécifique : variation du potentiel membranaire, fixation d’un ligand sur le canal 

ou encore stress mécanique.  

Comme toutes les cellules excitables, les cellules cardiaques (ou cardiomyocytes) sont soumises à 

une différence de composition ionique de part et d’autre de la membrane: le milieu intracellulaire est 

riche en potassium (K+), et le milieu extracellulaire est plus concentré en sodium (Na+), calcium (Ca2+) et 

chlore (Cl-). En raison d’une membrane perméable au repos quasi-exclusivement au K+, la valeur du 

potentiel de membrane de la plupart des cardiomyocytes est proche du potentiel d’équilibre pour ces 

ions (-80 à -90 mV). Lorsque la fibre cardiaque est stimulée, la membrane se dépolarise (variation du 

potentiel vers des valeurs moins négatives) jusqu’à atteindre une valeur de potentiel seuil, provoquant 

la genèse d’un potentiel d’action (PA). Ce PA résulte de l’apparition séquentielle de différents courants 

ioniques, portés par des canaux ioniques sensibles au potentiel membranaire, appelés canaux 

dépendants du potentiel (Figure 1). On distingue les courants dépolarisants qui correspondent à une 

entrée de cations (Na+ ou Ca2+) ou une sortie de Cl-, des courants repolarisants générés par une sortie de 

cations (K+) ou une entrée de Cl-. Le PA va se propager tout au long du muscle cardiaque (myocarde) 

sous la forme d’une onde électrique et, grâce aux phénomènes de couplage excitation-contraction, 

provoquer la contraction du myocarde. Cette onde permet ainsi au cœur d’assurer sa fonction 

primordiale de pompe, délivrant le sang dans tout l’organisme. 
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Figure 1 : Représentation schématique du potentiel d’action cardiaque et des différents courants ioniques 
impliqués. 
Les courants dépolarisants sont représentés en rouge, et les courants repolarisants en bleu. 

  

Les canaux ioniques cardiaques sont généralement des complexes multi-protéiques composés 

d’une ou plusieurs sous-unités canalaires, souvent appelées sous-unités  qui constituent le pore, et de 

sous-unités auxiliaires ou régulatrices, souvent appelées sous-unités . Ces protéines partenaires jouent 

un rôle essentiel dans la régulation de la stabilité du canal, de sa localisation subcellulaire, de son 

adressage à la surface cellulaire ou encore de ses propriétés biophysiques (Nerbonne and Kass, 2005). 

En plus des protéines partenaires, l’activité des canaux ioniques cardiaques est modulée par des 

modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation(Herren et al., 2013; Martens et al., 

1999; Rook et al., 2011; van der Heyden et al., 2005), mais aussi par les lipides membranaires(Levitan et 

al., 2010; Logothetis et al., 2010; Poveda et al., 2014). Ces modulations d’expression ou d’activité 

participent à divers aspects de la physiologie cardiaque mais peuvent aussi contribuer au 

développement de pathologies que l’on regroupe sous le terme de canalopathies. Les canalopathies 

cardiaques, responsables de troubles du rythme cardiaque, peuvent être acquises ou héréditaires via 

des mutations dans les gènes codant pour les sous-unités  ou  des canaux (Abriel and 

Zaklyazminskaya, 2013). Une meilleure compréhension des mécanismes de régulation des canaux 

ioniques cardiaques est une étape indispensable pour le développement de nouvelles approches 

thérapeutiques contre les canalopathies cardiaques. 

Dans ce contexte, mon travail de thèse a consisté à étudier les mécanismes de régulation 

physiologiques et pathologiques des canaux ioniques cardiaques dépendants du potentiel KCNQ1 et 

Nav1.5. 

Pour que le lecteur dispose de l’état actuel des connaissances sur les mécanismes de régulation 

des canaux ioniques cardiaques KCNQ1 et Nav1.5, cette introduction est composée de deux parties. 

Dans un premier temps, le rôle physiologique du canal KCNQ1, ses mécanismes de régulation ainsi que 
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son implication dans les troubles du rythme cardiaque vont être présentés. Puis, les mécanismes de 

régulation du canal Nav1.5 par ses protéines partenaires et sa phosphorylation seront présentés dans 

les contextes physiologique et pathologique. 

  

I. Le canal potassique cardiaque dépendant du potentiel KCNQ1 

I.1. Implication physiologique du canal KCNQ1 

I.1.1. Structure 

KCNQ1 (aussi appelé KvLQT1 et plus récemment Kv7.1) est la sous-unité  d’un canal potassique 

dépendant du potentiel exprimée dans de nombreux types cellulaires et qui est impliquée dans de 

nombreux processus : la signalisation électrique dans le cerveau et les muscles, la synthèse hormonale, 

la sécrétion d’acide gastrique, d’ions, de glucose ou encore le contrôle du volume cellulaire (Abbott, 

2014). Comme tous les canaux potassiques dépendants du potentiel (ou Kv), KCNQ1 n’est fonctionnel 

que sous la forme d’un tétramère formé par l’association de 4 sous-unités α (Long et al., 2005a; Smith 

et al., 2007). Chacune de ses sous-unités est formée de 6 segments transmembranaires (S1 à S6) qui 

peuvent être divisés en deux parties fonctionnelles distinctes: un domaine « voltage-sensor » composé 

des segments S1 à S4, et un domaine pore constitué des segments S5 et S6 (Figure 2). Le domaine 

voltage-sensor contrôle l’ouverture et la fermeture du pore dépendante du potentiel, et le domaine 

pore constitue à la fois la région de sélectivité et de conduction des ions. Les fragments N- et C-

terminaux sont intracellulaires, des boucles extra ou intracellulaires relient les segments, et la boucle 

S5-S6forme le filtre de sélectivité du pore du canal.  

 
Figure 2 : Structure schématique d’une sous-unité  du canal KCNQ1 

  

Les études réalisées sur la partie N-terminale du canal s’accordent pour dire que cette extrémité 

semble jouer un rôle unique dans la localisation du canal à la membrane (Dahimène et al., 2006; 

Jespersen et al., 2004). En revanche, la structure et le rôle du domaine C-terminal (en anglais : CTD pour 
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C-terminal domain) du canal KCNQ1 sont plus complexes. En effet, le CTD du canal KCNQ1 est un long 

fragment de 300 acides aminés qui représente environ 50% de la sous-unité 

intracellulaire peut être divisé en deux moitiés, une partie proximale contenant les hélices A (résidus 

370 à 386) et B (résidus à 504 à 531), et une partie distale contenant les hélices C (résidus à 538 à 562) 

et D (résidus à 587 à 620) (Wiener et al., 2008). La partie proximale est le site de fixation pour la 

calmoduline (CaM) qui est connue pour moduler les propriétés biophysiques du canal KCNQ1, son 

repliement conformationnel, et son trafic membranaire (Ghosh et al., 2006; Shamgar et al., 2006). La 

partie distale contient un site de fixation pour une autre protéine régulatrice du canal, la protéine 

yotiao qui joue un rôle majeur dans la régulation -adrénergique de l’activité du canal (Marx et al., 

2002). De plus, cette partie distale intervient dans le trafic du canal à la membrane (Kanki et al., 2004). 

La détermination de la structure cristallographique du CTD du canal KCNQ1 a permis de montrer que 

cette région du canal régule l’oligomérisation des sous-unités  (Howard et al., 2007; Wiener et al., 

2008)

permise grâce aux hélices C et D qui s’associent de manière hiérarchisée: les hélices C se dimérisent, 

puis ces dimères s’associent entre eux pour former des dimères de dimères, et la tétramérisation des 

hélices D permet de stabiliser l’oligomérisation du canal (Wiener et al., 2008).  

  

I.1.2. Courant potassique cardiaque IKs 

Dans le cœur humain, KCNQ1 en association avec sa sous-unité  régulatrice KCNE1 est 

responsable du courant IKs, composante lente du courant rectifiant retardé (Barhanin et al., 1996; 

Sanguinetti et al., 1996). IKr, la composante rapide de la phase de repolarisation du PA cardiaque est 

générée par le canal potassique cardiaque hERG (Figure 1). Ces deux courants potassiques IKs et IKr 

jouent un rôle majeur dans la modulation de la durée du PA (en anglais : APD pour Action Potential 

Duration)(Heath and Terrar, 1996; Sanguinetti and Jurkiewicz, 1990). Alors que le rôle de IKr est 

clairement démontré dans des conditions physiologiques normales, la contribution de IKs dans l’APD 

semble faible (Jost, 2005; Silva and Rudy, 2005). En effet, des études menées sur différents modèles 

animaux et sur des cardiomyocytes humains ont montré que l’utilisation de bloqueurs spécifiques du 

canal KCNQ1, malgré une inhibition du courant IKs, affecte peu la durée du PA ventriculaire (Jost, 2005; 

Lengyel et al., 2001; Varro et al., 2000). En revanche, lorsque la stimulation par le système nerveux 

sympathique est augmentée, ou lorsque la repolarisation du PA est excessivement ralentie par une 

augmentation des courants dépolarisants (INa ou ICa) ou une diminution des courants repolarisants (IKr ou 

IK1), la contribution de IKs dans la repolarisation cardiaque est accrue. Ainsi, lorsque IKr est inhibé par des 

agents pharmacologiques, IKs joue un rôle majeur dans la limitation d’un allongement excessif de la 

durée du PA(Jost, 2005; Varro et al., 2000; Silva and Rudy, 2005). Enfin, il a été démontré que lorsque le 
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courant IKr est bloqué, il existe une relation inverse entre la durée du PA et la fréquence de stimulation 

des cardiomyocytes (Jost, 2005; Jurkiewicz and Sanguinetti, 1993; Silva and Rudy, 2005). Cette relation 

s’explique par une augmentation de la « réserve de repolarisation » porté par le courant IKs, due à une 

activation plus rapide du canal KCNQ1 à des fréquences de stimulation élevées (Silva and Rudy, 2005). 

  

I.2. Modulation de l’activité du canal KCNQ1 par le potentiel membranaire 

Le canal potassique cardiaque KCNQ1 appartient à la famille des canaux dépendants du potentiel, 

cela implique que son fonctionnement est étroitement lié aux variations de potentiel membranaire. A 

l’heure actuelle, nous manquons d’éléments pour comprendre en détail les mécanismes moléculaires 

responsables de la modulation de l’activité du canal KCNQ1 par le potentiel. C’est pourquoi cette partie 

va présenter les mécanismes connus pour KCNQ1, et pour les canaux dépendants du potentiel d’une 

manière générale, qui permettent son ouverture suite à un changement dans l’environnement 

électrique.  

 

I.2.1. Mouvement du voltage-sensor des canaux dépendants du potentiel 

La capacité d’un canal à ressentir les variations de potentiel membranaire est permise grâce au 

domaine voltage-sensor (S1-S4), et notamment grâce au segment S4. En effet, ce segment possède tous 

les trois acides aminés des résidus chargés positivement (arginine, R et lysine, K) qui vont se déplacer au 

sein de la membrane plasmique en réponse aux variations de potentiel. Le mouvement du S4 va induire 

des changements conformationnels du canal, permettant son ouverture ou sa fermeture selon le 

potentiel. De nombreuses études se sont intéressées à la nature du mouvement de ce segment S4, 

conduisant à la description de 3 modèles distincts. 

Le modèle à vice hélicoïdale est le plus ancien, initialement décrit pour les canaux sodiques (Guy 

and Seetharamulu, 1986), il a ensuite été proposé pour les canaux potassiques (Durell and Guy, 1992). 

Basé sur une approche de modélisation, ce modèle décrit un mouvement du segment S4 à la fois de 

rotation autour de son axe et de translation (Figure 3). Différentes études ont alors décrit que suite à 

une dépolarisation, le segment S4 effectue une rotation de 180° simultanément à un déplacement de 

13,5 Å vers la surface extracellulaire de la membrane plasmique(Durell et al., 1998; Gandhi and Isacoff, 

2002; Keynes and Elinder, 1999). 

Le modèle de transporteur, contrairement au précédent, décrit un déplacement du S4 plus restreint, de 

2-4 Å (Cha et al., 1999; Chanda et al., 2005; Glauner et al., 1999; Posson et al., 2005). Dans ce modèle, 

le transfert de charges s’effectue principalement grâce à la rotation du segment S4 permettant aux 
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résidus chargés positivement de passer d’une crevasse en contact avec le milieu intracellulaire à une 

crevasse en contact avec le milieu extracellulaire (Figure 3). 

Plus récemment, le modèle du « voltage-sensor paddle » fut suggéré, grâce à une approche de 

cristallographie sur un canal potassique bactérien, KvAP (Jiang et al., 2003). Ce modèle suggère que suite 

à une dépolarisation, le « voltage-sensor paddle », composé d’une partie du segment S3 (hélice S3b) et 

du segment S4, se déplace à travers la membrane plasmique de 15-20 Å (Figure3 ; Jiang et al., 2003; 

Ruta et al., 2005). Cependant, ce modèle suggérant un déplacement plus important du S4 par rapport 

aux deux autres modèles est discutable en raison d’une structure non-native du canal KvAP dans cette 

étude cristallographique. En effet, il a été suggéré par la suite que la conformation non-native de KvAP 

était principalement due à l’absence de lipides membranaires dans les conditions de cristallisation (Lee 

et al., 2005). 

 
Figure 3 : Représentation schématique des trois modèles de mouvement du voltage-sensor. 
Les charges positives du S4 sont représentées en bleu. Les charges positives et négatives du milieu extracellulaire 
(Ext) et du milieu intracellulaire (Int) représentent le potentiel membranaire après une dépolarisation (Dépol) ou 
une repolarisation (Repol). 

  

Les différences d’amplitudes du mouvement du S4 observées dans ces trois modèles peuvent 

s’expliquer par la variabilité des techniques utilisées. En effet, certaines techniques comme le FRET vont 

sous-estimer son mouvement en ne révélant que des conformations rares où les fluorophores donneur 

et accepteur sont très proches. A l’inverse, des techniques comme le « cross-linking » et le ciblage par la 

biotine vont surestimer son mouvement en stabilisant de façon covalente des conformations rares et 

extrêmes où les cystéines substituées à des acides aminés du voltage-sensor sont accessibles du côté 

intra ou extracellulaire (Tombola et al., 2006). 

  

I.2.2. Couplage entre le voltage-sensor et l’ouverture du canal 

Le mouvement du S4, dépendant du potentiel, permet donc au domaine voltage-sensor de 

détecter des variations du potentiel membranaire. Les déplacements du S4 dans la membrane vont 

induire des modifications conformationnelles qui sont à l’origine de l’ouverture-fermeture du canal. De 

nombreuses études se sont intéressées aux bases moléculaires responsables de ce transfert du 
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mouvement du S4 en ouverture-fermeture du pore. L’interaction entre la boucle S4-S5 (appelée B4-5) 

et de la partie C-terminale du segment S6 (appelée TS6) semble être au centre de ces mécanismes. 

Le modèle de levier mécanique repose sur un couplage physique entre les voltage-sensors S4 et 

le pore d’un canal ionique dépendant du potentiel. Dans ce modèle, aux potentiels repolarisant où le 

canal est fermé, les B4-5 vont pousser les TS6 provoquant une constriction du pore (Figure 4). Ce 

modèle fut initialement proposé à partir d’un travail portant sur une chimère dans laquelle le domaine 

pore du canal potassique de drosophile, Shaker, a été remplacé par celui d’un canal potassique 

bactérien KcsA (Lu et al., 2002; 2001). La fermeture incomplète de cette chimère a permis aux auteurs 

de suggérer qu’il existe une interaction entre les  4-5 et les TS6 à l’état fermé. Ce modèle est cohérent 

avec l’étude structurale portant sur un homologue de Shaker, le canal Kv1.2 (Long et al., 2005a). Dans 

cette étude, les auteurs suggèrent, grâce à une approche de modélisation par homologie, que même à 

l’état fermé  4-5 interagit toujours avec TS6. On peut penser que , comme la structure du canal KvAP 

utilisé dans le modèle de « voltage-sensor paddle » pour décrire le mouvement du S4 (voir plus haut), la 

structure cristallographique de Kv1.2 correspond à une conformation non-native. En effet, cette 

structure montre une position du S4 par rapport au pore qui est incompatible avec la proximité entre le 

premier résidu arginine du S4 (R249) et le résidu A351 du pore (Lewis et al., 2008). Cette proximité avait 

été démontrée par la création de ponts métalliques en présence de Zn2+ ou de Cd2+ entre ces résidus 

R249 et A351 une fois mutés en histidines (Lewis et al., 2008). Toutefois, cette approche est discutable 

car l’introduction de site de fixation d’ion métallique pourrait également entrainer le canal à une 

conformation non-native. Enfin, ce modèle d’interaction entre  4-5 et TS6 dans les états fermé et 

ouvert a été renforcé par d’autres études fonctionnelles portant sur Shaker. L’une d’entre elle a montré 

que des mutations dans  4-5 ou TS6 modifient le mouvement des charges positives du S4 lorsqu’il passe 

de l’état activé à l’état de repos, mais également que l’interaction entre  4-5 et TS6 maintient les S4 en 

position activée et stabilise ainsi l’état ouvert du canal (Batulan et al., 2010). Le même groupe a identifié 

par la suite d’autres mutations dans  4-5 et TS6 qui provoquent un découplage entre le mouvement du 

S4 et l’ouverture du pore (Haddad and Blunck, 2011). En effet, ils ont observés que ces mutations qui 

provoquent une perte de fonction sur l’ouverture du pore, sont responsables d’un gain de fonction dans 

l’activation des S4 sur ces canaux mutés, suggérant un déplacement facilité des S4 lorsque l’influence 

mécanique du domaine pore sur le domaine voltage-sensor est abolie.  
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Figure 4 : Modèle de levier mécanique. 
Ce modèle propose une interaction forte et permanente entre la boucle S4-S5 ( 4-5) et la partie C-terminale de S6 
(TS6) comme étant à la base du couplage entre le mouvement du segment voltage-sensor S4 et l’ouverture du 
pore. D’après Choveau et al., 2012. 

  

Ces dernières études sont particulièrement cohérentes avec le modèle de levier mécanique dans 

lequel il existe une interaction forte et permanente entre B4-5 et TS6 qui permet de faire le lien entre le 

mouvement du S4 et l’ouverture-fermeture de la porte d’activation (Long et al., 2005b). Cependant, 

comme nous allons le voir dans la suite de cette partie, des études réalisées sur d’autres canaux 

dépendants du potentiel ont suggéré un modèle d’interaction labile selon lequel l’interaction entre  4-5 

et TS6 n’intervient que pour la stabilisation de l’état ouvert ou de l’état fermé du canal.  

Une étude réalisée sur le canal potassique hERG a révélé que forcer l’interaction entre les régions 

B4-5 et TS6 stabilise le canal à l’état fermé (Ferrer et al., 2006). Une interprétation possible serait que 

B4-5 agirait comme un ligand dépendant du potentiel capable de s’associer à TS6, son récepteur, pour 

stabiliser le canal à l’état fermé. A l’inverse, lors d’une dépolarisation membranaire, le segment S4 en se 

déplaçant vers l’espace extracellulaire tire  4-5 qui ne peut plus interagir avec la partie C-terminale du 

segment S6, son récepteur, provoquant l’ouverture du canal (Figure 5). Pour tester cette hypothèse, un 

travail récent a consisté à utiliser des peptides mimétiques de B4-5, assimilés au ligand, et TS6, assimilés 

au récepteur, sur le canal KCNQ1 (Choveau et al., 2010). Dans cette étude, il a été observé que la co-

expression du canal et du peptide ligand B4-5 provoque une diminution de l’amplitude du courant IKs, 

suggérant une stabilisation de l’état fermé du canal (Figure 6B). A l’inverse, le peptide récepteur TS6 

provoque un gain de fonction sur l’activité du canal en entrant en compétition avec les TS6 endogènes, 

diminuant ainsi l’inhibition provoquée par l’interaction endogène  4-5/TS6 (Figure 6C). Des approches 

de mutagénèse du canal et de mutagénèse compensatoire sur les peptides ligands B4-5 et récepteurs 

TS6 ont permis de valider la spécificité de l’interaction  4-5/TS6 endogène du canal dans la stabilisation 

du pore à l’état fermé.  
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De façon cohérente avec ce modèle de ligand-récepteur, la proximité à l’état fermé de  4-5 et TS6 a été 

démontrée sur le canal potassique cardiaque hERG, grâce à une approche de mutagénèse dirigée 

(Tristani-Firouzi et al., 2002). De plus, dans l’étude sur hERG énoncée précédemment, la formation d’un 

pont disulfure, par introduction de cystéines dans ces régions B4-5 et TS6 est favorisée pour des 

potentiels de repos négatifs, c’est-à-dire quand le canal se ferme (Ferrer et al., 2006). Ces études sur le 

canal hERG montrant une interaction entre les B4-5 et TS6 à l’état fermé valident alors le modèle ligand-

récepteur proposé pour le canal KCNQ1 (Figure 5).  

 
Figure 5 : Modèle de ligand-récepteur 
Ce modèle propose une interaction labile et spécifique entre la boucle S4-S5 (B4-5) et la partie C-terminale de S6 
(TS6), stabilisant la fermeture de la porte d’activation. D’après Choveau et al., 2012. 

 

 
Figure 6 : Modulation de l’activité de KCNQ1 par des peptides exogènes B4-5 et TS6 selon le modèle ligand-
récepteur. 
B4-5 : boucle S4-S5. TS6 : partie C-terminale du S6. 

 

Toutefois, des études réalisées sur les canaux KAT1 et HCN, suggèrent un modèle plus complexe 

dans ce couplage entre le domaine voltage-sensor et le domaine pore. En effet, Grabe et ses 

collaborateurs ont montré, grâce à une approche de modélisation par homologie, que la répulsion 
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électrostatique entre B4-5 (R190 et R197) et TS6 (R307 et R310) stabilise le canal à l’état fermé, alors 

que son ouverture se produit lorsque B4-5 tourne autour d’elle-même permettant une interaction entre 

D188 dans B4-5 et R307, R310 dans TS6 (Grabe et al., 2007). L’idée d’une interaction différente entre 

B4-5 et TS6 à l’état ouvert et à l’état fermé a été suggérée sur un autre canal, le canal HCN, dans lequel 

des interactions spécifiques entre B4-5 et TS6 ont été observées dans la stabilisation du canal à l’état 

fermé (Chen et al., 2001) mais également à l’état ouvert (Prole and Yellen, 2006). La complexité du 

modèle sur les canaux HCN a été confirmée dans une étude plus récente où des interactions impliquant 

des résidus différents de  4-5 en fonction de l’état ouvert ou fermé du canal ont été observées (Kwan 

et al., 2012). Une étude publiée la même année a révélé que ce modèle plus complexe pouvait être 

appliqué sur le canal hERG (Ng et al., 2012). Ils ont ainsi montré que certains résidus de B4-5 sont 

impliqués dans la stabilisation des états fermés, comme précédemment décrit(Ferrer et al., 2006; 

Tristani-Firouzi et al., 2002), ou ouvert du canal, tandis que d’autres sont plutôt impliqués dans des 

interactions stabilisant des états intermédiaires ou des états de transition très complexes. 

Finalement, ce troisième modèle pourrait constituer un modèle consensuel conciliant les modèles 

de levier mécanique et d’interaction ligand-récepteur. En effet, le travail de Ng et de ses collaborateurs 

suggère que B4-5 interagit avec TS6 pour stabiliser différents états des canaux hERG, tout comme le 

modèle de levier mécanique où l’interaction est permanente quel que soit l’état du canal. De plus, grâce 

à une approche de mutagénèse par « alanine-scanning », les auteurs ont montré que ces interactions 

sont faibles et impliquent différents résidus bien précis de B4-5 en fonction de l’état du canal, tout 

comme le modèle d’interaction labile.  

Pour résumer, nous venons de voir le rôle de la boucle B4-5 des canaux dépendants du potentiel 

d’une manière générale, mais également de KCNQ1, dans la médiation entre le module voltage-sensor 

et le module pore. Cependant, il ne faut pas oublier que des acteurs extrinsèques aux canaux peuvent 

aussi participer à cette modulation, telles que des protéines partenaires ou des lipides membranaires. 

  

I.3. Modulation de l’activité du canal KCNQ1 par des régulateurs 

membranaires 

I.3.1. La sous-unité accessoire KCNE1 

La sous-unité  KCNQ1 lorsqu’elle est exprimée seule produit un courant potassique, cependant 

la co-expression de KCNQ1 avec la sous-unité KCNE1 est nécessaire pour récapituler le courant 

potassique retardé cardiaque IKs (Barhanin et al., 1996; Sanguinetti et al., 1996). En effet, KCNE1 modifie 

profondément les propriétés biophysiques de KCNQ1 puisqu’elle ralentit les cinétiques d’activation et 
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de déactivation, décale la dépendance au potentiel de l’activation vers les potentiels plus dépolarisés, 

supprime l’inactivation et augmente l’amplitude du courant.  ien que les études s’accordent pour les 

effets de KCNE1 sur les propriétés du canal KCNQ1, la compréhension des mécanismes moléculaires 

sous-jacents, ainsi que la détermination de la stœchiométrie du complexe KCNQ1-KCNE1 a fait l’objet 

de nombreuses controverses.  

 

I.3.1.1. Controverse sur la stœchiométrie KCNQ1/KCNE1 

Initialement, des travaux principalement basés sur des mesures du courant macroscopique ont 

révélé une stœchiométrie de 4:2 entre KCNQ1 et KCNE1(Chen et al., 2003; Wang and Goldstein, 1995). 

Une étude ultérieure a validé cette hypothèse grâce à une approche qui teste combien de 

charybdotoxines couplées à un groupement thiol capable de créer un pont disulfure, peuvent se fixer 

sur une cystéine introduite en position 14 de KCNE1 (Morin and Kobertz, 2008). Mais cette 

stœchiométrie a par la suite été remise en question par le laboratoire d’Ehud Isacoff en utilisant une 

approche de dénombrement des sous-unités par une technique d’imagerie sur cellule unique, révélant 

une stœchiométrie variant de une à quatre sous-unités  dans le complexe KCNQ1-KCNE1 (Nakajo et al., 

2010). Leur travail suggère que le courant IKs correspond à un mélange de plusieurs stœchiométries de 

KCNQ1-KCNE1, remettant ainsi en question les études précédentes qui ont utilisées comme approche la 

mesure du courant macroscopique (Chen et al., 2003; Wang and Goldstein, 1995). Cependant, une 

étude récente utilisant la même approche a remis en avant l’hypothèse de la présence de deux sous-

unités KCNE1 dans le complexe canalaire (Plant et al., 2014). Ce travail a été réalisé sur des cellules CHO 

qui, contrairement à l’étude précédente réalisée dans des ovocytes de xénopes (Nakajo et al., 2010), 

n’expriment pas de façon endogène les sous-unités KCNQ1 et KCNE1. De plus, pour limiter la mobilité 

des sous-unités marquées par les fluorophores, Nakajo et ses collaborateurs avaient fait le choix 

d’ajouter à KCNQ1 et KCNE1 un motif permettant une interaction avec la protéine membranaire PSD-

95, surexprimée dans leur modèle. Cependant, cette approche peut entrainer une agrégation non-

native des sous-unités KCNQ1 et KCNE1. Plant et ses collaborateurs ont quant à eux choisi de travailler 

dans des CHO à température ambiante afin de diminuer la fluidité membranaire et la mobilité des sous-

unités KCNQ1 et KCNE1 (Plant et al., 2014). Toutefois l’ensemble de ces études a été réalisé dans des 

systèmes d’expression hétérologues qui ne miment que partiellement la physiologie des 

cardiomyocytes humains, ce qui peut expliquer la variabilité des résultats obtenus selon le modèle 

utilisé ou encore la quantité de sous-unités exprimées. Pour pallier à cette limite, l’utilisation des 

cardiomyocytes dérivés de cellules souches pluripotentes induites humaines (hiPSC-CM) semble être 

une bonne alternative pour déterminer la réalité de la stœchiométrie du complexe KCNQ1-KCNE1 

humain. 
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Cette sous-unité KCNE1 est le premier membre identifié de la famille des petites sous-unités 

régulatrices KCNE. Les quatre sous-unités KCNE2-5 sont également capables de s’assembler avec la 

sous-unité α KCNQ1, et induisent des changements de l’amplitude et des propriétés biophysiques de ce 

canal. Il a notamment été suggéré que des mutations dans KCNE2 et KCNE5 seraient impliquées dans 

une canalopathie cardiaque, la fibrillation auriculaire (FA), responsable d’un gain-de-fonction du 

courant IKs(Ravn et al., 2008; Yang et al., 2004). La co-expression de KCNQ1 avec KCNE3, de même 

qu’avec KCNE2, est responsable d’un courant constitutivement actif mais d’amplitude plus élevé qu’en 

présence de KCNE2 (Jespersen et al., 2004). Enfin, KCNE4 et KCNE5 provoquent une perte de fonction 

de l’activation de KCNQ1 qui se traduit par un grand décalage de la courbe d’activation du canal vers les 

potentiels plus positifs (Bendahhou et al., 2005). Ainsi, il apparaît nécessaire de comprendre les 

mécanismes moléculaires de la régulation de KCNQ1 par les sous-unités KCNE, car une meilleure 

compréhension de ces mécanismes est une étape qui pourrait se révéler utile pour le développement 

de nouvelles approches thérapeutiques contre les canalopathies. Cela est d’autant plus vrai qu’il a été 

démontré que ces sous-unités  peuvent modifier la réponse du canal KCNQ1 aux traitements 

pharmacologiques (Panaghie and Abbott, 2006). Dans ce contexte, les parties qui vont suivre présentent 

les mécanismes moléculaires connus, à l’heure actuelle, et qui sont responsables de la modulation des 

propriétés du canal KCNQ1 par la sous-unité KCNE1, isoforme principale du cœur. 

  

I.3.1.2. Effets de KCNE1 sur les propriétés biophysiques de KCNQ1 

Tout comme l’identification de la stœchiométrie du complexe KCNQ1-KCNE1, la compréhension 

des mécanismes à l’origine d’un ralentissement de l’activation du canal KCNQ1 par KCNE1 fut soumise à 

controverse : est-ce que KCNE1 ralentit le mouvement du voltage-sensor, l’ouverture du pore, ou bien 

les deux ?  

Tout d’abord, deux études ayant utilisé la technique d’accessibilité de cystéines introduites dans 

le S4 aux réactifs méthanethiosulfonates (MTS) ont suggéré des effets différents de KCNE1. Une 

première a montré que KCNE1 provoque un ralentissement dans le mouvement du S4 (Nakajo and 

Kubo, 2007), tandis que l’autre suggère un ralentissement de l’ouverture du pore (Rocheleau and 

Kobertz, 2008). Le MTS est un réactif incapable de franchir la membrane plasmique, qui se fixe 

spécifiquement sur des groupements sulfhydriles des cystéines (Akabas et al., 1992). Dans ces 

expériences les auteurs ont étudié les effets du MTSET+ ou MTSES- (MTS éthyltrimethylammonium ou 

MTS éthylsulfonate) sur l’activité du canal dans lequel un résidu du S4 a été préalablement muté en 

cystéine. La position du résidu est choisie de telle façon que la cystéine est uniquement accessible au 

MTS lorsque le S4 est activé. La fixation du MTS est donc un reporteur de l’état activé du S4. La 
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première étude a suggéré que le ralentissement de la fixation du MTS en présence de KCNE1 reflète un 

ralentissement de la vitesse de déplacement du S4 (Nakajo and Kubo, 2007). Cependant, Rocheleau et 

Kobertz ont montré que ce ralentissement de la fixation du MTS n’implique pas forcément un 

ralentissement des voltage-sensors, mais par exemple un accès restreint de la cystéine au MTS (suite à 

un changement de conformation du pore, par exemple) alors que les voltage-sensors sont déjà activés. 

En effet, des dépolarisations suffisamment courte pour que les S4 ne soient pas accessibles si leur 

mouvement était effectivement ralenti sont en effet suffisantes pour observer la fixation des MTS 

(Rocheleau and Kobertz, 2008).  

Plus récemment, des travaux basés sur l’approche de fluorimétrie à potentiel imposé se sont également 

intéressé à cette question (Osteen et al., 2010; 2012). Cette technique consiste à mesurer des variations 

de fluorescence d’un fluorophore attaché au niveau extracellulaire du S4, dont l’intensité de 

fluorescence varie en fonction de l’hydrophobicité de son environnement, reflétant ainsi le mouvement 

du S4. Dans leurs travaux, Osteen et ses collaborateurs ont montré que le mouvement d’un seul S4 est 

suffisant pour ouvrir le canal KCNQ1 lorsqu’il est exprimé seul (Osteen et al., 2012), alors que KCNE1, en 

plus de ralentir le mouvement des S4, impose la nécessité du déplacement de plusieurs S4 avant 

l’ouverture du canal (Osteen et al., 2010; 2012). En effet, contrairement aux mesures effectuées sur 

KCNQ1 seul, en présence de KCNE1 les cinétiques et dépendancesau potentiel du mouvement des S4 et 

de l’ouverture du pore sont différentes (Osteen et al., 2010). Cette approche de fluorimétrie à potentiel 

imposé a alors suggéré que KCNE1 affecte à la fois le mouvement du voltage-sensor et le couplage entre 

le voltage-sensor et l’ouverture du canal. Ces résultats ont cependant été remis en question par un 

travail publié l’année dernière dans lequel les auteurs, à l’inverse des études d’Osteen et de ses 

collaborateurs, ont effectués les mesures de fluorescence du déplacement des S4 et de courant ionique 

sur les mêmes cellules afin de s’affranchir de la variabilité de mesure inter-cellules (Ruscic et al., 2013). 

Ils ont alors observés une dépendance au potentiel identique entre le mouvement des S4 et l’ouverture 

du pore en présence de KCNE1, concluant à un effet unique de KCNE1 sur la cinétique de déplacement 

du « voltage-sensor » (Ruscic et al., 2013). Cependant, une des limites de la fluorimétrie à potentiel 

imposé utilisée dans ces différentes études est qu’il est difficile d’affirmer si un changement 

conformationnel détecté par cette approche est lié au déplacement des S4, ou bien si la variation de 

fluorescence est causée par des changements conformationnels qui ne contribuent pas au processus 

d’activation du canal. 

Ainsi, la compréhension des mécanismes moléculaires à l’origine du ralentissement de la cinétique 

d’activation du courant potassique issu de KCNQ1 en présence de KCNE1 reste encore sujette à de 

nombreux débats. Néanmoins, une étude très récente a validé l’hypothèse d’un effet double de cette 

sous-unité(Barro-Soria et al., 2014), tout en conciliant les résultats obtenus dans les différentes études 
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basées sur la fluorimétrie à potentiel imposé (Osteen et al., 2010; 2012; Ruscic et al., 2013). Cette étude 

a montré que la courbe de dépendance au potentiel de la fluorescence (F-V) présente deux 

composantes, une rapide et une plus lente. La première est associée à un mouvement rapide des S4 

pour des potentiels négatifs et représente la majorité du déplacement de charge des S4, et une 

composante plus lente correspondant à un second changement conformationnel des voltage-sensors à 

des potentiels positifs (Barro-Soria et al., 2014). A partir de leurs données expérimentales, les auteurs 

de cette étude ont établi un modèle dans lequel KCNE1 stabilise KCNQ1 dans un état fermé mais activé 

(C4, Figure 7), divisant l’activation du voltage-sensor en deux temps. Dans ce modèle, la composante 

rapide de la courbe F-V est associée à un mouvement indépendant des quatre S4 (transitions ), et la 

composante lente correspond à un mouvement supplémentaire et concerté de tous les S4 au moment 

de l’ouverture du pore (transition , Figure 7). Leurs résultats sont cohérents avec leur travail précédent 

puisqu’ils observent à nouveau une différence des cinétiques et des dépendancesau potentiel entre le 

mouvement des S4 et l’ouverture du pore en présence de KCNE1 (Osteen et al., 2010). De plus, les 

auteurs suggèrent que la différence avec les travaux de Ruscic et de ses collaborateurs peut s’expliquer 

par une différence de protocole utilisé. En effet, la composante rapide de la courbe F-V n’est visible que 

pour des potentiels de repos très négatifs, or Ruscic et ses collaborateurs ont effectué leurs mesures 

avec des potentiels de repos plus dépolarisés (-90 mV). Ainsi, les canaux sont déjà dans un état activé 

(C4), et le signal de fluorescence correspondra majoritairement à la composante lente du déplacement 

des S4 où leur dépendance au potentiel est identique à la dépendance au potentiel de l’ouverture du 

pore (Barro-Soria et al., 2014). Enfin, Ruscic et ses collaborateurs ont utilisé dans leur étude un 

fluorophore qui présente une fluorescence plus faible dans la première composante rapide de la courbe 

F-V (Barro-Soria et al., 2014).  

Ce modèle valide alors les résultats de nombreuses études qui ont observé un effet de KCNE1 sur la 

cinétique de déplacement des voltage-sensors de KCNQ1 (Nakajo and Kubo, 2007; Osteen et al., 2012; 

2010; Ruscic et al., 2013), tout en confirmant un ralentissement de l’ouverture du pore par KCNE1 

(Osteen et al., 2010; 2012; Rocheleau and Kobertz, 2008). A nouveau, ces données issues de l’approche 

de fluorimétrie à potentiel imposé sont à considérer avec prudence en raison des différentes origines de 

changement conformationnel qui pourraient expliquer les variations de fluorescence observées. 

En somme, il apparaît difficile de déterminer avec précision la conséquence du point de vue moléculaire 

sur les propriétés d’activation du canal KCNQ1 par sa sous-unité . Même si les techniques ont 

progressé, il semble indispensable d’utiliser l’approche de cristallographie pour capturer la structure du 

canal KCNQ1 dans ses différents états : au repos, activé(s) et ouvert. 
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Figure 7 : Représentation schématique du mécanisme d’ouverture du canal KCNQ1-KCNE1. 
Les 4 voltage-sensors sont marqués par un fluorophore (rouge). Les transitions de l’état de repos (C0) à l’état 
intermédiaire (C4) correspondent aux déplacements indépendants des quatre S4 qui augmentent l’émission de 
fluorescence. La dernière transition de l’état intermédiaire C4 à l’état ouvert du canal (O4) correspond à un 
mouvement concerté des S4 responsable d’une augmentation supplémentaire de l’émission de fluorescence. 
D’après Barro-Soria et al., 2014. 

 

Le décalage de la dépendance au potentiel vers des potentiels positifs de KCNQ1 en présence de 

KCNE1 est probablement lié à une interaction de KCNE1 avec les voltage-sensors. En effet, de 

nombreuses études ont montré que KCNE1 déstabilise les interactions qui existent entre des résidus du 

S4 et d’autres résidus acides du canal, modifiant ainsi la réponse du S4 aux variations de potentiel, 

responsable du décalage de la courbe d’activation du canal KCNQ1(Strutz-Seebohm et al., 2011; Wu et 

al., 2010b; 2010a). De plus, une étude utilisant une approche de « docking », basée sur la structure de 

KCNE1 et une modélisation par homologie de KCNQ1, a suggérée une proximité entre la partie C-

terminale de KCNE1 et la zone d’interface entre  4-5 et TS6, ce qui pourrait expliquer la modification de 

la dépendance au potentiel du canal par KCNE1 (Kang et al., 2008). Cependant, seule la détermination 

de la structure cristallographique de KCNQ1 associé à KCNE1 constituerait une preuve ultime d’une 

interaction entre ces deux protéines au niveau de ces régions.  

Le gain de fonction de KCNE1 sur la densité de courant potassique est lié à la fois à un effet sur les 

propriétés biophysiques du canal, ainsi qu’à un effet sur l’expression à la surface cellulaire du canal. En 

effet, des travaux ont montré que KCNE1 provoque une augmentation de trois à cinq fois de la 

conductance unitaire du canal KCNQ1(Sesti and Goldstein, 1998; Yang and Sigworth, 1998; Werry et al., 

2013), ainsi qu’une augmentation d’environ trois fois de la densité de canal exprimé à la membrane 

(Plant et al., 2014). 

Enfin, la suppression de l’inactivation de KCNQ1 par KCNE1 serait liée à une diminution des 

phénomènes de fluctuation du vestibule externe du pore et du filtre de sélectivité du canal (Gofman et 

al., 2012). En effet, dans ce travail basé sur l’approche de « docking », les auteurs ont suggéré que les 

déformations du filtre de sélectivité observées sur KCNQ1 sont semblables à celles impliquées dans 

l’inactivation du canal procaryote KcsA (Chakrapani et al., 2011). L’implication de cette région du canal 
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KCNQ1 dans l’inactivation avait déjà été suggérée dans des travaux portant sur une mutation de la 

phénylalanine en position 340, résidu interagissant avec la valine 310 contenue dans le filtre de 

sélectivité (Panaghie et al., 2008). Il avait été montré qu’en présence de KCNE1 la modification en 

tryptophane de ce résidu restaure l’inactivation du canal KCNQ1, suggérant une modulation de 

l’inactivation du canal par l’interaction entre le résidu F340 de KCNQ1 avec KCNE1.  

En somme, la régulation des propriétés biophysiques du canal KCNQ1 par sa sous-unité  KCNE1 

semble complexe et les déterminants moléculaires à l’origine de ces modulations font encore l’objet de 

nombreux débats. De plus, de nombreuses études ont montré que KCNE1 joue un rôle majeur dans la 

modulation de l’activité du canal KCNQ1 par ses différents régulateurs. C’est le cas par exemple de la 

régulation de KCNQ1 par le pH où une acidification des milieux extracellulaire et intracellulaire 

entrainent respectivement une diminution et une augmentation de l’amplitude du courant, effets qui 

sont annulés lorsque KCNQ1 est co-exprimé avec la sous-unité KCNE1 (Peretz et al., 2002; Unsöld et al., 

2000). Il a également été décrit que KCNE1 est impliquée dans la modulation de l’activité du canal 

KCNQ1 par des régulateurs tels que le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) ou encore la 

protéine kinase A (PKA). L’implication de KCNE1 dans ces régulations sera décrite dans les parties qui 

vont suivre. Il apparaît donc essentiel de déterminer la stœchiométrie exacte du complexe KCNQ1-

KCNE1 cardiaque endogène pour s’approcher au plus de la réalité physiologique lorsqu’on étudie les 

mécanismes de régulation de l’activité du courant IKs.  

  

I.3.2. L’environnement lipidique 

Le canal KCNQ1, comme tous les canaux ioniques dépendants du potentiel, est une protéine 

contenant des domaines transmembranaires pouvant se déplacer au sein de la membrane plasmique 

pour adopter différentes conformations associées à des états fonctionnels différents. C’est pourquoi 

cette bicouche lipidique jouerait également un rôle majeur dans la modulation de la structure et de la 

fonction du canal KCNQ1, et de tous les canaux ioniques. De plus en plus d’observations montrent que 

ces modulations de structure et d’activité des canaux passent par une interaction directe avec certains 

lipides. Cette partie va présenter les mécanismes de régulation du canal KCNQ1 par un des composants 

majeur de la membrane plasmique, le cholestérol, et par un phospholipide connu pour réguler une 

grande variété de canaux ioniques, le PIP2. 

 

I.3.2.1. Le PIP2 

LePIP2 est un phospholipide membranaire acide retrouvé essentiellement sur le feuillet interne 

de la membrane plasmique. Initialement, le PIP2 fut décrit comme le précurseur des seconds messagers 
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inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3) et le diacylglycerol (DAG) lorsqu’il est clivé par la phospholipase C (PLC) 

(Berridge, 1981). Ce n’est que plus tard que le PIP2 fut décrit comme une molécule de signalisation à 

part entière (pour revue voir Logothetis et al., 2010). En effet, tout comme pour une grande variété de 

transporteurs et de canaux ioniques(Gamper and Shapiro, 2007; Logothetis et al., 2010; Suh and Hille, 

2008), il a été démontré que le PIP2 est un cofacteur nécessaire pour le fonctionnement du canal KCNQ1 

(Loussouarn et al., 2003). Dans cette étude, il a été observé que le PIP2 augmente l’amplitude du 

courant potassique, ralentit la cinétique de déactivation, et décale la courbe d’activation vers les 

potentiels plus négatifs. Au vu de ces résultats, les auteurs ont suggéré que le PIP2 stabilise le canal à 

l’état ouvert, et ont alors proposé un modèle cinétique dans lequel seule l’étape finale, correspondant à 

une transition concertée des quatre sous-unités qui conduit à l’ouverture du canal, était affectée par le 

PIP2 (Figure 8). Dans ce modèle, au cours d’une dépolarisation membranaire, la vitesse de déplacement 

des S4 étant la transition limitante, la cinétique d’activation est indépendante du PIP2. A l’inverse, au 

cours d’une repolarisation, la transition de la fermeture concertée des quatre sous-unités du canal 

devient l’étape limitante, faisant de la cinétique de déactivation une étape dépendante de la quantité 

de PIP2. Rappelons que ce modèle est similaire à celui décrit précédemment pour le canal Kir6.2/SUR1 

(Enkvetchakul et al., 2000), suggérant des effets similaires du PIP2 sur les canaux potassiques à six et à 

deux domaines transmembranaires. De plus, de façon comparable avec de nombreux canaux 

potassiques à rectification entrante (Kir), ROMK, GIRK et IRK (Huang et al., 1998), une interaction 

directe du PIP2 avec un cluster de résidus basiques situé sur le domaine C-terminale (CTD) et proche du 

pore a récemment été montré sur le canal KCNQ1 (Thomas et al., 2011). Cette homologie entre les 

canaux Kir et KCNQ1 pourrait apporter des précisions sur les mécanismes de régulation du canal 

KCNQ1. En effet, des études cristallographiques récentes des canaux Kir ont permis d’éclaircir les 

mécanismes moléculaires responsables de leur régulation par le PIP2(Hansen et al., 2011; Whorton and 

MacKinnon, 2011). Dans la première étude, la structure du canal GIRK a révélé que le PIP2 se fixe à des 

résidus positifs situés à l’interface entre les domaines transmembranaires et le CTD. Les auteurs ont 

observé que cette fixation provoque des réarrangements de la porte d’activation située au niveau de 

ces domaines transmembranaires, et que cette étape semble être indispensable à l’ouverture du canal 

dépendante du GTP (Whorton and MacKinnon, 2011). Pour KCNQ1, la fixation du PIP2 au cluster de 

résidus positifs situés juste après le S6 (Thomas et al., 2011) pourrait expliquer la stabilisation de la 

porte d’activation du canal à l’état ouvert, comme précédemment suggéré par le modèle mathématique 

(Figure 8). La deuxième étude cristallographique a révélé que le PIP2 provoque l’ancrage de l’ensemble 

du domaine C-terminal aux domaines transmembranaires du canal Kir2.2, et l’ouverture consécutive de 

sa porte d’activation (Hansen et al., 2011). Ainsi, on peut imaginer une interaction similaire pour le 

canal KCNQ1 entre le CTD et la membrane plasmique, via le PIP2, permettant au CTD de se rapprocher 
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du pore afin de moduler son ouverture. Cette hypothèse est soutenue par des travaux précédents qui 

ont montré que la substitution d’arginines localisées au milieu de la partie distale du CTD de KCNQ1 

(R539 et R555) diminue la sensibilité du canal pour le PIP2(Park, 2005). Cependant, ces hypothèses ne 

pourront être validées que par l’obtention de la structure cristallographique du canal KCNQ1.  

 
Figure 8: Un modèle basé sur la stabilisation de l’état ouvert par le PIP2 qui récapitule les propriétés du courant 
KCNQ1-KCNE1. 
(A) Durant l’activation k’S4 est négligeable alors que kS4 = 3,56/s, et durant la déactivation k’S4 = 7,47/s alors que kS4 
est négligeable. Dans ce modèle, le PIP2 n’affecte que la transition de l’état fermé à l’état ouvert, quand les quatre 
S4 sont dans un état permissif (CS4 on). Ainsi, durant une diminution graduelle de la quantité de PIP2 (appelée 
« rundown »), seulement kPIP2 varie (k’ = 87,3/s). (B) Superposition des traces expérimentales et des traces 
simulées. En haut à gauche sont représentées les amplitudes du courant simulé et du courant mesuré en fonction 
du temps après l’obtention de la configuration « inside-out », responsable du rundown. (C) Les traces en (B) ont 
été normalisées pour pouvoir comparer les cinétiques d’activation et de déactivation entre les traces observées et 
les traces simulées. D’après Loussouarn et al., 2003. 

  

Une étude récente s’est intéressée aux effets du PIP2 sur le couplage entre le domaine voltage-

sensor et le domaine du pore du canal KCNQ1 (Zaydman et al., 2013). Dans cette étude, les auteurs ont 

utilisé la phosphatase de l’ascidie Ciona intestinalis (Ci-VSP) pour diminuer la quantité de PIP2 disponible 

pour le canal KCNQ1. Cette phosphatase possède un domaine voltage-sensor, rendant ainsi l’activité 

enzymatique dépendante du potentiel (Murata et al., 2005). L’approche de fluorimétrie à potentiel 

imposé a montré que la variation de quantité de PIP2 influence considérablement l’amplitude du 

courant ionique sans affecter la dépendance au potentiel du mouvement du voltage-sensor. Le PIP2 ne 

semble donc pas nécessaire à l’activation du S4. En revanche, les auteurs ont observé que le PIP2 

provoque un décalage de la courbe F-V vers les potentiels plus négatif du mutant L353K de KCNQ1. Ce 

mutant est connu pour découpler le domaine voltage-sensor et le domaine pore, rendant le pore 

constitutivement ouvert (Boulet et al., 2007). Il semblerait donc que le PIP2 permette de transférer le 

gain de fonction du domaine pore vers le domaine voltage-sensor. Les auteurs ont ensuite utilisé un 

modèle mathématique afin de valider leur hypothèse selon laquelle les effets du PIP2 sur KCNQ1 

impliquent une régulation directe du couplage entre les domaines voltage-sensor et les domaines du 
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pore, et sans effet direct sur les modules eux-mêmes. Enfin, le site de fixation du PIP2 sur B4-5 a pu être 

déterminé grâce à une approche de mutagénèse dirigée associée à des études fonctionnelles.  

Cependant, le fait que les auteurs n’observent pas d’effet d’une diminution de la quantité de PIP2 sur le 

mouvement de S4 est contradictoire avec leur hypothèse d’un rôle du PIP2 dans le couplage entre le 

domaine voltage-sensor et le domaine pore. En effet, si le PIP2 module le couplage entre ces deux 

domaines, une diminution du PIP2 devrait entraîner leur découplage et par conséquent, altérer le 

mouvement des S4. De plus, le modèle mathématique qui leur permet de valider leurs résultats est 

simple et ne comporte qu’un seul voltage-sensor. Pour justifier leur modèle, les auteurs se basent sur le 

modèle allostérique d’Osteen et al. ayant suggéré qu’un seul domaine voltage-sensor suffit pour ouvrir 

le canal (Osteen et al., 2012). Or, comme expliqué précédemment (voir le paragraphe intitulé « Effets de 

KCNE1 sur les propriétés biophysiques de KCNQ1 »), KCNE1 ralentit la cinétique d’activation du courant 

IKs en imposant notamment l’activation des quatre S4 avant l’ouverture du canal KCNQ1 (Osteen et al., 

2010; 2012). Ainsi leur modèle mathématique est inapproprié puisque leurs études fonctionnelles sont 

réalisées dans des ovocytes de xénopes qui expriment une forme endogène de KCNE1, capable de 

réguler l’activité de KCNQ1 (Anantharam et al., 2003).  

La contradiction qui existe entre le modèle de stabilisation du canal à l’état ouvert (Loussouarn et 

al., 2003) et ce modèle suggérant une régulation directe du couplage entre le domaine voltage-sensor 

et le domaine pore par le PIP2, pourrait s’expliquer par la différence d'approches expérimentales entre 

ces deux études. En effet, la première étude a utilisé la configuration inside-out (giant-patch) de la 

technique de patch clamp sur des cellules de mammifères (COS-7) et l’addition de PIP2 exogène 

directement sur la face interne de la membrane (Loussouarn et al., 2003). En revanche, la deuxième 

étude a utilisé la configuration cellule entière de la technique de double électrode sur des ovocytes de 

xénopes et une phosphatase dépendante du potentiel, la Ci-VSP, pour faire varier la quantité de PIP2 

disponible pour le canal (Zaydman et al., 2013). Ces deux hypothèses contradictoires révèlent un 

manque d’informations et une approche cristallographique du canal KCNQ1 en présence de PIP2, 

comme celles publiées récemment sur les canaux Kir (Hansen et al., 2011; Whorton and MacKinnon, 

2011), pourrait apporter des précisions quand aux mécanismes moléculaires à la base de la régulation 

du canal KCNQ1 par le PIP2. 

 

Couplage PIP2/KCNE1 

Comme écrit précédemment, la sous-unité KCNE1 a récemment été décrite comme modulateur 

de l’interaction entre le PIP2 et le canal KCNQ1 (Li et al., 2011). En étudiant la diminution graduelle du 

courant à travers KCNQ1-KCNE1 (rundown), causée par la réduction de la quantité de PIP2 

membranaire, les auteurs de cette étude ont montré que KCNE1 augmente la sensibilité du canal pour 
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le PIP2, lequel se fixe sur l’extrémité C-terminale de KCNQ1. De plus, l’étude structurale qui a suggéré 

une proximité de la partie C-terminale de KCNE1 avec la zone d’interface entre  4-5 et TS6 (Kang et al., 

2008), où des sites de fixation du PIP2 ont été identifiés (Park, 2005), suggère que le PIP2 et KCNE1 

modulent le courant potassique IKs via des interactions avec la même région de KCNQ1. Ainsi, le PIP2 

interagit avec des résidus du complexe KCNQ1-KCNE1, et KCNE1 régule sa capacité à moduler l’activité 

de KCNQ1 par des mécanismes qui restent à identifier, à nouveau par une approche cristallographique. 

 

I.3.2.2. Le cholestérol 

Le cholestérol est un des composants majeur de la membrane plasmique, il n’est donc pas 

surprenant que ce lipide soit impliqué dans la régulation de très nombreux canaux ioniques. Cependant, 

il apparaît clair aujourd’hui que l’impact du cholestérol sur la régulation des canaux ioniques est très 

hétérogène (Levitan et al., 2010). C’est ainsi que pour les canaux Kir, sur lesquels les effets du 

cholestérol ont été étudiés en détail, les variations de quantité de cholestérol membranaire ont des 

conséquences différentes en fonction de la famille de canal étudié. En effet, il a été observé qu’une 

diminution du cholestérol membranaire provoque une augmentation de l’activité des canaux Kir2 

(Romanenko et al., 2002; 2004), mais diminue l’activité d’autres Kir, tels que Kir3.4 (Deng et al., 2012). 

Encore plus surprenant, les effets du cholestérol sur l’activité d’un même canal peuvent être opposés 

selon le modèle utilisé, comme observé pour les canaux Kv1.3 (Bock et al., 2003; Hajdú et al., 2003) et 

Kv2.1(Gasque et al., 2005; Xia et al., 2004).  

Enfin, pour ajouter plus de complexité à ce système, les effets d’une diminution du niveau de 

cholestérol sur le canal KCNQ1 sont dépendants du traitement utilisé (Hihara et al., 2013; Taniguchi et 

al., 2012). Parmi ces traitements, les mécanismes à l’origine de la diminution du cholestérol par le 

probucol ainsi que les effets de cet anti-hyperlipidémique sur le métabolisme du cholestérol cellulaire 

restent mal connu. Un travail récent a montré que le traitement par le probucol des cellules CHO-K1 ne 

semble pas diminuer la quantité de cholestérol cellulaire, ni même la synthèse de cholestérol (Hihara et 

al., 2013). Ainsi, les effets du probucol sur la diminution de l’amplitude du courant IKs ne semblent pas 

être liés à des modifications du métabolisme du cholestérol. A l’inverse, les deux autres molécules 

testées dans cette étude, le triparanol et la simvastatine, diminuent la quantité de cholestérol, 

accélèrent la cinétique d’activation du courant IKs, et la simvastatine provoque en plus une diminution 

d’environ 25 % de la densité de courant (Hihara et al., 2013). Ces molécules sont toutes deux des 

inhibiteurs de la synthèse du cholestérol (Avigan et al., 1960; Goldstein and Brown, 1990), cependant, le 

fait qu’ils interviennent à des étapes différentes de cette synthèse pourrait expliquer la différence 

d’effet observée sur l’activité du canal KCNQ1. Néanmoins, la modulation de son activité par le 

triparanol et la simvastatine semble donc passer par une diminution de la quantité de cholestérol. Cette 



Introduction générale 

 
29 

hypothèse est supportée par de nombreuses études qui ont montré la présence des sous-unités KCNQ1 

et KCNE1 dans des rafts lipidiques(Balijepalli et al., 2007; Nakamura et al., 2007; Roura-Ferrer et al., 

2010), dont la stabilité dépend directement de la quantité de cholestérol (Balijepalli et al., 2007; 

Sánchez-Wandelmer et al., 2009). En somme, le cholestérol régule l’activité du canal potassique 

cardiaque KCNQ1 par des mécanismes moléculaires qui restent à déterminer. 

 

I.4. Modulation de l’activité du canal KCNQ1 par des régulateurs cytosoliques 

I.4.1. Régulation par le système nerveux 

La contribution du courant IKs dans la durée du PA ventriculaire cardiaque normale est faible (voir 

la partieI.1.2 et Jost, 2005; Lengyel et al., 2001; Varro et al., 2000). Cependant, lorsque la durée de la 

repolarisation ventriculaire doit être modulée en réponse à différents stimuli, comme lors d’une 

augmentation du tonus sympathique dans des conditions de stress, la contribution du courant IKs est 

augmentée. L’activation des récepteurs adrénergiques par les catécholamines (neurotransmetteurs et 

hormones) va activer des voies de signalisation qui vont moduler l’activité du canal KCNQ1. Ces voies 

vont maintenant être abordées.  

 

I.4.1.1. PKA 

La stimulation des récepteurs 1-adrénergiques provoque l’activation de l’adénylate cyclase (AC) 

qui catalyse la conversion de l’ATP en adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et l’activation de la 

PKA. Cette kinase, appartenant à un complexe situé au niveau de l’hélice D du CTD, va alors moduler le 

courant IKs par phosphorylation directe du canal KCNQ1 (Marx et al., 2002; Sanguinetti et al., 1991; 

Walsh and Kass, 1988). Yotiao (ou AKAP9), protéine d’ancrage de la PKA permet de rassembler le 

complexe KCNQ1-KCNE1 avec la PKA, la phosphatase PP1, la phosphodiestérase PDE4D3 et l’adénylate 

cyclase AC9 afin de réguler le courant IKs à la suite d’une stimulation -adrénergique (Kurokawa et al., 

2004; Li et al., 2012; Marx et al., 2002; Terrenoire et al., 2009). La phosphorylation de KCNQ1 par la PKA 

provoque un gain de fonction sur le courant IKsvia une augmentation de la densité de courant, ainsi 

qu’un ralentissement de la cinétique de déactivation (Walsh and Kass, 1988). De façon intéressante, la 

présence de la protéine d’échafaudage yotiao est nécessaire à la fois pour la phosphorylation par la PKA 

d’un unique résidu au niveau de l’extrémité N-terminal, la sérine 27 (Marx et al., 2002), mais également 

pour traduire cette phosphorylation de KCNQ1 en gain de fonction sur son activité (Kurokawa et al., 

2004). 
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Couplage PKA et KCNE1 

La sous-unité  KCNE1 est également un acteur essentiel dans la régulation du canal par la 

phosphorylation PKA-dépendante. En effet, même si la phosphorylation de S27 par la PKA est observée 

en l’absence de l’expression de cette sous-unité  (Kurokawa et al., 2003; Marx et al., 2002), sa 

présence dans le complexe est néanmoins nécessaire à la transduction de la phosphorylation sur le gain 

de fonction du courant IKs(Kurokawa et al., 2003), mais les mécanismes impliqués restent à déterminer. 

Toutefois, une étude ayant utilisé la technique de FRET a révélé que l’interaction entre l’hélice C de 

KCNQ1 et le CTD de KCNE1 diminue la distance entre les extrémités N- et C-terminales de KCNQ1, 

suggérant que KCNE1 permet le transfert de la PKA du CTD de KCNQ1 (par son interaction avec yotiao) 

vers son extrémité N-terminale pour phosphoryler le résidu S27 (Haitin et al., 2009). Cette hypothèse a 

été renforcée par le fait que la proximité entre les extrémités C-terminales de KCNQ1 et de KCNE1 lors 

de l’ouverture du canal était annulée lorsque KCNE1 présente la mutation D76N, connue pour perturber 

les effets activateurs dépendant de l’AMPc (Haitin and Attali, 2008; Kurokawa et al., 2003). 

 En somme, ces résultats montrent que la modulation de l’activité de KCNQ1 par la 

phosphorylation dépendante de la PKA fait intervenir un complexe protéique localisé au niveau de son 

CTD, ainsi que la sous-unité KCNE1 qui régule des interactions essentielles pour la transduction de la 

phosphorylation en un gain de fonction sur le courant IKs.  

  

I.4.1.2. PKC 

Parmi les récepteurs aux catécholamines capables de réguler IKs, on trouve les récepteurs -

adrénergiques couplés aux petites protéines Gq/G11 qui activent la PLC. Comme expliqué 

précédemment, cette PLC hydrolyse le PIP2 en IP3 et DAG (Berridge, 1981), lequel va activer la protéine 

kinase C (PKC) capable de réguler dans le cœur l‘activité de KCNQ1(Walsh and Kass, 1991; Van Wagoner 

et al., 1996). En effet, des travaux ont montré que l’activation des récepteurs couplés aux protéines Gq 

régule le courant IKs mais de façon biphasique (Matavel and Lopes, 2009). La première phase correspond 

à une inhibition du canal provoquée par la diminution de la quantité PIP2 suite à l’activation de la PLC, et 

la deuxième phase correspond à l’activation du canal KCNQ1 suite à la phosphorylation du canal par la 

PKC. 

 

Couplage PLC/PIP2/PKA 

La réponse du courant potassique cardiaque IKs aux stimulations adrénergiques est donc 

complexe. En effet, la régulation du courant par les récepteurs  fait intervenir la phosphorylation PKA-

dépendante qui est modulée par yotiao et KCNE1, et la régulation biphasique par les récepteurs  fait 
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intervenir la PLC et la phosphorylation PKC-dépendante. De plus, des travaux réalisés sur les ovocytes 

de xénopes ont montré qu’il existe un couplage réciproque entre la régulation de KCNQ1 par les 

récepteurs couplés aux protéines Gq/G11, comme les récepteurs M1, et la phosphorylation du canal par 

la PKA (Lopes et al., 2007; Matavel et al., 2010). Ainsi, une première étude a montré que l’inhibition du 

courent IKs par la stimulation des récepteurs -adrénergiques M1 est diminuée lorsque la PKA est 

activée, et à l’inverse cette inhibition est potentialisée lorsque la PKA est bloquée (Lopes et al., 2007). 

Enfin, lorsque le site de phosphorylation de KCNQ1 par la PKA est supprimé, alors les effets de cette PKA 

sur l’inhibition du canal KCNQ1 par les récepteurs M1 sont annulés. Ces résultats suggèrent alors que la 

phosphorylation directe du canal par la PKA est responsable de l’atténuation des effets inhibiteurs des 

récepteurs . Pour vérifier si les effets de la PKA passent par une modulation de la régulation du canal 

par le PIP2, les auteurs ont utilisé de la wortmannin, bloqueur de la PI4-kinase qui intervient dans la 

synthèse du PIP2. Ils ont alors observé que la PKA atténue l’inhibition de KCNQ1 par la wortmannin, de 

la même manière qu’elle atténue l’inhibition de KCNQ1 par les récepteurs M1. Tous ces résultats 

montrent donc que la PKA diminue la sensibilité du canal KCNQ1 aux variations de quantité de PIP2 (par 

la PLC et par la wortmannin). Ainsi, la phosphorylation du canal KCNQ1 par la PKA semble augmenter 

l’affinité du canal pour le PIP2 (Figure 9). 

Une étude plus récente a testé des mutations sur 4 résidus de KCNQ1 supposés interagir avec le 

PIP2, deux situés sur le CTD (R366Q et R555C), un sur la boucle S2-S3 (R174C) et un sur B4-5 (R243C) 

(Matavel et al., 2010). Parmi ces mutations, seules celles situées dans le CTD augmentent la sensibilité 

du canal aux variations de quantité de PIP2, confirmant une diminution dans l’affinité de ces canaux 

mutés pour le PIP2. Le fait que la mutation R243C ne modifie pas la sensibilité du canal aux variations de 

PIP2 est en contradiction avec un précédent travail ayant montré une augmentation de cette sensibilité 

du canal portant la mutation R243H (Park, 2005). Cette contradiction peut s’expliquer par une 

différence dans la nature du résidu substitué (cystéine dans un cas et histidine dans l’autre) ou par la 

différence d'approches expérimentales entre ces deux études (patch clamp en configuration cellule 

entière sur de l’ovocyte de xénope d’une part, et en configuration giant-patch sur COS-7 d’autre part). 

Dans cette étude de Matavel et de ses collaborateurs, les auteurs ont également montré que les canaux 

mutants R174C et R243C présentent une diminution de l’activation par la PKA et la PKC, alors que les 

canaux mutés sur le CTD présentent une augmentation de leur activation par ces kinases (Matavel et al., 

2010). Ainsi, pour les mutants R366Q et R555C, la régulation du canal par le PIP2 est potentialisée, 

suggérant que la PKA et la PKC activent le canal en renforçant l’interaction du canal KCNQ1 avec le PIP2.  

Pour résumer, les voies de régulation de l’activité du courant IKs par la stimulation des récepteurs 

- et -adrénergiques semblent être couplées. Au centre de ce couplage on retrouve le PIP2 dont la 
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quantité membranaire est diminuée par l’activation des récepteurs via la PLC, mais dont l’interaction 

avec le canal est augmentée par la phosphorylation PKA-dépendante, diminuant ainsi l’inhibition de 

l’activité du canal par cette PLC. Pour ajouter plus de complexité à ce couplage dans les voies de 

signalisations, l’activation des récepteurs  va en plus augmenter l’affinité du canal pour le PIP2via la 

phosphorylation PKC-dépendante.  

 
Figure 9 : Représentation schématique de la régulation de l’interaction canal-PIP2 par la PKA. 
Les récepteurs β1-adrenergiques régulent l’interaction canal-PIP2 par la phosphorylation PKA-dépendante, et par 

conséquent la modulation de l’activité du canal KCNQ1 par les protéines Gq/G11 couplées aux récepteurs -
adrénergiques. D’après Lopes et al., 2007. 

  

I.4.2. Régulation par le Ca2+ et la calmoduline 

La calmoduline (CaM) est une protéine cytosolique fixant le calcium (Ca2+) qui appartient au 

complexe canalaire et module le courant IKs. Comme décrit précédemment (voir la partie I.1.1), la CaM 

interagit avec la partie proximale du CTD de sorte qu’une protéine de CaM se fixe sur une sous-unité de 

KCNQ1 en interagissant avec les hélices A et B (Wiener et al., 2008). Même si la CaM ne joue pas un rôle 

direct dans l’oligomérisation de KCNQ1, sa présence est nécessaire pour un repliement conformationnel 

correct du CTD et l’adressage du canal à la membrane(Chen et al., 2009; Gamper et al., 2005; Ghosh et 

al., 2006; Shamgar et al., 2006; Yus-Najera et al., 2002; Wiener et al., 2008). En effet, en son absence, le 

canal est non fonctionnel et la partie C-terminal de KCNQ1 est insoluble, ce qui signifie que cette 

extrémité est instable en raison d’un mauvais repliement conformationnel du CTD. 

De plus, il a été montré que la CaM élimine l’inactivation de KCNQ1 exprimé seul et ce de façon 

Ca2+-dépendante (Ghosh et al., 2006). Ainsi, l’inactivation du canal semble dépendre de la concentration 

cytosolique en Ca2+. En effet, Ghosh et ses collaborateurs ont montré que diminuer la concentration en 

Ca2+ intracellulaire en-dessous des concentrations physiologiques provoque une diminution de 

l’amplitude du courant ainsi qu’une augmentation de l’inactivation, ce dernier effet n’étant pas 
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retrouvé en présence de KCNE1. Le gain de fonction du canal se retrouve également sur ses propriétés 

d’activation, puisqu’une autre étude a révélé que lorsqu’elle est associé au Ca2+, la CaM provoque un 

décalage de la courbe d’activation du courant IKs vers les potentiels plus négatifs (Shamgar et al., 2006). 

Enfin, une étude a suggéré que le site d’interaction du PIP2 chevauche les sites d’interaction de la CaM 

que sont les (hélices A et B du CTD (Hernandez et al., 2008).  

En somme, les différents régulateurs membranaires et cytosoliques du canal KCNQ1 peuvent 

avoir des effets cumulatifs, synergiques ou opposés. Ils peuvent partager des sites d’interactions ou 

augmenter l’affinité d’un autre régulateur pour le canal. La modulation de l’activité du courant 

potassique cardiaque IKs par ses régulateurs membranaires et cytosoliques est donc complexe et 

souvent soumise à controverse. L’utilisation de modèles plus intégrés se rapprochant au plus près de la 

physiologie des cardiomyocytes telles que les hiPSC-CM permettrait de préciser ces mécanismes de 

régulation. De plus, des études fonctionnelles sur des hiPSC-CM issues de patient atteint de troubles du 

rythme congénitaux constitueraient un plus dans la compréhension des déterminants moléculaires 

responsables des dérégulations du courant IKs. En effet, comme nous allons le voir par la suite, des 

altérations de la modulation du courant IKs par ses régulateurs sont à l’origine de nombreuses 

pathologies cardiaques héréditaires. 

  

I.5. Troubles du rythme cardiaque associés à IKs 

Comme expliqué au début de cette introduction sur le canal KCNQ1, la contribution du courant IKs 

porté par le complexe KCNQ1-KCNE1 dans la phase de repolarisation du PA cardiaque est faible dans 

des conditions physiologiques basales. Cependant, dans des conditions à risque, IKs assure une « réserve 

de repolarisation » prévenant ainsi un allongement excessif de la durée du PA et le développement de 

troubles du rythmes, notamment lorsque IKr est bloqué(Jost, 2005; Jurkiewicz and Sanguinetti, 1993; 

Lengyel et al., 2001; Sanguinetti et al., 1996; Silva and Rudy, 2005; Varro et al., 2000). Ainsi, des 

mutations dans les sous-unités KCNQ1 et KCNE1 qui modifient l’activité du courant IKs vont être à 

l’origine de pathologies cardiaques graves. A l’heure actuelle, plus de 300 mutations dans le gène 

codant pour KCNQ1 et au moins 40 mutations dans le gène codant pour KCNE1 ont été identifiés 

(Napolitano et al.). La majorité de ces mutations provoquent une perte de fonction du canal à l’origine 

du syndrome du QT long (en anglais : LQTS pour long QT syndrome), et seulement quelques mutations 

provoquent un gain de fonction du canal et sont à l’origine de fibrillation auriculaire (FA) ou du 

syndrome du QT court (en anglais : SQTS pour short QT syndrome). 
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I.5.1. Mutations gain-de-fonction 

I.5.1.1. La fibrillation auriculaire 

La fibrillation auriculaire est caractérisée par une activation rapide et irrégulière du tissu atrial. 

Cette pathologie est couramment associée au vieillissement et est le reflet de troubles 

cardiovasculaires. Cependant, dans 10 à 30% des cas, cette pathologie est d’origine génétique et liée à 

des mutations dans les canaux ioniques (Mahida et al., 2011). De nombreuses mutations dans le gène 

codant pour KCNQ1, provoquant un gain de fonction du courant IKs, ont été identifiées comme étant à 

l’origine de la forme familiale de la fibrillation auriculaire (Bartos et al., 2011; 2013; Chen, 2003; Das et 

al., 2009; Hasegawa et al., 2014; Henrion et al., 2012; Hong et al., 2005; Ki et al., 2014; Lundby et al., 

2007). Ces mutations affectent les propriétés d’ouverture-fermeture de la porte d’activation, ce qui 

n’est pas surprenant puisque la plupart de ces mutations sont situées dans le domaine voltage-sensor 

de KCNQ1. Les mutations S140G et V141M situées dans le segment S1 ont été étudiées en détail, et de 

nombreux travaux se sont intéressés aux mécanismes moléculaires responsables du gain de fonction. 

Tout d’abord, il a été décrit que ces mutations sont responsables d’un courant potassique instantané, 

constitutivement actif en présence de KCNE1 (Chen, 2003; Hong et al., 2005). Par la suite, des travaux 

ont révélé que ces canaux mutés présentent un ralentissement extrême de leur cinétique de 

déactivation ainsi qu’un décalage vers les potentiels plus négatifs de la dépendanceau potentiel de leur 

activation (Chan et al., 2012; Restier et al., 2008). Plus précisément, il a été suggéré que les résidus S140 

et V141 du segment S1 se trouvent à proximité des résidus E160 du S2 et R237 du S4. Or, ces résidus du 

S2 et S4 sont capables de former un pont salin qui favorise l’état ouvert du canal, et cette interaction 

est stabilisée par KCNE1 (Restier et al., 2008; Van Horn et al., 2011). Ainsi, les mutations S140G et 

V141M pourraient favoriser cette interaction, et ce de façon dépendante de KCNE1, et donc stabiliser 

anormalement l’ouverture du canal.  

En somme, des mutations à l’origine d’un gain de fonction du canal KCNQ1 vont provoquer un 

raccourcissement de la durée du PA auriculaire à l’origine de FA. Cependant, KCNQ1 est également 

exprimé dans les ventricules, ainsi ce type de mutation devrait aussi entraîner un raccourcissement du 

PA ventriculaire. En effet, avant que des études fonctionnelles associent la mutation V141M à la 

fibrillation auriculaire, cette mutation a été identifiée chez un patient présentant un raccourcissement 

de l’intervalle QT à l’électrocardiogramme (ECG), témoin d’un PA ventriculaire raccourci (voir ci-

dessous, Figure 10 et Hong et al., 2005). 
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I.5.1.2. Le syndrome du QT court 

Le syndrome du QT court est une pathologie cardiaque identifiée récemment, caractérisée par un 

raccourcissement de l’intervalle de temps entre l’initiation du complexe QRS et la fin de l’onde T 

(correspondant à la dépolarisation et à la repolarisation ventriculaire, respectivement) observable sur 

un tracé ECG (Figure 10). Comme expliqué précédemment, des mutations gain-de-fonction du canal 

KCNQ1 entrainent une accélération de la repolarisation ventriculaire qui sont à l’origine d’un risque 

élevé d’arythmies et de mort subite (Gussak et al., 2000). A l’heure actuelle, deux mutations dans le 

gène codant pour KCNQ1 (V141M et V307L) ont été identifiées chez des patients présentant un SQTS. 

En ce qui concerne la mutation V307L, localisée au niveau du pore, le gain de fonction est dû à une 

accélération des cinétiques d’activation et à un décalage de l’activation vers des potentiels plus négatifs 

du courant IKs(Bellocq et al., 2004). Citée précédemment, la mutation V141M, en plus d’induire des FA, 

provoque un raccourcissement de l’intervalle QT (Hong et al., 2005). Les modifications des propriétés 

biophysiques du canal sont similaires pour les mutations S140G et V141M, cependant la différence 

phénotypique sur la durée de l’intervalle QT entre les patients porteur de ces deux mutations reste 

indéterminée. Néanmoins, un travail récent a montré que ces deux résidus, malgré leur proximité, 

interagissent différemment avec KCNE1 ce qui pourrait expliquer cette différence phénotypique(Restier 

et al., 2008). Dans cette étude, une approche de cross-linking a suggéré que le résidu V141, 

contrairement au résidu S140, est proche et fait face aux résidus E43 et A44 de KCNE1, ce qui 

expliquerait qu’à l’inverse de la mutation S140G, aucun effet de la mutation V141M ne soit observable 

sur l’activité du canal en absence de KCNE1 (Restier et al., 2008).  

En somme, les mutations gain-de-fonction du canal KCNQ1 vont conduire à une réduction de la 

durée du PA auriculaire, ventriculaire ou les deux, conduisant respectivement à une FA, un SQTS ou à un 

phénotype mixte. De façon plus surprenante, il a été observé que certaines mutations de KCNQ1, 

Q147R et R231C, responsables d’une FA induisent également sous certaines conditions un allongement 

de la l’intervalle QT, révélateur d’une perte de fonction du canal KCNQ1 (Bartos et al., 2011; Lundby et 

al., 2007). De plus, des différences phénotypiques ont également été observées chez des patients 

porteurs de la même mutation S140G, puisque certains d’entre eux présentent un QT allongé (Chen, 

2003). Il apparaît de plus en plus qu’une seule mutation dans un canal ionique ne suffise pas à expliquer 

une pathologie, il faut prendre en compte l’ensemble des mécanismes de régulation du canal qui 

peuvent être variables d’un individu à l’autre et donc moduler différemment l’expression phénotypique 

d’une mutation. Ces observations soulèvent alors l’importance d’effectuer les analyses fonctionnelles 

des pathologies cardiaques dans des cardiomyocytes humains comme les hiPSC-CM. 
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Figure 10 : Electrocardiogrammes (ECG) et potentiels d’action (PA) ventriculaires dans les syndromes du QT long 
(LQTS) et du QT court (SQTS). 
(A) Représentation schématique des ECG chez un individu sain (traces noires), et des patients atteints du LQTS ou 
du SQTS (traces vertes, respectivement à gauche et à droite). (B) Représentation schématique du PA ventriculaire 
avec un prolongement ou raccourcissement de la repolarisation selon qu’il s’agit du LQTS ou du SQTS (traces 
vertes), par rapport à la condition normale (traces noires). 

  

I.5.2. Mutations perte-de-fonction : le syndrome du QT long 

Le syndrome du QT long est une canalopathie caractérisée par un retard de la repolarisation 

ventriculaire, qui se traduit par un allongement de l’intervalle QT à l’ECG (Figure 10), et est associé à des 

épisodes de syncopes et un risque élevé de mort subite (Moss et al., 1985). A l’heure actuelle, 14 gènes 

ont été identifiés comme étant mutés chez des patients atteint de la forme familiale du SQTL (Tableau 

I ; Amin et al., 2009). Plus de 300 mutations dans le gène codant pour le canal KCNQ1 sont responsables 

du LQTS de type 1 (LQT1 ; Napolitano et al.), qui est la forme la plus répandue, retrouvée chez environ la 

moitié des patients génotypés. Le LQT1 est causé par des mutations perte-de-fonction du canal KCNQ1 

qui entrainent une modification de son activité via un défaut de trafic membranaire, d’assemblage ou 

de régulation (Peroz et al., 2008). Les études fonctionnelles de ces mutations révèlent qu’un grand 

nombre d’entre elles modifient la dépendance au potentiel du courant IKs. Ces mutations induisent le 

plus souvent un décalage de la courbe d’activation vers les potentiels plus positifs, un ralentissement de 

la cinétique d’activation et/ou une accélération de la cinétique de déactivation. Pour certaines de ces 

mutations, un mécanisme moléculaire permet d’expliquer les modifications des propriétés 

biophysiques : altération de l’interaction du canal avec le PIP2(Park, 2005), avec la protéine yotiao 

diminuant la phosphorylation PKA-dépendante ou encore avec la CaM (Ghosh et al., 2006; Shamgar et 

al., 2006). 
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Tableau I : Les différentes formes du syndrome du QT long et les gènes associés. 

Type Gène Protéine Courant ionique affecté Incidence (en %) Références 

1 KCNQ1 Kv7.1 PdF IKs 42-54 (Wang et al., 1996b) 

2 KCNH2 Kv11.1 PdF IKr 35-45 
(Curran et al., 1995; 

Sanguinetti et al., 1995) 

3 SCN5A Nav1.5 GdF INaL 1,7-8 (Wang et al., 1995) 

4 ANK2 Ankyrine-B 
Aucun, protéine 
adaptrice 

<1 (Mohler et al., 2003) 

5 KCNE1 minK PdF IKs <1 
(Barhanin et al., 1996; 

Sanguinetti et al., 1996)  

6 KCNE2 MiRP1 PdF IKr <1 (Abbott et al., 1999) 

7 KCNJ2 Kir2.1 PdF IK1 Rare  (Plaster et al., 2001) 

8 CACNA1C Cav1.2 GdF ICa,L Rare (Splawski et al., 2004) 

9 CAV3 Cavéoline-3 GdF INaL Rare (Vatta et al., 2006)  

10 SCN4B Nav4 GdF INaL <1 
(Medeiros-Domingo et 

al., 2007) 

11 AKAP9 Yotiao PdF IKs Rare (Chen et al., 2007b)  

12 SNTA1 Syntrophine-1 GdF INaL Rare (Ueda et al., 2008) 

13 KCNJ5 Kir3.4 PdF IKACh Rare  (Yang et al., 2010) 

14 CALM Calmoduline 
Défaut dans la 
signalisation du Ca

2+
 

Rare (Crotti et al., 2013) 

GdF : gain de fonction ; PdF : perte de fonction. 

 

Malgré tout, la corrélation entre les effets de la mutation sur les propriétés biophysiques du canal 

et la sévérité du phénotype n’est pas toujours claire. Deux mutations, R539W et R555C, impliquées 

respectivement dans des cas de mort subites et une forme fruste du LQT1, illustrent parfaitement cette 

difficulté(Chouabe et al., 2000; Donger et al., 1997). Ces deux mutations sont localisées au niveau du 

CTD, elles affectent toutes les deux des arginines, les canaux mutés présentent les mêmes propriétés 

biophysiques et la même diminution d’affinité pour le PIP2 par rapport au canal sauvage(Park, 2005). De 

plus, ce travail a révélé que le canal mutant R539W était paradoxalement moins sensible à une 

diminution de la quantité de PIP2 que le canal KCNQ1 sauvage, suggérant que la mutation R539W 

provoque une stabilisation partielle du canal KCNQ1 à l’état ouvert. Ainsi, mon premier projet de thèse 

a consisté à déterminer les mécanismes moléculaires qui, indépendamment du PIP2, provoquent cette 

stabilisation partielle du canal mutant R539W à l’état ouvert. 
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II. Le canal sodique cardiaque dépendant du potentiel Nav1.5 

II.1. Structure du canal Nav1.5 

Nav1.5 appartient à la famille des canaux Na+dépendants du potentiel (Nav) qui comprend dix 

membres (Nav1.1 à 1.9, et Nav2.1), et c’est la principale sous-unité  des canaux Na+ exprimée au niveau 

du tissu cardiaque. Plus précisément, le canal Nav1.5 est retrouvé dans les cardiomyocytes auriculaires 

et ventriculaires, ainsi que dans les fibres de Purkinje où il est préférentiellement localisé au niveau des 

disques intercalaires, du sarcolemme et des tubules T(Brette and Orchard, 2006; Scriven et al., 2000). 

Dans une moindre mesure, ce canal est également retrouvé dans le nœud sino-atrial et dans le nœud 

auriculo-ventriculaire(Lei et al., 2005; Mangoni and Nargeot, 2008). Bien que ce canal soit 

majoritairement exprimé au niveau du cœur, Nav1.5 a également été identifié dans d’autres cellules 

excitables localisées dans le cerveau, le muscle squelettique au stade néonatal ou lors de myopathies, 

et le muscle lisse gastro-intestinal(Catterall et al., 2005; Mazzone et al., 2008; Wang et al., 1996c). Enfin, 

et de façon plus inattendue, le canal Nav1.5 est également exprimé, et semblerait jouer un rôle 

fonctionnel majeur dans des types cellulaires traditionnellement considérés comme non-excitables tels 

que les cellules mammaires cancéreuses, les astrocytes ou certaines cellules du système 

immunitaire(Black and Waxman, 2013).  

Nav1.5 est constitué de quatre domaines (DI à DIV) homologues mais non identiques, reliés entre 

eux par des boucles intracellulaires (Figure 11A). Tout comme la sous-unité  du canal potassique 

KCNQ1, chacun de ces domaines est composé de six segments transmembranaires formés d’un 

domaine « voltage-sensor » (S1 à S4) avec un segment S4 chargé positivement, et un domaine pore 

formé des segments S5 et S6 reliés entre eux par une grande boucle réentrante (boucle P).  

Tout comme le canal potassique cardiaque KCNQ1, le segment S4 de Nav1.5 est impliqué dans la 

dépendance au potentiel de l’activation du canal. Nav1.5 présente également une porte d’inactivation 

formée et stabilisée par l’interaction entre la boucle intracellulaire reliant les domaines DIII et DIV (IDIII-

IV), et le domaine C-terminal (CTD)(Motoike, 2004). Lorsque la membrane d’un cardiomyocyte est au 

potentiel de repos, le canal sodique est fermé et seule la porte d’inactivation (i) est ouverte (Figure 

11B). Suite à une stimulation du cardiomyocyte, la porte d’activation (a) s’ouvre et, simultanément, la 

porte i se referme : le canal est inactivé(Balser, 2001; Kühn and Greeff, 1999). Cependant, comme cette 

inactivation est légèrement plus lente que la cinétique d’activation, les canaux restent ouverts 

transitoirement pour conduire le courant Na+ (INa) cardiaque, responsable de la phase de dépolarisation 

rapide du PA cardiaque (phase 0, Figure 1). Durant la phase de repolarisation du PA, le canal passe par 

un état fermé-inactivé où la porte d’activation se referme (transition 5, Figure 11), puis le retour du 
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potentiel membranaire vers sa valeur de repos favorise la levée d’inactivation du courant INa (ouverture 

de la porte i, transition 6), et une nouvelle activation du courant est alors possible. Nav1.5 contrôle ainsi 

la propagation du potentiel d’action cardiaque et, de par la présence de cette porte d’inactivation dont 

la réouverture est dépendante du temps, la durée de la période réfractaire. Une faible proportion de 

canaux Nav1.5 s’inactivent cependant plus lentement, ce qui est responsable d’un courant sodique 

persistant au cours du PA, courant appelé INaL, et contrôle ainsi la forme et la durée du PA. 

Ainsi Nav1.5 possède une porte d’activation et une porte d’inactivation pour lesquelles des 

modifications de leur activité peuvent avoir un impact majeur sur la forme, la durée et la propagation 

du PA cardiaque. La détermination des mécanismes moléculaires impliqués dans les processus 

d’activation et d’inactivation semble donc essentielle pour le traitement des troubles du rythme 

cardiaque impliquant le canal Nav1.5.  

 
Figure 11 : Représentations schématiques de la structure t du fonctionnement du canal Nav1.5. 

(A)Schéma représentantles domaines composant la sous-unité  Nav1.5. (B) Représentation schématique des 
états que peut adopter Nav1.5 en fonction de la position des portes d’activation (a) et d’inactivation (i), ainsi que 
les transitions possibles (1 à 6) permettant de passer d’un état à l’autre au cours d’une dépolarisation (flèches 
bleues) et d’une repolarisation membranaire (flèches rouges).  
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II.2. Mécanismes d’activation du canal Nav1.5 

L’ouverture du canal Nav1.5, comme tous les canaux dépendants du potentiel, dépend du 

potentiel membranaire. Ainsi, suite à une dépolarisation membranaire, les segments S4 du voltage-

sensor vont se déplacer dans la membrane et conduire à l’ouverture du canal. Tout comme le canal 

KCNQ1, nous manquons d’éléments pour comprendre en détail les mécanismes moléculaires sous-

jacents (voir les paragraphes portant sur le mouvement du voltage-sensor et le couplage entre le 

voltage-sensor et l’ouverture du canal dans la partie I.2 de l’introduction générale). Environ la moitié de 

la quantité de Na+ total qui entre dans un cardiomyocyte se produit pendant la phase de dépolarisation 

du PA, lorsque les canaux Nav s’ouvrent(Makielski and Farley, 2006; Sheu and Lederer, 1985).  

L’activation de Nav1.5 provoque un pic de courant sodique INa qui atteint son maximum 

rapidement, en moins d’une milliseconde (ms), puis s’inactive plus lentement suivant un décours multi-

exponentiel(Makielski et al., 1987; Maltsev and Undrovinas, 2006; Murray et al., 1990). Les estimations 

sur la densité de canaux sodiques exprimés à la surface cellulaire et contribuant au courant INa durant le 

PA sont variables, allant de 10 à 15 canaux par m2 pour des cardiomyocytes ventriculaires de 

rat(Brette and Orchard, 2006; Sheldon et al., 1986), à 260/m2 dans les fibres de Purkinje de 

chien(Makielski et al., 1987). Dans cette dernière étude, les auteurs ont montré que seulement 67 

canaux par m2 (26%) contribuent au pic de courant INa, suggérant que de nombreux canaux ne sont pas 

ouverts au moment du pic de courant sodique. Ainsi, certains canaux Nav1.5 peuvent s’ouvrir avant ou 

après le pic, d’autres peuvent s’inactiver durant la dépolarisation et donc ne s’ouvrent pas, ou encore 

certains peuvent se trouver à l’état inactivé au potentiel de repos. 

  

II.3. Mécanismes d’inactivation du canal Nav1.5 

Il existe plusieurs types d’inactivations du courant INa, l’inactivation rapide (en anglais : Ifast pour 

fast inactivation), l’inactivation intermédiaire (en anglais : IIM pour intermediate inactivation) et 

l’inactivation lente (en anglais : Islow pour slow inactivation), voire ultra-lente (en anglais : IUS pour ultra-

slow inactivation), qui se différencient de par leurs cinétiques. L’inactivation rapide des canaux sodiques 

dépendants du potentiel est couplée au mouvement des S4 lors de l’activation, et de nombreux travaux 

ont suggéré l’implication du S4 des domaines DIII et DIV dans l’initiation de l’inactivation rapide (Eaholtz 

et al., 1994; Kellenberger et al., 1996; 1997; Lou et al., 2004; McPhee et al., 1998; Smith and Goldin, 

1997; Stühmer et al., 1989; Vassilev et al., 1988; 1989; West et al., 1992). Suite au déplacement de ces 

S4, le motif IFM constitué des résidus isoleucine, phénylalanine et méthionine situés dans 

l’interdomaine IDIII-IV (en position 1485-1487), va venir obstruer le pore en interagissant avec des 
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résidus des boucles B4-5 des domaines DIII et DIV(Balser, 2001). Cette boucle IDIII-IV va également 

interagir avec le CTD, stabilisant ainsi l’inactivation(Motoike, 2004; Potet et al., 2009).  

Dans la suite de ce manuscrit, les termes « stabiliser » et « déstabiliser » vont être utilisés pour 

décrire à la fois les propriétés de dépendance au potentiel de l’inactivation et l’état de la porte 

d’inactivation. Lorsqu’il s’agit de la dépendance au potentiel de la courbe d’inactivation, le terme 

« stabiliser » est utilisé pour décrire un décalage de cette courbe d’inactivation vers des potentiels plus 

négatifs, et à l’inverse le terme « déstabiliser » décrit un décalage de cette courbe vers des potentiels 

dépolarisants. Lorsqu’il s’agit de décrire l’état dans lequel se trouve la porte d’inactivation, le terme 

« déstabiliser» fait référence à un état inactivé instable et donc susceptible d’induire des phénomènes 

de réouverture du canal à l’origine du courant persistant (décrit dans la partie suivante).  

L’inactivation apparaît environ 2-10 ms après le début de l’activation du canal, et la cinétique de 

levée d’inactivation est également rapide (< 10 ms) aux potentiels membranaires négatifs. Lorsque la 

dépolarisation membranaire se prolonge, de la dizaine à la centaine de ms, les canaux Nav1.5 entrent 

progressivement en inactivation intermédiaire, et par conséquent cette IIM se lève plus 

lentement(Kambouris et al., 1998). Enfin Islowet IUSse produisent respectivement au-delà de plusieurs 

centaine de millisecondeset plusieurs secondesde dépolarisation membranaire, et la constante pour 

lever ces inactivations est de l’ordre de la seconde(Bers, 2011; Rudy, 1978). Contrairement à Ifast, les 

mécanismes moléculaires responsables de ces inactivations plus lentes restent méconnus. Cependant, 

différentes études ont suggéré, grâce à des approches de mutagénèse et de construction de chimère, 

que la boucle P joue un rôle essentiel dans ces inactivations lentes(Balser et al., 1996; Bénitah et al., 

1999; Todt et al., 1999; Vilin et al., 1999).  

 

II.4. Courant sodique persistant 

Après la phase de dépolarisation du PA cardiaque déclenchée par l’activation des canaux Nav1.5, 

ceux-ci sont pour la plupart inactivés au cours de la phase de plateau (phase 2 du PA), et ce pendant 

plusieurs centaines de ms. Cependant, bien qu’une majorité des canaux sodiques dépendants du 

potentiel s’inactivent rapidement (Ifast) et restent inactivés durant cette phase du PA cardiaque, 

quelques canaux peuvent s’ouvrirent à nouveau, provoquant un courant de faible amplitude, appelé 

courant Na+ persistant (en anglais : INaL pour late Na+ current). Dans la suite de ce manuscrit, les termes 

« persistant », « tardif» et « retardé » seront utilisés de façon interchangeable pour désigner ce courant 

INaL. L’amplitude du courant tardif est faible, en effet des études réalisées sur des cardiomyocytes isolés 

de ventricule gauche de rat(Patlak and Ortiz, 1985), de cochon d’inde(Kiyosue and Arita, 1989) et 

d’humain(Maltsev and Undrovinas, 2006), ont révélé que son amplitude représente moins de 0,1% de 
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l’amplitude du courant INa au pic. Malgré tout, les influx de Na+ associés au pic de INa et à INaL sont 

comparables, puisque ce dernier perdure pendant toute la phase de plateau du PA cardiaque(Makielski 

and Farley, 2006; Sheu and Lederer, 1985). Ainsi, la moindre augmentation de INaL a des graves 

conséquences sur le profil du PA. Il existe différentes théories pour expliquer l’origine moléculaire du 

courant sodique persistant ; la partie qui va suivre présente les trois grandes théoriespouvant expliquer 

l’origine de ce courant INaL. Puisque la sensibilité du courant INaLaux médicamentssemble varier d’une 

théorie à l’autre (Belardinelli et al., 2006; Ravens et al., 2004), la compréhension des mécanismes 

impliqués dans ce courant sodique retardé est une étape essentielle au développement de nouvelles 

molécules empêchant les troubles du rythmes. 

 

II.4.1. La théorie du ralentissement/échec de l’inactivation 

La principalethéorie pouvant expliquer l’existence de ce courant sodique retardé est un 

ralentissement ou un échec de l’inactivation. Ce mécanisme serait responsable de la majorité du 

courant INaL au cours de la phase de plateau du PA, et il serait provoqué soit par la réouverture des 

canaux entrés en inactivation rapide (transition 4, Figure 12A), soit par des alternances entre les états 

ouvert et fermé (transitions 1 et 2, Figure 12A)(Kunze et al., 1985; Maltsev and Undrovinas, 2006; Patlak 

and Ortiz, 1985). En effet, la transition de l’état inactivé à l’état fermé est causée par la repolarisation, 

mais lorsque la dépolarisation est prolongée, l’ouverture du canal peut être suivie par plusieurs 

réouvertures.  

Une approche de patch sur canal unitaire dans des cardiomyocytes ventriculaires humains a 

révélé que le canal Nav1.5 peut présenter différents types d’activités(Maltsev and Undrovinas, 2006). 

Les auteurs ont alors utilisé des modèles mathématiques pour décrire trois modes de fonctionnement 

pour le canal Nav1.5 : le mode transitoire (TM), le mode « Burst » (BM) et le mode dispersé tardif (en 

anglais : LSM pour late scattered mode ; Figures 12B et 12C).  

- Le mode transitoire dure moins de 40 ms et correspond à une première ouverture du canal 

suivie de 5 à 10 réouvertures rapides, provoquées par des transitions successives entre l’état ouvert et 

l’état inactivé (ouverture-fermeture de la porte d’inactivation, ou transitions 3 et 4, Figures 12A et 12B). 

La contribution du courant sodique par les canaux présentant ce mode TM serait d’environ 90% au 

moment du pic de INa, mais seulement 10% de l’amplitude du INa moins de 3 ms après le pic, et moins de 

1% 20 ms après le pic (Figure 12C). Ainsi ce mode d’activité du canal Nav1.5 peut expliquer la phase 

transitoire du INa, de 0 à 5 ms, mais ne peut pas expliquer la composante tardive du courant durant la 

phase de plateau. 

- Le deuxième mode décrit par Maltsev et Undrovinas est le mode « Burst » qui correspond à des 

alternances rapides entre les états ouverts et fermés (ouverture-fermeture de la porte d’activation, ou 
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transitions 1 et 2, Figure 12A et B), séparés par des états inactivés plus longs (ouverture-fermeture de la 

porte d’inactivation, ou transition 3 et 4, Figures 12A et 12B). Ce mode est responsable d’une activité 

du canal Nav1.5 qui perdure de 100 à 300 ms après le début de la dépolarisation. Cependant, puisque la 

proportion de canaux sodiques présentant cette activité  M est très faible (≈ 0,2%), sa contribution au 

pic de INa et juste après (2-5 ms) serait très faible (Figure 12C). En revanche, lorsque la proportion de 

canaux présentant le mode d’activité transitoire TM diminue après le pic de courant INa, la contribution 

relative des canaux présentant cette activité  M dans le courant sodique peut augmenter jusqu’à 50%. 

Au-delà de 40 ms, le courant issu de l’activité des canaux présentant le BM décline, au profit du courant 

issu des canaux utilisant le troisième mode d’activité. 

- Le mode d’activité dispersé tardif est comparable à l’activité TM, à la différence que l’activité 

LSM présente un ralentissement dans la cinétique de transition de l’état inactivé vers l’état ouvert 

(transition 4,Figures 12A). Ainsi, l’alternance entre ces deux états est ralentie, et les états ouverts du 

canal sont plus dispersés (Figure 12B). Ce mode de fonctionnement du canal est caractérisé par des 

réouvertures dispersées dans le temps et ce sur une période prolongée, allant de 500 à 1000 ms (Figure 

12C).  

L’implication de ces trois différents modes d’activité du canal Nav1.5 évolue de manière 

dynamique au cours du PA cardiaque. La différence dans la durée de l’activité des canaux Nav1.5 entre 

ces trois modes réside dans la facilité pour laquelle les canaux vont entrer en inactivation profonde 

(transition 5, Figure 12A). En effet, comme cette inactivation profonde ne peut se lever qu’avec une 

repolarisation membranaire (transition 6, Figure 12A), contrairement à l’état inactivé qui est réversible, 

la transition de l’état inactivé à l’état inactivé-profond (transition 5) est l’étape limitante qui détermine 

la période durant laquelle les canaux peuvent se ré-ouvrir. En d’autres termes, Maltsev et Undrovinas 

ont proposé dans leur modèle que cette transition finale (transition 5) serait facilitée dans le modèle 

d’activité le plus court, TM, et à l’inverse cette transition serait plus difficile dans le mode LSM. 

L’inactivation en deux temps avait été proposée auparavant par Dumaine et ses 

collaborateurs(Dumaine et al., 1996). Ils avaient alors proposé que la première étape de l’inactivation 

(transition 3) serait provoquée par une liaison réversible entre le motif IFM et ses récepteurs (constitués 

des résidus des boucles B4-5 des domaines DIII et DIV(Balser, 2001) et du CTDMotoike, 2004; Potet et 

al., 2009), et que la deuxième étape correspondrait à une stabilisation de cette liaison entraînant le 

canal dans un état d’inactivation plus profonde (transition 5).  
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Figure 12 : Représentation schématique et illustration des trois modes d’activités du canal Nav1.5 pouvant 
expliquer le mécanisme de ralentissement/échec de l’inactivation à l’origine du courant INaL. 
(A) Schéma représentant les états que peut adopter Nav1.5, similaire à celui de la Figure 11 mais avec un état 
inactivé-profond supplémentaire. (B)Pour chaque mode sont représentés trois traces simulées pendant les durées 
indiquées (50, 200 et 800 ms), obtenues à partir du modèle mathématique de Maltsev et ses collaborateurs. Les 
trois modes présentent les transitions entre les états ouvert et inactivé (I), mais le mode « burst » effectue 
également des transitions de l’état ouvert à l’état fermé (F). (C) Figure représentant la contribution au courant 
total INa prédit par le modèle de ces trois modes de fonctionnement de Nav1.5 au cours d’une dépolarisation de 
300ms. D’aprèsMaltsev and Undrovinas, 2006. 

 

II.4.2. La théorie de la réouverture en condition de non-équilibre 

La deuxième théorie décrite pour expliquer la genèse d’un courant sodique retardé est une 

réouverture du canal, provoquée par une levée d’inactivation qui est facilitée grâce à une repolarisation 
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progressive (condition de non-équilibre). Dans les cardiomyocytes, les canaux Nav1.5 sont soumis à des 

variations dynamiques de potentiel membranaire au cours du PA cardiaque. Clancy et ses 

collaborateurs ont utilisé un protocole de stimulation mimant la repolarisation d’un PA, le protocole de 

rampe négative (Figure 13A) : une dépolarisation à +20mV pendant 100 ms permet aux canaux de 

s’activer, puis d’entrer en inactivation profonde (voir paragraphe précédent), et la repolarisation 

progressive jusqu’au potentiel de repos (-100 mV) permet la levée d’inactivation (Clancy et al., 2003). 

Un autre travail a validé cette hypothèse d’une augmentation du courant INaL dans des conditions de 

non-équilibre en montrant que la probabilité d’ouverture du canal Nav1.5 est augmentée pendant un 

protocole de rampe comparé à un protocole de stimulation rectangulaire (Magyar et al., 2004). Enfin, 

une étude plus récente a montré que la stimulation des cardiomyocytes ventriculaires de cochon d’inde 

avec un protocole mimant la forme d’un PA (en anglais : action potential-clamp ; Figure 13B) permet 

l’enregistrement de courant INaL d’une amplitude similaire à celle de chacun des courants potassiques 

repolarisants(Horvath et al., 2013). Ainsi, selon ce concept de fonctionnement du canal à l’état de non-

équilibre, la levée d’inactivation des canaux Nav1.5 serait modulée par un changement dynamique de 

potentiel, et la probabilité de réouverture des canaux serait augmentée durant une repolarisation 

membranaire progressive. Ainsi, les cinétiques de transition de changement d’état d’un canal 

dépendant du potentiel peuvent être modulées par l’historique des potentiels auxquels il est soumis.  

 
Figure 13 : Exemples d’enregistrement de INaL obtenus grâce à des protocoles de stimulations dynamiques. 
(A) Enregistrement du courant INaL dans des cardiomyocytes ventriculaires isolés de cœur de souris sauvage (en 
anglais : WT pour wild type) ou exprimant de façon hétérozygote la mutation 1798insD dans le gène SCN5A. En 
haut sont représentées les traces de courant obtenues avant et après ajout du bloqueur des canaux sodiques, la 
tétrodotoxine (TTX), au cours d’un protocole de rampe. Les courants Na

+
 TTX-sensibles, INaL, sont représentés en-

dessous. D’après Remme et al., 2006. (B) Représentation des courantsINa et INaL enregistrés dans des HEK293 

exprimant le canal Nav1.5 WT ou le canal muté KPQ lors de protocoles mimant la forme des PA de cardiomyocyte 
endocardique ou épicardique. D’après Magyar et al., 2004. 
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II.4.3. La théorie du courant de fenêtre 

Enfin, la troisième théorie pouvant expliquer un courant sodique cardiaque retardé est le courant 

dit de fenêtre. La gamme de potentiel permettant la mesure de ce courant de fenêtre correspond aux 

potentiels pour lesquels se superpose la courbe de disponibilité des canaux Na+et la courbe de 

conductance du pic de courant Na+(Figure 14). Ainsi, dans une « fenêtre » de potentiel qui est 

suffisamment dépolarisée pour activer certains canaux Nav1.5, mais pas assez pour causer l’inactivation 

de tous les canaux sodiques, un faible courant est théoriquement mesurable. Ce courant de fenêtre 

dans lequel certains canaux sodiques peuvent alterner entre l’état activé et l’état inactivé, responsable 

d’un courant INaL, est généralement le premier mécanisme étudié pour expliquer l’origine d’un 

allongement de la phase de plateau du PA cardiaque (pour revue, voirMoreno and Clancy, 2012; Zaza et 

al., 2008; Zaza and Rocchetti, 2013). Cependant, la contribution de ce courant de fenêtre dans le 

courant INaLau cours de la phase de plateau du PA est limitée en raison de la gamme de potentiel dans 

lequel cette phase est retrouvée. En effet, alors que la valeur médiane de la « fenêtre » de potentiel est 

en générale inférieure à -50 mV, la phase de plateau du PA dans la plupart des espèces est aux 

alentours de 0 mV(Chamberland et al., 2010; Kunze et al., 1985; Moreau et al., 2013; Pinet et al., 2002; 

Sakakibara et al., 1992; Spencer et al., 2001). De plus, les mesures de courant de fenêtre ont été 

obtenues sur des cardiomyocytes n’étant soumis à aucun stress mécanique, or récemment un travail a 

révélé que les forces de cisaillement décalent la « fenêtre » de potentiel vers des valeurs plus négatives 

(Beyder et al., 2010). Ce travail suggère alors que la contribution du courent de fenêtre au courant INaL 

durant la phase de plateau pourrait être encore plus faible que ce qui a été suggéré par ces études 

réalisées en l’absence de stress mécanique. 

 
Figure 14 : Représentation schématique du courant de fenêtre et son implication dans le potentiel d’action pour 
le canal Nav1.5 sauvage et muté. 
(A) Deux courants de fenêtre sont représentés en gris (clair et foncé) sur la figure de superposition des courbes 
d’activation (bleu) et de disponibilité des canaux Nav1.5 WT (orange) et exprimant une mutation qui induit un 
décalage de la dépendance au potentiel de l’inactivation vers des potentiels dépolarisés (vert). (B) Représentation 
de la gamme de potentiel dans lequel interviennent les courants de fenêtre des canaux WT et muté dans le 
potentiel d’action de cardiomyocyte ventriculaire. D’après Amin et al., 2009. 
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Cependant, chacune de ces trois théories présentées ici permettant d’expliquer l’origine du 

courant INaL reste discutable. Selon la théorie d’altération de l’inactivation rapide, Maltsev et Undrovinas 

expliquent notamment que la description des trois modes de fonctionnent du canal Nav1.5 (BM, TM, 

LSM) présentent des limites en raison du faible effectif de cœur humain sur lesquels les mesures ont été 

effectuées. De plus, la validation de leurs trois modèles de fonctionnement du canal Nav1.5 a été 

effectuée dans un système d’expression hétérologue, les cellules HEK293. Enfin, à l’heure actuelle, 

aucun mécanisme moléculaire n’a permis d’expliquer les différences de transitions observées entre ces 

différents modes. La deuxième théorie de modulation de INaL dans des conditions de stimulation 

dynamique ne permet pas d’exclure l’intervention d’autres mécanismes. En effet, les modes d’activité 

dispersée (LSM) et« Burst » (BM) du canal Nav1.5 présentés par Maltsev et Undrovinas pourraient 

également participer au courant INaL observé lors des stimulations avec des protocoles de rampe 

négative ou mimant l’aspect d’un PA cardiaque. Enfin, bien que le courant de fenêtre ne semble pas 

impliqué à proprement dit dans la genèse du courant sodique persistant, de nombreuses études ont 

montré que des mutations de Nav1.5 qui modifient la gamme de potentiel dans laquelle ce courant peut 

être mesuré (Figure 14), augmentent le courant(Abriel et al., 2001; Huang et al., 2011; Oginosawa et al., 

2005; Wang et al., 1996a; Wedekind et al., 2001).  

En somme, ces trois théories expliquant l’origine du courant INaLcoexistent et contribuent à la 

modulation de la durée et de la forme du PA cardiaque. De nombreuses protéines régulatrices du canal 

sont capables de moduler les propriétés d’inactivations du canal, et certaines vont jouer un rôle majeur 

dans la régulation de ce courant INaL. 

  

II.5. Complexe canalaire Nav1.5 cardiaque 

La sous-unité  du canal Na+cardiaque, tout comme le canal KCNQ1, appartient et fonctionne au 

sein d’un complexe macromoléculaire composé de diverses protéines partenaires capables de réguler 

l’expression et le fonctionnement du canal Nav1.5. Depuis la première description des sous-unités  (1 

à 4) dans les complexes canalaires sodiques neuronaux en 1981 (Hartshorne and Catterall, 1981), plus 

d’une vingtaine de protéines (ou familles de protéines) ont été montrées pour interagir et réguler le 

canal Nav1.5 (Tableau II).  
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Tableau II : Partenaires régulateurs du canal sodique Nav1.5 

Protéine Principaux effets sur Nav1.5 Site d'interaction sur Nav1.5 

14-3-3η 
− Décale la courbe d’inactivation vers des potentiels plus 

négatifs et ralentit la levée d'inactivation Interdomaine IDI-II 

actinine 2 − Régulation de l'expression à la surface cellulaire Interdomaine IDIII-IV 

Ankyrine G − Ancrage à la surface cellulaire et au cytosquelette Motif VPIAxxSD de l'interdomaine IDII-III 

Calmoduline 
− Confère au canal sa sensibilité au Ca

2+ 
 Motifs EF hand et IQ en C-terminale et 

interdomaine IDIII-IV − Régulation de l'inactivation 

CaMKIIC 
− Phosphorylation et effets multiples sur les propriétés 

biophysiques Interdomaine DI-II et via βIV-spectrine 

CAR 
− Diminution de la densité de courant INa aux disques 

intercalaires dans un modèle de souris hétérozygote CAR
+/-

 
Indéterminé 

Cavéoline 3 
− Mutant impliqué dans le LQTS augmentent le courant 

sodique INaL 
Indéterminé 

Connexine 43 
− Augmente l’expression à la surface cellulaire et la densité  de 

courant INa 
Indéterminé 

Desmogléine 2 − Surexprimée dans l'ARVC : diminution de INa Indéterminé 

FGF12/FGF13 
− Décale la courbe d’inactivation vers des potentiels plus 

positifs  Extrémité C-terminale (1773–1832) 

GPD1L − Mutants diminuent le courant INa Indéterminé 

MOG1 
− Augmente l’expression à la surface cellulaire et la densité de 

courant INa 
Interdomaine IDII-III 

Nav1 

− Augmente l’expression à la surface cellulaire et la densité de 
courant INa Boucles P des domaines DIII et DIV et 

extrémité C-terminale − Décale la courbe d’activation et d'inactivation vers des 
potentiels plus négatifs  

Nav 
− Lorsqu'elle est entièrement sialylée, décale la courbe 
d’activation vers des potentiels plus négatifs Indéterminé 

Nav − Effets controversés sur les propriétés biophysiques Indéterminé 

Nav 
− Décale la courbe d’inactivation vers des potentiels plus 

négatifs  Indéterminé 

Nedd4-2 
− Ubiquitylation et internalisation 

Motif PY dans l’extrémité C-terminale 
− Diminue l’expression à la surface cellulaire  

Plakophiline 2 

− Extinction de l'expression par un siRNA : diminution de INa, 
décalage de la courbe d’inactivation vers des potentiels plus 
négatifs et ralentissement de la levée d’inactivation  

Indéterminé 

PTPH1 
− Phosphorylation et décalage de la courbe d’inactivation vers 

des potentiels plus négatifs Domaine PD  de l’extrémité C-terminale 

SAP97 
− Augmente l'expression à la surface cellulaire et stabilise le 

canal au niveau des disques intercalaires des 
cardiomyocytes 

Domaine PD  de l’extrémité C-terminale 

Syntrophine 

− Associe le canal au complexe dystrophine et utrophine  

Domaine PD  de l’extrémité C-terminale 

− Stabilisation du canal au niveau des membranes latérales 
des cardiomyocytes 

− Ancrage à la membrane et au cytosquelette 

− Décale la courbe d’activation vers des potentiels plus 
positifs et ralentit les cinétiques d’activation et 
d'inactivation 

Téléthonine 
− Extinction de l'expression par un siRNA : décalage de la 
courbe d’activation vers des potentiels plus positifs  Indéterminé 

ZASP 
− Mutant décale la courbe d'activation vers des potentiels 

plus positifs Indéterminé 

D’après Jansen et al., 2012; Marsman et al., 2014; Shy et al., 2013; Wilde & Brugada, 2011. 
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Le rôle de ces protéines auxiliaires est primordial non seulement dans la régulation de la 

physiologie du canal mais aussi dans la pathologie. Plusieurs mutations dans les gènes codant pour ces 

protéines partenaires ont d’ailleurs été identifiées dans des pathologies cardiaques héréditaires (voir la 

partie II.9). Ces protéines partenaires modulent le trafic du canal à la surface cellulaireet à des 

compartiments subcellulaires spécifiques, et modulent les propriétés biophysiques du canal. Certaines 

protéines partenaires modulent également la sensibilité du canal au Ca2+ telles quela calmoduline (CaM) 

et l’isoforme C de la protéine CaMKII (CaMKIIC). Dans la suite de cette introduction, les mécanismes de 

régulation du canal par cette CaM ainsi que les protéines FGF12/FGF13 vont être détaillés.  

  

II.6. Régulation du canal Nav1.5 par la calmoduline 

La régulation de Nav1.5 par le Ca2+ a été étudiée par de nombreux groupes, mais à l’heure 

actuelle il existe encore de nombreux points de désaccord quant aux effets et mécanismes moléculaires 

impliqués dans la modulation directe ou indirecte de l’activité du canal par le Ca2+.  

Le calcium est un ion essentiel qui intervient notamment dans le couplage excitation-contraction 

des cardiomyocytes, il module également l’activité de canaux ioniques et de pompes, notamment via 

des mécanismes de rétrocontrôle. En 2004, Wingo et ses collaborateurs ont suggéré que le Ca2+ se fixe 

sur un motif dédié (EF-hand) du canal Nav1.5, localisé entre la partie C-terminale du segment S6 du DIV 

et un motif IQ (Wingo et al., 2004). Les auteurs de cette étude ont montré que l’augmentation du Ca2+ 

intracellulaire provoque un décalage de la dépendance au potentiel de la disponibilité des canaux vers 

les potentiels plus positifs, suggérant un effet gain-de-fonction du Ca2+ sur l’inactivation du canal Nav1.5. 

De plus, l’utilisation de différentes approches de spectroscopie ont permis de valider l’interaction 

directe entre le Ca2+ et le motif EF-hand. Enfin, le fait que des mutations localisées dans le motif EF 

empêchent la fixation du Ca2+ ainsi que le décalage de la courbe d’inactivation lorsque la concentration 

en Ca2+ est augmentée, renforce l’hypothèse d’un effet direct du Ca2+ dans la régulation de l’activité du 

canal Nav1.5. 

Cependant, d’autres travaux ont suggéré que le Ca2+ seul ne peut moduler directement l’activité 

du canal, mais que ses effets passeraient par la calmoduline (CaM)(Kim et al., 2004; Tan et al., 2002), 

petite protéine dont les extrémités N- et C-terminales présentent des structures globulaires (appelées 

lobes N et C) capables de fixer chacune 2 ions Ca2+ (Figure 15) via des motifs EF-hand. Ces résultats 

contradictoires avec les travaux de Wingo et ses collaborateurs pourraient s’expliquer par le fait que ces 

derniers ont utilisé dans leur étude un peptide inhibiteur de la CaM qui peut ne pas totalement bloquer 

la fixation de la CaM sur le canal Nav1.5 (Van Petegem et al., 2012). De nombreuses études ont par la 
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suite validé l’interaction de la CaM avec le canal grâce à des techniques variées comme le FRET, ou 

l’approche de titration calorimétrique isotherme (ITC) qui a permis de quantifier l’affinité de la CaM sur 

des résidus isoleucine et glutamine (IQ) de Nav1.5(Biswas et al., 2008; 2009; Sarhan et al., 2012; Shah et 

al., 2006). Ce motif IQ localisé dans l’extrémité C-terminale (CTD) du canal Nav1.5 est un motif bien 

décrit dans l’interaction des protéines avec la CaM (Bähler and Rhoads, 2002). De plus, des études 

fonctionnelles ont révélé que la mutation de ces deux résidus en alanine (IQ/AA) annule l’effet de 

l’augmentation du Ca2+ sur le décalage de la courbe d’inactivation (Shah et al., 2006), provoque un 

décalage Ca2+-indépendant de la courbe d’inactivation vers les potentiels plus négatifs et augmente le 

courant INaL(Kim et al., 2004). Ces derniers effets suggèrent alors que la CaM en se fixant sur ce motif IQ 

possède à la fois un effet gain-de-fonction sur l’activité du canal Nav1.5 de part un décalage de la 

dépendance au potentiel de la disponibilité des canaux vers des potentiels plus positifs, et un effet 

perte de fonction de par une diminution du INaL. Ces résultats sont cohérents avec d’autres travaux qui 

ont révélé que la délétion du motif IQ provoque un décalage de la courbe d’inactivation vers les 

potentiels plus négatifs, responsable d’une diminution du INa, et une augmentation du courant 

INaL(Cormier et al., 2002; Motoike, 2004). De façon plus surprenante, contrairement aux travaux de Shah 

et de ses collaborateurs, la délétion de ce motif IQ ne supprime pas le décalage Ca2+-dépendant vers les 

potentiels plus positifs de la courbe d’inactivation du canal Nav1.5 (Biswas et al., 2009). Cette dernière 

observation remet à nouveau en avant l’hypothèse d’un effet du Ca2+, indépendamment de la CaM, sur 

l’activité du canal.   

Le canal sodique cardiaque Nav1.5 pourrait finalement être régulé à la fois par une interaction 

directe du Ca2+ sur son motif EF-hand, et par une interaction de la CaM sur son motif IQ. Un model 

conciliant les deux hypothèses précédentes suggère qu’à des concentrations en Ca2+ cytosolique ([Ca2+]i) 

faibles, comme pendant la phase de relaxation du myocarde (appelée diastole), la CaM n’est pas 

associée au Ca2+ (apo-CaM) et interagit avec le motif IQ du CTD de Nav1.5 (Figure 15 ; Shah et al., 2006). 

Cette interaction a récemment été validée par l’obtention de la structure cristallographique d’une 

partie du CTD de Nav1.5 contenant les motifs EF et IQ (Wang et al., 2012). Une autre étude a précisé que 

dans cette configuration, le lobe N de la CaM n’interagit pas avec l’interdomaine IDIII-IV (Sarhan et al., 

2012), pouvant expliquer l’absence d’effet sur l’inactivation pour des faibles *Ca2+]i(Chagot and Chazin, 

2011; Sarhan et al., 2012; Shah et al., 2006). Lorsque [Ca2+]i augmente, le modèle suggère que 

l’association du Ca2+ avec la CaM (holo-CaM) diminue l’affinité de la CaM pour le motif IQ, lequel 

pourrait alors interagir avec le motif EF-hand du CTD du canal (Shah et al., 2006). Cette interaction entre 

les motifs IQ et EF-hand augmente l’affinité du Ca2+ pour ce motif EF (Figure 15A), ce qui est cohérant 

avec la modification de la dépendance au potentiel de l’inactivation du canal observée lorsque *Ca2+]i 

est augmentée (Wingo et al., 2004). Les travaux de Sarhan et ses collaborateurs ont suggéré que la 
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fixation du Ca2+ sur la CaM provoquerait un changement conformationnel de l’holo-CaM, modifiant 

l’interaction du lobe C de l’apo-CaM avec le motif IQ en une interaction du lobe N de l’holo-CaM avec ce 

motif (Figure 15B ; Sarhan et al., 2012). Une approche cristallographique de l’interdomaine IDIII-IV avec 

l’holo-CaM a montré qu’à forte *Ca2+]i, le lobe C de la CaM interagit avec la boucle IDIII-IV du canal, 

provoquant un décalage de la dépendance au potentiel de l’inactivation vers les potentiels plus 

dépolarisés. L’interaction entre le lobe C de l’holo-CaM et l’interdomaine IDIII-IV du canal Nav1.5 

observée lorsque[Ca2+]i est augmentée semble donc déstabiliser l’inactivation (Figure 15B), validant les 

précédents travaux (Cormier et al., 2002; Kim et al., 2004; Motoike, 2004).  

 
Figure 15 : Schéma représentant deux scénarios de mécanismes de régulation du canal Nav1.5 par le Ca

2+
 et la 

calmoduline (CaM). 
(A) Selon Shah et ses collaborateurs, à faible concentration en Ca

2+
 (à gauche), la calmoduline (apo-CaM, altère 

orange et rose) est associée au motif IQ de Nav1.5 via son lobe C. Lorsque la concentration en ion Ca
2+

 (sphère 
orange) augmente (à droite), l’interaction holo-CaM/motif IQ est diminuée permettant l’interaction du motif IQ 
avec le motif EF hand (rectangles bleu),augmentant l’affinitédu Ca

2+
pour ce motif EF hand (boucle rouge). Ce 

modèle ne précise pas si l’holo-CaM interagit avec l’interdomaine IDIII-IV (Shah et al., 2006). (B) Le modèle de 
Sarhan et de ses collaborateurs propose un scénario proche, à la différence qu’à concentration en Ca

2+
 élevée (à 

droite), le lobe N de la CaM remplace le lobe C dans l’interaction avec le motif IQ de Nav1.5. Le lobe C interagit 
alors avec l’IDIII-IV, modifiant les propriétés d’inactivations du canal (Sarhan et al., 2012).  

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

theIQknockout hasasignificant effect and A1924T hasalmost
none (Fig. 3 c and d).

Reductionintheaffinityof CaM for thehH1IQ-motif peptide
uponCa2 bindingistoour knowledgeunique.Toobtainfurther
insights into the interaction, 15N-1H HSQC NMR spectra were
acquired for the CaM–IQ peptide complex in the absence and
presenceof calciumffiffi.DifferencesintheNMRsignalsof thefree
protein and the IQ–peptide complex (Fig. 6, which ispublished
assupporting information on thePNASweb site) revealed that
apo–CaM interactswith the IQ motif primarily via theCTD (C
lobe), whereasCa2 -loaded CaM usesboth the N and C lobes
(seealso ref. 11). Consideration of bindingtheoryindicatesthat
this shift in mode of binding combined with overall drop in
affinityresultsin theaffinityof each lobefor theIQmotif being
much weaker than that of theClobeof apo–CaM. Thisanalysis
suggests that at high levelsof calcium other sites in hH1 could
conceivably compete with the IQ motif for one or both lobes
of CaM.

Discussion

Significant evidence has been obtained that calcium regulates
hH1 channel function via a mechanism that links the intrinsic
and extrinsic calciumsensorsthrough the IQ motif. Combining
theseresultswithall availabledatain theliterature, amodel for
themechanismof calcium-dependent regulation of hH1can be
proposed (Fig. 4). As indicated by NMR and fluorescence
titrationdata,at basal calciumlevelsCaM isboundviaitsClobe
with nM affinity to the hH1 IQ. An increase in calcium levels
upon the generation of a calcium signal causes CaM to bind
calcium and thereby undergo a significant conformational
change that weakens and alters the CaM IQ interaction. The
lower affinityenablesoneor both lobesof calcium-loaded CaM
to dissociate and bind elsewhere, possibly to Ca2 CaM-
dependent protein kinase II (13) or another region of the
-subunit (14, 20). Inparallel, thepartial or completereleaseof

the IQ motif enables it to interact with the EF-hand domain,

which correlateswith increased calciumaffinityand aconcom-
itant calcium-dependent change in the conformation of the
EF-hand domain. Thus, the equilibrium is driven toward IQ
interaction with the EF-hand domain.

Theelectrophysiological effectsof theIQ-motif mutationscan
beexplained within thecontext of thismodel. Thereduction in
CaM affinity caused by the A1924T mutation results in consti-
tutive interaction of the IQ motif with the EF hand and,
therefore, constitutively high intrinsic calcium affinity. This
constitutive interaction results in the right shift of the steady-
state availability curve relative to wild type, similar to what is
found at high calcium levels. Loss of calcium dependence of
channel gating ispresumably caused by a shift in the EF-hand
domain so that it remains in a conformation similar to the
Ca2 -activated state. The IQ-knockout mutation hastheoppo-
siteeffect of A1924T, in that it appearsto shut off the intrinsic
calcium sensor. This and other mutations that reduce calcium
bindingintheEFhand[e.g., the4X EF-handknockout mutation
(6)] have deleterious effects on channel function. All calcium-
bindingmutationscausealeft shift of thesteady-stateavailabil-
ity curve relative to wild type, similar to what is found at low
calciumlevels.Thelossof calciumdependenceof channel gating
inthiscaseispresumablycausedbytheinabilityof thehH1-CTD
to occupy the structural state induced by the interaction of the
EF-hand domain with the IQ motif and Ca2 .

Thesequestrationof theIQmotif byCaM,andthesubsequent
partial or complete dissociation of CaM upon calcium loading,
iscentral to the model presented. There issignificant evidence
supportingtheideathat Ca2 –CaM dissociatesfromthehH1IQ
motif duringacalciumsignalingevent. For example, it hasbeen
demonstrated that theadditionof Ca2 –CaM inhibitorypeptide
Ca2 CaM-dependent protein kinaseII-290-309doesnot affect
calcium-dependent changes in steady-state availability (6). Be-
cause blocking Ca2 –CaM with the peptide has no effect on
steady-state availability, the implication is that the EF hand
mediatesat least thisaspect of calciumresponsiveness. If thisis
the case, it is likely either that the binding mode of Ca2 –CaM
to the IQ is permissive of IQ EF-hand interactions or Ca2 –
CaM isrecruited elsewhere.

Interestingly, evidence has recently accumulated that Ca2 –
CaM may indeed be recruited to another site in hH1 (14, 20).
Indeed, a number of potential CaM-binding sites in hH1 are
suggestedbytheCaM target database(21).Oneof theindicated
sites, 1510IPRPLNKYQGFIFDIVTKQAF1530, although scoring
only two of nine, is located at the C-terminal end of the
cytoplasmic loop between the third and fourth transmembrane
domainsof thechannel (III–IV linker) andextendspartiallyinto
thepredictedtransmembranehelix.Theinteractionof CaM with
a III–IV linker peptide containing part of the predicted CaM-
binding site wasexamined by NMR, revealing an interaction in
the presence of calcium (Fig. 3g), but no binding to apo–CaM
(Fig. 7, which is published as supporting information on the
PNASwebsite) or hH1-CTD93(datanot shown). Theseobser-
vations are consistent with recent reports of interactions be-
tween CaM and the III–IV linker (14, 20) and reinforce our
model (Fig. 4). Interestingly, the introduction of certain muta-
tions in the III–IV linker prevents channels from inactivating
after being gated open by a voltage pulse (22, 23). Thus, the
III–IV linker isviewed asthefast inactivation particle, blocking
the flow of ions in the inactivation state. These findings are
provocative; it isclear that morework isneeded to explore the
roleof calcium, theEF-hand domain, and CaM in thiscontext,
including a demonstration of the physiological effects of the
CaM III–IV interaction.

The model proposed here suggestsa number of avenues for
the exploration of the mechanism of calcium-dependent regu-
lation of inactivation gating of hH1. Both the EF-hand and IQ
motif arestrongly conserved acrossthehuman sodiumchannel

††Signal assignments for apo–CaM were obtained from A. Bax (National Institutes of

Health, Bethesda), and signal assignments for Ca2 –CaM were from BioMagResBank

(www.bmrb.wisc.edu, accession no. 1632).

Fig. 4. Model for theaction of calciumin thehH1Cterminus. At basal levels

of calcium in thecell, CaM (yellow dumbbell) islocalized to theIQmotif (light

bluecylinder), boundviatheClobe(Upper Left).Duringacalciumsignal,CaM

binds calcium, which weakens and alters the CaM IQ interaction (Upper

Right). Release of one or both CaM domainsenablesthe IQmotif to interact

withtheEF-handcore, raising itscalciumaffinitybythreeordersof magnitude

(red loop), resulting in calcium binding (Lower Right). Alternatively, Ca2 –

CaMmayremain inassociationwiththeIQwhilealso interacting withanother

partner. There isevidence (Figs. 3g and 7 and refs. 14 and 20) that the III–IV

linker may be thisother partner (Lower Left).
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in Ca2+ regulation, a possibility suggested previously (28). The
53-amino acid DIII-IV linker isconsidered the inactivation gate
of the sodium channel because experimentally introduced or
inherited mutations in this highly conserved region have pro-
found effectson the fast inactivation of all sodium channel iso-
forms (12, 14, 16, 31, 36–38). Here we show through a high-
resolution crystal structure, ITC analysis, and electrophysiology
that the Ca2+ /CaM C lobe interacts with the DIII-IV linker. In
particular, theinteraction issupported inaphysiological rangeof
Ca2+ concentrations, and mutation of residues observed in the
binding (M1498, Y1494) abolishes the Ca2+ dependence of
steady-state inactivation and, conversely, the introduction of
mutationsthat increasetheaffinityenhancesthesensitivityof the
sodiumchannel for Ca2+ (9). Together, thesedatashowthat the
observed interactions between Ca2+ /C lobe and the DIII-IV
linker are physiologically relevant, and support the mechanism
whereby Ca2+ /C lobe binding biases the inactivation process.

The structure described here shows an aromatic anchor,
Y1494, which inconjunction withM1498in theinactivation gate
supports the interaction with the Ca2+ /C lobe. A second motif
comprising residues F1520–F1522 at the C-terminal end of the
DIII-IV linker, immediately preceding the first transmembrane
segment S1 of domain IV, hasbeen suggested to play a role in
Ca2+ regulation of NaVs, yet mutationsheredonot impact Ca2+

regulation (9, 10) nor do theyaffect theCa2+ /Clobe interaction
in solution. Thissuggests that binding of the N lobe to the FIF
motif, although experimentally possible, is not physiologically
essential, and may only bind to thisregion very weakly when no
other bindingsite ispresent, asconfirmed by our inability to de-
tect itsbindingin thepresenceof aClobe(Fig. 2C). TheCa2+/N
lobeisthereforemorelikely tobind theC-terminal tail, enabling
Ca2+/CaM to bridge theDIII-IV linker and IQ domain in a tri-
partite complex (Fig. 4D). Conversely, the C terminus can only
bind asinglelobeat atime, with ahigher affinity for Ca2+/N lobe
than for Ca2+/C lobe. Under Ca2+-freeconditions, neither lobe is
abletobindtotheDIII-IV linker,andonlytheClobecanassociate
with the C terminus, acting as a resident CaM (Fig. 4A). Taken
together, thedatasupport amodel shown in Fig. 5where in low

Ca2+ (apo-CaM), theClobeassociateswith theIQdomain, and
neither CaM lobe isable to interact with the DIII-IV linker (9,
10). In the presence of Ca2+ , CaM bridges two cytoplasmic
segments, with Ca2+ /N lobebound to theCTD and Ca2+ /Clobe
bound to the DIII-IV linker. Although Ca2+ /CaM may also in-
teract with the CTD via its C lobe alone, such a state is ener-
getically much less favorable than the tripartite complex, and
would thusonlybearareconformation. Theinteraction between
Ca2+ /C lobe and the DIII-IV linker destabilizes the inactivated
state (Fig. 5), producing a right shift in the steady-state avail-
ability curve (Fig. 3 A and D).

TheIFM motif formsamajor part of theinactivation particle,
and wehaveshown that it doesnot bind theCa2+ /C lobeand is
thus free to participate in binding to the inactivation-gate re-
ceptor. Wethereforesuggest thepossibility that theCa2+ /Clobe
remains in complex with the DIII-IV linker during channel in-
activation. An additional twist ispresent in thehigh-affinityEE/
AA mutant, which isalso ableto reducetheinactivation kinetics
in the presence of Ca2+ . This mutant thus somehow causes a
disproportionate effect on the stabilities of the activated state
and thetransition state, and thisphenomenon displaysapparent
voltage dependence.

Many other ion channels have been found to be modulated
byCaM(39),andof relevancetothepresent observations,voltage-
gated sodium and calcium channels share C-terminal EF-hand
domains(7,40) andanIQmotif that canbindapoandCa2+/CaM
(8, 41). However, in calcium channels, increased free Ca2+ can
affect both channel activation and inactivation through Ca2+-de-
pendent facilitationandCa

2+

-dependent inactivation, respectively.
Whether or not Ca2+ hassimilar effectson sodiumchannel acti-
vation gating hasnot been reported, but the mechanism we de-
scribe could act in a compensatory fashion in the failing heart,
whereincreasesinlocal Ca2+ couldoffset thedocumentedlossof
NaV expression. Alternatively, in thehealthyheart, a local accu-
mulation of Ca2+ from repetitive firing would have a potent fa-
cilitating effect on sodium current by adding channels from the
NaV reserve. In both cases, Ca2+/CaM regulation of sodium or
calciumchannel gatingisthedownstreamconsequenceof modu-
lar, Ca2+-dependent conformational changesand CaM lobe-spe-
cificbindinginteractionswithin thechannel.

The domains known to be essential to the Ca2+ regulatory
apparatus (DIII-IV linker, EF hand, and IQ motif) are synony-
mous with the sodium channel inactivation complex (34), and
inherited mutations clustered in these regions underlie LQT3
syndrome, a highly lethal form of inherited cardiac arrhythmia
(42). Fivedifferent diseasemutationsthat are involved in LQT3
or Brugadasyndromescan bemapped onto our structure. Three
of thesearedirectly involved incontactswithCa2+ /CaM (Fig. 1),
and a third mutation (ΔK1500) would clearly interfere with the
interaction by shifting the sequence register relative to CaM.
Although CaM binding to theDIII-IV linker isnot required for
inactivation itself (9), CaM binds to the IQ domain in a lobe-
specific manner with high affinity regardless of the local Ca2+

levels (29, 30, 33). Thus, these channelopathies may produce
deleterious effects on cardiac rhythms by affecting sodium
channel inactivation aswell astheir dysregulation by Ca2+ .

Methods

Protein Purification. All recombinant proteinswere derived from cDNA from

humans. The NaV1.5 DIII-IV linker and C-terminal domain constructs were

cloned into a modified PET28 (Novagen) vector (PET28HMT). Human CaM

WT, N lobe (residues 1–78), and C lobe (residues 79–148) were generated

previously (43). Proteins were purified as previously described (9), with ad-

ditional details in SI Methods.

Crystallization, Data Collection, and Structure Solution. The Ca2+/CaM–DIII-IV

domain complex wascrystallized by hanging-drop vapor diffusion at 4 °Cby

mixing equal volumes of protein (10 mg/mL) and well solution containing
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inactivation gating by destabilizing the inactivated state of the channel.
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Pour résumer, un modèle simplifié peut être établi où à faible concentration calcique, l’apo-CaM 

est liée au motif IQ du CTD de Nav1.5 par son lobe C, mais quand la quantité de Ca2+ augmente, l’affinité 

du lobe C est déplacée vers l’interdomaine IDIII-IV du canal, laissant le N-lobe libre d’interagir avec le 

motif IQ du CTD du canal. Cette interaction de l’holo-CaM avec le motif IQ (via son lobe N) et l’IDIII-IV 

(via son lobe C) de Nav1.5 crée une contrainte qui empêche l’IDIII-DIV d’interagir avec les domaines du 

canal précédemment décrits (boucles B4-5 des domaines DIII et DIV (Balser, 2001) et CTD Motoike, 

2004; Potet et al., 2009), déstabilisant alors l’inactivation de Nav1.5. Cependant, l’hypothèse de 

l’interaction simultanée entre les deux régions du canal Nav1.5 (IDIII-IV et le motif IQ) avec les lobes C et 

N de l’holo-CaM reste à prouver. En effet, même si des structures cristallographiques existent, elles 

n’ont été obtenues qu’avec des fragments du canal sodique cardiaque (Sarhan et al., 2012; Wang et al., 

2012). De plus, de nombreuses mutations sur l’IDIII-IV et le CTD affectent les propriétés d’inactivation 

de Nav1.5, comme par exemple la mutation KPQ ou la délétion du motif IQ (par insertion d’un codon 

STOP en position 1885) qui provoquent une augmentation d’INaL en l’absence de CaM (Motoike, 2004). 

Ces observations ont été confirmées par Biswas et ses collaborateurs qui ont montré que le canal 

présente toujours, malgré la mutation IQ/AA du motif IQ, un décalage de l’inactivation vers les 

potentiels plus positifs lorsque [Ca2+]iaugmente (Biswas et al., 2009). Toutes ces études suggèrent alors 

que l’interaction IDIII-IV/CTD du canal pourrait se faire indépendamment de la CaM. L’approche qui 

permettrait de valider, ou de réfuter le cas échéant, l’hypothèse d’un complexe IDIII-DIV/CTD avec la 

CaM serait l’obtention de la structure cristallographique du canal Nav1.5 en entier en présence de 

l’holo-CaM. 

Cependant, il n’est pas exclut que cette interaction entre l’interdomaine IDIII-IV et le CTD via la 

CaM ne soit pas le seul mécanisme capable d’expliquer la modulation de l’inactivation du canal Nav1.5 

par le Ca2+. En effet, d’autres protéines partenaires, telles que les protéines FGF12/13 par exemple, 

pourraient aussi être impliquées. 

  

II.7. Régulation du canal Nav1.5 par les protéines FGF12/13 

Les protéines FHF (pour « Fibroblast growth factor Homologous Factors ») sont des protéines 

homologues aux facteurs de croissance des fibroblastes (FGF) qui sont exprimés préférentiellement 

dans les cellules excitables (Smallwood et al., 1996). Ces protéines, contrairement aux autres membres 

de la famille des FGF, ne possèdent pas de séquence signale permettant leur sécrétion, et n’ont pas la 

capacité de se fixer aux récepteurs au FGF, ni de les activer. Au contraire, ces protéines sont 

intracellulaires et ont été décrites comme pouvant interagir avec les canaux sodiques dépendants du 

potentiel et réguler leur activité(Liu Cj et al., 2001; Wang et al., 2011a; Wittmack, 2004). Pour chacun 
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des quatre gènes codant pour les FHF (FGF11-FGF14), il existe des isoformes distinctes qui se 

différencient par des épissages alternatifs au niveau de l’extrémité N-terminale (Munoz-Sanjuan et al., 

2000), et qui modulent différemment les canaux Nav.  

Les rôles des FHF ont été étudiés en détail dans le cerveau où une première mutation dans le 

gène codant pour FGF14,la mutation F145S, a été identifiée chez des patients atteints d’ataxies (van 

Swieten et al., 2003).Ces résultats ont confirmé les résultats précédents obtenusdans un modèle de 

souris n’exprimant pas la protéine FGF14, où les auteurs avaient montré que la diminution de 

l’excitabilité neuronale chez ces souris était liée à une perte de fonction des canaux Nav(Wang et al., 

2002). Par la suite, d’autres mutations dans le gène codant pour la protéine FGF14ont été mis en cause 

dans des formes héréditaires d’ataxies (pour revue voir Krejci et al., 2009). Ces protéines sont 

également exprimées dans le cœur, mais leurs rôles dans la régulation del’excitabilité cardiaque sont 

moins connus. Il a été décrit que la principale protéine FHF exprimée dans le cœur humain est 

l’isoforme 2 de FGF12, FGF12-2 ;elle interagit avec l’extrémité C-terminale du canal Nav1.5(Goetz et al., 

2009; Liu et al., 2003). Un travail réalisé dans des cardiomyocytes de souris et de rat a montré que c’est 

l’isoforme FGF13-2 qui prédomine dans le cœur murin et interagit directement avec le CTD du canal 

Nav1.5 (Wang et al., 2011a). Les différentes études réalisées dans des modèles d’expression 

hétérologue et dans des cardiomyocytes s’accordent pour montrer un rôle à la fois dans le trafic du 

canal à la surface cellulaire, mais aussi dans la régulation des propriétés d’inactivation (Goetz et al., 

2009; Liu et al., 2003; Lou et al., 2005; Wang et al., 2011a; 2011b; 2012). Plus précisément, FGF13-2, 

ainsi que FGF12-2, provoquent un décalage de la dépendance au potentiel de la disponibilité des canaux 

Navvers les potentiels plus dépolarisés. Ces effets des FHF sur le courant INa sont en accord avec le 

ralentissement de la conduction observé lorsque l’expression de FGF13 est éteinte dans des 

cardiomyocytes ventriculaires de souris en culture(Wang et al., 2011a). De plus, Wang et ses 

collaborateurs ont montré que l’extinction de l’expression de FGF13 provoque un ralentissement de la 

levée d’inactivation du canal Nav1.5.De façon intéressante, une mutation associée au syndrome de 

Brugada a récemment été identifiée dans le gène codant pour FGF12 (Hennessey et al., 2013). Dans ce 

travail, les auteurs ont montré que la mutation réduit l’affinité de FGF12 pour le CTD de Nav1.5 

provoquant une diminution de la densité du courant INa ainsi qu’un décalage de la courbe d’inactivation 

vers les potentiels plus négatifs.  

Tous ces résultats sont en accord avec un effet gain-de-fonction des protéines FGF12 et FGF13 sur 

la disponibilité des canaux, en plus de son effet sur le trafic du canal à la surface cellulaire. De façon 

intéressante, le site d’interaction de la protéine FGF13 avec le canal (résidus 1886-1907 ; Wang et al., 

2011b)est localisé juste en amont du motif IQ, site d’interaction avec la CaM. Ainsi, ces observations 



Introduction générale 

 
54 

laissent suggérer qu’il pourrait exister des relations dans la régulation de Nav1.5 par la CaM et les 

protéines FHF, et que l’identification des mécanismes impliqués pourrait aider à la compréhension des 

défauts d’inactivation du canal Nav1.5.  

Ainsi, les protéines régulatrices du canal Nav1.5 joue un rôle essentiel dans la régulation de 

l’expression et des propriétés du canal sodique cardiaque. Cependant, les modifications post-

traductionnelles du canal Nav1.5 sont également des processus clés dans la régulation de l’excitabilité 

cardiaque. Comme nous allons le voir dans la partie qui suit, de nombreuses kinases sont capables de 

phosphorylerle canal Nav1.5. 

  

II.8. Phosphorylation du canal sodique cardiaque Nav1.5 

Parmi les modifications post-traductionnelles du canal Nav1.5, la phosphorylation est la plus 

étudiée. Tout comme le canal potassique KCNQ1, différentes kinases sont capables de phosphoryler le 

canal Nav1.5 avec des effets variés en fonction des kinases. 

 

II.8.1. Régulation de Nav1.5 par la PKA 

Les effets de l’activation de la PKA sur l’expression et le fonctionnement du canal Nav1.5 ont 

montré des résultats discordants (résumé dans (Schreibmayer, 1999). Puis en 2000, une étude a montré 

que les différences observées étaient liées à des différences de protocole de stimulation (Zhou et al., 

2000). En effet, l’activation de cette kinase, via l’AMPc, provoque un décalage de la dépendance au 

potentiel des courbes d’activation et d’inactivation du courant INa vers les potentiels plus négatifs. Ce 

décalage de la dépendance au potentiel de la disponibilité des canaux implique que, pour un potentiel 

donné, l’amplitude du courant INa sera plus faible dans la condition où la PKA est activée par rapport à la 

condition non-activée. Zhou et ses collaborateurs ont alors suggéré que les travaux ayant montré une 

diminution de la densité du courant INa suite à l’activation de cette kinase s’expliquent par l’utilisation 

d’un potentiel de repos pas assez négatif dans leurs protocoles de stimulation pour que tous les canaux 

sodiques soient activables (Zhou et al., 2000). La conséquence principale de l’activation de la PKA est 

une augmentation de la densité de INa, effet qui a été retrouvé aussi bien en système d’expression 

hétérologue que dans des cardiomyocytes (Frohnwieser et al., 1997; Hallaq et al., 2006; Lu et al., 1999; 

Schreibmayer et al., 1994; Zhou et al., 2000; 2002). Plus précisément, plusieurs études réalisées dans 

des ovocytes de xénopes ont montré que la PKA augmente l’expression du canal Nav1.5 à la surface 

cellulaire (Hallaq et al., 2006; Zhou et al., 2000; 2002). L’implication directe de la phosphorylation par la 

PKA dans l’augmentation de la densité de INa a été démontrée par Murphy et ses collaborateurs 

(Murphy et al., 1996) par l’identification de deux résidus sérines cibles de la PKA, S525 et S528, situés 
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dans l’IDI-II. De façon intéressante, cette région du canal présente trois motifs de rétention (RXR) dans 

le réticulum endoplasmique qui, lorsqu’ils sont supprimés, annulent l’augmentation de densité de INa 

AMPc-dépendante, tout comme le double phosphomutant S525A/S528A(Zhou et al., 2002). Ces 

résultats suggèrent alors que la phosphorylation de ces deux sérines par la PKA masque les signaux de 

rétention, permettant une augmentation de l’export des canaux Nav1.5 du réticulum endoplasmique 

vers la surface cellulaire. Cette hypothèse a été confirmée grâce au marquage du canal avec la GFP dans 

des HEK293, où l’activation de la PKA par l’AMPc provoque une redistribution des pools de Nav1.5-GFP 

localisés dans le réticulum endoplasmique et sous la membrane vers la surface cellulaire (Hallaq et al., 

2006; Zimmer et al., 2002).   

 

II.8.2. Régulation de Nav1.5 par la PKC 

La régulation du canal Nav1.5 par la protéine kinase C (PKC) a également été soumise à 

controverse. En effet, alors que la plupart des études menées dans des modèles d’expression 

hétérologue mais aussi dans des cardiomyocytes ont montré que l’activation de la PKC provoque une 

diminution de l’amplitude de INa(Benz et al., 1992; Liu et al., 2009; Qu et al., 1994; Xiao et al., 2001), 

d’autres ont décrit aucune modification d’amplitude (Watson and Gold, 1997), voir une augmentation 

(Ko et al., 2006; Moorman et al., 1989). De plus, certains travaux ont également montré des 

modifications des propriétés biophysiques comme un décalage de la courbe d’inactivation vers des 

potentiels plus négatifs(Ko et al., 2006; Qu et al., 1994; 1996), ou vers des potentiels plus positifs 

(Watson and Gold, 1997). Enfin une étude a également montré un décalage de la courbe d’activation 

vers les potentiels plus négatifs (Ko et al., 2006). Ces variabilités dans les effets de la PKC sur la 

régulation du canal Nav1.5 peuvent s’expliquer par la différence de modèles choisis, ou bien par 

l’utilisation d’activateurs et/ou d’inhibiteurs plus ou moins spécifiques. L’effet principal de la PKC 

semble être un décalage de dépendanceau potentiel de l’inactivation vers les potentiels hyperpolarisés, 

qui expliquerait la diminution de INa dépendante du potentiel observée lorsque la PKC est activée (Qu et 

al., 1996). Même si les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de Nav1.5 par la PKC 

restent méconnus, certaines études fonctionnelles ayant utilisé des approches de mutagénèses ont 

montré que les effets de la PKC sont associés à la phosphorylation de la sérine 1505 situé sur l’IDIII-IV, 

(Murray et al., 1997; Qu et al., 1996). De plus Hallaq et ses collaborateurs, en utilisant la même 

approche que pour la PKA, ont montré dans des HEK293 que l’activation de la PKC provoque une 

diminution de l’expression de Nav1.5 à la surface cellulaire, effet bloqué en présence d’inhibiteur de la 

PKC ou lorsque le canal porte la mutation S1503A (Hallaq et al., 2012). De façon intéressante, une 

mutation sur la glycerol-3-phosphate déshydrogénase (GPD1L) associée au syndrome de 

Brugada(London et al., 2007; Van Norstrand et al., 2007) provoque une réduction du courant INa 



Introduction générale 

 
56 

dépendante de la PKC (Valdivia et al., 2009). En effet, dans cette étude, les auteurs ont montré que la 

mutation A280V dans GPD1L empêche son activité de conversion du glycerol-3-phosphate (G3P) en 

dihydroxyacétone phosphate. Cette mutation provoque une accumulation de G3P et de phospholipides 

qui augmenterait la phosphorylation de la S1503 de Nav1.5 par la PKC (Valdivia et al., 2009).  

  

II.8.3. Régulation de Nav1.5 par la SGK 

La sérine/thréonine kinase de type 1 activée par le sérum et les glucocorticoïdes (SGK1) a 

initialement été décrite dans des cellules tumorales mammaires de rat comme étant une protéine dont 

le gène est activé par les glucocorticoïdes (Webster et al., 1993b; 1993a). Par la suite, de nombreux 

travaux ont montré que la transcription de SGK1 est activée par de nombreuses hormones et 

médiateurs (pour revue récente voir Lang and Stournaras, 2013). Le cœur est un des organes qui 

exprime le plus les isoformes SGK1 et SGK3 (Kobayashi et al., 1999; Waldegger et al., 1997), et 

l’isoforme SGK1 est la seule dont la transcription est activée par les glucocorticoïdes et les 

minéralocorticoïdes (Lang and Cohen, 2001). Concernant les conséquences de l’activation de la SGK sur 

les canaux Na+, un travail réalisé sur un autre canal sodique et exprimé dans des ovocytes de xénope, le 

canal sodique épithélial (ENaC), a montré que SGK1 augmente l’expression sur le canal à la surface 

cellulaire en diminuant son internalisation (Debonneville et al., 2001). En effet, dans ce travail les 

auteurs ont observé que SGK1 phosphoryle et inhibe l’ubiquitine ligase Nedd4-2. L’ubiquitylation par 

Nedd4-2 induit l’internalisation du canal, qui est alors ici réduite (Debonneville et al., 2001). De façon 

intéressante, Abriel et ses collaborateurs ont montré que l’expression à la surface cellulaire du canal 

sodique cardiaque Nav1.5 est elle aussi régulée par Nedd4-2 (Abriel et al., 2000). Et en 2003, des travaux 

réalisés dans des ovocytes de xénope ont décrit que la co-expression de Nav1.5 avec SGK1 ou SGK3 

provoque une augmentation du courant sodique (Boehmer et al., 2003). SGK3 provoque de plus un 

décalage de la courbe d’inactivation vers les potentiels dépolarisés et de la courbe d’activation vers les 

potentiels hyperpolarisés. La co-expression de Nav1.5 avec un mutant inactif de SGK1, K127N, reverse 

l’effet de SGK1 sur le courant et provoque même une diminution de INa par rapport au canal exprimé 

seul. Cette diminution serait liée à une compétition entre le mutant K127N surexprimé et SGK1 

endogène aux ovocytes. Ces travaux suggèrent alors que, tout comme pour le canal ENaC, SGK1 

augmente la quantité de canal Nav1.5 exprimée à la surface cellulaire via une diminution de son 

internalisation par l’ubiquitine ligase Nedd4-2 (Boehmer et al., 2003). 

 

II.8.4. Régulation de Nav1.5 par l’Akt 

L’Akt (appelée également protéine kinase  , PK ) est une sérine/thréonine kinase appartenant à 

la voie de signalisation PI3K/Akt. Lorsqu’ils sont activés, de nombreux récepteurs aux facteurs de 



Introduction générale 

 
57 

croissance, hormones et cytokines activent la lipide kinase PI3K qui va alors phosphoryler le PIP2 en PIP3 

(phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate) à la membrane plasmique. L’Akt s’associe à ce PIP3via son 

domaine d’homologie à la pleckstrine (PH), et est alors relocalisée à la membrane plasmique où elle est 

activée suite à sa phosphorylation par les kinases PDK1 et mTORC2 (LoPiccolo et al., 2008). Le groupe de 

Richard Lin s’est intéressé à la régulation du canal Nav1.5 par cette voie PI3K/Akt dans deux études 

récentes, l’une portant sur des traitements anti-cancéreux qui provoque un QT long et l’autre portant 

sur des modèles de souris diabétiques présentant un QT allongé (Lu et al., 2012; 2013). Dans la 

première étude, les auteurs ont montré que les inhibiteurs des tyrosines kinases, le dasatinib, le 

sunitinib, et le nilotinib, utilisés comme traitements anti-cancéreux provoquent, dans un modèle de 

chien, un allongement de la durée du PA, qui se traduit par un allongement de l’intervalle QT (Lu et al., 

2012). Ils ont mis en évidence que cette prolongation du QT est liée à l’inhibition des canaux hERG, 

comme beaucoup de médicaments (Roden, 2004), mais aussi à une augmentation de la densité du 

courant INaL. Les auteurs ont montré dans des modèles de chien et de souris que l’activation de la PI3K 

est diminuée par ces inhibiteurs des tyrosines kinases. Ils ont alors suggéré que l’inhibition de cette voie 

PI3K/Akt serait responsable d’une augmentation de INaL via la modification de l’état de phosphorylation 

du canal Nav1.5 par l’Akt. Dans la deuxième étude, ce même groupe a validé l’implication de la voie 

PI3K/Akt dans l’allongement de l’intervalle QT dans des modèles de souris présentant des diabètes de 

type 1 et de type 2 (Lu et al., 2013). A nouveau dans cette étude, les auteurs ont montré que 

l’augmentation de l’APD et l’allongement du QT consécutif, associé ici à la cardiomyopathie diabétique, 

est en partie causée par l’inhibition de la PI3K et l’augmentation du courant INaL. De plus, l’augmentation 

d’INaL dans des cardiomyocytes de souris sauvage observée en présence d’un inhibiteur de l’Akt (Akti) 

suggère fortement l’implication de l’Akt dans la régulation de Nav1.5.  

  

II.8.5. Régulation de Nav1.5 par les tyrosines kinases 

Parmi les mécanismes de régulation post-traductionnelle de Nav1.5, la phosphorylation du canal 

par les tyrosines kinases est la moins étudiée. Tout d’abord, Wang et ses collaborateurs ont suggéré une 

régulation du canal sodique cardiaque par les tyrosines kinases dans des cardiomyocytes de lapin (Wang 

et al., 2003). Dans cette étude, les auteurs ont utilisé différents inhibiteurs des tyrosines kinases et ont 

observé un décalage de la dépendance au potentiel de la disponibilité des canaux sodiques vers les 

potentiels plus négatifs ainsi qu’un ralentissement de la levée d’inactivation. Une autre étude dans des 

cellules HEK293 a démontré par la suite, grâce à des approches biochimiques, que la tyrosine kinase 

Fyn, de la famille des Src, phosphoryle la tyrosine 1495 située dans l’IDIII-IV, non loin du motif 

I1485FM1487 du canal (Ahern et al., 2005). Des approches fonctionnelles utilisant un mutant de Fyn 

constitutivement actif ont montré que la phosphorylation du canal par cette tyrosine kinase provoque 



Introduction générale 

 
58 

un décalage de la courbe d’inactivation vers les potentiels plus positifs,une diminution de la proportion 

de canaux entrant en inactivation lente et une accélération de la levée d’inactivation. Cette étude 

montre également que les effets sur la courbe d’inactivation et la cinétique de levée de cette 

inactivation sont reversés respectivement par une mutation inactivant Fyn (K299M) ou par un inhibiteur 

de tyrosine kinase, confirmant ainsi les résultats précédents de Wang et de ses collaborateurs (Wang et 

al., 2003). De façon cohérente, une étude réalisée par Jespersen et ses collaborateurs a montré que la 

co-expression du canal Nav1.5 et de la protéine tyrosine phosphatase PTPH1 (autrement appelée 

PTPN3) provoque, dans les HEK293, un décalage de la courbe d’inactivation opposé à celui de Fyn, c’est-

à-dire vers les potentiels hyperpolarisés (Jespersen et al., 2006). Finalement, l’implication des tyrosines 

kinases dans la régulation de Nav1.5 a été validée dans un modèle de cardiomyocytes ventriculaires de 

cochon d’inde grâce à des approches fonctionnelles et biochimiques (Liu et al., 2007). Dans ce travail, 

les auteurs ont montré que l’activation du récepteur à l’EGF (epidermal growth factor pour facteur de 

croissance épidermique), couplés aux tyrosines kinases, augmente le niveau de phosphorylation des 

tyrosines des canaux sodiques cardiaques, augmente INa et décale la dépendance au potentiel de 

l’inactivation vers des potentiels dépolarisés.  

En somme, la phosphorylation de Nav1.5 par les tyrosines kinases provoque un gain de fonction 

du canal. Le niveau de phosphorylation des tyrosines du canal est régulé par les tyrosines kinases 

couplées aux récepteurs (tel le récepteur à l’EGF), les kinases de la famille des Src (comme Fyn), ainsi 

que la tyrosine phosphatase PTPH1. Même si aucun résidu n’a pu être décrit comme étant la cible de 

cette phosphatase, son interaction avec le domaine PD  situé sur l’extrémité C-terminale de Nav1.5 a 

été décrite (Jespersen et al., 2006). De façon intéressante, Sarhan et ses collaborateurs ont montré que 

le résidu Y1495, cible de la tyrosine kinase Fyn, est situé sur le site de fixation de la Ca2+/CaM (holo-

CaM). Ils ont alors suggéré que la phosphorylation de ce résidu par Fyn aurait le même effet que la 

fixation de l’holo-CaM sur ce site, c’est-à-dire d’empêcher l’interaction de l’IDIII-IV avec son récepteur 

(formé des résidus des boucles B4-5 des domaines DIII et DIV (Balser, 2001) et du CTD Motoike, 2004; 

Potet et al., 2009), déstabilisant ainsi l’inactivation de Nav1.5 (Sarhan et al., 2009).  

  

II.8.6. Régulation de Nav1.5 par la CaMKII 

La CaMKII est une sérine/thréonine kinase exprimée dans de nombreux types cellulaires, y 

compris les cardiomyocytes, et qui, suite à une augmentation du Ca2+ intracellulaire, phosphoryle de 

nombreuses cibles comme les canaux ioniques et les protéines impliquées dans la régulation de 

l’homéostasie calcique (Couchonnal and Anderson, 2008). La CaMKII forme un complexe composé de 

plusieurs monomères identiques associés par leur extrémité C-terminale. Chaque monomère comprend 
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un domaine catalytique N-terminal qui permet le transfert d’un phosphate () d’une molécule d’ATP, et 

au centre un domaine régulateur. Dans des conditions basales, la CaMKII est inactive en raison de la 

liaison du domaine catalytique avec le domaine régulateur. Lorsque [Ca2+]i augmente, l’holo-CaM se fixe 

sur le domaine régulateur, provoquant un changement conformationnel qui permet la libération du 

domaine catalytique. Ainsi, le domaine catalytique devient accessible à l’ATP et la CaMKII peut 

phosphoryler ses protéines cibles, y compris elle-même. Cette autophosphorylation, correspondant à la 

phosphorylation d’un monomère par un autre, permet notamment à la CaMKII de maintenir sa fonction 

catalytique même en absence de l’holo-CaM. De plus, la CaMKII est également activable en présence 

d’espèces radicalaires oxygénées (ROS). En effet, l’oxydation par ces ROS de deux méthionines situées 

dans le domaine régulateur a le même effet que l’autophosphorylation de la CaMKII, c’est-à-dire qu’elle 

empêche la réassociation des domaines catalytique et régulateur. Dans les cardiomyocytes, il existe 

deux isoformes de la CaMKII, un nucléaire (CaMKIIB), et un cytoplasmique (CaMKIIC) qui est l’isoforme 

capable de moduler l’activité du canal Nav1.5 (Edman and Schulman, 1994; Wagner et al., 2006). 

Concernant le rôle de cette CaMKII dans la régulation des canaux Nav1.5, Deschênes et ses 

collaborateurs ont montré, dans des cellules HEK293, que l’inhibition de la CaMKII par le KN93 décale la 

dépendance au potentiel de l’inactivation vers des potentiels plus dépolarisés, ralentit les cinétiques 

d’inactivation du courant INa, ralentie la levée d’inactivation et diminue la proportion de canaux entrant 

en inactivation intermédiaire IIM et lente Islow(Deschênes et al., 2002). Plus tard, Wagner et ses 

collaborateurs ont validé ces résultats dans des cardiomyocytes de lapin et ont montré pour la première 

fois l’interaction directe entre le canal Nav1.5 et la CaMKIIC par des approches de co-

immunoprécipitation, ainsi que leur co-localisation grâce à des expériences d’immunocytochimie dans 

des cardiomyocytes de lapin (Wagner et al., 2006). Ces travaux ont révélé que la surexpression 

chronique (dans un modèle de souris transgénique) ou aiguë (dans des cardiomyocytes de lapin en 

culture) de la CaMKIIC provoque simultanément un gain de fonction et une perte de fonction des 

canaux Nav1.5. Plus précisément, les effets perte-de-fonction se caractérisent par un décalage de la 

disponibilité des canaux Nav1.5 vers les potentiels plus négatifs, une augmentation de la proportion de 

canaux entrant en IIM, qui est concomitante avec un ralentissement de la levée d’inactivation (Figures 

16A, 16B et 16C), puisque cette inactivation se lève avec des cinétiques plus lentes que l’Ifast. Ces effets 

perte-de-fonction sont similaires à ceux qui caractérisent le syndrome de Brugada. Le gain de fonction 

de Nav1.5 correspond à un ralentissement des cinétiques d’inactivation du courant INa et une 

augmentation du courant sodique persistant INaL (Figure 16D). Wagner et ses collaborateurs ont 

également montré une augmentation de la phosphorylation du canal dans leurs deux modèles de 

surexpression de la CaMKIIC, ce qui suggère fortement l’implication de la phosphorylation du canal par 

la CaMKII dans la modulation des propriétés d’inactivation de Nav1.5 dans leurs modèles (Wagner et al., 
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2006). Puis, dans l’objectif d’identifier les sites de phosphorylation impliqués dans cette régulation, 

Hund et ses collaborateurs ont utilisé une approche de mutagénèse dirigée consistant à muter les 

résidus sérines et thréonines de Nav1.5 conformes à la séquence consensus de phosphorylation par la 

CaMKII (RXXS/T) (Hund et al., 2010). Cette approche leur a permis d’identifier la sérine en position 571 

(S571) dans l’interdomaine DI-II comme cible potentielle. Ils ont alors montré que lorsque S571 est 

mutée en alanine non-phosphorylable (S571A), le canal muté dans des cellules HEK293 ne présente plus 

de décalage de la courbe d’inactivation vers des potentiels plus négatifs ni d’augmentation du INaL. 

Lorsque cette S571 est mutée en glutamate (S571E), résidu mimant la phosphorylation, les effets de la 

CaMKII sur l’inactivation du canal sont récapitulés. Plus récemment, Ashpole et ses collaborateurs ont 

montré que la CaMKII interagit avec l’IDI-DII et phosphoryle la sérine S516 et la thréonine T594 de l’IDI-

II de Nav1.5 (Ashpole et al., 2012), ce qui est cohérant avec une étude précédente d’Aiba et de ses 

collaborateurs sur la localisation de la phosphorylation du canal par la CaMKII (Aiba and Tomaselli, 

2010). Cependant, la phosphorylation et le rôle de la S571 dans la modulation des propriétés 

biophysiques n’ont pas été observés (Ashpole et al., 2012). Les analyses fonctionnelles, consistantes 

avec les travaux précédents, ont montré que la CaMKIIC décale la dépendance au potentiel de 

l’inactivation vers des potentiels hyperpolarisés et augmente la proportion de canaux entrant en 

inactivation intermédiaire.  

 
Figure 16 : Effets d’une augmentation de l’activité de la CaMKIIC sur les propriétés biophysiques du canal 
Nav1.5. 
Courbes d’activation et de disponibilité des canaux Nav1.5 (A), de levée d’inactivation (B), de proportion de canaux 
entrant en inactivation intermédiaire (C) et représentation du courant INaL(D) estimées à partir des protocoles 

indiqués, dans des conditions contrôles (lignes pleines) ou de surexpression de la CaMKIIC (lignes en pointillées). 
D’après Herren et al., 2013. 



Introduction générale 

 
61 

En ce qui concerne les effets de la CaMKII sur l’activation du canal, les observations divergent. 

Alors que la majorité des études réalisées n’a révélé aucune modification de la dépendance au potentiel 

de l’activation (Aiba et al., 2010; Ashpole et al., 2012; Deschênes et al., 2002; Wagner et al., 2006), 

Young et Caldwell ont montré que la phosphorylation CaMKII-dépendante décale la courbe d’activation 

vers des potentiels plus négatifs (Young and Caldwell, 2005). Enfin, concernant la densité de courant, 

Aiba et ses collaborateurs ont observé que la CaMKII induit une augmentation de la densité de courant 

INa(Aiba et al., 2010), alors que d’autres n’ont observé aucun changement(Ashpole et al., 2012; Koval et 

al., 2012; Wagner et al., 2006). 

Pour résumer, l’ensemble de ces études semble s’accorder pour dire que la CaMKII régule les 

canaux Nav1.5 par phosphorylation et que les effets majeurs de cette phosphorylation concernent les 

propriétés d’inactivation du canal. Les observations contradictoires des effets de la CaMKII sur les 

propriétés d’activation, ainsi que sur les propriétés d’inactivation observées par Aiba et ses 

collaborateurs (décalage de la courbe d’inactivation vers des potentiels dépolarisés, diminution de la 

proportion de canaux entrant en IIM et accélération de la levée d’inactivation) peuvent s’expliquer par 

des différences dans l’approche expérimentale utilisée : différences de modèle, d’isoforme de CaMKII, 

d’apport de CaMKII exogène, de composition des solutions de patch-clamp ou encore 

d’activateurs/inhibiteurs.  

En somme, au même titre que les protéines régulatrices, la phosphorylation du canal sodique 

cardiaque Nav1.5 joue un rôle clé dans la régulation de l’expression à la surface cellulaire et des 

propriétés biophysiques du canal. On comprend alors pourquoi une perturbation de l’interaction du 

canal avec une de ces protéinesrégulatrice, ou encore une modification de sa phosphorylation, 

provoquée par des mutations dans le gène SCN5A,peut être à l’origine de graves pathologies 

cardiaques. 

 

II.9. Implications physiopathologiques du canal Nav1.5 

Lecourant transitoire rapide INagénéré par le canal Nav1.5 joue un rôle clef dans la régulation de la 

vitesse de dépolarisation et de propagation du PA cardiaque ; le courant persistant INaL module la durée 

du PA ; et enfin l’inactivation d’INacontrôle la durée de la période réfractaire. Ainsi, le canal Nav1.5 joue 

un rôle majeur dans l’excitabilité cardiaque physiologique, et la moindre perturbation de son 

fonctionnement ou de son expression peut provoquer des variations du rythme, appelé arythmies ou 

troubles du rythme cardiaque. Tout comme pour le canal KCNQ1, de nombreuses mutations du canal 

Nav1.5 ont été identifiées dans différentes pathologies cardiaques humaines provoquant un gain ou une 

perte de fonction du canal. Et de la même manière que pour les mutations modulant l’activité du canal 
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KCNQ1, d’autres mutations localisées dans les gènes codant pour les protéines partenaires régulatrices 

du canal Nav1.5 ont été identifiées et associées aux arythmies cardiaques. 

 

II.9.1. Mutations gain-de-fonction : le syndrome du QT long 

Parmi les mutations responsables du syndrome du QT long (LQTS), 13% des patients génotypés 

présentent un LQTS de type 3 (LQT3) causé par des mutations dans le gène SCN5A qui code pour le 

canal Nav1.5 (Kapplinger et al., 2009; Wang et al., 1995). Contrairement au LQT1, présenté dans la 

première partie de cette introduction, le premier signe clinique des patients atteints du LQT3 est l’arrêt 

cardiaque, le risque de mort subite étant alors particulièrement élevé (Bennett et al., 1995; Zareba et 

al., 2001). Plus de 80 mutations ont été identifiées dans le gène SCN5A chez des patients atteints du 

LQT3 (Zimmer and Surber, 2008). Celles-ci induisent un gain de fonction du canal Nav1.5 en altérant 

l’inactivation rapide, et provoquant ainsi une augmentation du courant INaL(Bennett et al., 1995). Ces 

mutations sont essentiellement localisées dans les régions du canal impliquées dans l’inactivation 

rapide comme le S4 du domaine IV, l’interdomaine IDIII-IV, les B4-5 des domaines III et IV et le CTD 

(Zimmer and Surber, 2008; Ruan et al., 2009). Les mutations du LQT3 peuvent affecter un ou plusieurs 

des mécanismes impliqués dans la genèse du courant persistant. Ainsi, de nombreuses mutations 

provoquent un ralentissement ou une inactivation incomplète(Balser, 1999; Chen et al., 2005; 

Deschenes et al., 2001; Kass, 2006; Kühn and Greeff, 1999; Motoike, 2004; Nguyen and Goldin, 2010; 

Ruan et al., 2007; Wedekind et al., 2001; West et al., 1992; Yarov-Yarovoy et al., 2002; Zimmer and 

Surber, 2008), une augmentation du courant de fenêtre(Abriel et al., 2001; Huang et al., 2011; 

Oginosawa et al., 2005; Wang et al., 1996c; Wedekind et al., 2001) ou bien une accélération de la levée 

d’inactivation (Clancy et al., 2003). 

Des mutations dans les gènes codant pour les protéines régulatrices du canal Nav1.5 ont 

également été identifiées dans d’autres types de LQTS moins fréquents (LQT9, LQT10 et LQT12 ; voir 

Tableau I dans la partie I.5.2). C’est le cas d’une mutation dans le gène codant pour la cavéoline-3 qui 

augmentela densité du courant INaL(Vatta et al., 2006). Une autre mutation dans le gène SCN4B, codant 

pour la sous-unité Nav4 des canaux Nav, induit un décalage de la courbe d’inactivation vers les 

potentiels positifs, sans modification de la dépendance au potentielde l’activation, provoquant alors 

une augmentation du courant de fenêtre (Medeiros-Domingo et al., 2007). Enfin, deux mutations dans 

le gène codant pour lasyntrophine-1, une protéine du complexe contenant la dystrophine, la 

dystrobrevine, l’oxyde nitrique synthétase (NOS), et la sérine/thréonine kinase associée au microtubule, 

provoque une augmentation de la nistrosylation du canal Nav1.5 et une augmentation consécutive du 

courant INaL(Ueda et al., 2008; Wu et al., 2008).  
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II.9.2. Pathologies associées à des mutations perte-de-fonction 

Parmi les pathologies associées à des mutations perte-de-fonction de Nav1.5, on retrouve le 

syndrome de Brugada (BrS) qui se caractérise par des troubles du rythme ventriculaire et un risque 

élevé de mort subite chez des patient âgés en moyenne de moins de 40 ans, avec un cœur 

structurellement sain (Brugada and Brugada, 1992). Le BrS est une pathologie à transmission 

autosomique dominante et qui, pour plus de 60% des patients, semble être d’origine sporadique, c’est-

à-dire que la mutation du patient n’est retrouvée chez aucun de ses parents ou membre de sa famille 

(Schulze-Bahr et al., 2003). A l’heure actuelle, plus de 350 mutations portant sur 17 gènes différents ont 

été décrits chez les patients atteints du BrS (Tableau III). Malgré le grand nombre de gènes identifiés, 

l’origine génétique de cette pathologie n’a pu être déterminée que pour seulement ≈35% des patients 

(Kapplinger et al., 2010). Près de 30% des patients génotypés sont porteurs d’une mutation dans le gène 

SCN5A, responsable du BrS de type 1 (BrS1). Même si ces mutations sont situées dans des régions 

différentes du canal, elles vont toutes conduire à une diminution du courant INa mais par des 

mécanismes différents comme une diminution de l’expression du canal à la surface cellulaire(Baroudi et 

al., 2001; Pfahnl et al., 2007; Valdivia et al., 2004), l’expression d’un canal non fonctionnel (Kyndt et al., 

2001), ou encore des modifications des propriétés biophysiques du canal(Amin et al., 2005; Bezzina et 

al., 1999; Calloe et al., 2013; Chiang et al., 2009; Dumaine et al., 1999; Hsueh et al., 2009; Keller et al., 

2005; Smits et al., 2005; Veldkamp et al., 2000). Ainsi, certaines mutations modifient les cinétiques et la 

dépendance au potentiel de l’activation, de l’inactivation ou de la levée d’inactivation (Bezzina et al., 

1999; Calloe et al., 2013; Dumaine et al., 1999; Hsueh et al., 2009; Keller et al., 2005; Smits et al., 2005), 

alors que d’autres augmentent la proportion de canaux entrant en inactivation intermédiaire ou 

lente(Amin et al., 2005; Bezzina et al., 1999; Chiang et al., 2009; Veldkamp et al., 2000). Enfin, comme 

on peut le voir dans le Tableau III, des mutations dans les gènes codant pour les protéines capables de 

réguler le canal Nav1.5 ont été identifiées pour d’autres types du  rS ( rS2, 5, 7, 11, 15 et 17 ; Tableau 

III).  

D’autres mutations sur le canal sodique cardiaque et ses protéines régulatrices sont à l’origine 

d’autres pathologies cardiaques héréditaires. C’est le cas des troubles progressifs de la conduction 

(également appelés maladie de Lev ou maladie de Lenègre), par exemple, qui se manifestent par un 

ralentissement progressif de la conduction qui peut conduire à des épisodes de syncope, voir à la mort 

subite du patient. Dans les formes héréditaires, le ralentissement de la conduction peut être causé par 

des mutations dans le gène codant pour le canal Nav1.5 ou la sous-unité Nav1, conduisant à une 

diminution du courant INa soit par une diminution d’expression du canal à la membrane plasmique, 

l’expression d’un canal non-fonctionnel, ou encore une modification des propriétés biophysiques du 

canal Nav1.5 (Probst et al., 2003; Schott et al., 1999; Tan et al., 2001; Watanabe et al., 2008; Zimmer and 
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Surber, 2008). De façon similaire, les formes héréditaires du syndrome de dysfonctionnement du nœud 

sinusal, sont causés par des mutations dans le gène SCN5A qui vont induire une diminution de la densité 

de courant sodique via une diminution d’expression du canal fonctionnel à la surface cellulaire ou une 

perte de fonction sur l’activation ou l’inactivation du canal Nav1.5 (Benson et al., 2003; Lei et al., 2008). 

De façon plus surprenante des mutations responsables d’un gain de fonction du canal ont également 

été décrites chez des patients présentant ce syndrome, qui se caractérisé par un ralentissement, voir 

blocage, de la conduction des PA du nœud sinusal vers le muscle atrial qui l’entoure (Lei et al., 2008).  

Ainsi, la même pathologie cardiaque peut être provoquée par un gain et une perte de fonction du 

canal Nav1.5. Comme nous allons le voir par la suite, ce phénomène n’est pas attribuable qu’au 

syndrome de dysfonctionnement du nœud sinusal. 

 

Tableau III : Les différentes formes du syndrome de Brugada et les gènes associés. 

Type Gène Protéine 
Courant ionique 

affecté 

Incidence 

(en %) 
Références 

1 SCN5A Nav1.5 PdF INa 11-24 (Chen et al., 1998) 

2 GPD1-L G3PD1L PdF INa Rare (London et al., 2007) 

3 CACNA1C Cav1.2 PdF Ica,L 6-7 (Antzelevitch et al., 2007) 

4 CACNB2 Cavβ2 PdF Ica,L 4-5 (Antzelevitch et al., 2007) 

5 SCN1B Navβ1 PdF INa 1-2 (Watanabe et al., 2008) 

6 KCNE3 MiRP2 GdF Ito/IKs <1 (Delpón et al., 2008) 

7 SCN3B Navβ3 PdF INa Rare (Hu et al., 2009) 

8 KCNH2 hERG1 PdF IKr Rare (Itoh et al., 2009; Verkerk et al., 2005) 

9 KCNJ8 Kir6.1 GdF IKATP Rare (Medeiros-Domingo et al., 2010) 

10 CACNA2D1 Cavα2δ-1 Indéterminé Ica,L Rare (Burashnikov et al., 2010) 

11 RANGRF MOG1 PdF INa Rare (Kattygnarath et al., 2011) 

12 KCNE5 MiRP4 GdF Ito/IKs Rare (Ohno et al., 2011) 

13 KCND3 Kv4.3 GdF Ito Rare (Giudicessi et al., 2011) 

14 HCN4 HCN4 Indéterminé If Rare (Crotti et al., 2012) 

15 SLMAP SLMAP PdF INa Rare (Ishikawa et al., 2012) 

16 TRMP4 TRMP4 GdF et PdF NSCCa 6 (Liu et al., 2013) 

17 SCN2B Navβ2 PdF INa Rare (Riuró et al., 2013) 

GdF : gain de fonction ; PdF : perte de fonction. 
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II.9.3. Pathologies associées à des mutations gain- et perte-de-fonction 

La cardiomyopathie dilatée (CMD) est une pathologie cardiaque caractérisée par une dilatation 

ventriculaire associée à une diminution de sa fonction contractile (systole), pouvant conduire à une 

insuffisance cardiaque. La CMD est pour moitié d’origine idiopathique, c’est-à-dire qu’elle n’est pas la 

conséquence d’une pathologie acquise, et parmi ces formes idiopathiques,20% d’entre elles sont 

héréditaires (Michels et al., 1992), Tout comme pour le syndrome de dysfonctionnement du nœud 

sinusal, des mutations gain-de-fonction et perte-de-fonction surles propriétés d’activation et 

d’inactivation du canal sodique cardiaque ont pu être retrouvées chez des patients atteints de CMD (Ge 

et al., 2008; McNair et al., 2004; Nguyen et al., 2008; Olson and Keating, 1996). Les mécanismes 

responsables de CMD causée par des mutations sur SCN5A semblent complexes, et font intervenir des 

dysfonctionnements du canal ainsi que des anomalies structurales(Hesse et al., 2007). 

La CMD est souvent associée à une autre pathologie cardiaque, la fibrillation auriculaire (FA) 

(Olson et al., 2005). La FA, qui est la pathologie la plus fréquemment retrouvée chez les patients atteints 

de trouble du rythme cardiaque, peut être héréditaire, causée par des mutations sur les gènes codants 

pour le canal KCNQ1 (voir la partie I.5.1), le canal Nav1.5(Chen et al., 2007a; Ellinor et al., 2008; Li et al., 

2009; Makiyama et al., 2008; Olson et al., 2005), ou les sous-unités Nav1 et Nav2 (Watanabe et al., 

2009). La FA, tout comme le SSS et la CMD, peut être provoquée par des mutations perte- et gain-de-

fonction du canal Nav1.5. Les mutations gain-de-fonction de SCN5A pourraient initier la fibrillation 

auriculaire par une augmentation de l’excitabilité des oreillettes(Li et al., 2009; Makiyama et al., 2008), 

et les mutations perte-de-fonction,en induisant un ralentissement dans la conduction, peuvent 

entretenir cette fibrillation par le maintien des phénomènes de réentrées(Chen et al., 2007a; Ellinor et 

al., 2008). 

 

II.9.4. Les syndromes chevauchants 

Les troubles du rythme associés à des mutations sur le gène SCN5A ont été considérés comme 

des entités cliniques séparées avec des propriétés phénotypiques différentes. Cependant, de plus en 

plus de travaux ont montré qu’il peut exister des chevauchements entre ces différentes canalopathies 

associées à Nav1.5 sur le plan clinique et biophysique. On regroupe alors sous le terme de syndrome 

chevauchant ces pathologies arythmogéniques qui présentent des chevauchements dans les 

symptômes cliniques, ou encore lorsqu’une même mutation sur SCN5A provoque des troubles du 

rythme variés dans des familles différentes, ou même au sein d’une même famille. L’association 

phénotypique la plus inattendue est celle du LQT3 et du BrS puisque les mutations dans SCN5A 

responsables du LQT3 sont toutes associées à un gain de fonction du canal Nav1.5, alors que le BrS est 
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causé par des mutations perte-de-fonction du canal. Plusieurs études d’une mutation provoquant 

l’insertion d’un acide aspartique (D) en position 1795 dans la séquence protéique du canal Nav1.5 

(1795insD) ont montré qu’à elle seule la mutation est suffisante pour expliquer les différents 

phénotypes (Baroudi and Chahine, 2000; Bezzina et al., 1999; Clancy and Rudy, 2002; Remme et al., 

2006; van Den Berg et al., 2001; Veldkamp et al., 2000). Il s’agit de la première mutation décrite au sein 

d’une famille multigénérationnelle présentant des caractéristique électrocardiographiques spécifiques 

du LQT3 et du BrS (Bezzina et al., 1999). Grâce à un modèle mathématique, Clancy et Rudy ont montré 

que pour des fréquences basses de stimulation, l’APD des cellules M mutées est allongée, ce qui peut 

expliquer l’apparition d’un LQTS à basse fréquence cardiaque. En augmentant la fréquence de 

stimulation, ils ont observé une diminution de la disponibilité des canaux sodiques (décalage de la 

dépendance au potentiel de l’inactivation vers des potentiels plus négatifs), et donc une diminution du 

courant INa, provoquant ainsi une perte de la phase de plateau du PA. Ce phénomène augmente 

l’hétérogénéité de la repolarisation entre les différentes couches musculaires transmurales 

cardiaques,se traduisant par un aspect de  rS à l’ECG (Clancy and Rudy, 2002). Ces résultats ont par la 

suite été confirmés dansun modèle de souris transgéniques hétérozygotes pour la mutation 1795insD 

(Remme et al., 2006). Les auteurs ont observé une dysfonction sinusale chez ces souris, un allongement 

des intervalles PQ, QT et du complexe QRS ainsi qu’un ralentissement de la conduction dans le 

ventricule droit. Des approches fonctionnelles dans des cardiomyocytes ventriculaires isolés à partir de 

ces souris ont mis en évidence une prolongation de la phase de repolarisation du PA surtout à faible 

fréquence de stimulation, et une diminution de la disponibilité des canaux sodiques à haute fréquence, 

validant ainsi les résultats basés sur le modèle de Clancy et Rudy. Ils ont montré de plus une diminution 

de la densité de courant INa, un ralentissement de l’inactivation rapide ainsi qu’une augmentation du 

courant Na+ persistant (Remme et al., 2006). Ces différentes observations permettent d’expliquer la 

coexistence des deux phénotypes BrS et LQT chez les patients porteurs de la mutation 1795insD du 

canal Nav1.5. 

  

II.9.5. Insuffisance cardiaque 

En plus de son implication dans des pathologies héréditaires, des dysfonctionnements du canal 

Nav1.5 ont également été décrits dans des pathologies acquises fréquentes, comme l’insuffisance 

cardiaque (IC). L’IC est une pathologie caractérisée par une anomalie de la fonction cardiaque, et 

environ 50% des patients insuffisants cardiaques sont victimes de mort subite provoquée par des 

arythmies cardiaques (Huikuri et al., 2001). La plupart de ces arythmies sont les conséquences d’un 

remodelage fonctionnel des connexines, qui jouent un rôle majeur dans le couplage électrique entre 

cardiomyocytes, ainsi que des canaux ioniques(Aiba and Tomaselli, 2010; Wang and Hill, 2010). Le 
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remodelage cardiaque est un déterminant clinique dans l’évolution de l’IC qui englobe des 

modifications anatomiques et fonctionnelles du tissu cardiaque comme l’augmentation de la taille des 

cardiomyocytes (hypertrophie) ou la détérioration de la fonction cardiaque (Cohn et al., 2000). Ce 

remodelage permet de maintenir la fonction cardiaque, mais il devient progressivement défavorable 

conduisant à une décompensation, c’est-à-dire à l’apparition de troubles du rythme et la réduction de la 

fonction contractile (Nattel et al., 2001). Ces troubles du rythme sont majoritairement la conséquence 

des modifications de la fonction des canaux ioniques cardiaques, parmi lesquels le canal Nav1.5 est 

connu pour influencer significativement la progression de l’IC(Aiba and Tomaselli, 2010; Wang and Hill, 

2010). 

En effet, de nombreuses études ont montrés que la densité de courant INaL est augmentée dans 

l’IC chez l’Homme et dans de nombreux modèles animaux(Aiba and Tomaselli, 2010; Ashpole et al., 

2012; Maltsev et al., 2007; Maltsev and Undrovinas, 2008; Undrovinas et al., 1999; Valdivia et al., 2005; 

Wagner et al., 2006). Une perte de fonction du canal Nav1.5 a également été montrée par une 

diminution du courant INa(Casini et al., 2009; Shang et al., 2007; Ufret-Vincenty et al., 2001). Cette 

diminution du courant INa,décrite comme étant causée par des modifications de l’expression et/ou de 

l’épissage du transcrit du canal Nav1.5 (Shang et al., 2007), de la glycosylation de la protéine 

Nav1.5(Ufret-Vincenty et al., 2001), ou encore par une augmentation de la concentration calcique 

intracellulaire (Casini et al., 2009), induit un ralentissement de conduction et des troubles du rythme 

ventriculaires provoqués par des phénomènes de réentrées.  

Plusieurs études se sont intéressées aux déterminants moléculaires responsables de cette 

augmentation de INaL dans l’IC. Comme énoncé précédemment, de nombreuses protéines interagissent 

et modulent l’expression ou l’activité du canal Nav1.5. Certaines d’entre elles, comme la sous-unité 

Nav1, ont été impliquées dans l’augmentation du INaLdans l’IC (Mishra et al., 2011). En effet, des 

travaux ont montré que l’expression relative de Nav1 était augmentée par rapport à Nav1.5 dans un 

modèle de chien insuffisant cardiaque puisque la quantité de protéine du canal est diminuée dans 

l’IC(Shang et al., 2007), mais Nav1 reste inchangé dans ce modèle (Zicha et al., 2004). De plus, une 

étude récente a montré que l’extinction de l’expression de cette sous-unité 1 accélère la cinétique 

d’inactivation du courant INa, et diminue la densité de courant INaL dans des modèles de chiens sauvage 

et insuffisant cardiaque, suggérant que Nav1serait impliquée dans la modulation du courant 

INaL(Mishra et al., 2011). Ces résultats sont cohérents avec le rôle précédemment décrit de Nav1 dans la 

modulation de l’inactivation du canal Nav1.5, dépendante de l’état de polymérisation des microtubules 

du cytosquelette (Casini et al., 2010).Cette dernière étude valide l’implication des protéines du 

cytosquelette dans la modulation du courant INaL dans l’IC. Par exemple, des travaux ont montré que 
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l’organisation structurale de la fodrine (autre nomde la spectrine), composante du cytosquelette, est 

modifiée dans des conditions d’IC (Hein et al., 2000; Heling et al., 2000), et que des anticorps dirigés 

contre la spectrine augmentent le courant INaLdans des cardiomyocytes ventriculaires isolés à partir de 

rats (Maltsev and Undrovinas, 2008).Finalement, il a été démontréque les défauts d’inactivation du 

canal Nav1.5 observés dans l’IC sont associés à l’activation de la CaMKII (Wagner et al., 2006). Le gain de 

fonction de la CaMKII sur le INaL peut ralentir la repolarisation, augmentant la durée du PA, et créant 

ainsi des conditions favorables au développement de post-dépolarisations précoces et retardées 

(respectivement EAD et DAD) (Shryock et al., 2013).  

La phosphorylation du canal sodique cardiaque Nav1.5 apparaît de plus en plus comme un 

mécanisme clé impliqué dans les phénomènes arythmogènes de nombreuses pathologies cardiaques. 

Cependant, les mécanismes impliqués dans la régulation de Nav1.5 par les différentes kinases font 

encore l’objet de nombreuses controverses. C’est le cas pour la CaMKII, en particulier dans le contexte 

de l’IC où son expression et son activité sont augmentées. Ainsi, mon deuxième projet de thèse a 

consisté à caractériser le rôle de deux sérines, S1933 et S1984, dans l’altération des propriétés 

d’inactivation du canal Nav1.5 associée à l’insuffisance cardiaque.  
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Objectifs 

Projet 1 : 

Mon premier projet de thèse a consisté à identifier les déterminants moléculaires responsables d’une 

diminution de la sensibilité aux variations de quantité de PIP2 du canal potassique cardiaque KCNQ1 

portant la mutation R539W, identifiée chez des patients atteints du syndrome du QT long.  

Projet 2 : 

Mon deuxième projet de thèse a consisté à caractériser le rôle de deux sérines, S1933 et S1984, dans 

l’altération des propriétés d’inactivation du canal Nav1.5 dans le contexte de l’insuffisance cardiaque. 
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Résultats 

I. Projet 1 :Identification des déterminants moléculaires responsables 

d’une diminution de la sensibilité aux variations de PIP2membranaire 

du canal KCNQ1-R539W 

I.1. Introduction 

Comme décrit dans l’introduction générale, le PIP2 est un phospholipide membranaire essentiel 

pour l’activité de la plupart des canaux, à quelques exceptionsprèscommeles canaux Nav(Gamper and 

Shapiro, 2007; Logothetis et al., 2010; Suh and Hille, 2008). Tout comme pour de nombreux canaux 

ioniques (e.g. Kir6.2, hERG, Shaker), le PIP2 stabilise le canal potassique cardiaque KCNQ1 à l’état ouvert 

(Choveau et al., 2012). Des études de cristallographie de canaux Kir ont permis de montrer que le PIP2 

interagit avec des résidus proches de la porte d’activation des canaux Kir2.2 et Kir3.2, ou encore qu’il 

permet l’ancrage de l’ensemble du domaine C-terminal (CTD) aux domaines transmembranaires des 

canaux Kir2.2 (Hansen et al., 2011; Whorton and MacKinnon, 2011), conduisant à l’ouverture du canal. 

 ien qu’il s’agisse de canaux à deux domaines transmembranaires, ces mécanismes pourraient 

s’appliquer au canal potassique KCNQ1 possédant six domaines. En effet, pour ces deux types de 

canaux, les études biophysiques suggèrent que le PIP2 stabilise la porte du canal à l’état ouvert 

(Enkvetchakul et al., 2000; Loussouarn et al., 2003), et les résidus positifs identifiés juste après le 

segment S6 de KCNQ1 pourraient (Thomas et al., 2011), tout comme les résidus proches de la porte 

d’activation M2de Kir2.2 et de Kir3.2 (Whorton and MacKinnon, 2011), interagir avec le PIP2 provoquant 

une stabilisation de l’état ouvert du canal. De plus, tout comme pour les canaux Kir2.2 (Hansen et al., 

2011), des résidus situés dans la partie distale du CTD pourraient également interagir avec le PIP2 

membranaire et provoquer un rapprochement de l’ensemble du CTD avec le pore du canal KCNQ1 afin 

de moduler son ouverture. Cette dernière hypothèse est soutenue par différentes études qui montrent 

le rôle physiopathologique de l’interaction PIP2-CTD (Dvir et al., 2014; Li et al., 2011; Park, 2005). Ces 

travaux indiquent que des mutations localisées dans le CTD provoquent une diminution de l’affinité du 

canal KCNQ1 pour la PIP2, ce qui provoque une perte de fonction du canal qui est à l’origine du 

syndrome du QT long de type 1 (LQT1) des patients porteurs de ces mutations.  

Park et ses collaborateurs ont montré pour la première fois l’implication d’une diminution de 

l’affinité pour le PIP2 du canal KCNQ1 exprimant des mutations responsables du LQT1 (Park, 2005). Les 

auteurs ont étudiés trois mutations, une localisée dans la boucle B4-5, la mutation R243H, et les deux 

autres situées dans le CTD, les mutations R539W et R555C. En plus de leur proximité, les mutations 
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R539W et R555C provoquent un décalage similaire de la courbe d’activation vers les potentiels plus 

dépolarisés, un ralentissement comparable de la cinétique de déactivation du canal KCNQ1 et ces deux 

canaux mutants présentent la même sensibilité pour le diC8-PIP2. De façon surprenante, le phénotype 

des patients porteur de ces deux types de mutations est différent puisque la mutation R555C est 

associée à une forme fruste du LQT1, alors que des cas de morts subites ont été identifiés chez des 

patients porteurs de la mutation R539W (Chouabe et al., 2000; Donger et al., 1997). Deux éléments 

suggèrent qu’il peut finalement y avoir des différences entre les deux mutants. Premièrement, dans 

l’étude de Park et de ses collaborateurs, l’affinité relative des canaux mutants pour le PIP2 a été 

déterminée grâce à l’utilisation d’un analogue à chaîne courte, le diC8-PIP2. Cependant, il a été 

démontré depuis que le canal potassique hERG, qui est pourtant sensible au PIP2, est insensible à cet 

analogue à chaîne courte, suggérant ainsi que l’affinité d’un canal pour le PIP2 et le diC8-PIP2 peut être 

différente(Rodriguez et al., 2010). Deuxièmement, le canal mutant R539W est,contrairement à R555C, 

moins sensible à une diminution de la quantité de PIP2 que le canal KCNQ1 sauvage(Park, 2005). En 

général, un canal dont l’affinité au PIP2 est réduite montre une diminution de courant (rundown) plus 

rapide lors d’une diminution du PIP2, un critère largement utilisé pour déterminer l’affinité (apparente) 

du canal au PIP2(Ballester et al., 2007; Dvir et al., 2014; Huang et al., 1998; Kozak et al., 2005; Liu and 

Qin, 2005; Loussouarn et al., 2003; Park, 2005; Pattnaik and Hughes, 2009; Pian et al., 2006; Rodriguez 

et al., 2010; Suh and Hille, 2007). 

A partir de ces observations, nous avons entrepris d’utiliser d’autres approches pour étudier plus 

en détail la sensibilité au PIP2des trois canaux KCNQ1 mutés R243H, R539W et R555C. Nous avons 

retenu trois méthodes complémentaires pour provoquer une diminution de PIP2 : l’application de 

wortmannin, inhibiteur de la PI4-kinase intervenant dans la synthèse du PIP2, en configuration patch 

perméabilisé ; l’application de Mg2 qui interagit avec les charges négatives du PIP2, en configuration 

inside-out ; et la co-expression de la phosphatase dépendante au potentiel de l’ascidie Ciona 

intestinalis, la Ci-VSP, en configuration cellule entière de la technique de patch clamp. 

Cette étude a fait l’objet d’un article publié dans le journal « PLoS ONE » (Coyan et al., 2014). 
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Abst ract

Introduction: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) is a cofactor necessary for the activity of KCNQ1 channels. Some
Long QT mutations of KCNQ1, including R243H, R539W and R555C have been shown to decrease KCNQ1 interaction with
PIP2. A previous study suggested that R539W is paradoxically less sensitive to intracellular magnesium inhibition than the
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suggest a molecular mechanism underlying it.
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with a decreased PIP2 affinity, we observed that the R243H and R555C mutations lead to an accelerated current rundown
when membrane PIP2 levels are decreasing. As opposed to R243H and R555C mutants, R539W is not more but rather less
sensitive to PIP2 decrease than the WT channel. A molecular model of a fragment of the KCNQ1 C-terminus and the
membrane bilayer suggested that a potential novel interaction of R539W with cholesterol stabilizes the channel opening
and hence prevents rundown upon PIP2 depletion. We then carried out the same rundown experiments under cholesterol
depletion and observed an accelerated R539W rundown that is consistent with this model.

Conclusions: We show for the first time that a mutation may shift the channel interaction with PIP2 to a preference for
cholesterol. This de novo interaction wanes the sensitivity to PIP2 variations, showing that a mutated channel with a
decreased affinity to PIP2 could paradoxically present a slowed current rundown compared to the WTchannel. This suggests
that caution is required when using measurements of current rundown as an indicator to compare WT and mutant channel
PIP2 sensitivity.
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Int roduct ion

Cholesterol regulates several ion channels, and changes in

membrane cholesterol levels provoke various effects depending on

the channel type (reviewed in [1,2]). Regarding inwardly rectifying

K+ channels (K ir), cholesterol effects have been studied in detail.

Effects of cholesterol increase or depletion vary among families

and even among channels of the same family. Similarly to Kir

channels, functional effects of cholesterol on voltage-gated (Kv)

channel activity are highly variable: an increase in Kv2.1 current

in Drosophila neurons[3] and a suppression of thesame current in

mammalian pancreatic b-cells [4]. Adding more complexity,

effects on the cardiac potassium channel KCNQ1 are variable

depending on the drug used to decrease cholesterol levels [5,6].

More specifically, Probucol - known as a cholesterol depleting

agent - is able to decrease the coexpressed KCNE1/ KCNQ1

current amplitude [5] without decreasing cholesterol levels in

CHO-K1 [6]. Simvastatin and triparanol are more specific since
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  Supplemental tables 

 

 

Table S1: Wortmannin-induced rundown. 

 

 

Table S2: Magnesium-induced rundown. 

 

 WT R243H R539W R555C 
WT 

without Ci-VSP 

Time (s) 0 64 0 64 0 64 0 64 0 64 

Mean of tail 
current density 

(pA/pF) 
25.4 10.2 6.87 1.57 5.47 5.88 0.00 0.00 13.4 13.3 

SEM 6.15 2.81 2.06 0.55 1.19 1.49 0.00 0.00 7.64 8.20 

n 11 11 6 6 9 9 7 7 7 7 

P value 
(one-tail paired 

t-test) 
0.01 0.01 0.38 N/A 0.45 

Significant 
difference 

YES YES NO N/A NO 

 

Table S3: Ci-VSP-induced rundown. 

 

Time (s) 0 63 0 63 0 63 0 63

Mean of current 

density (pA/pF)
112 98.4 40.7 31.8 85.5 83.3 63.0 52.7

SEM 21.0 17.3 13.1 10.8 13.2 13.0 27.6 24.0

n 7 7 5 5 7 7 5 5

p value (one-tail 

paired t-test)

Significant difference YES YES NO YES

WT R243H R539W R555C

0.03 0.02 0.24 0.03

Time (s) 0 25 0 25 0 25 0 25

Mean of tail current 

amplitude (pA)
-406 -167 -171 -28.4 -72.8 -54.8 -110 -7.43

SEM 148 57.7 80.8 12.6 11.8 12.1 24.7 1.81

n 11 11 6 6 6 6 6 6

p value (one-tail paired  

t-test)

Significant difference

WT R243H R539W R555C

YES

0.021 0.046 0.043 0.005

YES YES YES
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I.2. Discussion 

I.2.1. Résumé des résultats 

Le but de cette étude était de déterminer les mécanismes pouvant expliquer le comportement 

complexe du mutant R539W.En effet, les études précédentes ont montré que cette mutation est 

responsable à la fois d’une perte de fonction du canal KCNQ1 par rapport au canal sauvage sur la 

dépendance au potentiel (Chouabe et al., 2000), mais également d’un gain de fonction puisque ce canal 

mutant présente peu ou pas de diminution du courant (rundown) suite à une diminution de la quantité 

de PIP2(Park, 2005). 

De façon cohérente avec les travaux de Park et de ses collaborateurs (Park, 2005), nous avons 

observé que les mutations R243H et R555C de KCNQ1, impliquées dans le LQT1, provoquent une 

augmentation de la sensibilité aux variations de la quantité de PIP2 en comparaison avec le canal 

sauvage. Toujours en accord avec ces travaux de Park et de ses collaborateurs, nous avons montréque, 

contrairement aux mutations R243H et R555C, la mutation R539W diminue cette sensibilité du canal 

aux variations de quantité de PIP2 membranaire par rapport au canal sauvage. En effet, l’application de 

wortmannin en configuration patch perméabilisé, de Mg2 en configuration inside-out ou la co-

expression de la Ci-VSP en configuration cellule entière, provoque une accélération de la cinétique de 

diminution du courant (« rundown ») pour les mutants R243H et R555C, par rapport au canal sauvage, 

et au contraire ce rundown est nettement ralenti pour le canal mutant R539W. De plus, nous avons 

montré que le mutant R539W ne répond pas à des changements d’osmolarité extracellulaire qui 

miment des variations physiologiques du niveau de PIP2, contrairement à ce qui a été décrit pour le 

canal sauvage (Piron et al., 2010). Un modèle moléculaire nous a suggéré que le tryptophane, substitué 

à l’arginine en position 539, interagit avec le cholestérol membranaire, ce qui provoque la stabilisation 

partielle du canal à l’état ouvert, perturbant ainsi la sensibilité du canal KCNQ1 aux variations de 

quantité de PIP2. Cette hypothèse a été validée par l’utilisation de deux molécules qui, par des 

mécanismes différents, conduisent à une diminution du cholestérol intracellulaire. En effet, nous avons 

montré que suite à un traitement avec de la cyclodextrine, connue pour induire une extrusion du 

cholestérol membranaire, ou du triparanol, inhibiteur de la synthèse de cholestérol, la cinétique de 

rundown du canal mutant R539W est accélérée et devient comparable à celle du canal sauvage. De 

plus, la substitution de l’arginine R539 par une phénylalanine (R539F), résidu moins hydrophobe et, 

d’après notre modèle, possédant un potentiel d’ancrage à la membrane plus faible, présente une 

cinétique de rundown du courant IKs comparable à celle du canal sauvage. L’ensemble de ces résultats 

confirme l’hypothèse d’une interaction entre le tryptophane, W539, avec le cholestérol qui se substitue 

à l’interaction de l’arginine, R539, avec le PIP2 dans la stabilisation du canal à l’état ouvert.  



Résultats 

 
88 

Cependant, il est à noter que cette interaction R539W-KCNQ1 avec le cholestérol est sans doute 

moins forte que l’interaction R539-KCNQ1 avec le PIP2. En effet, même si le tryptophane en position 539 

stabilise le canal à l’état ouvert grâce à interaction avec le cholestérol, qui remplace l’interaction avec le 

PIP2, l’expression phénotypique de cette mutation, impliquée dans le LQT1, est une perte de fonction 

sur l’activité du canal. 

  

I.2.2. Limites de l’étude 

La principale limite de notre étude est l’utilisation d’approches peu spécifiques à la fois pour 

l’étude de la sensibilité des canaux sauvage et mutants pour le PIP2, et pour la diminution du niveau de 

cholestérol intracellulaire. 

En effet, la cinétique de diminution du courant au cours du temps pourrait dépendre de 

nombreux facteurs, parmi lesquels la sensibilité du canal KCNQ1 pour le PIP2. Par exemple, la 

wortmannin est une molécule qui inhibe spécifiquement la PI3-kinase, responsable de la synthèse des 

PI(3,5)P2 et PI(3,4)P2, et dans une moindre mesure, la PI4-kinase, responsable de la synthèse du 

PI(4,5)P2(Nakanishi et al., 1995). Même si le PIP2 est le phospholipide le plus abondant dans la 

membrane et qu’on peut attribuer les effets de la wortmannin sur KCNQ1 à une diminution du PIP2, il 

faudrait étudier les effets des PI(3,5)P2 et PI(3,4)P2 car si par exemple le PI(3,5)P2 est plus efficace que le 

PI(4,5)P2 sur la modulation du canal, il jouerait un rôle régulateur non négligeable. Nous avons 

également attribué l’accélération du rundown du courant IKs, observée en présence de Mg2+, à une 

diminution du PIP2 disponible en raison d’une interaction électrostatique Mg2+/PIP2. Cependant, il n’est 

pas à exclure que le Mg2+ puisse modifier l’activité du canal KCNQ1 via des mécanismes indépendants 

du PIP2. En effet, le Mg2+ est un cofacteur de nombreuses kinases, telle que la PKC (Hannun and Bell, 

1990), ou des phospholipases (Alvarez-Leefmans et al., 1987), et l’application de Mg2+ pourrait activer 

l’une d’entre elles qui modulerait différemment l’activité du mutant R539W. Enfin, nous avons utilisé la 

phosphatase dépendante du potentiel Ci-VSP pour diminuer la quantité de PIP2 disponible, cependant 

une étude a montré que cette Ci-VSP déphosphoryle le PI(4,5)P2 mais aussi le PI(3,4,5)P3, ce qui remet 

en cause la spécificité de cette enzyme (Halaszovich et al., 2009).  

Cependant, l’utilisation de ces trois approches différentes qui présentent des limites dans leur 

spécificité convergent toutes néanmoins vers un résultat identique, i.e. une accélération du rundown du 

courant IKs pour les canaux sauvage et mutés R243H et R555C, suggérant fortement l’implication d’une 

diminution de la quantité de PIP2 disponible dans les effets observés.  

De la même manière, les approches utilisées pour diminuer le cholestérol membranaire 

manquent de spécificité. En effet la methyl-β-cyclodextrin (MCD) est connue pour modifier 
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l’architecture de la membrane plasmique, inhiber l’endocytose, réduire la mobilité des protéines 

membranaires et diminuer certains phosphoinositides(Kwik et al., 2003; Zidovetzki and Levitan, 2007). 

De plus, des travaux ont montré que la diminution du cholestérol par la MCD modifie la localisation 

intracellulaire du PIP2 et affecte la synthèse du phosphatidylinositol-4-phosphate (PI4P), précurseur de 

la synthèse du PIP2(Minogue et al., 2010; Pike and Miller, 1998). Ainsi, l’accélération du rundown du 

mutant R539W suite à un traitement à la MCD pourrait être attribuée à la délocalisation ou à la 

diminution de la synthèse de PIP2 plutôt qu’à une diminution du niveau de cholestérol membranaire. De 

même, une diminution d’autres phospoinositides (tel le PI4P) pourrait, comme pour le PIP2 sur le canal 

sauvage, accélérer la cinétique de rundown par une déstabilisation de l’état ouvert du canal mutant 

R539W, via une perte d’interaction PI4P-R539W par exemple. L’utilisation de triparanol est également 

discutable puisqu’en plus de l’inhibition de la 24-dehydrocholesterol réductase (Avigan et al., 1960), 

enzyme intervenant dans la synthèse du cholestérol, il a été démontré que le triparanol augmente la 

libération de Ca2+ stocké dans la cellule, augmentant [Ca2+]i(Takahashi et al., 1999), ou encore empêche 

la prolifération de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses en induisant leur apoptose (Bi et al., 

2012).  

A nouveau, le fait que le MCD et le triparanol conduisent aux mêmes effets sur le courant IKs du 

canal sauvage, ou du canal mutant R539W, suggère fortement l’implication du cholestérol dans la 

perturbation de la sensibilité du canal KCNQ1-R539W aux variations de quantité de PIP2. 

  

I.2.3. Conclusion 

Cette étude montre qu’une mutation peut déstabiliser l’interaction du canal avec un régulateur, 

et simultanément créer une nouvelle interaction entre ce canal et un composant membranaire. Ce 

travail révèle également qu’il faut être prudent lorsqu’on utilise la mesure du rundown comme outil 

pour déterminer la sensibilité d’un canal muté pour le PIP2, puisqu’une mutation peut substituer 

l’interaction canal-PIP2 avec un autre partenaire membranaire. La stabilisation partielle à l’état ouvert 

du canal mutant R539W est paradoxale avec le phénotype du LQT1, qui est causé par une perte de 

fonction du canal KCNQ1. Mais gardons à l’esprit que même si cette mutation diminue la sensibilité du 

canal aux variations de quantité de PIP2 intracellulaire, la mutation R539W provoque une diminution de 

l’affinité du canal KCNQ1 pour le PIP2. Cette perturbation de l’interaction du canal avec le PIP2 provoque 

un décalage de la dépendance au potentiel de l’activation vers des potentiels plus dépolarisés et une 

accélération de la cinétique de déactivation du canal KCNQ1 qui se traduisent par un allongement de 

l’intervalle QT au niveau de l’ECG. 
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II. Projet 2 :Identification des sites de phosphorylation natifs du canal 

sodique cardiaque Nav1.5 et conséquences fonctionnelles dans le 

contexte de l’insuffisance cardiaque 

II.1. Introduction 

Comme décrit dans l’introduction générale,de nombreux travaux ont suggéré l’implication du 

canal Nav1.5 dans les troubles du rythme observés dans l’IC(Aiba and Tomaselli, 2010; Wang and Hill, 

2010). En effet, différentes études ont montré que le courant Na+ est diminué (Casini et al., 2009; Shang 

et al., 2007; Ufret-Vincenty et al., 2001), ou encore que le courant INaL est augmenté dans l’IC (Aiba and 

Tomaselli, 2010; Ashpole et al., 2012; Maltsev et al., 2007; Maltsev and Undrovinas, 2008; Undrovinas 

et al., 1999; Valdivia et al., 2005; Wagner et al., 2006). Parmi les mécanismes moléculaires identifiés 

dans ces modifications d’activité du canal Nav1.5 dans l’IC, Wagner et ses collaborateurs ont montré que 

la phosphorylation du canal est augmentée et que les propriétés d’inactivation du canal sont 

modifiéesdans leur modèleanimald’IC surexprimant la CaMKIIC(CaMKIIC-Tg ; (Wagner et al., 2006). 

Plus précisément, ils ont montré,ainsi que la plupart des études qui se sont intéressées à la régulation 

du canal Nav1.5 par la CaMKII, que la CaMKIIdécale de la disponibilité des canaux Nav1.5 vers des 

potentiels plus négatifs, augmente la proportion de canaux entrant en inactivation intermédiaire, IIM, 

ralentit la cinétique de levée d’inactivation, et par ailleurs ralentit les cinétiques d’inactivation du 

courant INa et augmentela densité du courant sodique persistant INaL(Ashpole et al., 2012; Deschênes et 

al., 2002; Hund et al., 2010; Koval et al., 2012; Wagner et al., 2006). De façon surprenante, les résultats 

obtenus jusqu’alors ont montré que la CaMKII phosphoryle le canal préférentiellement sur 

l’interdomaine IDI-II (S516, S571 et T594), loin des régions impliquées dans l’inactivation de Nav1.5 (i.e. 

le S4 du domaine IV, l’interdomaine IDIII-IV, les B4-5 des domaines III et IV et le CTD). Cependant, ces 

sites de phosphorylation ont été identifiés par des approches in silico et in vitro, et on peut alors 

s’interroger sur la validité de ces résultats dans des conditions plus physiologiques et 

physiopathologiques. En ce qui concerne le résidu S571, identifié par l’équipe de Peter Mohler, une 

étude a révélé que la phosphorylation de cette sérine par la CaMKII est légèrement augmentée dans le 

myocarde de patients atteints d’insuffisance cardiaque, ainsi que dans un modèle de chiens d’infarctus 

du myocarde(Koval et al., 2012).En revanche, les résidus S516 et T594, identifiés par l’équipe de Donald 

Bers, ont été étudiésseulement en système d’expression hétérologue, les cellules HEK-293 (Ashpole et 

al., 2012).Dans le but d’identifier les sites de phosphorylation de Nav1.5 qui pourraient conduire aux 

modifications des propriétés d’inactivation de Nav1.5 dans l’IC, des analyses phosphoprotéomiques 

comparatives ont été développées au laboratoire à partir de ventricules de souris dans des conditions 
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normales (WT) et dans le contexte de l’ICsur les cœurs de souris CaMKIIC-Tg(Wagner et al., 2006). Une 

étude fonctionnelle par la technique de patch-clamp dans des cellules HEK-293 a par la suite permis de 

déterminer l’implication de deux de ces sites de phosphorylation nouvellement identifiés dans la 

régulation des propriétés d’inactivation des canaux Nav1.5. 

 

II.2. Matériel et Méthodes 

II.2.1. Expression hétérologue dans les cellules HEK-293 

La lignée cellulaire HEK-293 (human embryonic kidney) a été utilisée pour exprimer de façon 

hétérologue et transitoire le canalNav1.5 avec sa sous-unité accessoires 1. Les cellules HEK-293 (à 

environ 60% de confluence) sont transfectées à l’aide deLipofectamine 2000par 0,2 g de plasmide 

contenant l’ADNc Nav1.5 humain sauvage ou muté, 0,4 g de Nav1, 0,2 g de GFP et 1,2 g de 

plasmide pcDNA3.1 vide. Pour les enregistrements du courant sodique persistant INaL, les quantités de 

plasmides utilisés sont de 0,9 g de Nav1.5 humain sauvage ou muté, 0,9 g de Nav1, 0,2 g de GFP de 

façon à augmenter la densité de courant INa et INaL.  

Les mutations ponctuelles S1933E, S1984E et S1933E-S1984E ont été réalisées par mutagénèse 

dirigée à partir du kit QuickChange II XL Site-Directed Mutagenesis(Aligent Technologies). 

Le repiquage des cellules est réalisé 36 heures après transfection et les enregistrements de patch 

clamp sont effectués 48 heures après transfection. 

  

II.2.2. Technique de patch clamp 

Les expériences de patch clamp ont été réalisées à température ambiante. Le pilotage du 

potentiel imposé, l’acquisition des tracés ainsi que l’analyse sont réalisés avec le logiciel pClamp version 

10 (Molecular Devices). L'électrode de mesure et de stimulation est connectée à un amplificateur de 

patch-clamp (Axopatch 200A, Axon Instruments). Les pipettes ont été étirés à partir de capillaires de 

verre borosilicate (TW150F-3, WPI, Sarasota, USA) dans une étireuse horizontale (Sutter Instrument, 

modèle P-97) de façon à obtenir des pipettes de résistance comprise entre 1,5 et 2,5 MΩ.  

La solution intrapipette contient (en mM) : NaCl 5, CsCl 105, HEPES 10, Glucose 5, EGTA 10, CaCl2 

4, MgCl2 1, Mg-ATP 5 (pH 7.2 avec du CsOH). Les cellules HEK-293 baignent dans une solution 

extracellulaire composé (en mM) : NaCl 25, CsCl 94, TEA-Cl 25, HEPES 10, Glucose 5, CaCl2 1, MgCl2 2 (pH 

7.4 avec du CsOH).  
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Pour les études du courant INaL,toujours afin d’augmenter la densité de courant INa et INaL, la 

concentration en Na+ extracellulaire est augmentée comme suit(en mM) : NaCl 140, CsCl 5, HEPES 10, 

Glucose 5, CaCl2 1, MgCl2 2 (pH 7.4 avec du CsOH).Afin de perfuser la tétrodotoxine (TTX), 20 mM de 

mannitol ont été ajouté à la solution extracellulaire sans, puis avec 30 M de TTX. 

Les mesures de courant Na+ ont été effectuées à partir d’un potentiel de repos à -120 mV, suivi 

d’une dépolarisation du potentiel de membrane allant de -80 à  40 mV avec un incrément de 5 mV 

pendant 50ms, toutes les 5s. Ce protocole permet la mesure de différents paramètres :  

- Les densités de courant Na+ et la représentation de la courbe courant-potentiel (I-V) 

- Le potentiel de demi-activation (V1/2) et le facteur de pente (k) de la courbe 

d’activation ont été déterminés grâce à une régression non linéaire de la conductance (G) normalisée 

par la conductance maximale (Gmax), à l’aide d’une équation du type Boltzmann :  

Grel= Gmax/(1 + exp(-(Vm - V1/2)/k))(équation 1) 

- Le temps au pic qui reflète la cinétique d’activation 

- Les constantes de temps de l’inactivation à l’état ouvert(2 et 1)du courant Na+et la 

proportion de canaux s’inactivant rapidement par rapport aux canaux s’inactivant lentement (A2/A1) 

sont déterminées grâce de l’équation de la régression non linéaire de type bi-exponentielle de la partie 

décroissante du courant Na+ : I(t) = A1 X exp(-t/τ1) + A2 X exp(-t/τ2) + y0 (équation 2) 

La dépendance au potentiel de l’inactivation a été déterminée à l’aide d’une dépolarisation 

(stimulation P1) du potentiel membranaire de -120 mV à un potentiel allant de -120 à -40 mV avec un 

incrément de 5 mV pendant 500 ms, suivi d’unedépolarisation(stimulation P2) à -20mV pendant 20 ms, 

toutes les 5s. Des courbes d’inactivations, obtenus en normalisant le pic le courant Na+ par rapport au 

courant maximum (Imax), lors de la stimulation P2, ont été tracées à l’aide d’une régression non linéaire 

de type Boltzmann :Irel = Imax/(1 - exp((Vm - V1/2inact)/k)) (équation 3) 

La levée d’inactivation a été déterminée à l’aide d’une dépolarisation du potentiel membranaire 

de -120 mV à -20 mV pendant 350 ms (stimulation P1), suivie d’une repolarisation à -120mV pendant 

une durée variant de 1 à 200 ms, avant une seconde dépolarisation à -20 mV pendant 20 ms 

(stimulation P2), toutes les 5 s. La constante de temps(rec) et l’amplitude (A) de levée d’inactivation ont 

été déterminées à l’aide d’une régression non linéaire du pic de courant Na+ mesurée en P2 normalisé 

par rapport au pic de courant mesuré en P1, à l’aide d’une équation de type mono-exponentielle :Irel = A 

(1 - exp(-t/τrec)) (équation 4) 

Le courant sodique tardif INaLa été mesuré à partir d’une dépolarisation du potentiel membranaire 

de -120 mV à -20mV pendant 350 ms, toutes les 5s. INaL a été déterminé grâce à une régression non 

linéaire de la partie décroissante du courant Na+ sensible au TTX (TTX-sensible), à l’aide de l’équation2 

où y0 = INaL. 
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II.2.3. Analyses statistiques 

Les résultats sont présentés sous la forme de moyenne   erreur standard à la moyenne. Les 

différences sont statistiquement testées en utilisant les tests de Mann-Whitney, l’analyse de variances à 

une ou à deux voies (ANOVA) suivi d’un test de Kruskal-Wallis ou de Bonferroni quand les comparaisons 

multiples sont nécessaires. Une différence avec une valeur de p<0.05 est considérée comme 

significative. 

 

II.3. Résultats 

Dans le but d’identifier in situ les résidus de Nav1.5 phosphorylés qui pourraient jouer un rôle 

dans l’altération des propriétés d’inactivation des canaux Nav1.5 dans l’IC, des analysesde 

phosphoprotéomique ont été réalisées à partir de ventricules de souris CaMKIIC-Tg. Cette approche 

développée et réalisée par Céline Marionneaua consisté à immunoprécipiter le canal Nav1.5 à l’aide 

del’anticorps monoclonal anti-NavPAN à partir de lysats de ventricules de souris WT et CaMKIIC-Tg.Les 

protéines immunoprécipitées sont digérées avec de la trypsine et les fragments peptidiques obtenus 

sont analysés par spectrométrie de masse. Comme illustré dans la Figure 17, l’abondance relative du 

canal Nav1.5 est trois à quatre fois plus grande dans les ventricules de souris CaMKIIC-TGpar rapport 

aux souris sauvages, ainsi que dans les IPs respectives. 

 
Figure 17 :Immunoprécipitation des complexes canalaires de Nav1.5 de ventricules de souris adultes sauvages et 

transgéniques surexprimant la CaMKIIC. 
(A) Western blots représentatifs de Nav1.5 (révélés avec un anticorps polyclonal de lapin anti-Nav1.5) des lysats 
totaux et des immunoprécipitations (IPs) de ventricules isolés de souris sauvages (WT) et de souris surexprimant la 

CaMKIIC (CaMKIIC-Tg) à l’aide de l’anticorps monoclonal anti-NavPAN (mNavPAN, dirigé contre toutes les sous-

unités  des canaux Nav). (B)Moyenne de l’abondance relative de Nav1.5 dans les IPs de souris WT et de souris 

CaMKIIC-Tg. *p<0,05, n = 4, test Mann-Whitney. (C) Coloration du gel au SYPRO Ruby des IPs réalisées avec 

l’anticorps mNavPAN dans les ventricules de souris WT et CaMKIIC-Tg.    
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Des analyses de phosphoprotéomiquedes protéines Nav1.5 immunoprécipitées ont permis 

d’identifier dix-huit sites de phosphorylation parmi lesquels huitsont nouveaux (en bleu, Figure 18), par 

rapport à notre étude précédemment publié(Marionneau et al., 2012). La plupart de ces sites sont 

situés sur l’IDI-II, un seul site a été identifié sur l’extrémité N-terminaleet l’interdomaine IDII-III, et trois 

sur l’extrémité C-terminale. 

 
Figure 18 : Représentation schématiquedes sites de phosphorylation de Nav1.5 identifiés in situ. 
Localisation des sites de phosphorylations du canal sodique cardiaque Nav1.5 de souris identifiés in 
situparspectrométrie de masse. Parmi les dix-huit sites de phosphorylation identifiés, dix (en rouge) ont déjà été 
publiés dans une précédente étude de phosphoprotéomique (Marionneau et al., 2012), et huit sont nouveaux (en 
bleu). Quatre et deux localisations de site de phosphorylation sont possibles aux acides aminés 36 à 42 et 524 à 
525.  

 

Afin de déterminer l’implication potentielle des sites de phosphorylation identifiés dans 

l’altération des propriétés d’inactivation des canaux Nav1.5 dans l’IC, l’abondance relative de chaque 

phosphopeptide détecté a été quantifiée dans les IP réalisées à partir des souris CaMKIIc-Tg et WT. De 

façon cohérente avec les résultats de biochimie (Figure 17), l’abondance relative des peptides non 

phosphorylés de Nav1.5 est trois fois plus élevée dans les IP des souris CaMKIIc-Tg, par rapport aux 

souris sauvages (Figure 19A). Cette augmentation par trois représentera la valeur de référence pour 

comparer l’abondance relative des phosphopeptidesdans les souris.Parmi les 86 peptides non 

phosphorylés et les 35 phosphopeptides pour lesquels un site de phosphorylation a été identifié, seul 

deux phosphopeptides,RL(pS)(pS)GTEDGGDDR contenant les phosphosérines pS483 et pS484, et 

RL(pS)(pS)GTEDGGDDR contenant la phosphosérine pS1989, présentent un changement significatif 

d’abondance relative (7,13 et 8,96, respectivement) par rapport à l’abondance relative moyenne de 

référence (3.6 ± 0.11 ; Figure 19A et 19B). De plus, le phosphopeptide Q(-17.03)QAGS(pS)GLSDEDAPER, 

contenant la pS1937 et/ou pS1938, est présent dans les immunoprécipitats de souris CaMKIIC-Tg(n = 

3/4) et absent dans les immunoprécipitats de souris WT (0/4) (Figure 19D). L’alignement des séquences 

encadrant les régions des pS1937/pS1938 et pS1989 montre une conservation élevée dans d’autres 
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espèces, et de façon intéressante révèle que les pS1937/1938 sont localisées juste en sortie du motif IQ 

de liaison à la CaM qui joue un rôle clé dans l’inactivation du canal (voir la partie II.6 de l’introduction 

générale), et la pS1989 appartient à un site consensus de phosphorylation par la CaMKII, RXX(S/T) 

(Songyang et al., 1996) (Figure 19C). 

 

 
Figure 19 :Quantification relative des sites de phosphorylation du canal Nav1.5 dans les immunoprécipitats de 

Nav1.5 à partir de ventricules de souris CaMKIIC-TG par rapport aux souris WT. 
(A)Abondance relative de 35 phosphopeptides contenant les sites de phosphorylation de Nav1.5 (listés à gauche) 

dans les immunoprécipitats de Nav1.5 réalisés à partir de cœur des souris surexprimant la CaMKIIC (CaMKIIC-Tg) 
par rapport aux cœurs de souris sauvages (WT). La moyenne de l’abondance relative des peptides non 
phosphorylés de Nav1.5 a été calculée à partir de 86 peptides non phosphorylés. De façon cohérente avec les 
analyses biochimiques, ces peptides non phosphorylés sont 3,6 fois plus représentés dans les immunoprécipitats 

de souris CaMKIIC -Tgpar rapport aux de souris WT.*p<0,05, test Mann-Whitney.(B) Représentation en boîte à 
moustaches de l’abondance relative des peptides de Nav1.5. Parmi les 121 peptides (86 non phosphorylés et 35 
phosphorylés), seul le peptide doublement phosphorylé RL(pS)(pS)GTEDGGDDR contenant les phosphosérines 483 
et 484 (pS483 et pS484) ainsi que le phosphopeptide AT(pS)DNLPVRcontenant la phosphosérine 1989 (pS1989) 
présentent un changement significatif d’abondance relative (respectivement 7,13 et 8,96) par rapport au ratio 

d’abondance moyen (CaMKIIc-Tg vs WT). (C)Conservation des deux phosphosérines 1938 et 1989 de l’extrémité 
C-terminale (pS1938 et pS1989) dans différentes espèces.(D)Moyenne des intensités des phosphopeptides Q(-
17.03)QAGS(pS)GLSDEDAPER et AT(pS)DNLPVRcontenant, respectivement, les sérines phosphorylés S1937 et/ou 
S1938 (pS1937/pS1938) et S1989 (pS1989). *p<0,05, test Mann-Whitney. 

 

Pour évaluer l’impact de la phosphorylation des sérines S1938 (correspondant au résidu S1933 

chez l’Homme) et S1989 (correspondant au résidu S1984 chez l’Homme) sur les propriétés 

d’inactivation des canaux Nav1.5, des phosphomutants ont été réalisés en mutant ces deux sérines en 

glutamate, de façon individuelles ou simultanées, afin de mimer leur phosphorylation et des analyses 
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fonctionnelles ont été effectuées grâce à la technique de patch clamp, en configuration cellule entière, 

dansle modèledescellules HEK-293.  

 

Les courants Na+ ont été enregistrés en configuration cellule entière en réponse à des 

dépolarisations de -120 mV à des potentiels membranaires allant de -80 mV à +40 mV(Figure 20A).A 

partir des enregistrements obtenus, des courbes « courant-potentiel » représentant la densité de 

courant mesuré en fonction du potentiel imposé ont été établies (Figure 20B). Nos résultats montrent 

que seule la mutation S1984E induit une augmentation significative de la densité de courant pour les 

potentiels allant de -40 mV à -10 mV, par rapport au canal sauvage (WT) (Tableau IV). 

Tableau IV :Densités moyennes de courant Na+mesurées (pA/pF) à différents potentiels. 

Potentiels WT (n = 22) S1933E (n = 12) S1984E (n = 13) S1933E-S1984E (n = 9) 

-40 mV -135,8 ± 9,4 -148,3 ± 21,5** -180,6 ± 16,4 -170,8 ± 35,5 

-35 mV -152,0 ± 10,8 -162,6 ± 22,5** -200,2 ± 17,8 -190,3 ± 40,6 

-30 mV -157,8 ± 11,4 -166,3 ± 22,2** -207,4 ± 18,2 -203,2 ± 48,1 

-25 mV -155,9 ± 11,5 -162,8 ± 21,3** -203,6 ± 18,2 -195,8 ± 43,4 

-20 mV -148,5 ± 11,1 -154,3 ± 20,0** -193,8 ± 17,3 -186,5 ± 42,4 

-15 mV -137,9 ± 10,4 -142,3 ± 18,3* -179,4 ± 16,4 -173,5 ± 39,5 

-10 mV -124,5 ± 9,5 -128,2 ± 16,6* -162,1 ± 15,2 -158,2 ± 36,7 

WT : canal sauvage ; S1933E, S1984E et S1933E-S1983E : canaux Nav1.5 présentant une simple ou une double 
mutation sur les sérines S1933, S1984 et S1933-S1984, respectivement en glutamate (E), qui mimeleur 
phosphorylation.*p<0,05 ; **p<0,01, analyse de variances à deux voies (ANOVA) suivi d’un test de Bonferroni. 

 

Ces enregistrements nous ont par ailleurs permis de tracer les courbes d’activation, et ainsi de 

déterminer la dépendance au potentiel des canaux WT et mutés sur les sérines S1933 et S1984 en 

résidu phosphomimétique (glutamate, E) (Figure 20C).Nos résultats montrent que la substitution en 

glutamate des sérines S1933 et S1984, seules ou simultanément, n’a aucun effet significatif sur la 

dépendance au potentiel de l’activation (Figure 20C). En effet, le V1/2 d’activation pour le canal WT (-

45,03 ± 0,36 mV) et le mutant S1933E (-45,55 ± 0,57 mV), S1984E (-45,31 ± 0,60 mV) ou le double 

phosphomutant S1933-S1984E (-45,53 ± 0,70 mV) ne sont pas statistiquement différents (Tableau V). La 

pente de la courbe d’activation, qui reflète la sensibilité du canal aux variations du potentiel 

membranaire, est également inchangée entre le canal WT (k= 6,05 ± 0,1, n = 22) et les canaux mutés 

S1933E (k = 6,0 ± 0,11, n = 12), S1984E (k= 5,96 ± 0,12, n = 13) et S1933E-S1984E (k = 6,09 ± 0,14, n = 8 ; 

Tableau V). 
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Figure 20 : Propriétés biophysiques des courants Na

+
WT, S1933E, S1984E et S1933E-S1984E. 

(A) Traces de courant Na
+
 représentatives enregistrées pour le canal WT (à gauche) et mutant S1933E-S1984E (à 

droite) à différents potentiels. (B)Moyennes des courbes présentant la relation courant-potentiel du canal WT et 
des canaux mutants S1933E, S1984E et S19SSE-S1984E. (C)Moyenne des courbes présentant la dépendance au 
potentiel de l’activation du canal WT et des trois canaux mutants. (D) Temps au pic en fonction du potentiel des 

canaux WT et mutants. (E à G) Constante de temps rapide (2) et lente (1) de l’inactivation à l’état ouvert, et 
proportion de canaux s’inactivant rapidement par rapport aux canaux s’inactivant lentement (A2/A1) en fonction 
du potentiel, respectivement.Ces paramètres ont été déterminés grâce à une régression non linéaire bi-
exponentielled’équationI(t) = A1 X exp(-t/τ1) + A2 X exp(-t/τ2) + y0,de lapartie décroissante des courant Na

+
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A partir des mêmes enregistrements, nous avons étudié si la phosphorylation des sérines S1933 

et S1984 a un impact sur les cinétiques d’activation et d’inactivation à l’état ouvert des canaux Nav1.5. 

Nos résultats montrent que les phosphomutants Nav1.5-S1933E, Nav1.5-S1984Eet Nav1.5-S1933E-

S1984E ne modifient pas la cinétique d’activation, déterminée par le temps au pic qui reflète la vitesse à 

laquelle les canaux s’activent,ni les cinétiques d’inactivation à l’état ouvert du courant Na+, 

déterminéespar les constantes de temps τ2 et τ1 des composantes rapides et lentes de l’inactivation du 

courant Na+(Figure 20D à 20F). Les ratios A2/A1, qui reflètent la proportion de canaux s’inactivant plus 

rapidement par rapport aux canaux s’inactivant plus lentement,sont également inchangés (Figure 20G). 

 

Afin d’étudier les effets de la phosphorylation de ces résidus S1933 et S1984 sur la dépendance 

au potentiel de l’inactivation à l’état stable des canaux Nav1.5, les courants Na+ ont été enregistrés 

grâce à un protocole constitué d’unepremièrestimulationconditionnant(P1)de 500 ms à différent 

potentiels allant de -120 à -40 mV, suivi d’une secondestimulation(P2) qui permet de mesurer l’activité 

des canaux disponibles (Figure 21A).Les enregistrements obtenus permettent d’établir la courbe 

d’inactivation qui représente le courantrelatif mesuré lors de la stimulation P2,par rapport au potentiel 

de P1 (Figure 21B). Le potentiel de demi-inactivation V1/2inac, qui est le potentiel auquel 50% des canaux 

sont inactivés, ainsi que la pente reflétant la sensibilité de l’inactivation aux variations du potentiel sont 

également estimés à partir de la courbe d’inactivation.Nos résultats montrent que le double 

phosphomutant S1933E-S1984E, mais pas les simples phosphomutants S1933E et S1984E, provoque un 

décalage de la courbe d’inactivation vers les potentiels plus négatifs (Figure 21B), ce qui se traduit par 

une hyperpolarisation de la valeur du V1/2inac, qui est le potentiel auquel 50% des canaux sont inactivés, 

pour le double phosphomutant S1933E-S1984E (V1/2inac = -88,67 ± 0,94 mV) par rapport au canal Nav1.5 

WT (V1/2inac = -86,65 ± 0,62 mV).Cependant, cet effet n’est qu’une tendance puisque la diminution de la 

valeurdu V1/2inacn’est pas significative (Tableau V). En revanche, la pente de la courbe d’inactivation est 

inchangée entre le canal WT (k= 5,0 ± 0,08, n = 22) et les canaux mutés S1933E (k = 5,02 ± 0,15, n = 14), 

S1984E (k = 5,27 ± 0,13, n = 12) et S1933E-S1984E (k = 5,06 ± 0,06, n = 11 ; Tableau V). 
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Figure 21 : Dépendance au potentiel de l’inactivation des canaux WT, S1933E, S1984E et S1933E-S1984E 
(A) Traces de courant Na

+
 représentatives enregistrées durant la stimulation P2 sur le canal WT (à gauche) et 

mutant S1933E-S1984E (à droite) à différents potentiels de P1.(B)Moyenne des courbes présentant la dépendance 
au potentiel de l’inactivation du canal WT et des canaux mutants S1933E, S1984E et S19SSE-S1984E. 

 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’impact de la phosphorylation de ces deux sérines sur la 

levée d’inactivation. Pour cela, des enregistrements de courant ont été effectués grâce à un protocole 

constitué de deux dépolarisations à -20 mV, séparés par un retour au potentiel de repos à -120 mV 

pendant une durée allant de 1 à 200 ms(Figure 22A). Nos résultats montrent que les mutations mimant 

la phosphorylation des deux sérines, individuellement ou simultanément, n’ont aucun effet sur la levée 

d’inactivation du canal Nav1.5 (Figure 22B).  

-80 -40 -50 -60 -70 

Potentiel (mV) 

-100 -90 -110 -120 

0.0 

0.4 

0.6 

0.8 

0.2 

1.0 

C
o

u
ra

n
t 

re
la

ti
f 

-80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 10 20 30 40

-250

-200

-150

-100

-50

S1984E

WT

S1933E

S1933E-S1984E

WT 

S1933E 

S1984E 

S1933E-S1984E 

B 

5
0

 p
A

/p
F

 

2 ms 

WT S1933E-S1984E A 

P1 P2 

500 ms 

-120 mV 

-40 mV 

20 ms 
-20 mV 

-100	mV	

-90	mV	

-80	mV	

-100	mV	

-90	mV	

-80	mV	



Résultats 

 
100 

 
Figure 22 : Levée d’inactivation des canaux WT, S1933E, S1984E et S1933E-S1984E dans les cellules HEK-293. 
(A) Traces de courant Na

+
 représentatives enregistrées durant les stimulation P1 et P2, après des intervalles de 

temps croissant sur le canal WT (à gauche) et mutant S1933E-S1984E (à droite) (B) A partir de ces 
enregistrements, les courbes représentant le courant relatif mesuré en P2, normalisé par rapport au courant 
mesuré en P1, ont été construites selon une régression non linéaire mono-exponentielle d’équation Irel = A (1 - 
exp(-t/τrec)). 

 

Afind’évaluer l’impact des mutations mimant la phosphorylation des sérinesS1933 et S1984 sur le 

courant Na+ persistant, des enregistrements ont été effectués à l’aide d’un protocole de stimulation à 

saut unique du potentiel membranaire (de -120 mV à -20 mV pendant 350 ms). Ce protocole a été 

répété dans le temps, toutes les 5 secondes, avant et après application de tétrodotoxine (TTX, 30 M) 

(Figure 23A).Nos résultats montrent que la double mutation S1933E-S1984E provoque une 

augmentation de la densité du courant Na+ persistent. En effet, le pourcentage de courant Na+ 

persistant par rapport au courant Na+est de 0,043 ± 0,004(n = 31) pour le canal WT, et de 0,069 ± 0,006 

(n = 35)pour le double phosphomutant S1933E-S198E (Figure 23B). Aucune différence significative n’a 

été observée pour les simples phosphomutants (S1933E, %INaL/INa = 0,050 ± 0,004, n = 18 ;S1984E, 

%INaL/INa = 0,057 ± 0,004, n = 31).  
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Figure 23 : Enregistrement du courant Na

+
 persistant des canaux WT, S1933E, S1984E et S1933E-S1984E 

(A)Traces de courant Na
+
 représentatives enregistrées avant (-) et après (+) TTX sur le canal WT (à gauche) et 

mutant S1933E-S1984E (à droite). Le courant Na
+
 sensible à la TTX (TTX-sensible) a été déterminé en soustrayant 

les traces de courant enregistrées en présence de 30 M de TTX, des traces enregistrées en absence de 
TTX.(B)Représentation des valeurs de pourcentage de INaL/INa pour les différentes contions testées, et les 
moyennes et erreurs standard associées. **p<0,01, analyse de variances à une voie (ANOVA) suivi d’un test de 
Kruskal-Wallis. 

 

Tableau V : Paramètres extraits des régressions non linéaires des différentes courbes. 

Protocole Paramètre WT (n) S1933E (n) S1984E (n) S1933E-S1984E (n) 

Activation 
V1/2 (mV) -45,03 ± 0,36 (22) -45,55 ± 0,57 (12)  -45,31 ± 0,60 (13) -45,53 ± 0,70 (8) 

k 6,05 ± 0,1 6,0 ± 0,11 5,96 ± 0,12 6,09 ± 0,14 

Inactivation 

V1/2inact 
(mV) 

-86,65 ± 0,62 (22) -87,37 ± 0,7 (14) -87,20 ± 0,74 (12) -88,67 ± 0,94 (11) 

k 5,0 ± 0,08 5,02 ± 0,15 5,27 ± 0,13 5,06 ± 0,06 

Levée 
d'inactivation 

A 0,94 ± 0,01 (20) 0,95 ± 0,01 (13) 0,96 ± 0,00 (12) 0,98 ± 0,00 (9) 

rec (ms) 9,43 ± 0,70 9,62 ± 0,70 9,09 ± 0,49 9,07 ± 0,72 

Courant INaL %INaL/INa 0,043 ± 0,04 (31) 0,050 ± 0,004 (18) 0,057 ± 0,004 (31) 0,069 ± 0,006 (35)** 

Paramètres des régressions non linéaires de l’activation, de l’inactivation à l’état stable, de la levée d’inactivation 
et %INaL/INa. La régression non linéaire des courbes d’activation et d’inactivation suivent une équation de type 
Boltzmann : Grel = Gmax/(1 + exp(-(Vm - V1/2)/k)) et Irel = Imax/(1 - exp((Vm - V1/2inact)/k)), respectivement. La régression 
non linéaire de la levée d’inactivation suit une équation de type mono-exponentielle :Irel = A (1 - exp(-
t/τrec)).**p 0,01, analyse de variances à une voie (ANOVA) suivi d’un test de Kruskal-Wallis. 
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II.4. Discussion 

Le but de ce projet 2 était d’évaluer l’impact de la phosphorylation des sérines S1933 et S1984sur 

les propriétés d’inactivation des canaux Nav1.5.  

Nous avons vu que seule la mutation S1984E aun impact sur les densités de courant Na+ aux 

potentiels allant de -40 à -10 mV. De plus, les mutations mimant la phosphorylation des sérines S1933 

et S1984 ne semblent pas avoir d’effet sur la cinétique ou la dépendance au potentiel de l’activation. 

Rappelons que ces deux sites de phosphorylations du canal Nav1.5 ont été identifiés dans des 

ventricules de cœur de souris transgéniques surexprimant la CaMKIIC. Les effets des mutations mimant 

la phosphorylation de ces sites sur la densité de courant et les propriétés d’activation ne sont pas 

incohérents avec les données de la littérature sur les effets de la CaMKII sur les propriétés d’activation 

de Nav1.5. En effet, comme énoncé dans l’introduction générale (voir la partie II.8.6), les effets de la 

phosphorylation du canal par la CaMKII sont encore soumis à controverses. En revanche, l’absence 

d’effet de ces mutations S1933E et S1984E sur les cinétiques d’inactivations, 1 et 2, et sur le ratio 

A2/A1 est en désaccord avec les effets connus de la kinase sur ces paramètres. Ces différences peuvent 

s’expliquer soit par le faible nombre d’échantillons, ou bien par des conditions expérimentales non 

optimales.  

De plus, les effets sur les propriétés d’inactivation des canaux Nav1.5 de la substitution des 

sérines S1933 et S1984 en résidu mimant la phosphorylation sont partiellement en accord avec les 

données de la littérature. En effet, nous avons observé que dans les HEK-293, le double phosphomutant 

S1933E-S1984E provoque un décalage, non significatif, de l’inactivationvers des potentiels plus négatifs 

et une augmentation, significative, du courant Na+ persistant par rapport au canal WT, ce qui 

correspond au phénotype attendu en réponse à l’activation de la CaMKII.L’absence d’effet des mutants 

Nav1.5-S1933E, Nav1.5-S1984Eet Nav1.5-S1933E-S1984E sur les cinétiques de levée d’inactivation est, en 

revanche, en contradiction avec le ralentissement de cette cinétique par la CaMKII (voir la partie II.8.6 

de l’introduction générale). A nouveau, l’absence d’effet significatif sur l’inactivation et sur la levée 

d’inactivation peut s’expliquer par des effectifs trop faibles et/ou des conditions expérimentales non 

optimales. 

En somme, notre hypothèse d’une implication de la phosphorylation par la CaMKII des sérines 

S1933 et S1984 dans la modulation des propriétés d’inactivation du canal Nav1.5 dans le contexte d’IC 

est en partie vérifiée.  

 

Le fait que nous ne retrouvions pas tous les effetspubliés associés à l’activation de la CaMKII pour 

ledouble phosphomutant S1933E-S1984E peut s’expliquer de différentes manières : 
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Tout d’abord, notre modèle utilisé est un système d’expression hétérologue, les cellules HEK-293, 

qui est éloigné des conditions physiologiques d’un cardiomyocyte.  

De plus, il est possible que le glutamate utilisé pour mimer la phosphorylation des résidus 1933 et 

1984 ne soit pas un bon phosphomimétique. On pourrait envisager d’étudier le mimétisme de ces sites 

par une autre approche, en substituant par exemple ces sérines en aspartates (D). 

Enfin, l’absence d’effet des phosphomutants sur certaines propriétés du canal Nav1.5 (comme sur 

les cinétiques d’inactivation ou de levée d’inactivation), ou le fait que les effets observés soient faibles 

(comme pour le décalage de la courbe d’inactivation vers des potentiels plus négatifs) peuvent 

s’expliquer pardes protocoles de stimulationinadaptés. En effet, en ce qui concerne la levée 

d’inactivation, puisque la phosphorylation dépendante de la CaMKII augmente la proportion de canaux 

Nav1.5 entrant en inactivation intermédiaire, IIMet/ou lente (voir la partie II.8.6 de l’introduction 

générale), on peut penser quel’augmentation de la durée du pulse P1 dans le protocolede levée 

d’inactivation (de 350 ms à 1 s) puisserévélerune différence de cinétique de levée d’inactivationdes 

phosphomutants par rapport au canal WT. 

Dans le même ordre d’idée, il sera intéressant de mesurer l’effet de ces phosphomutants sur 

l’inactivation intermédiaire des canaux Nav1.5. 

Afin de compléter les résultats ci-dessus, il reste à déterminer la kinase impliquée dans la 

phosphorylation de ces sérines S1933 et 1984 grâce à des analyses fonctionnelles en présence ou non 

d’activateur et d’inhibiteur des différentes kinases.  
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Discussion générale 

Mes projets de thèse ont porté sur l’étude de la régulation du fonctionnement de deux canaux 

ioniques cardiaques dépendants du potentiel. Le premier projet s’est intéressé à la régulation du canal 

KCNQ1 par les lipides membranaires, et le deuxième concernait les mécanismes de régulation du canal 

Nav1.5 par la phosphorylation. 

Même si ces deux projets sont très différents, ils mettent l’accent sur la complexité des 

mécanismes de régulation de l’activité de ces deux canaux ioniques cardiaques, et plus généralement 

des canaux ioniques dépendants du potentiel. En effet, comme nous l’avons vu dans l’introduction 

générale, les canaux ioniques dépendants du potentiel sont régulés par le potentiel membranaire, par 

des sous-unités auxiliaires (ou sous-unité , par des protéines partenaires, par des modifications post-

traductionnelles ou encore par des lipides membranaires. Nous avons également vu que ces 

modulateurs d’expression ou d’activité des canaux agissent via des mécanismes moléculaires qui 

peuvent partager des points communs, pouvant conduire à des effets cumulatifs, synergiques ou 

opposés. 

Au vu de la complexité des mécanismes moléculaires impliqués dans la modulation des canaux 

ioniques dépendants du potentiel, il n’est pas surprenant de voir qu’il existe des mutations dans les 

gènes codant pour la sous-unité  d’un canal, ou codant pour un de ses régulateurs, qui sont retrouvées 

chez des patients porteurs de canalopathies différentes, ou encore qu’un même phénotype 

pathologique soit provoqué par des mutations gain- et perte-de-fonction. En effet, nous avons vu qu’il 

existe de nombreuses mutations sur SNC5A impliquées dans ce qu’on appelle les syndromes 

chevauchants (pour revue voir Remme et al., 2008; Zimmer and Surber, 2008). Cette caractéristique est 

aussi retrouvée pour des mutations sur KCNQ1, comme les mutations Q147R, R231C ou S140G 

responsables d’une FA (gain de fonction du canal KCNQ1) et qui induisent également sous certaines 

conditions un allongement de la durée de l’intervalle QT (perte de fonction) (Bartos et al., 2011; Chen, 

2003; Lundby et al., 2007).Ainsi, l’existence de ces associations phénotypiques augmente la difficulté 

pour les cliniciens de choisir un traitement adapté. De plus, ces syndromes chevauchants montrent le 

risque de surinterprétation des conséquences sur les propriétés biophysiques de certaines mutations 

quand elles se basent seulement sur des études en systèmes d’expression hétérologue. Pour 

s’affranchir de ce problème, de plus en plus d’études utilisent un modèle sans doute plus physiologique 

que sont les cardiomyocytes dérivés des cellules souches pluripotentes induites humaines (hiPSC-CM) 

pour étudier de nombreuses pathologies cardiaques (pour revue voir Hoekstra et al., 2012; Moretti et 

al., 2013; Shinnawi and Gepstein, 2014). Ces hiPSC-CM permettent de s’affranchir des modèles 
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d’expression hétérologue,mais aussi des modèles murins qui ne présentent pas la même fréquence 

cardiaque que l’Homme, ni le même niveau d’expression ou profil de distribution des canaux ioniques 

cardiaques entre autre. L’hétérogénéité phénotypique et biophysique observée chez des individus 

porteurs d’une même mutation d’un canal dépendant du potentielrévèle que d’autres facteurs entrent 

en jeu dans l’effet d’une mutation sur le fonctionnement du canal. En effet, de nombreuses études ont 

suggéré l’implication du fond génétique du patient, de pathologies concomitantes ou encore de 

facteurs environnementaux dans l’expression fonctionnelle d’une mutation, comme sur le gène SCN5A 

par exemple(Probst et al., 2003; Remme et al., 2009; Remme and Wilde, 2008; Smits et al., 2005). Ces 

études renforcent l’importance de l’utilisation de modèles qui intègrent un maximum de ces facteurs 

dans l’analyse fonctionnelle comme les hiPSC-CM. 

Mes deux projets de thèse s’inscrivent directement dans ces complexités de régulation des 

canaux dépendants du potentiel dans des conditions physiologiques et physiopathologiques. En effet, le 

premier s’est intéressé aux mécanismes pouvant expliquer le comportement complexe du canal KCNQ1-

R539W impliqué dans le LQT1, et le deuxième a porté sur l’identification des sites de phosphorylation 

impliqués dans la régulation des mécanismes complexes de l’inactivation du canal Nav1.5. 

  

I. Le PIP2 : un phospholipide au centre de la modulation de l’activité de 

KCNQ1 par de nombreux régulateurs. 

I.1. PIP2 et dépendance au potentiel du canal KCNQ1 

Le phospholipide membranaire phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate est un régulateur qui a été 

décrit comme activant les canaux Kir à deux domaines transmembranaires et les canaux Kv à six 

domaines transmembranairevia une stabilisation de leur état ouvert(Loussouarn et al., 2003; Rodriguez 

et al., 2010; Shyng and Nichols, 1998). Concernant le canal KCNQ1, le PIP2 est également décrit comme 

un modulateur de sa dépendance au potentiel en décalant la courbe d’activation du canal vers des 

potentiels plus négatifs. Ces effets peuvent s’expliquer en raison des domaines d’interaction du PIP2 

avec le canal KCNQ1 qui ont été décrits. En effet, l’étude de Park et de ses collaborateurs montrant 

l’implication physiopathologique de l’interaction PIP2-KCNQ1, a suggéré que ce phospholipide se fixe à 

des résidus situés dans la zone d’interface  4-5 et TS6 (Park, 2005), zone charnière du couplage entre le 

voltage-sensor et l’ouverture du canal (voir la partie I.2.2 de l’introduction générale).  
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I.2. PIP2 et régulation du canal KCNQ1 par KCNE1 

Comme décrit dans l’introduction générale, KCNE1 est une sous-unité auxiliaire qui s’associe avec 

le canal KCNQ1 et module ses propriétés biophysiques pour générer le courant repolarisant cardiaque 

IKs(Barhanin et al., 1996; Sanguinetti et al., 1996). De façon intéressante, une étude structurale a montré 

une proximité entre le CTD de KCNE1 et la zone d’interface  4-5/TS6 précédemment citée (Kang et al., 

2008).Ces résultats suggèrent fortement une coordination des molécules du PIP2 par des résidus positifs 

situés sur B4-5, TS6 et la partie C-terminale de KCNE1, au niveau de la zone de couplage entre le 

domaine voltage-sensor et le domaine pore. Cette hypothèse, méritant d’être vérifiée par une approche 

cristallographique, expliquerait le rôle majeur de cette sous-unité sur les propriétés biophysiques de 

KCNQ1. 

  

I.3. PIP2 et régulation adrénergique du canal KCNQ1 

L’exemple le plus fort d’interactions croisées entre différents modulateurs de l’activité du canal 

KCNQ1 est sûrement la régulation du courant potassique cardiaque IKspar la stimulation adrénergique. 

En effet, nous avons vu dans l’introduction générale que cette régulation adrénergique fait intervenir à 

la fois la phosphorylation du canal par la PKA et par la PKC, la sous-unité KCNE1 et le PIP2 (voir la partie 

I.4.1 de l’introduction générale).  

La stimulation des récepteurs 1-adrénergiques provoque l’activation de la PKAqui phosphoryle 

KCNQ1,à l’origine d’un gain de fonction sur le courant IKsenaugmentant de la densité de courant et en 

ralentissant la cinétique de déactivation (Walsh and Kass, 1988). Cette phosphorylation fait intervenir la 

sous-unité KCNE1 qui est essentielle pour la transduction de la phosphorylation de la PKA en un gain de 

fonction sur le courant IKs.  

La stimulation des récepteurs -adrénergiques régule le courant IKs mais de façon biphasique, 

avec une première phase qui est une inhibition du canal liée à une diminution de la quantité PIP2 suite à 

l’activation de la PLC, et la deuxième correspond à l’activation du canal KCNQ1 via la phosphorylation 

dépendante de la PKC(Matavel and Lopes, 2009).  

Au centre de ces régulations adrénergiques on retrouve le PIP2car, comme on vient de le voir, sa 

quantité membranaire est diminuée par l’activation des récepteurs via la PLC. De plus, son interaction 

avec le canal KNCQ1 est augmentée par la phosphorylation PKA- et PKC-dépendante, diminuant ainsi 

l’inhibition de l’activité du canal par la PLC(Matavel et al., 2010). Dans cette étude, Matavel et ses 

collaborateurs ont montré que des canaux portant des mutations impliquées dans le LQT1, 

responsables d’une diminution de l’affinité du canal pour le PIP2, peuvent avoir leur activité 

partiellement corrigée suite à l’activation de la PKA et de la PKC qui renforcent alors l’interaction canal-

PIP2. Une étude récente a confirmé l’implication de KCNE1 dans la modulation de la régulation du canal 
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par la phosphorylation PKA-dépendante, ainsi que l’implication du CTD dans la régulation du canal 

KCNQ1 par le PIP2(Dvir et al., 2014). Dans ce travail, les auteurs se sont intéressés à des mutations 

impliquées dans le LQT1, localisées dans l’hélice C du CTD (S546L, K557E, R555H, R555C et R562M), et à 

une mutation impliquée dans le LQT5, située dans la partie distale du CTD de KCNE1 (P127T). Ils ont 

alors observé qu’en plus de diminuer l’interaction entre KCNQ1 et KCNE1, les mutations LQT1 

provoquent une diminution de l’affinité du canal KCNQ1 pour le PIP2 et la mutation LQT5 supprime la 

régulation du courant IKs par la PKA. Il est à noter que ces régions cytosoliques de KCNQ1 et KCNE1 

avaient déjà été suggérées comme zone d’interface entre ces deux sous-unités (Haitin et al., 2009). 

Ainsi, le travail de Dvir et de ses collaborateurs suggère que les parties distales de KCNQ1 et KCNE1 

jouent un rôle majeur dans l’interaction de ces deux sous-unités et dans la modulation de IKs par le PIP2 

et la PKA. Cette hypothèse, méritant d’être vérifiée par une approche cristallographique, expliquerait 

l’interrelation qui existe dans la régulation de l’activité du canal KCNQ1 par ces régulateurs. 

  

I.4. Implication physiopathologique de la régulation de KCNQ1 par le PIP2 

Comme décrit dans l’introduction générale, de nombreuses mutations impliquées dans le LQT1 

affectent les propriétés biophysiques de KCNQ1 via une diminution de l’interaction canal-PIP2(Dvir et al., 

2014; Park, 2005). Cependant, comme nous avons pu le voir, la corrélation entre les effets des 

mutationsR539W et R555C sur les propriétés biophysiques de KCNQ1 et la sévérité du phénotype n’est 

pas toujours claire. En effet, alors que les valeurs moyennes de QTc (mesure de l’intervalle QT, corrigée 

par rapport à la fréquence cardiaque) sont similaires chez les patients porteur de ces deux mutations 

(R539W : 459 ± 5, n = 41 ; R555C : 460 ± 10, n=6), la mutation R539W est impliquée dans des cas de 

mort subite et la mutation R555C dans une forme fruste du LQT1 (Chouabe et al., 2000; Donger et al., 

1997). Dans les trois familles étudiées par Donger et ses collaborateurs, seul cinq porteurs de la 

mutation R555C sur 44 présentaient des épisodes de syncope, et deux sont mort subitement (Donger et 

al., 1997). De plus, trois des cinq patients présentant des épisodes de syncope, et les deux autres mort 

subitement étaient sous traitement médicamenteux, connu pour allonger la durée de la repolarisation 

ventriculaire, suggérant que ces symptômes et la mort subite étaient d’origine médicamenteuse. Ainsi, 

si on exclu les patients sous traitement, moins de 5% des individus porteur de la mutation R555C étaient 

symptomatiques. A l’inverse, la famille étudiée par Chouabe et ses collaborateurs montrait que 71% des 

patients porteurs de la mutation R539W étaient symptomatiques (cinq parmi sept), dont deux sont 

mort subitement, sans cause médicamenteuse avérée (Chouabe et al., 2000).  

Notre étude apporte de nouveaux éléments sur la compréhension des mécanismes moléculaires 

qui pourraient expliquer cette différence phénotypique entre les patients porteurs des mutations 
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R539W et R555C. En effet, nos travaux montrent que l’interaction du tryptophane (W) substitué à 

l’arginine (R) en position 539 interagit avec le cholestérol membranaire, rendant le canal KCNQ1 à peine 

sensible aux variations de quantité de PIP2. Puisque KCNQ1 est normalement sensible à la régulation 

des récepteurs -adrénergiques couplés à la PLC, l’insensibilité du courant KCNQ1-KCNE1 aux effecteurs 

en aval de ces récepteurs pourrait avoir des conséquences pro-arythmiques, en dépit du fait que la 

mutation a un effet gain de fonction sur la réponse aux variations de PIP2 qui s’ajoute à l’effet perte de 

fonction sur la sensibilité au potentiel. Il serait intéressant d’étudier cette hypothèse dans un modèle 

plus intégré que celui des COS-7, telles les hiPSC-CM déjà citées. En effet, nous pourrions vérifier si la 

stimulation -adrénergique des hiPSC-CM issues de patient porteur de la mutation R539W à un impact 

plus faible sur la régulation de KCNQ1 que sur la régulation du canal dans des hiPSC-CM de personnes 

exprimant un canal non muté. 

 Concernant la régulation du canal mutant R539W par la PKA, nos résultats semblent incohérents 

avec les travaux de Matavel et de ses collaborateurs qui observe une augmentation d’affinité du PIP2 

pour le canal KCNQ1 par la phosphorylation dépendante de la PKA (Matavel et al., 2010). En effet, 

comme la mutation R539W provoque une diminution de la sensibilité du canal pour des variations de 

niveau de PIP2, on se serait attendu à avoir une réponse diminuée du mutant pour la PKA par rapport au 

canal sauvage. Or, nous avons observé que la réponse des canaux sauvage et mutant R539W est 

similaire lors de l’activation de la PKA par l’AMPc. Ces résultats qui suggèrent que la régulation du canal 

KCNQ1 par la PKA semble indépendante de la modulation de l’interaction canal-PIP2 sont cohérents 

avec une étude récente montrant que des mutations mimant la phosphorylation des résidus de KCNQ1 

par la PKA (S27D et S92D) n’ont pas d’impact sur le rundown dépendant du PIP2(Li et al., 2011). Ces 

études contradictoires, réalisées dans des ovocytes de xénopes ou des cellules COS-7, soulèvent à 

nouveau la limité de l’utilisation des modèles d’expression hétérologue dans la compréhension des 

mécanismes de régulation des canaux ioniques dépendants du potentiel par leurs régulateurs.   

  

II. La CaMKII régule de nombreuses propriétés biophysiques de Nav1.5. 

Un grand nombre de paramètres de l’activité du canal sodique cardiaque Nav1.5 sont modulés 

par la CaMKII, et de nombreuxtravaux suggèrent fortement que ces effets dépendent de la 

phosphorylation du canal. En effet, comme décrit dans l’introduction, malgré quelques exceptions, les 

études s’accordent pour dire que les principaux effets de la CaMKII sont une modification des propriétés 

d’inactivation de Nav1.5. Ces modulations d’activité de Nav1.5 peuvent être divisées en deux 

catégories :effets perte-de-fonction de partun décalage de la courbe d’inactivation vers des potentiels 

plus négatifs, une augmentation de la proportion de canaux entrant en IIM,un ralentissement dela levée 
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d’inactivation ;effets gain-de-fonction via un ralentissement des cinétiques d’inactivation et une 

augmentationdu courant sodique persistant INaL.  

  

II.1. Implication physiopathologique de la régulation de Nav1.5 par la CaMKII 

Les effets de la CaMKII sur le canal Nav1.5 sont proches des conséquences fonctionnelles 

observées dans le syndrome chevauchant, causé par des mutations du canal comme la mutation 

1795insD. En effet, le gain de fonction de la CaMKII sur le INaL est semblable à celui observé dans le 

LQT3, et la perte de fonction causée par cette kinase est proche du phénotype du BrS. De façon 

similaire, dans le contexte de l’IC, l’activation de la CaMKII pourrait donc contribuer aux troubles du 

rythme associés au canal sodique cardiaque : la diminution de l’amplitude du courant sodique 

transitoire INa peut induire un ralentissement de la conduction connu pour faciliter les phénomènes de 

réentrées, alors que l’augmentation du courant sodique INaL peut ralentir la repolarisation, augmentant 

la durée du PA, et créant ainsi des conditions favorables au développement de post-dépolarisations 

précoces et retardées (respectivement EAD et DAD). En effet, lorsque la durée du PA est augmentée, les 

canaux calciques voltage-dépendants de type L, intervenant dans la phase de plateaudu PA, ont le 

temps de sortir de leur état inactivé, provoquant une augmentation du calcium intracellulaire (Shryock 

et al., 2013). Cette augmentation du [Ca2+]i active la CaMKII qui phosphoryle et active des effecteurs du 

relargage du Ca2+ du réticulum sarcoplasmique. Cette forte [Ca2+]i provoque l’activation de l’échangeur 

NCX, provoquant une sortie de Ca2+ et une entrée de Na+, responsable d’un courant sodique entrant 

dépolarisant. Avec le courant INaL, ce courant dépolarisant porté par NCX produit un courant entrant 

suffisamment fort pour contrer les courants potassiques repolarisant et provoquer des EAD (Figure 27). 

Dans des conditions où les cardiomyocytes sont fortement concentrés en Ca2+, il y aura des vagues de 

Ca2+ durant la période de diastole, provoquées par des relargages de Ca2+ du réticulum sarcoplasmique, 

induisant des DAD (Figure 27). 

 
Figure 24 : Mécanismes responsables des arythmies causées par une augmentation du INaL. D’après Shryock et 
al., 2013.  
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TdP.37,72,103Theroleof lateINato increaseEADformationanddisper-

sion of repolarization is increased by heart rate slowing, and the

pro-arrhythmic risk associatedwithan increased lateINa ishighwhen

heart rateislow.37,118,119

Asmall increaseof lateINathat doesnot causearrhythmicactivity in

thenormal heart maydo so in theheart with reduced repolarization

reserve.Lowconcentrationsof thelateINaenhancer ATX-II increased

theduration of themonophasic AP, but did not causearrhythmias in

rabbit isolated hearts.79,120 However, late INa facilitated the induction

ofEADsbyblockersof therapid(IKr) or slowly(IKs) activatingcompo-

nentsof thedelayedrectifier K+ current (Figure4).Whenlowconcen-

trationsof E-4031, amiodarone, cisapride, quinidine, moxifloxacin, or

ziprasidonealonecausedlittleor noarrhythmicactivity intheisolated

rabbit heart, combinations of these IKr blockers with ATX-II greatly

increasedAPdurationandcausedventricular tachyarrhythmias.79,120–122

Similarly, inguineapigisolatedventricular myocytes, lowconcentrations

of ATX-II, theIKr blocker E-4031, andtheIKsblocker chromanol 293B

individuallycausedsmall increasesofAPduration.81However,combina-

tionsof ATX-II witheither E-4031or chromanol 293Bmarkedlypro-

longed APduration and induced EADs(Figure4).81 In patients, drugs

that block IK prolong the QT interval and may induce EADs.123

However,not all patientsexposedtothesedrugsdeveloparrhythmias.

Genetic analysisrevealed that susceptibility to drug-induced longQT

syndromesislinked to SCN5Amutations(e.g. L1825Por Y1102) that

enhancelateINa.
124,125Patientswith‘silent’Na+ channelgenemutations

had normal QT intervals, but developed longQT syndromeand TdP

when given an IKr blocker such ascisapride or amiodarone.124,125 An

enhanced late INa is therefore a risk factor predisposing to EADs

under bothacquired(diseaseanddrug-induced) and inherited (LQT1

and LQT2) pathological conditions. An ideal substrate for generation

of EADs and TdPin the failing and/or hypertrophic heart ispresent

when late INa isenhanced,26,56 the inward-rectifier K+ current, IK1 is

reduced,126,127 NCX, diastolic Ca2+, and sarcoplasmic reticular Ca2+

sparksare increased,128–131 repolarizingK+ currentsare reduced,123

and spatial and temporal lability of repolarization isprominent.128,132

Inhibition of late INa reduces EADs in ventricular myocytes isolated

fromfailingand hypertrophichearts22,26,116 and in left atrial myocytes

fromheartsof rabbitswithleft-ventricular hypertrophy.78 Interestingly,

stem cell-derived cardiomyocytes generated from an LQT3 mouse

model carrying the human DKPQ Nav1.5 mutation recapitulate the

typical pathophysiological DKPQ phenotype, includingAPD prolonga-

tionandEADdevelopment.133

Thecontributionof lateINatoEADformationinphase3of theven-

tricular APisunclear. In phase 3, L-type Ca2+ channel activation and

Ca2+ window current arenegligible.62 Themorenegativemembrane

potential duringphase3relativetophase2favoursNa+ influx.There-

fore, increases of both late INa and inward Na+/Ca2+ exchange

current134–136 maycontribute to theupstrokeof EADsduringphase

3. Rapid recovery frominactivation and reactivation of Na+ channels

is a potential cause of phase 3 EADs and triggered activity.38,137

However,becauserepolarizingK+ currentsduringphase3arenormally

robust unlesstheextracellular [K+]o isreducedand IK1 isinhibited, it

would appear that depolarizing currents must be large to elicit an

EAD at this time. Depolarizing current flowingelectrotonically from

myocyteswithlongAPstothosewithshorter APsmaycontributetoini-

tiationofphase3EADsintheintact heart.138Exacerbationof thelarge

repolarization gradients that favour current flow between Purkinje

fibresandMcells,ontheonehand,andadjacent cellswithshorter AP

durations, ontheother hand, would favour EAD formation110,139–141

and reentrant arrhythmias141 by this ‘extrinsic’ electrotonic mechan-

ism.105 Late INa is inherently greater in Purkinje fibres and M

cells139,142 than inother cellsin theheart andcontributesto APpro-

longation and EAD formation in these cells. Enhancement of late INa

enables reentrant APpropagation from these endocardial cells with

longAPstorepolarizedmyocardium.137

6. Intracellular Na1 andCa21

loadingandDADs

Transient depolarizationsof thecell membranethat followrepolariza-

tionof apreviousAParereferred to asdelayedafter-depolarizations.

Figure 1 Mechanismsof lateINa-induced arrhythmia: EADs, DADs, andspontaneousdiastolicdepolarization.Not shown, lateINa increasesspatio-

temporal dispersion of repolarization and facilitatesreentrant arrhythmic activity. NCX, Na+/Ca2+ exchange; CaMKII, Ca2+/calmodulin-dependent

proteinkinaseII.
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Asmall increaseof lateINathat doesnot causearrhythmicactivityin

thenormal heart maydo so in theheart with reduced repolarization

reserve.Lowconcentrationsof thelateINaenhancer ATX-II increased

theduration of themonophasic AP, but did not causearrhythmias in

rabbit isolated hearts.79,120 However, late INa facilitated the induction

of EADsbyblockersof therapid(IKr) or slowly(IKs) activatingcompo-

nentsof thedelayedrectifier K+ current (Figure4).Whenlowconcen-
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that block IK prolong the QT interval and may induce EADs.123
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124,125Patientswith‘silent’Na+ channelgenemutations
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when given an IKr blocker such ascisapride or amiodarone.124,125 An

enhanced late INa is therefore a risk factor predisposing to EADs

under bothacquired (diseaseanddrug-induced) and inherited (LQT1

and LQT2) pathological conditions. An ideal substrate for generation

of EADs and TdPin the failing and/or hypertrophic heart ispresent

when late INa isenhanced,26,56 the inward-rectifier K+ current, IK1 is

reduced,126,127 NCX, diastolic Ca2+, and sarcoplasmic reticular Ca2+

sparksare increased,128–131 repolarizingK+ currentsare reduced,123

and spatial and temporal lability of repolarization isprominent.128,132

Inhibition of late INa reduces EADs in ventricular myocytes isolated

fromfailingandhypertrophichearts22,26,116 and in left atrial myocytes

fromheartsof rabbitswithleft-ventricular hypertrophy.78 Interestingly,

stem cell-derived cardiomyocytes generated from an LQT3 mouse

model carrying the human DKPQ Nav1.5 mutation recapitulate the

typical pathophysiological DKPQ phenotype, includingAPD prolonga-

tionandEADdevelopment.133

Thecontributionof lateINatoEADformationinphase3of theven-

tricular APisunclear. In phase3, L-type Ca2+ channel activation and

Ca2+ window current arenegligible.62 Themorenegativemembrane

potential duringphase3relativetophase2favoursNa+ influx.There-

fore, increases of both late INa and inward Na+/Ca2+ exchange

current134–136 maycontribute to theupstrokeof EADsduringphase

3. Rapid recovery frominactivation and reactivation of Na+ channels

is a potential cause of phase 3 EADs and triggered activity.38,137

However,becauserepolarizingK+ currentsduringphase3arenormally

robust unlesstheextracellular [K+]o isreducedand IK1 isinhibited, it

would appear that depolarizing currents must be large to elicit an

EAD at this time. Depolarizing current flowingelectrotonically from

myocyteswithlongAPstothosewithshorter APsmaycontributetoini-

tiationofphase3EADsintheintact heart.138Exacerbationof thelarge

repolarization gradients that favour current flow between Purkinje

fibresandMcells,ontheonehand,andadjacent cellswithshorter AP

durations, on theother hand, would favour EAD formation110,139–141

and reentrant arrhythmias141 by this ‘extrinsic’ electrotonic mechan-

ism.105 Late INa is inherently greater in Purkinje fibres and M

cells139,142 than inother cellsin theheart andcontributesto APpro-

longation and EAD formation in these cells. Enhancement of late INa

enables reentrant APpropagation from these endocardial cells with

longAPstorepolarizedmyocardium.137
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loadingandDADs
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enhanced late INa is therefore a risk factor predisposing to EADs
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when late INa isenhanced,26,56 the inward-rectifier K+ current, IK1 is

reduced,126,127 NCX, diastolic Ca2+, and sarcoplasmic reticular Ca2+

sparksare increased,128–131 repolarizingK+ currentsare reduced,123

and spatial and temporal lability of repolarization isprominent.128,132

Inhibition of late INa reduces EADs in ventricular myocytes isolated

fromfailingandhypertrophichearts22,26,116 and in left atrial myocytes

fromheartsof rabbitswithleft-ventricular hypertrophy.78 Interestingly,

stem cell-derived cardiomyocytes generated from an LQT3 mouse

model carrying the human DKPQ Nav1.5 mutation recapitulate the

typical pathophysiological DKPQ phenotype, includingAPD prolonga-

tionandEADdevelopment.133
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tricular APisunclear. In phase3, L-type Ca2+ channel activation and

Ca2+ window current arenegligible.62 Themorenegativemembrane

potential duringphase3relativetophase2favoursNa+ influx.There-

fore, increases of both late INa and inward Na+/Ca2+ exchange

current134–136 maycontribute to theupstrokeof EADsduringphase

3. Rapid recovery frominactivation and reactivation of Na+ channels

is a potential cause of phase 3 EADs and triggered activity.38,137

However,becauserepolarizingK+ currentsduringphase3arenormally

robust unlesstheextracellular [K+]o isreducedand IK1 isinhibited, it

would appear that depolarizing currents must be large to elicit an

EAD at this time. Depolarizing current flowingelectrotonically from

myocyteswithlongAPstothosewithshorter APsmaycontributetoini-

tiationofphase3EADsintheintact heart.138Exacerbationof thelarge

repolarization gradients that favour current flow between Purkinje

fibresandMcells,ontheonehand,andadjacent cellswithshorter AP

durations, on theother hand, would favour EAD formation110,139–141

and reentrant arrhythmias141 by this ‘extrinsic’ electrotonic mechan-

ism.105 Late INa is inherently greater in Purkinje fibres and M
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II.2. Dualité des effets de la CaMKII 

La CaMKII présente une dualité dans ses effets sur les propriétés d’inactivation du canal Nav1.5 :  

- une perte de fonction qui se traduit par un décalage de la courbe d’inactivation vers des 

potentiels plus négatifs, une augmentation de la proportion de canaux entrant en 

inactivation intermédiaire et un ralentissement de la levée d’inactivation à l’état ouvert 

- un gain de fonction via un ralentissement des cinétiques d’inactivation à l’état ouvert et 

une augmentation du courant Na+ persistant INaL 

Wagner et ses collaborateurs ont suggéré que les effets gain-de-fonction sur Nav1.5 par la CaMKII 

sont fonctionnellement et, peut être, mécanistiquement reliés (Wagner et al., 2006). En effet, la 

relation directe entre le ralentissement des cinétiques d’inactivation à l’état ouvert et l’augmentation 

du courant sodique persistant en fin de stimulation est compréhensible. En revanche, le lien 

mécanistique entre lesdifférents effets perte-de-fonction sur Nav1.5 qu’ils suggèrent dans cette étude 

est plus discutable. Même si le lien entre les effets de la CaMKII sur la levée d’inactivation et l’IIMpeut 

s’expliquer par un ralentissement de la sortie de l’état inactivé de l’IIMpar rapport à l’inactivation 

rapide,la relation entre ces deux effets avec le décalage de la dépendance au potentiel de l’inactivation 

vers des potentiels plus négatifs est moins évidente : 

Il est établi que l’inactivation des canaux Nav est initiée par la translocation du voltage-

sensor du DIV qui permet l’accessibilité de résidus situés dans l’IDIII-IV (exemple du motif IFM de 

Nav1.5) à ses récepteurs (constitués des résidus des boucles B4-5 des domaines DIII et DIV (Balser, 2001) 

et du CTD (Motoike, 2004; Potet et al., 2009) pour Nav1.5).  

De plus, le temps que mettent les voltage-sensors à retourner à leur position de repos est 

dépendant d’un phénomène appelé « immobilisation de charges » des voltage-sensors (Armstrong and 

Bezanilla, 1977; Bezanilla and Armstrong, 1977), étape limitante dans la levée d’inactivation des canaux 

Nav. Au cours de cette levée d’inactivation, ou remobilisation des S4, l’IDIII-IV se dissocie de ses 

récepteurs, permettant l’ouverture de la porte d’inactivation.  

On peut alors supposer qu’un effet déstabilisateur sur la fermeture de cette porte 

d’inactivation, comme observé avec l’augmentation du INaL par la CaMKII, aura pour effet de rendre 

l’état inactivé énergétiquement défavorable pour le canal Nav1.5. Par conséquent, pour obtenir une 

même proportion de canaux inactivés, il faudra une dépolarisation plus grande. En d’autres termes, ceci 

devrait avoir comme conséquence de décaler la courbe d’inactivation de Nav1.5 vers des potentiels plus 

positifs. 

En revanche, si les effets gain- et perte-de-fonctions sont indépendants, on pourrait 

penser que la CaMKII module la dépendance au potentiel de l’inactivation, la levée d’inactivation et la 

proportion de canaux entrant en IIM indépendamment de ses effets sur le courant INaL et sur les 
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cinétiques d’inactivation à l’état ouvert.On peut en effet imaginer que la CaMKII facilite le déplacement 

et l’immobilisation de charges des voltage-sensors, ce qui provoque le décalage de la courbe 

d’inactivation vers les potentiels plus négatifs, ralentit la levée d’inactivation et augmente la proportion 

de canaux entrant en IIM d’une part, et déstabilise la fermeture de la porte d’inactivation provoquant un 

ralentissement des cinétiques d’inactivation du courant INa et augmente le courant INaLd’autre part. Pour 

étudier ces hypothèses, il serait intéressant de comparer le courant de porte du canal Nav1.5, reflétant 

les déplacements des S4, dans des conditions d’activation ou non de la CaMKII. 

 

II.3. Lien entre CaM et CaMKII 

De façon intéressante, les effets de la CaMKII sur les propriétés d’inactivations du canal Nav1.5 

sont opposés à ceux de la CaM. En effet, les travaux sur la CaM montrent un décalage de la dépendance 

au potentiel de la disponibilité des canaux vers les potentiels dépolarisés et une diminution du courant 

INaL (voir la partie II.6 de l’introduction générale). Ces effets opposés laissent penser qu’il pourrait exister 

un lien dans la régulation des propriétés d’inactivations de Nav1.5 par la CaMKII et la CaM. Cette 

hypothèse est d’autant plus fondée que l’activité de la CaMKII est dépendante de l’holo-

CaM(Couchonnal and Anderson, 2008). De plus, un des sites de phosphorylation identifié par notre 

approche de phosphoprotéomique, les pS1937/pS1938 (ou S1933 chez l’Homme), est situé juste en aval 

d’un des sites prédit pour interagir avec la CaM (acides aminés 1897 à 1930) et contenant le motif IQ 

(résidus 1908 à 1919)(Mruk et al., 2014). Ainsi, lorsque la CaM interagit avec le canalvia ses lobes N et C, 

avec le motif IQ et l’IDIII-IV du canal, respectivement (Figure 15 dans la partie II.6 de l’introduction 

générale), elle exerce un effet déstabilisateur sur la dépendance au potentiel de l’inactivation (décalage 

de la courbe d’inactivation vers des potentiels plus positifs) et stabilisateur sur l’état de fermeture de la 

porte d’inactivation (diminution du courant INaL). En revanche, on peut supposer que suite à la 

phosphorylation de Nav1.5 par la CaMKII sur la sérine S1933, il va y avoir un changement 

conformationnel altérantalors la fixation de la CaM sur le motif IQ et provoquant une stabilisation de la 

dépendance au potentiel de l’inactivation (décalage de la courbe de disponibilité des canaux Nav1.5 vers 

des potentiels hyperpolarisés) ainsi qu’une déstabilisation de la fermeture de la porte d’inactivation 

(augmentation du courant INaL). Cependant, ces hypothèses ne pourront être vérifiées, ou infirmées, que 

par l’obtention de la structure cristallographique du canal Nav1.5 en entier, en présence de la CaMKII 

et/ou de la CaM, avec ou sans Ca2+. 
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Résumé 

￼Les canaux ioniques voltage-dépendants appartiennent généralement à un complexe 

canalaire multi-protéique composé d’une sous-unité canalaire  qui constitue le pore, et de 
sous-unités auxiliaires ou régulatrices. En plus du potentiel membranaire et des protéines 
partenaires, l’activité des canaux ioniques cardiaques est également modulée par la 
phosphorylation, mais aussi par les lipides membranaires. Un défaut de modulation de 
l’activité des canaux par ces régulateurs entraine des pathologies cardiaques appelées 
canalopathies. Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires de régulation 
des canaux ioniques cardiaques est une étape indispensable pour le développement de 
nouvelles approches thérapeutiques contre les canalopathies cardiaques. Dans ce contexte, 
mes travaux de recherche de thèse ontporté sur l’étude des mécanismes de régulation 
physiologiques et pathologiques des canaux ioniques cardiaques KCNQ1 et Nav1.5. Mon 
premier projet de thèse a consisté à déterminer les mécanismes moléculaires responsables 
de la stabilisation du canal KCNQ1 à l’état ouvert lorsqu’il porte la mutation R539W, 
retrouvé chez des patients atteint d’une forme sévère du syndrome du QT long. Nous 
montrons dans cette étude que la mutation R539W provoque une interaction nouvelle entre 
le canal KCNQ1 et le cholestérol membranaire. Mon deuxième projet de thèse a porté sur 
l’identification des résidus sérines/thréonines phosphorylés du canal Nav1.5 et les 
conséquences fonctionnelles dans l’insuffisance cardiaque. Nous montrons que les sérines 
S1933 et S1984, qui sont phosphorylées dans un modèle de souris surexprimant la CaMKII, 
sont impliquées dans la régulation des propriétés d’inactivation du canal.  

Mots clés : Canaux ioniques, KCNQ1, PIP2, Cholestérol, Nav1.5, Phosphorylation, INaL. 

Abstract 

Voltage-dependent ion channels usually belong to a multiproteic complex composed 
of a subunit forming the pore, and auxiliary or regulating subunits. As well as membrane 
potential and associated proteins, cardiac ionic channels activity is regulated by 
phosphorylation, but also by membrane lipids. Alteration in modulation of channel activity 
by those regulators leads to cardiac pathologies named channelopathies. A better 
understanding in molecular mechanisms of cardiac ionic channels is an essential step in the 
development of new therapeutic approaches for cardiac channelopathies. In light of this, my 
thesis researches entailed to study physiologic and pathologic regulation mechanisms of the 
ionic cardiac channels KCNQ1 and Nav1.5. My first thesis project was focused on the study of 
the molecular mechanisms underlying stabilization of KCNQ1 in the open state when 
carrying the R539W mutation, found in patients with severe form of long QT syndrome. We 
show in this study that the R539W mutation causes a new interaction between KCNQ1 
channel and membrane cholesterol. My second thesis project was about the identification 
of phosphorylated serines/threonines residues of Nav1.5 channel and fonctionnal 
consequences in heart failure. We show that serines S1933 and S1984, which are 
phosphorylated in mouse model of CaMKII overexpression, are involved in regulation of 
channel inactivation properties.  

Keywords : Ion channels, KCNQ1, PIP2, Cholesterol, Nav1.5, Phosphorylation, INaL. 

 

 




