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Yeast Cadmium Factor 1
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Préambule

Les membranes des cellules ne sont pas de simples barri¢res, elles permettent la
communication entre le cytoplasme de la cellule et le milieu extracellulaire. La différence
de composition entre le cytoplasme de la cellule et son milieu externe n’est possible que
grice a une perméabilité sélective de cette membrane plasmique. Les protéines
membranaires représentent 10 % des geénes codant pour des protéines. Certaines de ces
protéines sont des canaux ioniques ou des transporteurs passifs autorisant le passage de
constituants selon leur gradient électrochimique. Cependant il existe des systemes de
transport actif (nécessitant de 1’énergie) pour permettre le transport de substances contre
leur gradient de concentration. Parmi ces transporteurs, la famille des transporteurs ABC
(ATP-Binding-Cassette) est la plus représentative : elle transporte une grande diversité de

substrats et de nombreux geénes codent pour ces protéines.

Parmi les différentes classes de canaux ioniques présents dans les cellules excitables, les
canaux potassiques sensibles a I’ATP (canaux Katp), objets de notre attention, se
distinguent par leur fonction — ils répondent aux variations du potentiel énergétique de la
cellule — et par leur structure — ils sont formés de 1’assemblage d’un pore ionique sélectif
pour le potassium et d’un transporteur ABC, le récepteur des sulfonylurées SUR. Ce canal
est actif au potentiel de repos de la cellule et participe ainsi a son maintien et a son
controle. La modulation de son activité par le rapport ATP/ADP fait de ce canal un lien
direct entre le métabolisme général de la cellule et les propriétés électriques de la
membrane. Ce canal est le maillon essentiel des mécanismes de l’insulino sécrétion
stimulée par le glucose, dans la cellule B du pancréas. Il est aussi un canal critique du
contrdle de I’excitabilité du cceur et des neurones, ainsi que du tonus vasculaire, dont le
role apparait prépondérant lors d’une ischémie qui s’accompagne d’une baisse
considérable du rapport ATP/ADP et de I’hyperpolarisation cellulaire. Cette place
importante est renforcée par le fait que le canal est 1’objet de régulations par les protéines

G, le pH et par plusieurs kinases.

Ils sont physiologiquement bloqués par I’ATP intracellulaire et pharmacologiquement
par les sulfonylurées (tolbutamide, glibenclamide...), substances hypoglycémiantes
utilisées dans le traitement du diabéte non insulino-dépendant. Ils sont activés par des
molécules de structure hétérogene qui forment la famille des ouvreurs potassiques (K

Channel Openers ou KCO).

Les récents développements de la biologie moléculaire permettent de caractériser et de

cloner les génes codant pour les canaux ou les transporteurs. Les méthodes et les
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Préambule

techniques de biochimie et surtout d’¢lectrophysiologie cellulaire et moléculaire

permettent d’en appréhender le fonctionnement et les rdles.

Ce couplage «naturel » entre un transporteur ABC et un canal ionique permet de
comprendre plus aisément les relations structures fonctions des transporteurs ABC sans

avoir besoin de faire appel aux manipulations lourdes de surexpression et de purification.

Ce travail de these a été consacré a 1’étude de la structure/fonction de SUR, le récepteur
des sulfonylurées. Nous avons, dans un premier temps, étudi¢ la nature des acides aminés,
localisés par de précédents travaux au sein du laboratoire au niveau de la dix-septiéme

hélice transmembranaire, et impliqués dans la sensibilité aux ouvreurs pharmacologiques.

Par la suite, dans le cadre de I’étude de la pharmacologie moléculaire de la sous-unité
SUR, nous nous sommes plus particuliérement intéressés a une zone trés conservée et treés
riche en résidus glutamates située entre le domaine NBD1 et la dixieme hélice
transmembranaire. Cette zone regroupe 15 résidus chargés négativement (glutamates
surtout, et quelques aspartates). De telles séquences sont également retrouvées chez
d’autres protéines, mais leur role est incertain voire méconnu. Nous avons donc cherché a

comprendre sa fonction au sein de cette sous-unité régulatrice du canal Karp.

Enfin, le canal étant sous le contrdle de ligands endogénes, notamment les nucléotides,
et le récepteur SUR étant fortement homologue a d’autres transporteurs ABC, tels que la
protéine CFTR, impliquée dans la mucoviscidose, ou la glycoprotéine P, responsable de la
résistance aux médicaments anticancéreux, nous avons voulu aborder une question
fondamentale sur les mécanismes de transport des protéines ABC eucaryotes, a savoir, quel
est le role respectif de chacun des domaines de liaison des nucléotides NBD1 et NBD2 ?
En effet les deux domaines NBD sont identiques dans la plupart des systemes de transport
bactériens mais ont divergé chez les organismes supérieurs. Cette divergence de séquence

semble s’accompagner d’une divergence de fonction dont la raison demeure mal comprise.

Ce manuscrit rappelle tout d’abord dans un premier chapitre quelques données
bibliographiques concernant les canaux KATP. Un second chapitre est consacré aux
matériels et méthodes mis en ceuvre pour tenter de répondre a nos diverses problématiques.
Les chapitres suivants concernent la présentation et la discussion des résultats obtenus au
cours de ces études. Enfin, le dernier chapitre permet de conclure et d’ouvrir des
perspectives sur 1’étude des transporteurs ABC et plus particulierement du récepteur des

sulfonylurées.
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Introduction

Les canaux potassiques sensibles a I’ATP (Karp) sont des canaux potassiques rectifiant
entrants qui sont inhibés par I’ATP et activés par le Mg-ADP. Leur structure est
particuliere, a savoir qu’il y a association d’un transporteur ABC (ATP-Binding-Cassette)
et d’un canal potassique rectifiant entrant. Ils lient le métabolisme de la cellule au potentiel
de membrane en mesurant les changements de concentration en nucléotides adénylés. Les
canaux Karp jouent un réle fonctionnel important dans de nombreux tissus incluant la
cellule B pancréatique, le neurone, le muscle cardiaque, le muscle squelettique et le muscle
lisse. Par exemple, leur activation conduit au raccourcissement du potentiel d’action
cardiaque, a la relaxation du muscle vasculaire lisse, a DI’inhibition de la sécrétion

d’insuline ou a la libération de neurotransmetteurs.

1 Prédiction de structure

1.1  Composition moléculaire

Le canal Karp est un canal rectifiant entrant sélectif au potassium. Il adopte une
structure tétramérique formée de 4 sous-unités Kir6.2 délimitant un pore entouré de 4 sous-
unités SUR (Clement et al., 1997). L’ensemble forme un complexe de 950 kDa environ
(Figure I). La présence des deux sous-unités est nécessaire pour que le canal soit
fonctionnel (Inagaki er al.,1995a). Leur association physique a été confirmée par co-

immunoprécipitation (Lorenz et Terzic,1999).

1.2 Stoechiométrie

Kir6.2 s’assemble en tétramere, comme c’est le cas pour les autres canaux Kir (Clement
et al., 1997 ; Shyng et Nichols, 1997). La stoechiométrie des canaux Katp a pu étre
déterminée grace a I’utilisation de tandem SURI1-Kir6.2 (Clement et al., 1997 ; Inagaki et
al., 1997). La construction SUR1-Kir6.2 présente des propriétés similaires a celles des
canaux natifs, indiquant qu’une stoechiométrie 1:1 est suffisante pour le fonctionnement du
canal. Au contraire, la construction SURI-Kir6.2-Kir6.2 ne produit pas de canaux
fonctionnels, seule la co-expression de SUR1 permet de les restaurer. Ceci suggere que
chaque sous-unité Kir6.2 requiert une sous-unité SUR. La structure octamérique du canal
Karp a été confirmée par des études biochimiques qui montrent que la masse moléculaire
du complexe est d’environ 950 kDa, ce qui correspond a quatre sous-unités SUR1 et quatre

sous-unités Kir6.2 (Clement et al., 1997) (Figure I).
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1.3 Assemblage et trafic

L’assemblage du canal in vivo n’est pas encore établi, mais une étude récente suggere
que SURI interagisse rapidement et stabilise des monomeéres de Kir6.2 dans le réticulum
endoplasmique et que le canal octamérique se forme préférenticllement a partir
d’hétéromeres (Crane et Aguilar-Bryan, 2004). De plus, le domaine N-terminal de SUR1
(ou TMDO) s’associe fortement a Kir6.2 et module son adressage et son ouverture (Chan et

al., 2003).

L’observation de Tucker et al. (1997) selon laquelle Kir6.2 tronqué en C-terminal
produit des courants en absence de SUR s’explique par la présence en C-terminal d’une
séquence de 3 acides aminés, RXR, qui agit comme un signal de rétention de la protéine
dans le réticulum endoplasmique (Zerangue et al. 1999). Ce signal, mis en évidence sur
Kir6.2, ainsi que sur SUR (Figure 1), intervient a différentes étapes de 1’assemblage des
canaux Karp et interagirait avec des dimeres de protéine 14-3-3 (Yuan et al., 2003). 1
permet de restreindre 1’expression membranaire des canaux a ceux de configuration

octamérique.

L’assemblage hétérodimérique confirme I’idée qu’une interaction transitoire entre 14-3-
3 et des diméres SUR/Kir6.x puisse €tre un facteur clef de la rétention au niveau du

réticulum endoplasmique et du controle qualité des canaux natifs.

Par ailleurs, I’emploi de sulfonylurées (Yan et al., 2004) ou la diminution de la
température (Yang et al., 2005) permet de rétablir la présence de canaux fonctionnels a la
membrane plasmique alors que ceux-ci sont porteurs de mutations sur la sous-unité SURI

qui empéchent leur association a Kir6.2 et donc leur bon adressage a la membrane.
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Récepteur des sulfonylurées Canal K* rectifiant entrant

SUR Kir6.2
(~1600 aa) (~400 aa's)
N
EXT
! 117
¢ ¥

dans le réticulum

endoplasmique RKR = Signal de rétention

. dans le réticulum

RKR = Signal de rétention i
1
1

' endoplasmique

1
. @
1
-
1

Complexe octamérique de
950 kDa formant le canal
potassique sensible a
IATP

Figure 1 : Organisation structurale du canal K 47p

Structure de Kir6.2 (~450 a.a.) de la famille des canaux rectifiant entrant et structure
secondaire présumée de SUR (~1600 a.a.), le récepteur des sulfonylurées possédant 3
domaines transmembranaires (TMDO0,1&2) et 2 domaines de liaison des nucléotides
(NBD1&2) incorporant les séquences consensus Walker A, Walker B et Linker L (ou signature
ABC). La présence de signaux de rétention dans le réticulum endoplasmique au niveau des
deux sous-unités permet de restreindre [’adressage membranaire aux canaux de configuration

octamérique.

2 SUR, le récepteur des sulfonylurées appartient a la
famille des transporteurs ABC

La prot¢ine SUR appartient a la famille des protéines ABCC
(http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/genefamily/abc.html), au méme titre que la
protéine CFTR (dont certaines mutations provoquent la mucoviscidose), et la protéine
MRP (impliquée dans la résistance croisée aux médicaments anti-cancéreux). SUR1 est
exprimé dans les cellules B pancréatiques et le systeme nerveux. SUR2A et SUR2B,
produits de 1’épissage alternatif d’un méme géne (Aguilar-Bryan et al. 1998), s’expriment
respectivement dans le muscle stri¢ et dans le muscle lisse. SUR2B présente 42 acides

aminés en position C-terminale qui ressemblent davantage a ceux de SURI.
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Le géne SURI possede 39 exons. Il est localis¢ sur le bras court du chromosome 11. 11
code pour une protéine de 1582 acides aminés (chez le hamster). Le géne SUR2 est
localisé sur le chromosome 12 ; il possede 40 exons et code pour une protéine de 1545

acides aminés (chez le rat).

SUR est composé de 3 domaines transmembranaires compos¢ chacun de 5, 6 et 6
hélices transmembranaires prédites selon des profils d’hydrophobicité (Raab-Graham et
al., 1999), et de 2 domaines cytoplasmiques, sites de liaison des nucléotides. Ces deux
NBD (Nucleotide Binding Domain) possédent des motifs consensus de liaison des
nucléotides, Walker A et Walker B, ainsi qu’un motif signature ABC, une glutamine et une
histidine conservées (souvent appelées Q-loop et H-loop respectivement). Les motifs A et
B de Walker sont directement impliqués dans la liaison des nucléotides. Le motif ABC

caractérise les protéines ABC, mais son rdle n’est pas totalement élucidé.

2.1 Les transporteurs ABC : Une grande famille de protéines

Les transporteurs ABC (ATP-Binding-Cassette) appartiennent a I’une des plus larges
familles de protéines. On les rencontre chez toutes les espéces, de la bactérie a I’homme en
passant par les plantes. 5 % du génome d’Escherichia coli code pour des transporteurs
ABC (Linton et Higgins, 1998) et on en dénombre une cinquantaine chez ’homme (Dean

etal.,2001).

La plupart sont des transporteurs actifs : ils lient et transportent leur substrat a travers la
membrane en utilisant 1’énergie de I’hydrolyse de I’ATP contre le gradient de

concentration du substrat.

Ces protéines sont impliquées dans le transport d’un grand nombre de substances
biologiques (peptides, hormones, sucres, ions...) mais ¢galement de substances toxiques
(métaux lourds, drogues...). Elles se révelent donc d’une importance toute particulicre
dans leur diversité de fonction. En effet, elles sont responsables de nombreux phénomeénes
de résistance (résistance aux antibiotiques, aux agents anti-fongiques, aux antiparasitaires,
aux herbicides, ou aux anticancéreux). Chez I’homme, des mutations de génes codant pour
des transporteurs ABC sont la cause de certaines maladies génétiques. Citons a titre
d’exemple la mucoviscidose (mutation de cfir; Riordan et al., 1989), la maladie de
Tangier (mutation de abcl ; Rust et al., 1999 ; Bodzioch et al., 1999 ; Brooks-Wilson et

al., 1999), le syndrome de Dubin-Jonhson (mutation de mrp2 ; Paulusma et al., 1996) ou la
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maladie de Startgardt (mutation de abca4 ; Allikmets et al., 1997). Leur étude se révele

donc d’un intérét tout particulier.

2.2 Structures des protéines ABC

2.2.1 Organisation en domaines
Les transporteurs ABC sont constitués de quatre domaines principaux, deux domaines
transmembranaires (TMD) et deux domaines de liaison des nucléotides (NBD). Ces quatre

domaines peuvent étre codés par un ou plusieurs polypeptides (Figure 2).

Systémes ABC d'export

MsbA

LmrA
B é i ’ x 2
Systémes ABC d'import

(procaryotes)

TAP Dg + Dg
Oligopeptides £+ @D+
Hisiine ([Tey) + g + () x 2 (PI\;H%F:M) u
vaiose ([ + () + @D x2 i
_ 2 s CFTR
Fe-hydroxamate + @Hx2 -
s, Bz + @D o

Non présenté : les protéines chaperonnes (PSB) OppA, HisJ, MalE, RbsB, FhuD, BtuF

Figure 2 : Architecture modulaire des transporteurs ABC

A) Un transporteur ABC comporte 4 domaines : 2 domaines transmembranaires (TMD bleus)
et 2 domaines de liaison des nucléotides (NBD rouges). Des domaines optionnels (jaunes)
existent chez certains transporteurs ABC, tels que les domaines régulateurs (R) ou un
domaine transmembranaire supplémentaire (TMDO0). Ces domaines sont exprimés en sous-
unités independantes comme cela est souvent le cas chez les procaryotes, ou en une seule

chaine polypeptidique plus fréquemment rencontrée chez les eucaryotes.
B) Exemples de transporteurs ABC d’import.

C) Exemples de transporteurs ABC d’export.
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TMD : TransMembrane Domain / NBD : Nucleotide Binding Domain / R : Regulator / MsbA :
transporteur de lipide A / LmrA : exporteur de drogues / TAP : Transporter associated with
Antigen Processing / P-gp : P-glycoprotéine ou MDR : MultiDrug Resistance / CFTR : Cystic
Fibrosis Transmembrane conductance Regulator / MRP : Multidrug Resistance Protein / SUR :
SulfonylUrea Receptor / YCF : Yeast Cadmium Factor

2.2.1.1 Les domaines transmembranaires (TMD)

Les deux TMD traversent plusieurs fois la membrane via des hélices o.. Typiquement, il
y a six hélices par domaine, soit un total de douze hélices par exportateur. Des variations
dans cette formule peuvent refléter des fonctions auxiliaires de ces hélices, telle que

I’insertion membranaire ou I’activité importatrice du transporteur.

Chez certains transporteurs, tels que la P-gp ou CFTR, les TMD seuls forment le pore
membranaire ; alors que chez d’autres transporteurs, tels que des translocons de protéine,
des protéines additionnelles peuvent étre impliquées. Cependant il semblerait, notamment

pour la P-gp, qu’il existe plusieurs sites de liaison du substrat.

2.2.1.2 Les domaines de liaison des nucléotides (NBD)

Les NBD sont hydrophiles et interagissent avec les boucles intracellulaires des TMD.
Ils comprennent les séquences consensus : la signature ABC qui permet de les identifier
mais aussi les motifs A et B de Walker (Figure 3). 1l est important de noter que la

conservation de ces domaines permet de définir et de délimiter la famille.

* el ’ Figure 3 : Schéma illustrant les séquences
A C B

[

consensus des domaines de liaison des

nucléotides (NBD). Les motifs A et B de

' ' Y Walker sont distants de 90 a 110 acides

Walker A Linker region Walker B ] ) )
GNSGCGKST ~ LSGGOKORIAIA LLLDE aminés. La signature ABC précéde le motif B
R R e o de Walker. Les acides aminés les plus

conservés chez les transporteurs ABC de
mammifeéres de la famille MDR sont indiqués

au-dessous des motifs consensus.

(Gottesman et Ambudkar, 2001)
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Plusieurs structures cristallines de ces NBD ont ét¢ déterminées et présentent toutes un
repliement trés similaire. Cependant D’interprétation des données cristallographiques

différe significativement quant a I’assemblage oligomérique des NBD.

2.2.1.3 Autres domaines

Beaucoup de transporteurs ABC présentent des domaines auxiliaires qui ont des
fonctions spécifiques. Chez les systemes d’import bactériens, des protéines de liaison du
substrat (SBP : Substrat Binding Protein) assurent la spécificité et 1’unidirectionnalité du

transport.

D’autres transporteurs ABC ont des domaines additionnels intrinséques. Citons par
exemple le domaine de régulation R de la protéine CFTR ou le troisitme domaine
transmembranaire en N-terminal (TMDO) de la plupart des transporteurs de la sous-famille

ABCC (Figure 2).

2.2.2 Données structurales

Pour comprendre le mécanisme par lequel les protéines ABC transportent leur substrat a
travers les membranes cellulaires, des données structurales sont essenticlles. Ces données
sont difficiles a obtenir. Ceci est essentiellement di a la difficulté de surexprimer et de
purifier ces protéines dans une forme active. Comme pour beaucoup de protéines
membranaires, les transporteurs ABC sont souvent toxiques pour la cellule ou mal repliés
lorsqu’ils sont surexprimés et ils perdent souvent leur activité lorsqu’ils sont purifiés.
D’autant plus que I’activité de certains transporteurs est influencée par leur environnement
membranaire. Il semble aussi que les domaines transmembranaires (TMD) soient trés

flexibles, ce qui n’aide pas a la cristallisation.

Des données structurales ont peu a peu émergé grace a différentes approches. Beaucoup
de transporteurs ABC bactériens sont des complexes multi-protéiques dont les quatre sous-
unités sont codées par des polypeptides séparés (Figure 2). Certains domaines de liaison
des nucléotides (NBD) ont pu étre ainsi surexprimés, purifiés et caractérisés par
cristallographie de rayons X a une forte résolution. Méme si de telles données sont
intéressantes pour les interactions avec I’ATP, elles ont peu d’impact sur notre
compréhension du mécanisme de transport. La liaison du substrat est en effet une propriété
des TMD, et le transport requiert I’interaction des quatre domaines. Les premiéres données
structurales pour un transporteur complet proviennent d’analyses de simples particules en

microscopie électronique et de données cristallographiques. On dispose ainsi de la
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structure a faible résolution de trois transporteurs ABC de mammiferes : la P-glycoprotéine
a 25 A par microscopie électronique a transmission (TEM) de simples particules et 4 10 A
par cryomicroscopie électronique (ECM) de cristaux a deux dimensions (2-D) (Rosenberg
et al., 1997 & 2001) ; MRP1 a 22 A de résolution par TEM et cristaux 2-D (Rossenberg et
al., 2001); et TAP a une résolution de 35 A (Velarde et al., 2001). Les deux seules
données structurales par cristallographie de rayons X de transporteurs complets
proviennent du transporteur de lipide A (MsbA) (Chang et Roth, 2001 ; Chang, 2003 ;
Reyes et Chang, 2005) et du transporteur de vitamine B12 (BtuCD) (Locher et al., 2002)

d’Escherichia coli.

2.2.2.1 Structures des domaines de liaison des nucléotides

Toutes les structures des NBD présentent une architecture semblable (Figure 4). Elles
comprennent deux bras orientés perpendiculairement I’un a 1’autre (en forme de L). Le
bras I (domaine catalytique), essentiellement en feuillets B, comprend les motifs A et B de
Walker, le bras II (domaine signalétique), en hélices a, contient le motif signature ABC.

Les deux autres motifs consensus, Q-loop et H-loop, se situent a ’interface des deux bras.

Figure 4: Conservation de la
structure des NBD. Exemple de
la structure de HisP : les hélices
sont représentées en rouge, les
feuillets en bleus et I’ATP en
représentation « ball-and-stick ».
Les motifs consensus  sont
colorés : en vert le Walker A, en

orange la Q-loop, en rose la

Catalytic
domain

signature ABC, en cyan le

. N Signal
Walker B, en vert-gris la H-loop. sl

Les domaines catalytique et

signalétique se distinguent par

’encadrement de ce dernier.

(Schmitt et Tampe, 2002)
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Les données structurales ont ét¢ obtenues avec des assemblages de monomeéres de NBD
isolés. Cependant il semble que les deux NBD soient nécessaires au fonctionnement du
transporteur (Azzaria et al., 1989 ; Gill et al., 1992). Dans le modele de cycle catalytique
alternatif, seule une molécule d’ATP est hydrolysée, avec une activité ATPase qui alterne
entre les NBD (Hrycyna et al., 1999 ; Senior et Gadsby, 1997). De plus, n’omettons pas la
possibilité que les deux NBD puissent s’influencer [’un 1’autre, soit indirectement via les
TMD, soit directement en interagissant. Il est donc intéressant de voir que certains des

cristaux de NBD ont cristallis¢ sous forme d’assemblage en dimeéres (Kerr, 2002).

Trois modeles de dimeres ont été présentés (Figure 5). Dans la structure cristalline de
HisP, le dimeére adopte une configuration dos a dos, dans laquelle les domaines
interagissent I’un avec 1’autre via leurs feuillets B du bras I. Le bras II et la séquence ABC
interagissent avec les TMD, HisQ et HisM (Hung et al., 1998). Dans cette configuration
les sites de liaison de I’ATP sont exposés et les motifs signature sont trop loin pour
interagir avec le nucléotide. L’interface du dimere de Rad50 est tres différente. Ici, le site
de liaison du nucléotide est localisé a 1’interface et formé par les motifs A et B de Walker
du premier monomere et de la signature ABC du deuxiéme, ce qui résulte en une
orientation téte-béche du dimére (Hopfner et al. 2000). Enfin, I’interface de MalK adopte

une orientation téte a téte avec un maximum de surface enfouie (Diederichs et al., 2000).
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Figure 5 : Différentes interfaces de

\ g
dimeres proposées pour les NBD. : Walker A
(a) Dimere dos-a-dos de HisP. (b) ) é
Dimére téte-béche de Rad50. (c) [N nal R

Dimere téte-a-téte de MalK. Pour e ) : : _ ¢
simplifier, le domaine régulateur :
de MalK a éte omis. Les motifs
Walker A et C-loop sont figurés en

blanc. Les ligands sont en

(Schmitt et Tampe, 2002) -_.,-_ / - J“ ._Q. ¥
) 4 LS

représentation “ball-and-stick”.

C-loop

Walker A

C-loop

C-loop

A \ 4! =
Walker A [ C-loop

Currant Opinkon in Structural Biology

D’autres structures de NBD ont été rapportées : MJ1267 (Karpowich et al., 2001),
MJO0796 (Yuan et al., 2001) et TAP1 (Gaudet et Wiley, 2001) mais n’ont pas résolu les
discussions sur la nature de I’interface des dimeres. Il faut attendre deux publications sur
un éventuel domaine ABC de Methanoccocus janaschii (MJ0796 et MJ1267). Ces deux

cassettes présentent les mémes propriétés: la mutation du glutamate en glutamine
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immédiatement en C-ter du Walker B induit la formation de diméres stables liés a I’ATP,
mais la protéine est incapable d’hydrolyser ’ATP (Smith et al., 2002 ; Moody et al.,
2002). Dans la structure cristalline, le dimére adopte une interface identique a celle de
Rad50. Cette structure est confirmée par des données biochimiques obtenues pour MalK
(Fetsch et Davidson, 2002). De plus il semble établi que 1’hydrolyse de I’ATP soit un
processus coopératif dans lequel les résidus clés de chaque monomeére participent a la

liaison de I’ATP, formant ainsi une interface dimérique avec une orientation téte-béche.

Plus récemment, la structure du NBD1 de CFTR a été résolue (Lewis et al., 2004). Ce
NBDI1 posséde un segment régulateur supplémentaire, une interconnexion entre les
domaines raccourcie et une conformation du nucléotide inhabituelle, ce qui le différencie
des autres NBD. De plus, le NBDI1 isolé ne présente pas d’activité ATPase et sa structure
semble indépendante de 1’état de liaison. La phénylalanine 508, qui est communément

délétée dans les cas de mucoviscidose, est exposée a une éventuelle interface TMD-NBD.

2.2.2.2 Structure de transporteurs complets
Deux structures de transporteurs complets ont été rapportées :
- MsbA, la lipide A flipase d’Escherichia coli (Chang et Roth, 2001),
- BtuCD, I'importateur de vitamine B12 d’Escherichia coli (Locher et al.,
2002).

Dans les deux cas, les cristaux ont été obtenus en absence de substrat et de nucléotide

mais apparaissent sous forme de diméres.

Outre la présence de dix hélices transmembranaires au niveau des TMD de BtuCD, les

deux structures différent au niveau des interactions entre TMD et NBD.

Chez MsbA (Figure 6), un troisiéme domaine a été identifié. Il est appelé domaine
intracellulaire (ICD) et se compose d’hélices a localisées entre le TMD et le NBD. Cet
ICD agirait comme une unité de transduction faisant la liaison entre TMD et NBD au cours

de la liaison du substrat ou des nucléotides.
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Figure 6: La flipase de lipide A
d’Escherichia coli. (a) Structure
de MsbA. La région ICD est
figurée en blanc. Les traits blancs
représentent la membrane. (b) Vue
de haut de MsbA. Les NBD ont été
omis pour mettre en évidence
l’arrangement des hélices

transmembranaires.

(Schmitt et Tampe, 2002)

Current Opinion in Structural Biology

Chez BtuCD (Figure 7), contrairement a MsbA, aucun ICD n’a été identifié. Les NBD
sont en contact direct avec les TMD, via une boucle cytoplasmique, localisée entre les
hélices transmembranaires 6 et 7. Cette boucle se replie en deux courtes hélices o qui
forment un L (L-loop). La séquence de cette boucle coincide avec le motif EAA de
nombreux transporteurs ABC bactériens (Mourez et al., 1997), reconnu pour intervenir

dans la communication entre les TMD et NBD.
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Figure 7 : L’importateur de vitamine B12
d’Escherichia coli. (a) Structure de
BtuCD. Les motifs Walker A, C-loop et L-
loop (zone de contact entre TMD et NBD)
sont indiqués et figurés en blanc. Les
traits blancs indiquent la position de la
membrane. Le ligand,
cyclotetravanadate, est présenté en
représentation « ball-and-stick ». (b) Vue
de haut de BtuCD. Pour simplifier, les
NBD (BtuD) ont été omis.

(Schmitt et Tampe, 2002)

2.2.2.3 Conclusions

C-loop

Walker A

Current Opinian in Structural Biology

Beaucoup de mutations chez les transporteurs ABC humains tels que CFTR ou TAP,

responsables de maladie, sont localisées dans les régions des domaines ABC qui

interagissent avec la L-loop. La communauté scientifique s’accorde a penser que les NBD

forment un dimere téte-béche.

En se basant sur les deux structures de transporteurs ABC complets, il semble déja

évident que la structure et la disposition des TMD varient d’un transporteur a 1’autre et

que, non seulement la spécificité du substrat, mais aussi sa nature chimique (hydrophobe

ou hydrophile par exemple), impose certaines contraintes sur les TMD et doit influencer

leur réarrangement. Il est possible que les transporteurs ABC ayant une fonction d’import
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adoptent une architecture en L-loop et ceux ayant une fonction d’export utilisent les ICD

pour communiquer entre TMD et NBD.

2.3 Mécanisme de transport
Une image du mécanisme par lequel ces protéines transportent leur substrat a travers la
membrane émerge de toutes les études portant sur les transporteurs. Le transport implique

d’importants changements conformationnels et I’hydrolyse de I’ATP (Figure 6).

Le cycle du transport est initié par 1’interaction du substrat avec un site de liaison
spécifique au niveau des TMD. Cette liaison induit un changement conformationnel des
TMD, qui est transmis aux NBD pour qu’ils lient I’ATP. Il semblerait que ce soit la liaison
(et non I’hydrolyse) de I’ATP qui induise d’importants changements conformationnels
responsables de 1’altération de 1’affinité et de 1’orientation du site de liaison du substrat de
telle sorte que le substrat soit relargué de I’autre c6té de la membrane (Martin et al., 2001).
L’hydrolyse de I’ATP et le relarguage de I’ADP et du Pi permettent de restaurer le
transporteur dans sa conformation initiale pour initier un nouveau cycle (Sauna et
Ambudkar, 2000). Les deux NBD lient et hydrolysent I’ATP, ce qui laisse suggérer un
mécanisme alternatif du cycle catalytique (Senior ef al., 1995). Cependant, certaines zones
d’ombre demeurent. Y a-t-il hydrolyse d’une ou de deux molécules d’ATP par molécule de
substrat transportée ? La détermination de ce nombre, ainsi que la détermination exacte du
nombre de sites de liaison du substrat et la nature des changements conformationnels, est

cruciale pour ¢élucider complétement le mécanisme de transport.
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Figure 8 : Modéle du transport de drogues par la P-gp. Les deux TMD sont représentés par le
grand carré gris, les deux NBD par de petits carrés blancs. Le site catalytique de chaque NBD est
représenté par une ellipse ; une ellipse blanche représente une conformation ouverte, une ellipse

grisée une conformation fermée.

1. Le cycle du transport est initié par l’interaction du substrat avec un site de liaison spécifique

au niveau des TMD.

1l.  Cette liaison induit un changement conformationnel des TMD, qui est transmis aux NBD pour

qu’ils lient I’ATP.

1II. Il semblerait que ce soit la liaison (et non [’hydrolyse) de I’ATP qui induise d’importants

changements conformationnels.

1V. Ces changements conformationnels sont responsables de [’altération de [’affinité et de
["orientation du site de liaison du substrat de telle maniére que le substrat est relargué de

[’autre coté de la membrane.

V. L’hydrolyse de I'ATP et le relarguage de I’ADP et du Pi permettent de restaurer le

transporteur dans sa conformation initiale pour initier un nouveau cycle.

VI Le transporteur retrouve son état initial.

(Martin et al., 2001)

2.4 De nombreuses interrogations

D’autres interrogations concernent la nécessit¢ des deux domaines ABC. Tous les
transporteurs ABC ont deux NBD et peuvent lier, a priori, deux ATP. Dans les études
d’inhibition du transporteur de maltose par le vanadate, seulement 1’'un des deux sites est
occupé (Chen et al., 2001). La méme observation a été faite chez MDR1 (Senior et al.,
1995), et il semble que MDRI1 (Senior, 1998 ; Shapiro et Ling, 1998))et LmrA (van Ven et
al., 2000) - son homologue bactérien (van Ven et al., 1998) - agissent de fagon alternative.
Mais ce mécanisme séquentiel doit étre clarifié. On ne sait pas comment le site de liaison
et d’hydrolyse de I’ATP est choisi. Ceci est encore plus intriguant chez les protéines ABC
possédant deux NBD identiques. Dans la structure de BtuCD les deux NBD se font face ce
qui implique qu’il y ait une communication entre les deux domaines parce que la protéine a
été cristallisée en absence d’ATP. Dans la structure sans nucléotide de MsbA cependant,
les NBD sont distants de plus de 50 A. D’un autre coté, des transporteurs ABC tels que
SUR, CFTR ou TAP contiennent des signatures ABC dégénérées dans I’un des deux NBD.

Cette observation implique que seul un des deux NBD soit fonctionnel, et que 1’autre ait
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des fonctions régulatrices. La publication de la structure de MDR1 (Rosenberg et al., 2001)
suggere que la liaison de ’ATP induise des changements de conformations majeurs au
niveau des TMD. Mais on ne sait toujours pas comment la non équivalence des NBD
survient, comment les deux domaines communiquent entre eux ni a quelle étape le

transport du substrat a lieu.

Une autre question clef est la localisation et la nature du site de fixation du substrat.
Aucune des structures cristallines n’a été obtenue en présence du substrat. Certains
transporteurs ABC, tel que le transporteur de maltose ou I’histidine perméase transportent
spécifiquement leurs substrats respectifs, alors que d’autres tels que MDRI1 ou TAP
transportent une large variété de substrats. MDR1 est capable d’exporter presque tous les
anticancéreux connus du feuillet interne de la membrane plasmique a [’espace
extracellulaire, ceci pose donc un gros probléme pour les thérapies. TAP est capable de
transporter des peptides de 8 a 40 acides aminés du cytosol a la lumiére du réticulum
endoplasmique. Comme pour MDR1, TAP reconnait une large variété de substrats. Méme
si les sites de liaisons de MDRI1 et TAP ont été cartographiés par pontage bifonctionnel et
autres approches biochimiques, comment une simple protéine peut choisir parmi une
myriade de ligands sans perdre son affinité, sa spécificité ou son efficacité reste un

mystere.

Le mécanisme de transport du substrat reste controversé. Dans le cas de MDRI, il est
prouvé que deux sites de liaison du ligand, I’'un avec une haute affinité, I’autre avec une
plus faible, existent au niveau des TMD. Deux mode¢les proposent que les NBD agissent de
manicre alternée. Dans un de ces modeles (Senior, 1998), le transport du site de liaison le
plus affin au moins affin se fait par dissociation du Pi de ’'un des NBD. La dissociation
représente la relaxation du NBD d’un niveau énergétique élevé a un niveau plus faible.
L’autre modéle propose que deux molécules se lient simultanément et que 1’hydrolyse de
I’ ATP apporte I’énergie nécessaire a la dissociation des molécules (Shapiro et Ling, 1998).
Le laboratoire d’Ambudkar (Sauna et Ambudkar, 2001) propose un modéle ou les sites de
I’ATP sont choisis de fagon aléatoire. Apres liaison de ’ATP sur un site, ’affinité de
I’autre site diminue, ainsi un seul NBD agit a la fois. Le substrat passe du site de haute
affinité a celui de basse affinité avec I’hydrolyse de I’ATP. Apres dissociation de I’ADP,
qui restaure la haute affinité de 1’autre site de liaison de I’ATP, I’ATP peut se lier a I’autre
NBD. L’hydrolyse de ce second ATP est utilisée pour restaurer le transporteur. Il a été

démontré que la fixation du substrat, la liaison et 1’hydrolyse de I’ATP sont étroitement
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liées ; cependant le modéle alternatif implique que deux molécules d’ATP soient

hydrolysées par molécule transportée.

3 Kir6.x, canal potassique rectifiant entrant

Un canal rectifiant entrant (Kir) favorise le flux d’ions entrant par rapport au flux d’ions
sortant. Dans la sous-famille Kir6, il existe deux isoformes : Kir6.1 et Kir6.2 (Inagaki et
al., 1995b, 1995c¢ ; Sakura et al., 1995a, 1995b). Les deux isoformes ont des extrémités N-
et C-terminales cytoplasmiques, deux segments transmembranaires reliés par une boucle
HS5 qui posseéde la séquence signature des canaux potassiques (Gly-Tyr-Gly ou Gly-Phe-
Gly). Le geéne codant Kir6.2 semble appari¢ a celui de SURI, puisqu’il le suit
immédiatement sur le chromosome 11 (Inagaki ef al., 1995b). Les geénes de Kir6.1 et de

SUR2 sont localisés sur le chromosome 12 (Chutcow et al., 1996).

La protéine Kir6.2 est principalement exprimée dans les cellules B pancréatiques, le
cerveau, le cceur et le muscle squelettique, la protéine Kir6.1 s’exprime dans le muscle

lisse.

D’autre part, des protéines Kir6.2 tronquées en C-terminal (AC26 ou AC36) exprimées
dans des ovocytes de Xénope, produisent des canaux Karp fonctionnels en ’absence de
SUR (Tucker et al. 1997). Ces protéines tronquées restent sensibles a I’ATP et possédent
donc un site de liaison a I’ATP. Des études par mutagenese ont permis de localiser les
régions liant ’ATP, au niveau des parties intracellulaires de Kir6.2 jouxtant les 2 hélices
transmembranaires (Tucker et al. 1998). 1l est désormais admis que I’ATP se lie dur des
sites formés de la partie C-ter d’une sous-unité Kir6.2 et de la partie N-ter de la sous-unité

adjacente (Trapp et al., 2003 ; Ribalet et al., 2005).

3.1 Quelques définitions d’électrophysiologie
Avant de parler de canaux ioniques de fagon plus approfondie, il est nécessaire de
donner quelques définitions qui trouveront leur importance dans la compréhension de ce

qui va suivre.

Dans les cellules eucaryotes, la distributions des ions de part et d’autre de la membrane
LS4 . + 4 \ . JoR .

est inégale : les ions K sont concentrés a I’intérieur de la cellule avec des ions non

J . . . . . +

perméants (trop volumineux pour traverser les canaux ioniques), tandis que les ions Na’,

CI et Ca®" sont concentrés a Iextérieur (Tableau 1).
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Concentration intracellulaire Concentration
extracellulaire
K" 140 mM 3.5a5mM
Na" 5a15mM 135 a 145 mM
cr 5a15mM 110 mM
Ca** 0,1 uM 142mM

Tableau 1 : Concentrations intracellulaires et extracellulaires des ions les plus représentatifs

d’une cellule de mammifere.

Ces gradients de concentration gouvernent les transferts ioniques passifs par diffusion.
Le déséquilibre des charges, résultant d’un transport de charges d’un c6té a 1’autre,
entraine la formation d’une différence de potentiel électrique a travers la membrane : le
potentiel de membrane (E,,). Il correspond a la différence entre le potentiel de la face

interne et le potentiel de la face externe.
Em = Vint - Vext

Le potentiel membranaire de repos correspond au potentiel d’équilibre de la cellule

lorsque aucun courant ne traverse la membrane.

L’application d’un potentiel moins négatif dépolarise la membrane, on parle de
dépolarisation membranaire, alors que I’application d’un potentiel plus négatif
I’hyperpolarise, on parle d’hyperpolarisation membranaire.

Le potentiel électrochimique d’équilibre d’un ion est défini par la loi de Nernst :
Eion = (RT/zF).In[ion]./[10n];

Eion : potentiel d’équilibre de I’ion

R : constante des gaz parfaits

T : température absolue

z : valence de I’ion

F : constante de Faraday

[ion]. : concentration extracellulaire de 1’ion

[ion]; : concentration intracellulaire de 1’ion
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La valeur du potentiel de membrane E;, dépend des potentiels d’équilibre de tous les ions
perméants et donc des concentrations relatives des ions présents de part et d’autre de la
membrane. Si une conductance ionique domine, le potentiel de repos est proche du
potentiel de Nernst de cet ion. La membrane étant plus perméable au K™ qu’au Na', au
Ca”" ou au CI, le potentiel de repos de la cellule est proche du potentiel de Nernst du K.
Du fait de son épaisseur (3 nm en moyenne), la membrane se comporte comme un
condensateur de capacit¢ C, capable d’accumuler des charges a chaque variation de
potentiel.
C=Q/AV
(avec une capacité d’autant plus importante que la surface de la membrane est grande.)
Quand un courant est appliqué, le condensateur membranaire se charge et le potentiel
change (courants capacitifs d’intensité I = C.AV/At). Le canal ionique ouvert peut étre
assimilé a une résistance R. Dans ce cas on parle plutdét de conductance (y = 1/R) pour
exprimer la facilité avec laquelle un ion traverse un canal. La conductance est définie par la
Loi d’Ohm
I=v.E
Cette relation peut étre appliquée a un ion en particulier. L’intensité 1 traduit alors la
facilité avec laquelle I’ion traverse le canal.
lion = Yion-(Em-Eion)
Yion : conductance du canal
En : potentiel de membrane
Eion : potentiel d’équilibre de I’ion
Em-Eion : force électromotrice appliquée a I’ion (« driving force »)
Soit pour la totalité¢ des canaux d’une cellule
Lion = Gion.(Em-Eion)
Zion : conductance pour I’ion de I’ensemble des canaux de la cellule.
On parle alors de courants macroscopiques.
Par convention un courant entrant correspondant a un influx de cations (ou un efflux
d’anions) est négatif et un courant sortant correspondant a un efflux de cations (ou un
influx d’anions) est positif. En conséquence un courant entrant est dépolarisant et

inversement un courant sortant est hyperpolarisant.
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3.2 Les différents canaux Kir

3.2.1 Propriétés des canaux Kir

Les canaux potassiques a rectification entrante (Kir) ont deux principaux rdles
physiologiques : ils stabilisent le potentiel membranaire de repos proche du potentiel
d’équilibre du potassium et ils assurent le transport d’ions K a travers les membranes

(Nichols et Lopatin, 1997 ; Doupnik et al., 1995).

3.2.1.1 Les différentes sous-familles

Kirl.x est impliqué dans le transport au niveau des membranes transépithéliales, en
particulier le rein. Kir2.x controle I’excitabilité¢ du cceur et du cerveau. Kir3.x forme des
canaux activés par des protéines G et controle les effets des récepteurs couplés aux
protéines G sur I’activité du coeur, des nerfs et des cellules neurosécrétrices (Yamada et al.,
1998). Les canaux potassiques sensibles a I’ATP (Katp) — composés des sous-unités Kir6.x
et SUR — sont régulés par les nucléotides cytosoliques et lient le métabolisme cellulaire a
Iactivité électrique et au flux d’ions K™ (Ashcroft et Gribble, 1998). Ils sont importants
pour la régulation de la sécrétion d’insuline, la réponse a une ischémie cérébrale ou
cardiaque et le controle du tonus vasculaire des muscles lisses. Les rdles physiologiques
des canaux Kir4.1, Kir5.x et Kir7.x n’ont pas encore été¢ pleinement ¢lucidés. Les identités

de séquences entre les diverses sous-familles sont illustrées par 1’arbre phylogénétique de

la Figure 9.
_[ Kirl.2/4.1 Figure 9: Arbre  phylogénétique
— LI b représentant les sous-familles de canaux
— Kiri
KB Kir. 1l 'y a 50 a 60 % d’identité de
® |:KirE-.2 sequence dans une méme sous-famille et
Kir2.1 30 a 40 % entre les sous-familles.
Kirz.2
Kir2.3 (Reimann et Ashcroft , 1999)
Kir3.2
AEErzim
Kirz.2
—— Kir3
{5 }— Kirs.1
—{(7—kKir7.1

Cumant Opinian in Call Bialagy

3.2.1.2 La rectification
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Les canaux Kir sont dits rectifiant entrants car ils favorisent le courant entrant par
rapport au courant sortant. En d’autres termes, ils conduisent plus le courant quand le
potentiel de membrane est hyperpolarisé que quand il est dépolarisé. Cette propriété résulte
principalement d’un blocage voltage-dépendant des courants sortants par des cations
cytoplasmiques — essentiellement le Mg”" et les polyamines — qui entrent dans le pore sous
I’effet du voltage et empéchent ainsi I’efflux de K (Nichols et Lopatin, 1997 ; Doupnik et
al., 1995). Ces cations interagissent avec les résidus chargés négativement du TM2 et/ou le
C-ter et induisent la rectification entrante (Figure 10). 11 a été suggéré que les polyamines
se lient au site C-ter, qui devient ainsi chargé positivement et qui agirait comme un
domaine inactivateur en bloquant le pore de son c6té cytoplasmique de manicre analogue a

I’inhibition des canaux potassiques voltage-dépendants (Lee et al., 1999a).

Figure 10 : Le magnésium intracellulaire est

(Mg2+] (mM)
1(nA) 0.6 - 0 responsable de la rectification entrante. Les
0.1 . . .
02 ions Mg”* bloguent la sortie des ions K* du
0.3 1 1.0 canal Kirl.1 lorsque le potentiel est positif et
3.0 ce d’autant plus que leur concentration est
10.0
f T T 1, importante. Cet effet dépend du potentiel
80 40 40 80
V(@) puisque seuls les courants sortants sont
SO affectés.
(Ashcroft, 2000).
0.6 -

3.2.1.3 Structure des canaux Kir

Les canaux Kir sont des tétrameres de quatre sous-unités identiques (homomeres) ou
distinctes (hétéromeres) qui ont chacune deux domaines transmembranaires TM liés par
une boucle contenant la signature des canaux potassiques GYG ou GFG (Nichols et
Lopatin, 1997 ; Doupnik et al., 1995)(Figure 11). Kirl .x, Kir2.x et Kir6.x sont in vivo des
homotétraméres. Au contraire, les canaux Kir3.x existent sous forme d’hétéromeéres dans le
cerveau (Kir3.1 et Kir3.2) et dans le cceur (Kir3.1 et Kir3.4). Le cas des canaux Kir6.x est
unique dans la mesure ou ils s’associent & une sous-unité régulatrice — le récepteur des
sulfonylurées (SUR) — pour former un canal octamérique (4:4) (Clement et al., 1997 ;

Ashcroft et Gribble, 1998).
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Kir1.0

@ Rectification

Kir2.0

i Rectification

FIP; PIF;
Rectification
2
C Sulphorylureas Kir6.0
r']'fﬂ'-*-"?"\ : i
J‘ M W
SUR AP

(Reimann et Ashcroft, 1999)

3.2.1.4 Régulation

Les canaux Kir sont modulés par une grande variété de ligands intracellulaires, incluant

MBDH

L

My -nuclectides
K -chanmal opanars

Kir2.o

@ Rectification

PIP;

O Rectification

Figure 11 : Représentation de la topologie des canaux Kir. Chaque sous-unité est constituée
de deux domaines transmembranaires reliés par une boucle formant le pore. Les extrémités N-
et C-terminale sont intracellulaires, avec une extrémité N-ter plus longue et contenant des
résidus impliqués dans l'interaction avec le PIP,. Les résidus impliqués dans la rectification,
la modulation par le PIP,, ['inhibition par I’ATP ou par les protons sont indiqués ainsi que les
régions impliquées dans la régulation par le Gg, les nucléotides, les ouvreurs potassiques ou

les sulfonylurées. RKR désigne le motif de rétention au réticulum endoplasmique des sous-

unités SUR et Kir6.2.

les sous-unités Gg, des protéines hétérotrimériques liant le GTP, le phosphatidylinositol-

4,5-biphosphate (PIP,), I’ATP et les protons (Figure 11).

Deux motifs au niveau du C-ter et un au niveau du N-ter de Kir3.1 sont impliqués dans
la liaison du Gg, (Yamada et al., 1998). Les deux extrémités lient le Ggy, méme si le C-ter a
dix fois plus d’affinité pour le ligand (Huang et al., 1995). Les extrémités N-ter et C-ter se
lient également entre elles, ce qui semble favoriser la liaison du Gg,. Kir 3.2 et Kir3.4
possedent les mémes motifs aux extrémités N-ter et C-ter proximales, mais ne présentent
pas les motifs a I’extrémité C-ter distale (Doupnik et al., 1995 ; Huang et al., 1995).

L’activation par le GTP des canaux cardiaques Kir3.1 + Kir3.4 montre une coopérativité
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positive (coefficient de Hill de 3) et corrobore I’hypothése selon laquelle quatre Gg,

doivent se lier pour activer le canal.

Des études biochimiques (Tanabe ef al., 1999) ont montré que I’ATP se lie directement
a la sous-unité¢ Kir6.2 des canaux potassiques sensibles a I’ATP (Katp). Des mutations
influengant 1’effet inhibiteur de I’ATP ont été identifiées (Tucker et al., 1998 ; Drain et al.,
1998). Certaines de ces mutations ont un effet indirect qui résulte de I’augmentation de la
probabilité¢ d’ouverture du canal (Trapp et al., 1998 ; Shyng et al., 1997a). Les mutations
qui diminuent la sensibilité a I’ ATP sans altérer les cinétiques du canal se situent au niveau
des extrémités C-ter et N-ter, ce qui suggere que les deux domaines contribuent a
I’inhibition par I’ATP. Une implication similaire des extrémités C-ter et N-ter est observée
pour la modulation redox des canaux Kirl.1 qui suit I’inhibition par les protons (Fakler et
al., 1996) et pour la liaison du Gg, a Kir3.x comme présenté plus haut. Plus récemment,
Antcliff et al. (2005) ont construit un mod¢le du site de liaison de I’ATP (Figure 12). La
liaison se fait a I’interface entre deux sous-unités (Antcliff et al., 2005). Les phosphates a
et B de I’ATP interagissent avec R201 et K185 de ’extrémité N-ter de la premicre sous-
unité alors que le phosphate y interagit avec R50 de I’extrémité C-ter de I’autre sous-unité.

L’adénine interagit avec les résidus E179 et R301 de la premiére sous-unité.

Figure 12 : Interaction entre I’ATP et les
résidus formant la poche de liaison. L origine
(A ou D) des résidus est indiquées. Les
liaisons hydrogenes sont indiquées par des
lignes  pointillées et les interactions
hydrophobes par des rayons de soleil.
(Antcliff et al., 2005)
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Une caractéristique de la plupart des canaux est que l’activité du canal disparait
lentement aprés 1’excision du patch, phénoméne désigné par le terme de « rundown »
(Becq, 1996). Le «rundown » des canaux Kapp résulterait d’une perte graduelle de
phospholipides membranaires (PIP,) suite a I’excision du patch. En effet, I’application de
PIP; ou de Mg-ATP (qui augmente la formation de PIP, endogene) abolit le « rundown »
(Hilgermann et Ball, 1996). Le PIP; interagit également avec d’autres types de canaux Kir
(Kirl.1, Kir2.1, Kir3.1/Kir3.4, Kir6.2) (Huang et al., 1998). La mutation de I’arginine 176
dans le C-ter de Kir6.2 accélére le « rundown » et réduit la capacité du PIP, a inverser cette
tendance, ce qui suggere que cette arginine fait partie du site de liaison des lipides (Fan et
Makielski, 1997). Une mutation équivalente dans Kirl.1 réduit I’affinit¢ pour le PIP,
(Huang et al., 1998). A I’heure actuelle, on ne sait toujours pas comment le PIP, active les
canaux Kir ; cependant, étant donné que les cations polyvalents sont capables de s’opposer
a D’activation du PIP,, probablement en masquant des surfaces chargées négativement, des

interactions €lectrostatiques doivent étre impliqués (Fan et Makielski, 1997).

De plus le PIP, interagit avec d’autres agents qui modulent ’activité¢ des canaux Kir.
Ainsi, ’activation des canaux hétéromériques Kir3.1/Kir3.4 par le G, ou par le Na’,
dépend du PIP, (Sui et al., 1998). Réciproquement, I’interaction entre le PIP, et Kir3.x est
stabilisée par le Gg, (Huang et al., 1998). Le phospholipide diminue la sensibilité des
canaux Katp pour ATP (Ki de l'ordre du millimolaire) (Shyng et Nichols, 1998 ;
Baukrowitz et al., 1998). Ceci pourrait expliquer pourquoi la sensibilité¢ a I’ATP du canal
est plus faible chez les cellules intactes qu’en patch excisé, puisque le PIP, disparait aprés
I’excision. Le mécanisme par lequel le PIP, modifie la sensibilit¢ & I’ATP n’est pas encore
connu mais trois hypothéses ont été émises (Fan et Makielski, 1997 ; Shyng et Nichols,
1998 ; Baukrowitz et al., 1998). La premicre, le PIP, agirait de manicre indirecte en
agissant sur la probabilité¢ d’ouverture du canal ; la deuxiéme, le PIP, et I’ATP seraient en
compétition pour le méme site de liaison (ou un chevauchement des sites) sur Kir6.2 ; la
troisiéme, la diminution de la concentration en ATP locale résulterait des effets

¢lectrostatiques des charges négatives du PIP,.

3.2.1.5 Pathologies

Des mutations dans les geénes codant les canaux Kir sont responsables de maladies
héréditaires chez I’homme et chez la souris : le syndrome de Bartter type III (Kirl.1),
I’hypoglycémie hyperinsulinémique persistante du nourrisson (PHHI, Kir6.2), le diabéte
(Kir6.2) et la souris weaver (Kir3.2).
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Le syndrome de Bartter est un désordre du tubule rénal caractérisé par des rejets salés,
une hypocalcémie et une acidose métabolique. Les mutations de Kirl./ qui ont été
analysées fonctionnellement révelent soit une abolition soit une diminution marquée des

courants Kirl.1 (Derst et al., 1997).

Les pathologies résultant de mutations du géne Kir6.2 sont présentées par la suite

(chapitre Rdles physiologiques et pathologies).

La souris weaver résulte d’'une mutation dans le pore de Kir3.2, ce qui rend le canal
perméable aux ions Na'. La mutation conduit 4 une mort sélective des neurones du cerveau
et ainsi a une démarche ataxique caractéristique du phénotype weaver. Des animaux
homozygotes knock-out qui n’expriment pas Kir3.2 ne présentent pas d’ataxie et leur
cerveau a une morphologie normale (Signorini et al., 1997). Ainsi, il semble que
’augmentation de I’influx de Na', plutot que la perte de Kir3.2, soit responsable de la mort

neuronale chez les souris weaver.

Protéine Localisation | Régulation Pathologie Remarques | Références
tissulaire
Kirl.1 Rein Protons et | syndrome de Bartter Yano et al.,
(ROMK) ATP type III 1994
Kir2.x Coeur et | Phosphorylation 3 membres Raab-
(IRK) systéme Graham et
nerveux al., 1994
Kir3.1 Ceeur, Protéines G Stoffel et
(GIRK1) cerveau al., 1994
Kir3.2 Cerveau souris weaver Sakura et
(GIRK?2) al., 1995b
Kir3.3 Cerveau Lesage et
(GIRK3) al., 1995
Kir3.4 Ceeur Tucker et al,
(GIRK4) 1995
Kir4.1 Cerveau Association
Kirs.1 et
proportion
2:2
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Kir6.1 Ubiquitaire Inagaki et
(uKATP1) al., 1995b
Kir6.2 Pancréas, PHHI Inagaki et
coeur, diabéte al., 1995¢
cerveau,
muscles
Kir7.1 Cellules Couplage Doring et
épithéliales, avec la | Karschin,
cerveau, pompe Na/K | 2000
poumons, Nakamura et
reins al., 1999
Partiseti et
al., 1998

Tableau 2 : Inventaire des différents canaux potassiques a rectification entrante.

3.2.2 Structure cristalline de canaux potassiques

L’analyse cristallographique de KcsA (Doyle ef al., 1998) — canal potassique de la
bactérie Streptomyces lividans - a révélé que le canal est un tétrameére de quatre sous-unités
identiques arrangées de manicere symétrique autour du pore central. Chaque sous-unité
contient deux hélices a transmembranaires (TM1 et TM2), liées par une extension de 30
acides aminés qui forme le pore et la boucle extracellulaire. Les quatre hélices TM2
forment un tipi inversé. Comme le suggérait les analyses mutationnelles, le pore forme un
filtre étroit de sélectivité (longueur ~ 8 A), proche de la membrane extracellulaire. La
sélectivité résulte de I’interaction de I’ion K* déshydraté avec le squelette des groupes
carbonyles des deux résidus glycine du motif GYG. La chaine latérale de la tyrosine pointe
a I’extérieur de la lumiere du pore et son interaction avec les résidus adjacents permet de
fixer le diamétre du pore pour une chélation optimale des ions K'. Sous ce filtre de
sélectivité s’étend une large cavité (10 A de diamétre) composée de résidus

hydrophobiques.

Bien qu’il n’ait seulement que deux domaines transmembranaires (TM) la séquence en
acides aminés de KcsA est plus homologue a celle des canaux potassiques voltage-
dépendant (Kv) qu’a celle des canaux Kir. Ainsi, il semble que la structure des canaux Kir
différe de celle de KcsA. Tout d’abord, il est possible d’incorporer dans le pore de Kir2.1

plusieurs réactifs sulthydryl simultanément, ce qui suggére que le pore de Kir2.1 est plus
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large, avec un diamétre supérieur a 12 A (Lu et al., 1999). Ensuite, la mutation de la
tyrosine du motif GYG en une série d’autres résidus (incluant la proline) n’abolit pas la
sélectivité des canaux Kir pour le potassium (Silvermann et al., 1998). Une mutation
similaire dans le canal Ky Shaker résulte en un canal non fonctionnel (Heginbotham et al.,
1994). Ces résultats suggerent qu’il y a des différences entre les filtres de sélectivité des
canaux Kir et Ky. Enfin des études de mutagenése suggérent que les TM de Kir2.1 ont une

organisation différente de celle de KcsA (Minor et al., 1999).

Depuis la premiére structure en trois dimensions du canal potassique KcsA (Doyle et
al., 1998) de nouvelles structures représentatives des trois grandes familles de canaux
potassiques sont sorties : MthK, canal calcium-dépendant (Jiang et al., 2002) ; KvAP,
canal voltage-dépendant (Jiang et al., 2003) et KirBacl.1, canal rectifiant entrant (Kuo et
al., 2003). Méme si ’architecture du pore est semblable, les structures présentent une

variabilité de conformation considérable (Figure 13)
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Figure 13 : Architecture de canaux K.

(@) La plupart des sous-unités des canaux K possédent six segments transmembranaires.
Elles en présentent toutes au moins deux qui correspondent aux segments S5-S6. Le pore est

au centre d’un tétramere de ses sous-uniteés.

(b) Deux sous-unités diamétralement opposées de KcsA permettent de distinguer la cavité

dans la membrane.

(c) Plasticité conformationnelle du pore. Deux sous-unités des trois types de canaux K sont

réprésentées.
(Gulbis et Doyle, 2004)

Etant donné que nous nous intéressons plus particulierement aux canaux potassiques

rectifiant entrants, nous ne parlerons ici que de la structure de KirBacl.1.

La structure de KirBacl.l consiste en une section membranaire en hélices o et en un
domaine intracellulaire essentiellement en feuillets . Sa structure peut étre divisée en cinq
régions : le filtre de sélectivité, la cavité, I’entrée, les liaisons flexibles et le vestibule

cytoplasmique (Figure 14).

Figure 14 : Structure générale de

EXTRACELLULAR

KirBacl.l. La membrane est
représentée par le liseré gris. Sur
la gauche, les monomeres sont
colorés  individuellement  pour
souligner leur orientation relative.
Sur la droite, seul deux monomeres

sont représentés pour plus de

clarté, on distingue ainsi : I’hélice INTRACELLULAR
horizontale  (violette),  [’hélice

extérieure (verte), I’hélice du pore (Kuo et al., 2003)
(bleue), I’hélice interne (jaune) et

le domaine C-terminal (rouge).

Cette structure plus récente permet I’identification de contacts intramoléculaires qui

sont responsables de la compléte occlusion du pore sur la face intracellulaire de la
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membrane. Ces contacts sont supposés étre « la porte d’activation » de tous les canaux K.
Le canal KirBac adopte une forme de sablier, résultant d’une constriction du pore sur la
face intracellulaire. Cette constriction est la conséquence d’un réseau de liaisons
hydrogénes impliquant les domaines intracellulaires et les lipides. Trois ions occupent le
filtre de sélectivité dans la structure de KirBac. Ceci peut résulter de deux configurations :
une configuration avec un ion au site central et une configuration avec deux ions séparés
de 7 A (comme dans les autres structures des canaux K ). Le flux d’ions qui caractérise les
canaux K™ a été décrit par un mécanisme basé sur une répulsion électrostatique, telle que
lorsqu’un nouvel ion entre dans le filtre de sélectivité, le K distal est chassé comme une

boule de billard.

Si I’on compare les structures intracellulaires de Kir3.1 (Girk1) (Nishida et MacKinnon,

2002) et de KirBacl.1, les deux tétraméres sont quelque peu différents (Figure 15).

Figure 15 : Structures en tube des tétrameres
intracellulaires de Girkl (orange) et de KirBac
(turquoise). Méme s’il y a superposition d’une seule
sous-unite, le tétramere semble différent. KirBac est

pincé au sommet et élargi a la base comparativement

a Girkl. Ceci entraine également des modifications
au sein de la cavité interne et pourrait correspondre

aux configurations adoptées lors des différents états

KirBac d’ouverture ou de fermeture du canal. (Gulbis et

Doyle, 2004).

4 Identifications cellulaires

Les travaux sur les Kap sont nés lorsque la technique du patch-clamp a pu s’appliquer
aux cardiomyocytes (Noma, 1983 ; Trube et Hescheler, 1983, 1984) et aux cellules f
pancréatiques (Cook et Hales, 1984). Des courants de canaux potassiques rectifiant
entrants de méme conductance ont pu étre enregistrés et 1’application d’ATP sur la face

cytoplasmique du patch inhibait ces courants.
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Un an plus tard, il fut démontré que les courants des cellules  pancréatiques étaient
inhibés par des sulfonylurées (drogues hypoglycémiantes) et qu’ils jouaient ainsi un role
dans le controle de la sécrétion d’insuline (Strurgess et al., 1985). Peu de temps apres,
plusieurs groupes montrérent que le diazoxide (ouvreur potassique) activait les canaux
Karp des cellules B pancréatiques (Trube et al., 1986) et des muscles lisses vasculaires
(Quast et Cook, 1989). Le cromakalin, autre ouvreur potassique, activait les canaux Karp
des myocytes cardiaques (Escande et al., 1988 ; Sanguinetti et al., 1988). Les mémes
observations ont été faites avec le pinacidil (Arena et Kass, 1989) et le nicorandil (Shen et
al., 1991). Les comparaisons fonctionnelles et pharmacologiques de ces canaux Karp dans
différents tissus permirent de mettre en évidence 1’existence d’isoformes, différant

principalement dans leur réponse aux nucléotides et aux agents pharmacologiques.

Le role clef des canaux Karp dans le couplage de D’excitabilit¢é membranaire au
métabolisme, et ainsi leur importance médicale et thérapeutique, est a I’origine d’un effort

important pour tenter de les cloner.

4.1 Historique des clonages

Les premiers clonages de canaux potassiques rectifiant entrants Kirl.1 (Ho et al., 1993),
Kir2.1 (Kubo et al., 1993a) et Kir3.1 (Kubo et al., 1993b) ont permis de cloner par
homologie les canaux Kir6.1 (Inagaki et al., 1995b) et Kir6.2 (Inagaki et al., 1995c).

En se basant sur la propriét¢ du glibenclamide a se lier avec une haute affinité au
récepteur des sulfonylurées, ce dernier a pu étre cloné a I’aide de glibenclamide-'*’T dans
les cellules B de rat et de hamster (Aguilar-Bryan et al., 1995). Les isoformes du
sarcolemme (Inagaki ef al., 1996) et du muscle lisse (Isomoto et al., 1996 ; Yamada et al.,

1997) ont alors pu étre obtenues.

I1 est apparu que seule la co-expression de SUR et de Kir6.2, au niveau de la membrane

plasmique, reconstituait un canal Katp fonctionnel (Inagaki et al., 1995a).

4.2 Assemblage tissulaire

Il existe deux isoformes de Kir6.x : Kir6.1 et Kir6.2 et trois de SUR : SUR1, SUR2A et
SUR2B. Les variations dans la composition des sous-unités constituant les canaux Karp
résultent en une sensibilit¢é métabolique et pharmacologique différente suivant le tissu
considéré. Dans la plupart des tissus, Kir6.2 forme le pore mais il s’associe avec

différentes sous-unités SUR : par exemple SURI dans le pancréas et le cerveau, SUR2A
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dans le cceur et le muscle squelettique et SUR2B dans le cerveau et le muscle lisse. Dans
certains muscles lisses on trouve ’association Kir6.1/SUR2B. L’assemblage des sous-

unités en fonction du type cellulaire considéré est récapitulé dans le Tableau 3.

Type cellulaire SUR Kir6.x | Conductance Références
Neurones SUR1 Kir6.1 65 pS Lee et al, 1999
Cellules B SUR1 Kir6.2 70 pS Cook et Hales, 1984

pancréatiques
ND SUR2A Kir6.1 35pS Kondo et al., 1998
Ceeur SUR2A Kir6.2 80 pS Inagaki et al., 1996
Muscles
squelettiques
Muscles lisses SUR2B Kir6.1 30 pS Beech 1993
vasculaires
Muscles lisses SUR2B Kir6.2 80 pS Isomoto et al., 1996

Tableau 3 : Assemblage des sous-unités formant les canaux Kyrp et conductances unitaires.

(ND : non déterminé).

5 Réles physiologiques et pathologies

Les canaux Katp forment un lien entre 1’état métabolique de la cellule et la perméabilité
de la membrane aux ions K qui, a leur tour, sont un déterminant majeur du potentiel
membranaire. Les canaux Karp sont présents dans différents types cellulaires. Leur
régulation par ’ATP et autres nucléotides et leur modulation par des facteurs cellulaires
tels que le pH ou I’activité kinase varient quelque peu et s’accordent avec la fonction que
ces canaux doivent remplir. Dans la plupart des tissus excitables ils sont fermés et ne
s’ouvrent que lorsque le métabolisme est affaibli ; de ce fait, la cellule est transposée dans
un ¢état de repos qui permet de limiter la consommation d’ATP et I’aide a préserver son
intégrité structurale. Cependant il y a quelques exceptions comme, par exemple, dans les
cellules B pancréatiques, dans certains neurones, ou ces canaux sont ouverts durant le

fonctionnement normal de la cellule.
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5.1 Les canaux Karp du pancréas
Le role du canal Katp est assez bien compris dans les cellules B pancréatiques, ou les
modifications de I’activité du canal, induites par le métabolisme, jouent un rdle essentiel

dans la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose (Figure 16).
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| metabaolism
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ATP o
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ADP N

VDEC il ~ glucose entry
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Figure 16 : Modele de cellule f pancréatique résumant les roles des principaux acteurs. L’ATP
produit par la glycolyse et le cycle de Krebs entraine ['inhibition et donc la fermeture du canal
Kyrp. Une dépolarisation membranaire résulte de la réduction de !'efflux de potassium ce qui
permet ['ouverture de canaux calciques voltage-dépendants (VDCC). L augmentation du taux
intracellulaire de Ca’" conduit a la fusion des vésicules de sécrétion d’insuline avec la
membrane plasmique et a la libération d’insuline dans le sang (Barg, 2003). Les sulfonylurées,
utilisées dans le traitement du diabete de type II, inhibent directement les canaux K,yrp,

indépendamment de |’état métabolique de la cellule, et permettent ainsi la sécrétion d’insuline.

A de faibles concentrations de glucose, les canaux Karp sont ouverts et leur activité
maintient le potentiel membranaire de repos a un niveau hyperpolarisé. L’augmentation de
la concentration de glucose dans le sang induit ’entrée de glucose dans la cellule ce qui
active son métabolisme et modifie les concentrations de nucléotides cytosoliques. Les
canaux Katp se ferment ce qui conduit a une dépolarisation de la membrane des cellules 3
pancréatiques, et ainsi a I’entrée de Ca®" dans la cellule via Dactivation de canaux
calciques voltage-dépendants. L’insuline est alors libérée dans la circulation. L’importance
physiologique des canaux Karp (SUR1/Kir6.2) dans la régulation de la sécrétion d’insuline
est démontrée par le fait que des mutations de la sous-unité SURI ont été trouvées chez des

patients présentant une hypoglycémie hyperinsulimémique persistante de 1I’enfant (PHHI),
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un désordre sérieux caractérisé¢ par une sécrétion d’insuline excessive et non régulée. De
plus, des cas de diabéte, a la fois chez ’homme et chez la souris transgénique résultent

d’une dérégulation métabolique des canaux Karp.

Des canaux Karp ont également été décrits dans les cellules a sécrétrices de glucagon
(Gopel et al., 2000b) et les cellules o sécrétrices de somatostatine (Gopel et al, 2000a) du
pancréas. Dans les deux types cellulaires, le métabolisme du glucose induit une fermeture
des canaux Katp. Dans les cellules 9, cela cause une sécrétion hormonale (comme dans les
cellules B). Dans les cellules o, cependant, la fermeture des canaux Karp induit une
dépolarisation membranaire qui conduit & une inactivation des canaux voltage-dépendants
qui participent a la création de potentiel d’action. Ainsi la sécrétion de glucagon est
inhibée.

Les souris transgéniques sont des outils intéressants pour analyser le role physiologique
des canaux Krp (Seino ef al., 2000). La mutation de la glycine 132 en sérine, au niveau du
filtre de sélectivité de la région S5, dans la séquence de Kir6.2 a un effet dominant négatif
sur les canaux Karp (Miki et al, 1997). En exprimant ce transgéne sous le controle du
promoteur de I’insuline, il a été montré 1’absence de fonctionnalité de ces canaux dans les
cellules P pancréatiques. Les souris transgéniques néonatales développent une
hypoglycémie avec une hyperinsulinémie, qui progresse en une hyperglycémie avec une
hypoinsulinémie ensuite. Avant I’apparition de I’hyperglycémie on trouve beaucoup de
cellules B apoptotiques, ce qui suggere que les canaux Katp puissent jouer un role dans la

survie des cellules B pancréatiques (Miki ef al., 2001).

Des souris knock-out pour le géne Kir6.2 présentent un défaut de sécrétion d’insuline en
réponse au glucose et aux sulfonylurées, soulignant I’importance des canaux Katp dans la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose, mais leur glycémie est globalement moins

modifiée que celle des souris précédemment citées (Miki et al., 1998).

Des souris knock-out pour le géne SUR! présentent une glycémie normale (Seghers et
al., 2000). Cependant elles sont hypersensibles a [I’insuline: elles deviennent
hyperglycémiques quand on charge en glucose et plus hypoglycémiques en cas de jetine
que les souris sauvages. Des ilots de Langerhans isolés de souris knock-out pour le geéne
SURI ne présentent pas de sécrétion d’insuline basale et ont une sécrétion d’insuline faible
en réponse a la stimulation par le glucose. Comme attendu, on ne peut enregistrer de

courants Karp chez ces souris knock-out pour le géne Kir6.2 ou pour le géene SURI (Miki
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et al., 2001a ; Seghers et al., 2000). Etant donné que des patients porteurs de mutations
dans le géne SUR! présentent des hypoglycémies séveres, contrairement aux souris knock-
out pour le géne SURI, on pense que les mécanismes de contrdle de la sécrétion d’insuline

sont différents chez I’homme et chez la souris (Seghers et al., 2000).

5.1.1 L’hypoglycémie hyperinsulinémique persistante infantile (PHHI)
Le PHHI, également connu sous le nom d’hyperinsulinisme familial ou de
nésidoblastose, est un désordre héréditaire caractérisé par des taux anormaux d’insuline
malgré une sévere hypoglycémie (Sharma et al., 2000). Il se manifeste des la naissance ou
dans les années qui suivent et, en absence de traitement médical, peut étre 1étal ou causer
des dommages neurologiques irréversibles. Certains cas peuvent étre traités avec du
diazoxide (ouvreur potassique) ou en supplémentant le régime avec du glucose, mais les
cas les plus séveres requieérent une pancréatectomie. La fréquence du PHHI dans la
population totale est faible mais dans les populations consanguines il peut toucher 1
naissance sur 2500. Dans la plupart des familles, le PHHI est héréditaire de maniére
autosomale récessive, mais des formes dominantes ont également été décrites (Glaser et

al., 1998 ; Huopio et al., 2000). Des cas sporadiques ont également été identifiés.

Cette maladie résulte de mutations dans au moins quatre genes différents : Kir6.2,
SURI1 et les enzymes glucokinase (Glaser et al, 1998) et glutamate déshydrogénase
(Stanley et al., 1998). Les mutations du gene SUR! sont les plus fréquentes, environ 50 %
des cas. On pense que toutes ces mutations conduisent a une perte de la fonctionnalité des
canaux Karp dans les cellules B pancréatiques, provenant d’un défaut du canal lui-méme

ou de sa régulation métabolique.

Trois mutations responsables du PHHI ont été identifiées dans le géne Kir6.2 (Aguilar-
Bryan and Bryan, 1999 ; Nestorowicz et al., 1997 ; Thomas et al., 1996b) et un certain
nombre dans le géne SURI (Dunne et al., 1997 ; Kane et al., 1996 ; Nestorowicz et al.,
1996 ; Nichols et al., 1996 ; Otonkoski et al., 1999 ; Sharma et al., 2000 ; Shyng et al.,
1998 ; Tanizawa et al., 2000 ; Thomas et al., 1995, 1996a ; Verkarre et al., 1998). Les
mutations de Kir6.2 comprennent deux mutations faux-sens, L147P et WOI1R, et une
mutation non-sens qui coupe Kir6.2 apres 12 acides aminés. De telles protéines porteuses
de ces mutations ne constituent pas des canaux Karp fonctionnels lorsqu’on les co-exprime
avec SURI1. Les mutations de SURI1 sont trés hétérogenes. On les trouve tout au long du

gene et elles incluent des non-sens, des faux-sens, un décalage du cadre de lecture, des

-53 -



Introduction

mutations qui affectent 1’épissage. Ces mutations peuvent étre regroupées en deux larges
classes : celles qui affectent ’adressage du canal a la membrane plasmique, et celles qui

causent la fermeture permanente du canal, quel que soit I’état métabolique de la cellule.

L’analyse de ces mutations, soit par I’examen de cellules B issues de pancréatectomie
(Kane et al., 1996), soit par I’expression hétérologue de canaux mutés (Cartier et al.,
2001 ; Nichols et al., 1996 ; Otonkoski et al., 1999 ; Shyng et al., 1997), ont permis
d’éclaircir le role physiologique de ces canaux, ainsi que les relations structure/fonction.
L’une de ces mutations (AF1388 dans SURI) est responsable d’un mauvais adressage a la
membrane plasmique (Cartier ef al., 2001). Ces canaux AF1388 ont une sensibilité¢ a I’ATP
réduite et ne répondent pas a la stimulation du Mg-ADP ou du diazoxide, lorsqu’on

parvient a les adresser a la membrane plasmique a 1’aide de mutations.

D’autres mutations influencent I’interaction des nucléotides avec la sous-unité SURI.
La mutation G1479R, au niveau du NBD2, réduit fortement I’activation du canal par le
Mg-ADP (Nichols et al., 1996). D’autres mutations ayant le méme effet ont ét¢ identifiées
(Huopio et al., 2000 ; Shyng et al., 1997). Ces canaux mutés sont incapables de répondre
aux modifications du métabolisme. Dans certains cas, les canaux mutés sont encore
sensibles au diazoxide ce qui explique que les patients atteints de PHHI répondent a cette
drogue. Une mutation faux-sens, (R1420C) au niveau du NBD2 de SURI, réduit 1’affinité
de la liaison des nucléotides au NBD2 et I’effet du Mg-ADP n’est possible qu’a de plus
fortes concentrations (Matsuo et al., 2000b). Elle réduit également I’expression de surface

des canaux.

Les mutations pour lesquelles SUR1 n’atteint pas la membrane plasmique sont
responsables de formes séveéres de PHHI. Les mutations associées a une perte ou a une
réduction de I’activation par le Mg-ADP apparaissent moins séveres. Cependant, des
mutations qui n’altérent que faiblement la fonctionnalité du canal in vitro, peuvent étre
associées a des maladies graves. Ainsi, les relations précises entre une mutation

individuelle et la sévérité du phénotype clinique, ne sont pas complétement élucidées.

5.1.2 Le diabéte
Etant donné que les canaux Karp régulent la sécrétion d’insuline, il semble logique de

penser que des mutations des genes SUR! ou Kir6.2 puissent conduire au diabéte.

Les résultats de 1’analyse des mutations de SUR/ ou de Kir6.2 demeurent confus.

Plusieurs groupes ont rapporté que les variations génétiques de SURI (Iwasaki et al.,
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1996 ; Lindner et al., 1997 ; Stirling et al., 1995) ou de Kir6.2 (Sakura et al., 1996) ne
jouaient pas un rdle prépondérant dans la susceptibilité au diabéte de type II de diverses
populations (américano-mexicaine, japonaise, caucasienne ou les blancs non-hispaniques).
D’un autre c6té, les variations génétiques de SURI (Hart et al., 2000 ; Inoue et al., 1996 ;
Rissanen et al., 2000) ou de Kir6.2 (Hani et al., 1998) ont été associées au diabete de type
IT dans différentes populations, incluant les caucasiens et les finlandais. Le polymorphisme
E23K, au niveau du N-ter de Kir6.2, est associé¢ au diabéte de type II chez les caucasiens
(Hani et al., 1998). Cette mutation induit une petite réduction de la sensibilit¢ a I’ATP.
Cependant, d’aprés des études sur des souris transgéniques, il semble que de petites
modifications de la sensibilité a I’ATP des canaux Katp soient suffisantes pour causer le
diabéte (Koster ef al., 2000). Par ailleurs, des modulateurs lipidiques tels que le PIP,
(Baukrowitz et al., 1998 ; Fan et Makielski, 1997 ; Shyng et Nichols, 1998) et les longues
chaines d’acyl-CoA (Brénstrom et al., 1997,1998 ; Gribble et al., 1998a) réduisent
¢galement la sensibilit¢ a I’ATP des canaux Katp. Dans les cas d’obésité, les longues
chaines d’esters d’acyl-CoA sont trés présentes (Prentki et Corkey, 1996 ; Prentki et al.,
1997), et pourraient expliquer le lien entre I’obésité et le développement de probléme de

sécrétion d’insuline et de diabete de type I1.

5.2 Les canaux Karp du systéme nerveux central

Des études d’hybridation in situ et d’immunocytochimie suggerent que SUR/! et Kir6.2
s’expriment dans différentes régions du cerveau (Karschin et al., 1997). Des données de
PCR (Polymerase Chain Reaction) permettent d’affiner ces régions. Elles montrent par
exemple que les neurones GABAergiques dans la substance grise expriment sélectivement
SURTI et Kir6.2 alors que les neurones dopaminergiques de la substance grise expriment

SURI et SUR2B conjointement avec Kir6.2 (Liss ef al., 1999).

Les souris transgéniques ont facilité 1a aussi notre compréhension du rdle des canaux
Karp dans le cerveau. L hypoxie inhibe 1’activité des neurones de la substance grise chez
les souris sauvages mais augmente 1’activité neuronale des souris knock-out pour le geéne
Kir6.2 (Yamada et al., 2001). De plus, ces souris sont sujettes aux apoplexies généralisées
apres une breéve hypoxie. Ceci suggere que I’ouverture des canaux Katp des neurones de la
substance grise protége contre la propagation de 1’apoplexie au cours d’un stress
métabolique (Figure 17). Des souris transgéniques qui surexpriment SUR1 dans le cortex,
I’hippocampe et le striatum sont plus résistantes aux apoplexies induites par I’acide

kainique que les souris sauvages (Hernandez-Sanchez et al., 2001). Les souris
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transgéniques ne perdent pas leurs neurones de [’hippocampe pyramidal apres
administration d’acide kainique, alors que les souris sauvages en perdent 70 a 80 %. Ces
résultats indiquent que la surexpression de SUR1 dans le cerveau antérieur protege les
souris de I’apoplexie et de la destruction neuronale. Il est difficile de savoir si les sujets
atteints de PHHI porteurs de mutations dans SURI et qui souffrent également de
dommages neurologiques en souffrent a cause d’une perte de la fonctionnalité du canal ou

a cause de taux trop faibles en glucose pour alimenter correctement le cerveau.
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Figure 17 : Role des canaux K rp dans la cellule nerveuse.

L’ouverture des canaux Kyrp des neurones protége contre la propagation de [’apoplexie au

cours d’un stress métabolique (anoxie ou ischémie).

Les canaux Katp servent de capteurs de glucose chez les neurones de 1’hypothalamus
ventromédial, un rdle essentiel pour le maintien de I’homéostasie du glucose (Miki et al.,
2001). Méme si la fonction des cellules B est normale chez les souris knock-out pour le
gene Kir6.2, ces animaux présentent un défaut séveére de la sécrétion de glucagon en
réponse a I’hypoglycémie systémique. Ainsi les canaux Karp de 1’hypothalamus et des
cellules B agissent de concert, comme capteur central et périphérique de glucose, pour

réguler I’homéostasie du glucose.

5.3 Les canaux Karp du systéme cardiovasculaire

5.3.1 Le myocarde

Dans la plupart des tissus autres que le pancréas, les canaux Karp sont fermés en
conditions normales. Dans le cceur, ces canaux s’ouvrent quand la concentration
intracellulaire d’ATP chute au cours d’un stress ischémique (Nichols et Lederer, 1990).
Cette propriété permet de raccourcir la durée du potentiel d’action, de réduire 1’influx de
Ca®", et de diminuer ainsi la force de contraction et la consommation d’ATP (Figure 18).

L’activation des canaux Karp aide donc a protéger le myocarde de I’ischémie. L’étude de
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souris knock-out pour le géne Kir6.2 confirme que les canaux du sarcolemne contenant la
sous-unité¢ Kir6.2 controlent I’excitabilité et la contraction produites par une inhibition
métabolique ou 1’administration d’ouvreurs potassiques (Suzuki et al., 2001 ; Gumina et

al., 2003).

Ouvreurs Efflux K¥ — )'[K*]0 —— Vasodilatation coronaire
potassiques Angine de poitrine

Katp
__w | Hyperpolarisation

Métabolisme
Hypoxie Raccourcissement de la
Ischémie durée du potentiel d'action

Cellule du muscle cardiaque

Figure 18 : Role des canaux K rp dans la cellule musculaire cardiaque.

L’ouverture des canaux Kyrp lors d’un stress (ischémie ou hypoxie) ou d 'une consommation
d’ATP permet de raccourcir la durée du potentiel d’action. L ’administration d’ouvreurs

potassiques permet donc le controle de I’excitabilité et de la contraction.

L’analyse des génomes d’individus avec des défaillances cardiaques a permit
d’identifier deux types de mutations présentent chez SUR2A. Ces mutations (non sens ou
décalage du cadre de lecture) se situent au niveau de domaines conservés du NBD2 et

conduisent a un dysfonctionnement du canal Katp (Bienengraeber et al., 2004).

5.3.2 Le muscle squelettique

La densité de canaux Karp au niveau de la membrane des muscles squelettiques (ou
muscles striés) conduit a penser qu’ils jouent un role important au cours de I’exercice
musculaire (Spruce et al., 1985). L’ouverture des canaux Katp, suite a une diminution
locale des concentrations d’ATP et a une diminution du pH, résultant de la production de
lactates, permet de réduire 1’excitabilité des fibres musculaires et les protége d’un
appauvrissement énergétique excessif en créant une dépolarisation membranaire qui

s’oppose au potentiel d’action excitateur (Figure 19).
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Figure 19 : Role des canaux K rp dans la cellule musculaire squelettique.

L’ouverture des canaux K 7p crée une depolarisation qui s 'oppose au potentiel d’action.

5.3.3 Le muscle lisse

On pense que les canaux Karp du muscle vasculaire lisse jouent un réle dans la
régulation du tonus vasculaire et donc dans la régulation du flux sanguin. IIs ont été décrits
dans les muscles de I’artére mésentérique ou ils sont activés par les ouvreurs potassiques,
et inhibés par le glibenclamide (Ashcroft et Ashcroft 1990). Ces effets mesurés in vitro
expliqueraient 1’effet hypotensif in vivo des ouvreurs potassiques. Ils sont régulés par une
large variété de neurotransmetteurs, dont certains agissent via la protéine kinase A (qui
augmente l’activité des canaux) et/ou la protéine kinase C (qui diminue I’activité des
canaux) (Hayabuchi ef al., 2001). L’¢étude de souris knock-out pour le géne Kir6.2 suggere
que Kir6.2 ne contribue pas aux canaux artériels (Suzuki et al., 2001), mais il semble que

ce soit le role de Kir6.1 (Inagaki ef al., 1995b).

Des ¢tudes ¢lectrophysiologiques montrent que la co-expression de Kir6.1 et de SUR2B
reconstitue des canaux Katp activés par les NDP tel que ’UDP et inhibés pas le
glibenclamide, propriétés similaires a celles des canaux Karp natifs (Quayle ef al., 1997),

également appelés les canaux Knpp (Yamada et al., 1997).

Des souris knock-out pour le géne Kir6.1 (Miki et al., 2002) présentent une mort
prématurée associée a une ¢lévation du segment ST suivie d’un blocage atrioventriculaire.
Ces observations suggerent que leur mort résulte d’une ischémie myocardique. Ces souris
Kir6.1"" ne présentent pas de vasodilatation consécutive a 1’application de Pinacidil mais
présentent un vasospasme apres 1’application de methylergometrine, un alcaloide qui
stimule les récepteur sérotonergiques et induit la vasoconstriction des muscles vasculaires

lisses.
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La Figure 20 illustre un modele éventuel de la régulation par les canaux Karp de la

réponse a la vasodilatation.

Figure 20: Pendant ['ischémie ou
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hyperpolarise la membrane cellulaire
et ferme donc les canaux VDCC. La
diminution de Ca’" intracellulaire
diminue le tonus musculaire et

autorise ainsi la vasodilatation.

(Miki et Seino, 2005)

5.4 Les canaux Karp dans d’autres organes ou compartiments
cellulaires

5.4.1 Lerein

Dans le systeme rénal, des canaux Karp sont présents au niveau du tubule proximal et
dans I’appareil juxta-glomérulaire. En conditions physiologiques, ces canaux ont une forte
probabilité d’ouverture et jouent un role important dans la réabsorption d’électrolytes et de
solutés aussi bien que dans I’homéostasie du K'. Le réle physiologique de leur sensibilité
aux nucléotides n’est pas tres clair ; une hypothése serait le couplage de I’activité du canal
a celle de la pompe Na-K-ATPase, ce qui assurerait un transport vectoriel coordonné. En
cas d’ischémie, cependant, la réduction du rapport ATP/ADP devrait augmenter la

probabilité¢ d’ouverture des canaux Karp indépendamment de 1’activité de la pompe ; ceci

-59 -



Introduction

est particuliecrement dangereux dans le tubule proximal ou 60 a 70 % de l'ultrafiltrat

glomérulaire est réabsorbé (revue de Quast, 1996).

5.4.2 La mitochondrie

Un autre type de canaux Karp a été mis en évidence dans la membrane interne des
mitochondries du foie grace a la mesure de courants potassiques inhibés par I’ATP et par
les sulfonylurées (Inoue et al., 1991). Des études ont montré que ces canaux sont sensibles
au diazoxide (de I’ordre du micromolaire), alors que les canaux du sarcolemne y sont
insensibles (Garlid ef al., 1996). En 1998, Liu ef al. ont confirmé la cardioprotection par le
diazoxide de myocytes isolés de lapin et ces auteurs pensent que les canaux Karp de la
mitochondrie protégent le muscle cardiaque en étant la cible de cet ouvreur potassique. Un
lien entre le préconditionnement a I’ischémie, I’activité de la PKC et les canaux Karp de la
mitochondrie a été démontré par des expériences utilisant le méme modele (Sato et al.,
1998). Le 5-hydroxydécanoate de sodium (5-HD) bloque spécifiquement les canaux Katp
mitochondriaux sans agir sur les canaux cardiaques (Hu et al., 1999). Ce profil
pharmacologique, proche de celui des canaux recombinants SURI1/Kir6.1 (Liu et al.,
2001b), associ¢ a des expériences de marquage immunologique (Suzuki et al., 1997)
laissent penser que ces canaux peuvent étre composés de la sous-unité Kir6.1. Les
mitochondries du cerveau de rat présentent également des canaux Katp (Bajgar et al.,
2001) qui ont un profil pharmacologique identique a celui des canaux mitochondriaux
cardiaques et hépatiques. Ils pensent que ces canaux pourraient étre impliqués dans la

protection des dommages ischémiques au niveau du cerveau.

Cependant le diazoxide et le 5-HD ont des effets multiples indépendant des canaux
Karp et les expériences montrant un role des canaux Karp mitochondriaux dans le

préconditionnement, ou méme leur existence, ne sont pas concluantes (Hanley et Daut,

2005).

5.4.3 Le noyau

Le glucose, principal régulateur du pancréas, présente différents effets sur les cellules 3
pancréatiques, tels que la régulation de la sécrétion d’insuline, la prolifération cellulaire,
I’apoptose, la différenciation et I’expression des geénes. Bien que la succession des
évenements qui lie la glycémie a la libération d’insuline soit bien décrite, le mécanisme par
lequel le glucose régule les fonctions nucléaires est encore inconnu. Des canaux Karp, trés

semblables a ceux présents sur la membrane plasmique des cellules § pancréatiques, sont
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également présents sur I’enveloppe nucléaire de ces cellules. Sur des noyaux isolés, la
fermeture des canaux Karp par le tolbutamide (une sulfonyulrée) ou par le diadénosine
polyphosphate déclenche un pulse transitoire de Ca*" et induit la phosphorylation de
facteurs de transcription CREB (cAMP Responsive Element Binding protein). En cellule
enti¢re, des expériences de fluorescence in situ révelent que ces signaux calciques peuvent
induire I’expression de c-myc. Ces résultats démontrent que la fonction du canal Karp dans
le noyau est liée au métabolisme du glucose, aux signaux nucléaire de Ca**, et a la fonction

nucléaire (Quesada et al., 2002).

5.4.4 Les cellules folliculaires

Les cellules folliculaires entourant les ovocytes de Xénope contiennent des canaux Karp
activés par le cromakalim et le pinacidil et bloqués par les sulfonylurées telles que le
glibenclamide. L’activation de ces canaux par le cromakalim est drastiquement réduite ou
abolie par des traitements qui stimulent la protéine kinase C (par exemple les effecteurs
muscariniques, les esters de phorbol). Les gonadotropines, connues pour jouer un role
essentiel dans la physiologie ovarienne, activent également ces canaux (Honoré¢ et
Lazdunski, 1991). Il semble que 1’ouverture de ces canaux folliculaires, en hyperpolarisant
I’ovocyte, contrdle la sensibilité a la progestérone, et régule ainsi les processus de division
cellulaire (Wibrand et al., 1992). Les ovocytes défolliculés par pelage manuel sont donc

dépourvus de canaux Karp.

6 Régulation

La sous-unité SUR dote les canaux Karp d’une sensibilité aux modulateurs endogénes et
aux drogues pharmacologiques (Ashcroft et Gribble, 1998). Ainsi I’interaction des
nucléotides liés au magnésium avec les NBD de SUR augmente 1’activité des canaux Karp
(Shyng et al. 1997b ; Gribble et al., 1997a). SUR présente aussi des sites de liaisons des
sulfonylurées (Aguilar-Bryan et al., 1995) et des ouvreurs potassiques (KCO) qui,
respectivement, inhibent et activent le canal. La variété des sensibilités pharmacologiques
des canaux Katp résulte de différentes isoformes de SUR (Inagaki et al., 1996 ; Gribble et
al., 1998c).
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6.1 Régulation physiologique

6.1.1 Nucléotides intracellulaires

La régulation des canaux Karp par les nucléotides est complexe, étant donné que
’activité du canal est inhibée par la liaison des nucléotides a Kir6.2 et activée par la liaison
des nucléotides liés au magnésium aux deux NBD de SUR. De plus, le Mg-ATP pourrait
activer des lipides et protéines kinases, et de ce fait augmenter les concentrations
membranaires en phospholipides tels que le PIP, (qui module la sensibilité des canaux a
I’ATP) ou altérer 1’état de phosphorylation du canal lui-méme. Le mécanisme de
régulation par les nucléotides du canal Katp n’en est que plus difficile & comprendre. Deux
types d’expériences ont aidé a déterminer les propriétés des différents sites de liaison : le
premier, la liaison d’ATP radiomarqué a I’une des deux sous-unités, exprimée en absence

de l’autre ; le second, des études électrophysiologiques de canaux porteur de mutations.

6.1.1.1 Interaction avec Kir6.2

Etant donné que des protéines Kir, tronquées dans leur partie C-terminale, forment des
canaux sensibles a I’ATP en absence de la sous-unit¢ SUR (Tucker et al., 1997), le site
d’inhibition de I’ATP se situe sur la sous-unité Kir. Cependant, il n’est pas évident que les
nucléotides interagissent directement sur la sous-unité Kir, étant donné que Kir ne possede
aucun motif A ou B de Walker. Des études de photoaffinité, avec des analogues de ’ATP,
8-azidoATP, ATP-4-azidoanilido, 2-azidoadenosine 5’-triphosphate-biotine (2-N3-
ATPbio) et ’adénosine 5’-triphosphate azidoanilidebiotine (ATP-[y]azidoanilide-bio), ont
démontré que I’ATP se lie directement a Kir6.2 (Tanabe et al., 1999, 2000 ; Wang et al.,
2002). Etant donné que chaque monomere de Kir posseéde son site de liaison a I’ATP, un
canal devrait avoir quatre sites (Markworth et al., 2000). Cependant il semble que la
liaison de I’ATP a I’'une des sous-unités soit suffisante pour induire la fermeture du canal

(Dorschner et al., 1999).

Le domaine C-terminal de Kir6.2 exprimé chez Escherichia coli lie un analogue de
I’ATP, 2°3’-0-(2,4,6-trinitrophenylcyclo-hexadienylidene) (Vanoye et al., 2002). Les
mutations R50, K185, 1182, R201 et G334 réduisent la sensibilit¢ a ’ATP du canal
(Tucker et al., 1997, 1998 ; Drain et al., 1998 ; Shyng et al., 2000) et des études ont
démontré une interaction directe avec les extrémités N-et C-terminales (Tucker et
Ashcroft, 1999 ; Lippiat et al., 2002). Ceci suggere que les deux extrémités N-et C-
terminales sont impliquées dans la « poche » de liaison de I’ATP (Antcliff et al., 2005).
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Les mutations R50 et K185 réduisent le photomarquage de Kir6.2 par le 8-azido-ATP
(Tanabe et al., 1999). La substitution en cystéine et des études de modification des thiols
suggerent que les acides aminés R50 et K185 interagissent respectivement avec le
phosphate y et le phosphate  (Trapp et al., 2003). Toutes ces données suggerent que les

acides aminés R50 et K185 sont impliqués dans la liaison de I’ATP.

6.1.1.2 Interaction avec SUR

Il est possible que SUR fonctionne comme un transporteur de substrats endogenes qui
régulent le canal Kir6.2 de maniére autocrine via I’extérieur de la cellule. L’autre
possibilité serait que SUR soit un régulateur direct du canal Kir6.2. Le Mg-ADP stimule
I’activité du canal SUR1/Kir6.2, alors qu’il bloque le canal Kir6.2AC36 (Tucker et al.,
1997). Des mutations au niveau du Walker A (K719A et K1385M) ou du Walker B
(D853N, D1506A et D1506N) des deux NBD de SURI abolissent 1’activation des canaux
Karp par le Mg-ADP (Gribble et al., 1997a, 1997b ; Shyng et al., 1997b). Gribble et al.
(1998b) ont également montré que le Mg-ATP active les canaux SURI1/Kir6.2 en
interagissant avec les NBD de SURI, lorsque SUR1 est co-exprimé avec Kir6.2-R50G, un
mutant de Kir6.2 insensible a I’ATP. Le canal reconstitué, composé de Kir6.2-R50G et du
mutant de la lysine du Walker A de SURI, n’est pas activé par le Mg-ATP. Ainsi, le Mg-
ADP et le Mg-ATP stimulent 1’activit¢ des canaux via les NBD de SUR. Si SUR
fonctionnait comme un transporteur actif, au méme titre que les autres protéines ABC, il
devrait utiliser I’énergie de I’hydrolyse de I’ATP pour transporter des composés. Mais la
stimulation du canal par le Mg-ADP laisse penser qu’il agit plutét comme un régulateur de

I’activité du canal que comme un transporteur.

Pour ¢lucider les bases moléculaires de la régulation du canal par SUR, les propriétés de
liaison des nucléotides par les NBD de SURI ont été examinées a 1’aide du 8-azido-
[**P]ATP (Ueda et al., 1997). SURI, exprimé dans des cellules COS-7, est photomarqué
par le 8-azido-ATP méme en absence de Mg”" ou de vanadate. Le marquage de SUR1 par
le 8-azido-[a-**P]ATP ou le 8-azido-[y-*P]ATP est apparemment biphasique et suggére
que SURI a deux sites de liaison a I’ATP, I’un de forte affinité, I’autre de faible affinité
(Ueda et al., 1997). L analyse de mutants suggere que NBDI1 est le site de forte affinité. La
liaison du 8-azido—ATP au site de forte affinité est trés stable a 4°C, parce qu’il ne se
dissocie pas du NBD1 lorsque les fractions membranaires sont lavées par un exces de
tampon froid. Chez MDR1 et MRP1, le photomarquage nécessite le Mg®" et n’est stable

qu’en présence de vanadate (Urbatsch ef al., 1995 ; Taguchi ef al., 1997). Les mutations du
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Walker A (K719M) ou du Walker B (D854N) du NBD1 de SURI abolissent le
photomarquage, alors que les mutations équivalentes dans le NBD2 ne D’affectent pas
(Ueda et al, 1997). Le N-éthylmaléimide (NEM), agent réducteur, inhibe Ile
photomarquage en interagissant avec la cystéine 717 du Walker A du NBD1 (Matsuo et
al., 1999b).

Pour examiner plus en détail la liaison des nucléotides aux NBD, SUR, photomarqué au
8-azido-ATP, a été digéré partiellement a la trypsine (Matsuo et al., 1999a, 2000). Les
fragments ont ét¢ immunoprécipités avec des anticorps anti-NBD1 ou anti-NBD2. Il
apparait que le NBD1 lie le 8-azido-ATP de facon indépendante du Mg®" et le NBD2 de
facon dépendante du Mg”", ce qui suggére que le NBD2 soit responsable de I’activation du

canal par le Mg-ADP parce que les canaux Katp ne sont activés par I’ADP qu’en présence

de Mg?*" (Gribble et al., 1997b).

La mutation du NBD2 de SUR2A (K1348A) abolit I’activation du canal par le Mg-ADP
(Reimann et al., 2000), alors que la mutation correspondante dans le NBD1 (K707A) n’a
pas d’effet. Ces mémes mutations dans les deux NBD de SURI1 (K719A et K1385A)
abolissent ’activation du canal par le Mg-ADP (Gribble et al., 1997b). La mutation
K719M du SURI affecte non seulement la liaison du 8-azido-ATP au NBDI1 mais
également au NBD2. La liaison du nucléotide au NBDI1 doit €tre importante pour

’activation par le Mg-ADP en affectant la liaison du nucléotide au NBD2 (Figure 21).

NBED1 NBD2

m Figure 21 : Modeéle de [’activation des canaux K rp
ADP ==D85;; DBsAN par les nucléotides Mg-ADP (ou Mg-ATP). L’ion

o Mg’ a été omis pour plus de clarté. Les cercles

ATP
ADP ) ) ~A~ indiquent les NBD inactifs et les losanges les NBD
K719A

L D1506N W D1506N ayant fixé I’ADP. L’ astérisque indique un état actif

ATP dans lequel le NBD est capable de potentialiser

ADP.
G827D lactivité du canal. Les fleches rectilignes indiquent
- ATP
K1385M
*

les réactions de liaison, les fleches courbées les

ADP

réactions d’hydrolyse. Les mutations prédites pour
interférer avec le cycle sont figurées par une double

barre.

(Ashcroft et Gribble, 1998)

Le NBD2 de SUR est photomarqué par le 8-azido-[o-"°P]JATP mais pas par le 8-azido-
[y-*PJATP a 37°C, alors que le NBD1 est marqué par les deux (Matsuo ef al., 1999a,

- 64 -



Introduction

2000). Ceci suggere que le NBD2 posséde une activit¢ ATPase et le Mg-ATP li¢ est
hydrolysé en Mg-ADP, alors que 1’activité du NBDI1 est trés faible, voire inexistante. Lors
de ces expériences de photomarquage on ne peut quantifier I’activité ATPase. Le NBD2 de
SUR2 fusionné a la protéine maltose-binding (MPB) présente une activit¢ ATPase plus
forte que cette méme protéine fusionnée au NBD1 (Bienengraeber et al., 2000 ; Zingman
et al., 2001) mais tout de méme plus faible que celle du NBD2 de SURI (Masia ef al.,
2005). Les canaux SUR2A/Kir6.2 immunoprécipités a partir de membranes cellulaires
cardiaques ont une activité ATPase de 31 nmol/min/mg contre 320 a 3900 nmol/min/mg
pour MDRI1 (Shapiro et Ling, 1998) et 460 nmol/min/mg pour MRP1 (Chang et al., 1997).
L’activité ATPase de CFTR est ¢galement trés faible de 50 a 70 nmol/min/mg (Li et al.,
1996). La faible activité ATPase de SUR confirme a nouveau son role de régulateur d’un

canal potassique plutot que celui d’un transporteur.

6.1.1.3 Coopération entre les deux NBD

Comme décrit plus haut, le 8-azido-ATP se lie toujours au NBD1 de facon stable en
présence de Mg™" aprés plus de 15 min a 4°C (Ueda et al., 1999). Pour analyser les
interactions de SUR1 avec les nucléotides, deux procédures ont été utilisées : une
procédure de pré-incubation et une procédure de post-incubation. Tout d’abord les
protéines sont incubées dans 1’ADP & 4°C, ensuite elles réagissent au 8-azido-[a->*P]ATP
en présence d’ADP (procédure de pré-incubation). Dans ce cas, I’ADP, en présence de
Mg*", antagonise fortement la liaison du 8-azido-ATP. Cet effet est réduit si I’on mute le
NBD2. Par contre, I’ADP antagonise faiblement la liaison du 8-azido-ATP en absence de
Mg**. Le Mg-ADP li¢ au NBD2 doit faciliter la liaison du Mg-ADP au NBDI et de ce fait
empécher la liaison du 8-azido-ATP au NBD1. Les deux NBD de SUR1 doivent coopérer.

Dans la procédure post incubation les protéines sont tout d’abord incubées dans le 8-
azido-[a-"*P]ATP & 37°C pendant 3 min puis lavées. Ensuite les protéines sont incubées 15
min en absence ou en présence de nucléotides froids et irradiées aux UV. Le Mg-ADP ou
le Mg-ATP stabilisent la liaison du 8-azido-ATP, mais celui-ci a tendance a se dissocier en
présence de Mg seul a 37°C. Les effets du Mg-ADP ou du Mg-ATP dépendent de la
concentration (de 10 uM a 0.5 mM). L’ATP-yS, faiblement hydrolysable, n’a pas plus
d’effet stabilisateur que le Mg®" seul. Des mutations dans le Walker A et le Walker B du
NBD2 n’ont presque pas d’effet sur la premiere liaison du 8-azido-ATP mais abolissent
I’effet stabilisateur du Mg-ADP. Ces résultats suggérent que le Mg-ADP, soit par liaison
directe au NBD2, soit par hydrolyse du Mg-ATP li¢, induit un changement de
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conformation du NBD2 qui transmet un changement de conformation au NBD1 pour
stabiliser la liaison de I’ATP. Une coopérativité similaire a ét¢ montrée chez les NBD de
SUR2A et de SUR2B (Matsuo et al., 2000). Zingman et al. (2002) pensent que la

coopération entre les NBD est essentielle a I’ouverture du canal.

Parce que les deux NBD de SURI1 exprimés chez Escherichia coli forment un dimere
(Hough et al., 2002), la coopération des deux NBD doit étre dictée par une interaction et

une communication directe entre les NBD.

6.1.1.4 Différences d’interaction avec les nucléotides entre les différents
isoformes de SUR

Certaines propriétés de liaison des nucléotides sont similaires chez tous les isoformes :
(1) le NBDI lie les nucléotides de facon indépendante du Mg*" (2) le NBD2 lie les
nucléotides de fagon dépendante du Mg”™ (3) le 8-azido-ATP se lie de facon stable au
NBDI1 et ne s’en dissocie pas a 4°C (4) la liaison du Mg-ATP ou du Mg-ADP au NBD2
stabilise la liaison du 8-azido-ATP au NBDI (5) le NBD2 présente une légere activité
ATPase, alors que celle NBD1 est tres faible. Cependant les affinités des NBD pour les
nucléotides différent selon 1’isoforme considéré (Tableau 4). Les NBD de SURI
présentent une plus forte affinit¢ que ceux de SUR2B, eux-mémes que ceux de SUR2A

(Matsuo et al., 2000).

Isoforme SUR NBD Ki (uM) ATP Ki (uM) ADP
SURI 1 44+37 26+ 8.6

2 60 + 26 100 + 26
SUR2A 1 110 + 41 86 + 23

2 120 + 39 170 + 70
SUR2B 14 51+13 66+ 7.5

2 38 +26 67 + 40

Tableau 4 : Les différentes affinités des NBD pour les nucléotides suivant [’isoforme de SUR
considéré (Matsuo et al., 2000).

Ces différences d’affinité sont probablement reliées aux différences de régulation des

canaux Karp.
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6.1.2 Dinucléotides polyphosphates

Les dinucléotides polyphosphates (ApnA), qui seraient des molécules de signalisation
impliquées dans le maintien des fonctions cellulaires vitales, ciblent également les canaux
Karp pour alerter la cellule en cas de stress. Le potentiel et I’efficacité de 1’inhibition de
I’activité des canaux Karp par I’ApnA a d’abord été décrite pour les canaux cardiaques.
Les taux normaux d’ApnA dans le cceur maintiennent une faible probabilité d’ouverture
des canaux, mais I’ischémie induit une forte chute de ces taux (dix fois) ce qui conduit a
une forte probabilité d’ouverture des canaux. L’action inhibitrice de I’ApnA dépend de la

présence de nucléotides diphosphates (Jovanovic et al., 1997).

6.1.3 Phospholipides

Les phospholipides membranaires tels que PIP, et PIP; interagissent avec les canaux
Karp pour augmenter leur probabilit¢ d’ouverture et réduire leur sensibilit¢ a I’ATP
(Baukrowitz et Fakler, 2000 ; Baukrowitz et al., 1998 ; Fan et Makielski, 1997, 1999 ;
Hilgemann et Ball, 1996 ; Shyng et Nichols, 1998). Ceci a été montré par des applications
directes de PIPs sur des patch excisés de canaux Karp. De plus, 1’ajout de PI5-kinase, qui
augmente les quantité de PIP,, réduit la sensibilité a I’ATP (Shyng et al., 2000), alors que
I’ajout de phospholipase C, qui hydrolyse le PIP,, augmente la sensibilité¢ a I’ATP des ces
canaux (Xie ef al., 1999).

Les effets des PIPs sont dictés principalement via la sous-unit¢ Kir6.2, parce que
Kir6.2AC36 exprimé seul a la membrane en absence de sous-unit¢é SUR présente
¢galement une sensibilité a I’ATP réduite lors de I’application de PIP, (Baukrovitz ef al.,
1998) bien que la liaison directe du PIP, aux canaux Kir ait déja ét¢ démontrée (Huang et
al., 1998). Cependant, SUR pourrait moduler la sensibilit¢ au PIP,, en changeant peut-étre
la probabilité d’ouverture du canal (Song et Ashcroft, 2001). Il semble que le PIP, peut
avoir un effet direct sur la sensibilit¢ du canal a ’ATP et un effet indirect qui est la

conséquence d’une altération de 1’ouverture du canal (Fan et Makielski, 1999).

Le « rundown » qui apparait en patch excisé, pour les courants natifs comme pour les
recombinants est partiellement éliminé par I’application de Mg-ATP (Findlay et Dunne,
1986 ; Ohno-Shosaku et al., 1987 ; Xie et al., 1999) ; le PIP, serait également impliqué
dans cet effet (Xie et al., 1999). On pense que le PIP, est produit dans la membrane
plasmique par une série de phosphorylations du phosphatidylinositol (PI) et que ce
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processus est catalysé par la PI4-kinase et la PIP-kinase. La synthése des phospholipides a

partir de Mg-ATP a ainsi des effets multiples mais reliés a I’activité du canal Karp.

L’acylCoA a un puissant effet stimulant qui s’oppose a 1’effet inhibiteur de I’ATP et qui

pourrait indirectement affecter I’activité de la PKC (Liu ef al., 2001a)

6.1.4 Phosphorylation

La phosphorylation du domaine R de CFTR par la protéine kinase A (PKA) est
nécessaire a I’activité du canal (Gadsby et Nairn, 1999). SUR posséde une succession
d’acides aminés chargés négativement dans cette méme région, augmentant la possibilité
qu’ils puissent jouer le méme réle que le domaine R phosphorylé. L’activité des canaux
Karp est également régulée par des protéines kinases, méme si les effets ne sont pas aussi
marqués que pour CFTR. La PKA stimule ’activité des canaux natifs et recombinants
(Light, 1996), alors que la PKC réduit l’activit¢ des canaux du muscle lisse. La
phosphorylation par la PKA ou la PKC de Kir6.2 influence la sensibilit¢ a I’ATP et/ou la
probabilité¢ d’ouverture des canaux Katp (Béguin et al., 1999 ; Light et al., 2000 ; Lin et
al., 2000). Il semble que la phosphorylation de SUR soit impliquée dans la régulation du
canal. La protéine SUR1 humaine possede quatre sites consensus de phosphorylation par la
PKA. La phosphorylation par la PKA de SURI (sur S1571) diminue la durée du burst,
I’intervalle entre les burst et la probabilité d’ouverture des canaux SUR1/Kir6.2 (Béguin et

al., 1999).

Par ailleurs Hu et al. (2003) ont montré que la PKC permet de réguler le nombre de
canaux Karp a la membrane. Un motif di-leucine (distinct du site de phosphorylation) sur

la sous-unité Kir6.2 permet I’internalisation des canaux, ce qui limite ainsi leur activité.

6.1.5 Sphingoglycolipides

Le sulfatide est un sphingoglycolipide présent dans le systéeme nerveux (central et
périphérique) et dans les cellules  pancréatiques, au niveau des granules de sécrétion. Il
est nécessaire a la sécrétion d’insuline (Buschard et al., 2002) : Iaugmentation de la
concentration de sulfatide active les canaux Karp en stimulant une voie de sécrétion de
I’insuline indépendante des canaux Kartp mais dépendante du Ca®". Cette sécrétion est
inhibée lorsqu’on incube les cellules B pancréatiques avec des anticorps anti-sulfatide. Le
sulfatide, libéré en méme temps que I’insuline, pourrait exercer un feed-back négatif sur la

sécrétion d’insuline.
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6.1.6 Protéines G

Plusieurs études rapportent que ’activité du canal Karp est régulée par les protéines G.
Ainsi G, stimule les canaux Kir6.2/SUR1 et Kir6.2/SUR2A alors que les sous-unités Gg,
n’ont pas d’effet (Sanchez et al., 1998). Au contraire, d’autre études suggerent que les
sous-unités Gg, réduisent I’inhibition par I’ATP des canaux Kir6.2/SUR2A en interagissant

avec SUR2A (Terzic et al., 1994 ; Wada et al., 2000).

6.1.7 Hormones

La galanine (Dunne et al., 1989) et la somatostatine sécrétées par les cellules 6
pancréatiques (de Weille et al., 1989) inhibent la sécrétion d’insuline en activant les
canaux K,rp par un mécanisme impliquant les protéines G; (ce mécanisme est inhibé par la
toxine pertussique qui bloque les protéines G;). L’ADH, hormone hypophysaire, inhibe les

canaux Karp et permet la sécrétion d’insuline (Martin et al., 1989).

Les canaux Karp cardiaques sont activés par l’acétylcholine et les agonistes J3
adrénergiques. L’acétylcholine fait intervenir des protéines G alors que les agonistes 3
adrénergiques stimulent [’adenylate cyclase via des protéines Gs et diminuent

indirectement les concentrations d’ATP intracellulaires (Terzic et al., 1995).

Le CGRP (Calcitonin Gene-Related Peptide) active les canaux Kap du muscle lisse

(Nelson et al., 1990) probablement via une protéine G (Nelson ef al., 1995).

L’hyperpolarisation des neurones hypothalamiques, conséquence de 1’activation des
canaux Karp par la leptine ou par I’insuline (par une voie faisant intervenir la PI3-Kinase)

permettrait de réguler I’appétit (Spanswick et al., 1997, 2000).

6.1.8 pH intracellulaire
L’effet du pH sur I’activité des canaux Karp est trés controversé.

Un pH inférieur a 6.7 diminuerait la probabilit¢ d’ouverture des canaux Karp
pancréatiques (Proks et Ashcroft, 1993), cardiaques et du muscle squelettique (Koyano et
al., 1993 ; Davies et al., 1992 ; Vivaudou et Forestier, 1995) en absence d’ATP alors qu’il
augmenterait cette probabilité d’ouverture en présence de 10 a 100 uM d’ATP. Une
modification de la concentration en ATP libre (Ashcroft et Ashcroft, 1990) ou une
modification de la sensibilit¢ a ’ATP (Vivaudou et Forestier, 1995) pourraient en étre la

cause.
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L’observation, selon laquelle des mutations de Kir6.2 qui affectent sa sensibilité¢ a
I’ATP (K185E) n’affectent pas la sensibilité¢ au pH et inversement des mutations de Kir6.2
qui affectent la sensibilité au pH (H175K) mais n’affectent pas la sensibilit¢ a ’ATP (Xu
et al., 2001), conduit les auteurs a penser que la sensibilité des canaux aux protons n’est
pas gouvernée par I’ATP mais qu’elle peut étre modulée par I’ATP. L’ouverture des
canaux Katp résultant de la diminution du pH lors d’une acidose contribuerait a la

protection de la cellule.

6.1.9 Cytosquelette

Le traitement a la trypsine des canaux Karp affecte leurs mécanismes de régulation :
activation par le Mg-ADP et les ouvreurs, inhibition par les sulfonylurées (Proks et
Ashcroft, 1993). Il semble que des composants cytosoliques interviennent dans ces
mécanismes de régulation, étant donné que ’activité des canaux diminue au cours du
temps en patch excisé (phénoméne de run-down). L’application de cytochalasine ou de
désoxyribonucléase I (agents dépolymérisant les filaments d’actine) sur la face interne de
patch excisés de myocytes cardiaques accélere le run-down, alors que I’application de
phalloidine (stabilisateur d’actine) ou d’actine F restaure 1’activité des canaux (Furukawa
et al., 1996). De plus, le traitement des canaux a la DNasel, qui empéche la formation des
filaments d’actine, s’oppose a I’inhibition des canaux par I’ATP, et ce uniquement en
présence d’ATP (Terzic et Kurachi, 1996) et par les sulfonylurées (Y okoshiki et al., 1997).

Le réseau des filaments d’actine régulerait donc bien les canaux Karp.

6.1.10 Autres
Les Katp peuvent étre régulés par 1’oxyde nitrique (NO), 1’adénosine, des stimuli
adrénergiques (Chutkow et al., 2002) et autres protéines de stress. Ces régulations se font

au travers de voies de signalisation qui nécessitent encore d’étre clarifiées.

6.2 Régulation pharmacologique

La Figure 22 illustre les effets de la régulation pharmacologique des canaux Kap

s’exprimant dans les cellules B du pancréas ou dans le muscle cardiaque.
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Figure 22 : Effets des inhibiteurs (sulfonylurées) et des activateurs (ouvreurs) des canaux K rp

en fonction du tissu considéré.

6.2.1 Inhibiteurs : les sulfonylurées et autres composés

Les inhibiteurs des canaux Karp se répartissent en deux groupes : ceux qui interagissent
avec Kir6.2 et ceux qui interagissent avec SURI1. Toutes ces molécules stimulent la
sécrétion d’insuline et certaines sont utilisées dans le traitement du diabéte de type II. Les
imidazoles, telles que la phentolamine et la cibenzoline se lient a Kir6.2 (Mukai et al.,
1998 ; Proks et Ashcroft, 1997). Les sulfonylurées (tolbutamide, gliclazide, glimepiride) et
les dérivés benzamido (meglitinide) se lient 8 SUR1 avec une forte affinité (voir revue
Ashcroft et Gribble, 1999). Les sulfonylurées interagissent avec Kir6.2 avec une faible
affinité (Gribble et al., 1997b, 1998c), mais les concentrations requises sont beaucoup plus

importantes que celles trouvées dans le sang des patients traités par ces drogues.

De faibles concentrations de tolbutamide bloquent les canaux Katp exprimant la sous-
unit¢ SURI, mais pas ceux exprimant SUR2A ou SUR2B (Gribble et al., 1998c). Au
contraire le meglitinide bloque les trois types de canaux. Ceci pourrait indiquer que les
sulfonylurées (tel que le tolbutamide) interagissent avec un site de liaison spécifique a
SURI, alors que les composés benzamido (tel que le meglitinide) interagissent avec un site
commun a tous les isoformes SUR. On pense que le glibenclamide, qui comprend une
moitié sulfonyulrée et une moiti¢ benzamido, interagit sur deux sites de SUR1 et un seul de

SUR?2 (Figure 23).
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Figure 23 : Formules développées des inhibiteurs utilisés au laboratoire.

Les différences d’affinit¢ de SUR1/Kir6.2 et de SUR2/Kir6.2 pour le tolbutamide ont
¢été exploitées pour localiser son site de liaison par une approche chimérique (Ashfield et
al., 1999 ; Babenko et al., 1999). Ces études montrent que les hélices transmembranaires
14 4 16 de SURI sont requises pour une forte affinité d’inhibition par le tolbutamide et que
la sérine 1237, qui se situe dans la boucle cytoplasmique entre les hélices
transmembranaires 15 et 16, est cruciale pour la haute affinit¢ du blocage. Ceci confirme

de précédentes études qui suggéraient que le site de liaison est intracellulaire (Lee et al.,

1994 ; Schwanstecher et al., 1994).

Une approche différente a montré que seules les boucles intracellulaires entre les hélices
transmembranaires 5 et 6 d’une part et 15 et 16 d’autre part, sont nécessaires pour la
liaison du [*H]-glibenclamide (Mikhailov ez al., 2001). Il a été suggéré que la boucle entre
les hélices transmembranaires 15 et 16 est le site de liaison du groupe sufonylurée et que la
boucle intracellulaire entre les hélices 5 et 6 est le site de liaison du groupe benzamide
(Ashfield et al., 1999 ; Babenko et al., 1999 ; Mikhailov et al., 2001). Par ailleurs, les
hélices transmembranaires 14 a 16 pourraient étre impliquées dans la transduction de la
liaison du sulfonylurée a 1’inhibition du canal. Cependant le mécanisme moléculaire de la
fermeture des canaux Kapp par la liaison du sulfonylurée a SUR n’est pas clair. Le
glibenclamide (de 1’ordre du nM) n’affecte pas 1’affinité des deux NBD au Mg-ATP ou au
Mg-ADP. Lorsque SURI, ayant li¢ le 8-azido-ATP au NBDI, est incubé avec le
glibenclamide en présence de 0.5 mM de Mg-ATP ou de Mg-ADP, le photomarquage est
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réduit par le glibenclamide de fagcon proportionnelle a la concentration (Ueda et al., 1999),
ce qui suggére que le glibenclamide module I’interaction coopérative entre les deux NBD
de SURI. Ainsi, le glibenclamide pourrait convertir 1’état actif de SUR directement en un

état inactif en dissociant ’ATP du NBD1.

6.2.2 Activateurs : les ouvreurs potassiques

Les ouvreurs potassiques (KCO) sont des molécules de structures trés diverses qui
présentent la propriété commune d’activer les canaux Karp, et de ce fait, d’hyperpolariser
la membrane plasmique et de réduire son excitabilit¢ électrique. (Ashcroft et Gribble,
2000). Ils comprennent le diazoxide, le cromakalim, le pinacidil et le nicorandil (Figure
24). Aucune de ces molécules n’est trés répandue pour 1’usage clinique, méme si le
diazoxide est utilisé¢ pour supprimer une sécrétion excessive d’insuline, le minoxidil sulfate
est utilis¢ localement pour stimuler la pousse des cheveux et le nicorandil est en essai
clinique pour le traitement de I’angine. Les différentes isoformes de SUR présentent des
sensibilités variables aux KCO. Ainsi, en présence de Mg-ATP intracellulaire, les canaux
SUR1/Kir6.2 sont stimulés par le diazoxide mais pas par le pinacidil ou le cromakalim,
alors que les canaux SUR2A/Kir6.2 sont stimulés par le pinacidil et le cromakalim mais
pas par le diazoxide et les canaux SUR2B/Kir6.2 sont stimulés par les trois (Babenko et
al., 1998 ; D’hahan et al., 1999a, 1999b ; Gribble et al., 1998c ; Inagaki et al., 1995a,
1996 ; Isomoto et al., 1996).
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Figure 24 : Formules développées d’ouvreurs potassiques représentatifs.

Les KCO interagissent avec les nucléotides de fagon complexe. En particulier, I’ATP
est requis pour la liaison de I’analogue du pinacidil [*H]-P1075 (Hambrock et al., 1998,
1999), méme si le canal peut étre activé par le P1075 sans ajout de nucléotides (Gribble et
al., 2000 ; Reimann et al., 2000 ; Terzic et al., 1995). La rapide dissociation de 1’ouvreur
en absence de Mg-ATP (Gribble et al., 2000) pourrait signifier qu’il est plus difficile de
mesurer la liaison du P1075 en absence de nucléotides, avec 1’alternative que I’ATP puisse
rester li¢ au NBD1 quelque temps apres 1’excision du patch dans les expériences
d’¢lectrophysiologie. Des études indiquent que les KCO, tel que le pinacidil, stimulent
I’hydrolyse de I’ATP au NBD2 (Bienengraeber et al., 2000) et ils facilitent 1’ouverture du
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canal en le stabilisant dans une conformation Mg-nucléotide 1i¢ (Zingman et al., 2001).
Réciproquement, les agents tels que la créatine kinase, qui favorisent le retrait du Mg-
ADP, entrainent la fermeture du canal (Zingman et al., 2001). Le fait que les KCO
stimulent I’activité ATPase de SUR suggére que ces protéines ABC pourraient transporter
les KCO a travers la membrane, au méme titre que les substrats de MDR1 ou de MRP1 qui
induisent I’activit¢ ATPase de ces transporteurs. Cependant, aucune fonction de transport

n’a encore ét¢ démontrée pour SUR.

Le site de liaison des KCO ayant pour cible SUR2 (par exemple le cromakalim, le
pinacidil ou le P1075) a tout d’abord été localis¢ dans le troisieme domaine
transmembranaire (Babenko et al., 2000 ; D’hahan et al., 1999a ; Uhde ef al., 1999) puis a
ensuite ét¢ affiné a I’hélice transmembranaire 17. Deux résidus de cette hélice jouent un
role important: L1249 et T1253 de SUR2A (Moreau et al., 2000). D’une maniére
intéressante, les hélices transmembranaires 12 a 17 sont également impliquées dans la
reconnaissance des substrats de MDR et de MRP (Hafkemeyer et al., 1998 ; Ito et al.,
2001a, 2001b ; Loo et Clarke, 2001). Le site de liaison du diazoxide est encore incertain.
Cette molécule se lie aux récepteurs SUR1 et SUR2, étant donné qu’elle peut activer les
canaux SURI/Kir6.2 et SUR2B/Kir6.2 en présence de Mg-ATP. De plus, méme si le
diazoxide n’active pas les canaux SUR2A/Kir6.2 dans ces conditions, il augmente
I’activité du canal en présence de Mg-ADP, ce qui implique qu’il se lie également a
SUR2A (D’hahan et al., 1999b). Le site de liaison du diazoxide est donc commun aux trois
isoformes et il semble que la liaison du Mg-ADP, probablement au NBD2, soit requise
pour l’action de la drogue. Les différents effets du Mg-ATP sur D’activation par le
diazoxide confirment 1’idée selon laquelle cette drogue stimule I’activité ATPase du NBD2

de SURI et de SUR2B mais pas de SUR2A.
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Différentes approches expérimentales nous permettent de produire, d’exprimer nos

canaux ioniques et d’en caractériser la fonctionnalité :

- une premicre approche de biologie moléculaire permet de produire les ADN et

ARNmMm codant pour nos protéines modifiées,

- ces ARNm sont ensuite injectés dans I’ovocyte de Xénope, véritable usine de

traduction, qui assure I’expression hétérologue de nos protéines membranaires,
- la présence de ces protéines au sein de la cellule est détectée par western-blot,
- leur adressage a la membrane plasmique est mesuré par chimiluminescence,
- enfin ’activité de nos canaux est testée par patch-clamp.

La Figure 25 résume les différentes étapes de 1’étude de nos canaux ioniques.

w—,
ADNCc Kir6.2 ‘ ’ ADNc SUR

transcription in-vitrol

ARNm Kir6.2 meesssssmw ARNm SUR

microinjection

Chimiluminescence

Test de présence a la

Patch-clamp ' membrane plasmique
Test de fonctionnalité Western-blot
Test de production
protéique

Figure 25 : Représentation schéematique des différentes approches expérimentales permettant

l’étude des canaux K rp modifiés
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1 Biologie moléculaire

Les deux sous-unités (SUR2A et Kir6.2) ont été clonées dans des vecteurs d’expression
spécifiques de I’ovocyte de Xénope. Deux techniques de PCR nous ont permis de modifier
les protéines d’intérét : la SOE (Splicing by Overlap Extension) ou la mutagenese dirigée.
Le matériel génétique est alors amplifi¢ par culture bactérienne. L’ARNm est ensuite

produit par transcription in vitro.

1.1 Clones et vecteurs d’expression

Les clones de SUR2A Rat (1545 ac.am., GenBank accession No D83598) et de Kir6.2
Souris (390Ac.am., GenBank accession No D50581) ont aimablement été fournis par le

Docteur S. Seino (Chiba University School of Medicine, Japan).

Ces deux genes ont été sous-clonés respectivement dans les vecteurs pPGEMHE (fourni
par le Docteur Logothetis, Sinai Hospital, USA) et pPGEMHE2 (créé au laboratoire par le
Docteur F. Pages). Il s’agit de vecteurs d’expression dérivés du vecteur commercial
pGEM3Z de chez Promega adapté a 1’expression protéique dans 1I’ovocyte de Xénope

(Figure 26).

Figure 26 : Représentation schématique
du vecteur d’expression protéique dans

["ovocyte de Xénope pGEMHE.

ORI designe ['origine de réplication

pGEMHE

3022 bases d’un plasmide bactérien. Le promoteur
77 (SP6 en reverse) permet la

transcription de I’ADN inséré au niveau

du polylinker entre les séquences 3’ et 5’
R du gene de la p-globine, parties non
traduites  (utr :  untranslated)  qui
induisent considérablement [’expression
de protéines exogenes dans [’ovocyte de
Xénope. Une queue poly-A précéde un
ensemble de sites de restriction

permettant la linéarisation du plasmide

avant transcription en ARN. La sélection
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des clones est possible grdce au gene
AmpR de la p-lactamase qui confére la

résistance a ’ampicilline.

1.2 Construction des plasmides

Dans le cadre de notre étude sur la spécificité de fonction des NBD, il a été nécessaire
de comprendre si cette spécificité et l'interdépendance des NBD résultent de la séquence
des NBD ou de leur localisation au sein de la protéine SUR. L'approche envisagée a donc
consisté a intervertir les domaines NBD par la technique de SOE et a observer les effets sur

la régulation des canaux par la méthode du pach-clamp.

Nos ¢études nous ont également amené a considérer 1’importance de certains acides
aminés, importance qui peut étre analysée par I’effet de mutations ponctuelles réalisées par

mutagenese dirigée.

1.2.1 Splicing by Overlap Extension SOE

La SOE ou « Splicing by Overlap Extension » a ét¢ mise au point dans les années 90
(Horton et coll., 1989 ; Warrens et coll., 1997). Cette méthode « d’épissage par extension
d’amorces hybrides » est une approche basée sur la technique de PCR pour la
recombinaison de deux molécules d’ADN a des jonctions précises. Ce ré-arrangement ne

nécessite pas l'introduction de nouveaux sites de restriction.

Le principe de cette réaction est illustré sur les Figure 27 et Figure 28. Avec la SOE,

trois fragments d’ADN provenant de génes distincts sont assemblés.

Quatre oligonucléotides hybrides (a et son complémentaire a’ ainsi que b et son
complémentaire b') servant a la recombinaison sont congus pour chevaucher la jonction de
ces trois fragments. Trois réactions PCR ont lieu en paralléle pour générer trois molécules.
Elles sont ensuite mélangées pour générer une nouvelle molécule hybride, recombinée par
chevauchement, dans une quatriéme réaction. Entre les deux cycles de PCR, la taille des
ADN est vérifiée sur gel. Les deux fragments sont purifiés (QIAquick PCR Purification
Kit, QIAGEN). Dans la quatrieéme réaction, ou I'on réunit les trois premiers fragments, une
seule hybridation entre ceux-ci fournit des extrémités 3'OH accessibles a la polymérase
(enzyme Vent, Biolabs) ; chacun des brins sert alors d'amorce pour produire le fragment

chimérique qui sera amplifié¢ avec les amorces c et d.
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Les autres combinaisons ne peuvent étre amplifiées. Ce ne sont pas des configurations
accessibles a I’enzyme ADN-polymérase, aucun des brins n’offre une matrice a copier a

partir d’une extrémité 3’OH libre complémentaire sur I’autre brin.

Un inconvénient majeur de la SOE réside dans I'utilisation de la PCR ; plus le fragment

est long, plus les risques d'erreur et donc de mutations indésirables sont importants.

Dans le cadre du projet d'inversion des NBD, la méthode SOE a été utilisée pour
construire la partie jonctionnelle entre les deux NBD. En effet la comparaison des
séquences nucléotidiques n’a pas permis de trouver de sites de restriction communs aux
deux NBD. Dans les trois premic¢res PCR, le vecteur de clonage des deux isoformes
(pGEMHE2-SUR2A) sert de matrice. Par la suite ’ADN hybride est cloné de maniére
classique, (digestion, ligation... voir exemple Figure 27) dans le vecteur adéquat, pour

obtenir la protéine hybride souhaitée.

SUR2A L
a’ = complément de a
[‘ | b’ = complément de b

Dralll c’
-y a’ - b’
\ \ b \ \\
a
PGEMHE- Xhol - < <
SsuR2A | ¢ al d

Digestion PCR 1 PCR 2 PCR 3
l ° \L )
4
|
- »
|
o~ PCR 4 d
Dralll ‘1’ Xhol
v v
— —
Digestion
— —

Ligation P
v

’ ' SUR2A(NBD1-NBD1)
PGEMHE- '§
SUR2A
k “H-I
| a
Figure 27 : Stratégie de construction de la protéine hybride SUR2A NBDI-NBD1

Premiere étape : les trois fragments a raccorder sont amplifiés séparément
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avec des extrémités hybrides (PCR1, PCR2 et PCR3)
Deuxieme étape :@ les trois fragments sont réunis et raccordés par une

quatrieme réaction de PCR (PCR4)

Troisieme étape : la construction obtenue est digérée puis sous-clonée dans le vecteur
SUR2A-pGH?2 préalablement dépourvu de la portion correspondante par digestion avec

les mémes enzymes Dralll et Xhol

SUR2A N )
a’ = complément de a
ﬁ b’ = complément de b
1

Y aYe V)
= ) (1

Digestion PCR 1 PCR 2 PCR 3
<A

: PCR 4 d
Aflll ‘l’ Dralll
v v
\ Digestion

v

Ligation /

SUR2A(NBD2-NBD2)

Figure 28 : Stratégie de construction de la protéine hybride SUR2A NBD2-NBD2

Premiere étape : les trois fragments a raccorder sont amplifiés séparément
avec des extrémités hybrides (PCR1, PCR2 et PCR3)
Deuxieme étape : les trois fragments sont réunis et raccordés par une

quatrieme réaction de PCR (PCR4)

Troisieme étape : la construction obtenue est digérée puis sous-clonée dans le vecteur
SUR2A-pGH?2 préalablement dépourvu de la portion correspondante par digestion avec
les mémes enzymes Aflll et Dralll
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1.2.1.1 Assemblage des chiméres : exemple des constructions SUR2A 1-1 et
SUR2A 2-2

Apres avoir effectué la SOE formant le fragment de jonction chimérique, diverses
digestions sont réalisées sur 10 ug d’ADN plasmidiques et sur la totalité du fragment SOE
(enzymes de restriction, Biolabs). Apres digestion, les ADN, correspondant aux vecteurs
ouverts et aux fragments a lier, sont déposés sur un gel d’agarose pur a 0,8% en vue de leur
purification. Cette purification se réalise par adsorption d’ADN sur des billes (QIAEX 11
Gel Extraction Kit, QIAGEN). Le fragment pur est ensuite li¢é au vecteur ouvert (Rapid
Ligation Kit, Boehringer). Il faut veiller a garder le bon cadre de lecture. Escherichia coli,
rendue compétente par CaCl,, est transformée, a la suite d’un choc thermique, avec les
différentes constructions. Les colonies sont sélectionnées grace au géne de résistance a
l'ampicilline. Le plasmide est extrait par une midipréparation (Plasmid Midi Kit,

QIAGEN). L’exactitude du clone chimérique est vérifiée par séquencage.

Remarque : Toutes ces étapes sont développées plus loin puisqu'elles sont également

valables pour la construction de protéines mutées.
Les Figure 27 et Figure 28 illustrent les stratégies de construction de ces protéines

chiméres.

1.2.1.2  Cas particulier de la construction SUR2A 2-1

Cette construction est obtenue par simple sous-clonage du NBDIC-ter de la
construction SUR2A 1-1 dans le vecteur SUR2A 2-2 dépourvu de son second NBD2
(Figure 29).
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Dralll Dralll
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Figure 29 : Stratégie de construction de la protéine hybride SUR2A NBD2-NBD1

Le premier NBDI de la construction SUR2A 1-1 est substitué par le premier NBD2 de la
construction SUR2A 2-2 par simple sous-clonage apres digestion des deux vecteurs par les enzymes

de restriction Aflll et Dralll

1.2.2 Mutagenése dirigée

La méthode de mutagenése dirigée QuickChange (Figure 30) permet de créer des
mutations ponctuelles en modifiant la nature d’un acide aminé, d’insérer ou de déléter un
ou plusieurs acides aminés. Au laboratoire nous utilisons le kit QuickChange™ Site-
Directed Mutagenesis (Stratagene).Cette méthode utilise les performances de la PfuTurbo
DNA Polymerase qui réplique les deux brins d’'un ADN plasmidique avec une haute
fidélit¢ a partir de deux oligonucléotides synthétiques contenant chacun la mutation
désirée. Ces 2 oligonucléotides sont complémentaires entre eux et s’hybrident sur chacun
des brins du plasmide. Ils sont allongés par la PfuTurbo DNA Polymerase et générent un
plasmide muté. Le produit de PCR obtenu est ensuite digéré par I’enzyme de restriction
Dpnl qui reconnait spécifiquement I’ADN méthylé ou hémiméthylé. L’ ADN parental, non

porteur de la mutation, est ainsi éliminé sélectivement. A 1’issue de cette digestion, I’ADN
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plasmidique néosynthétisé est introduit par transformation chez la bacérie E. coli qui
répliquera le plasmide mutant.

QuickChonquM] -Day Site-Directed Mutagenesis Method

ADNc inséré dans plasmide X
. avec un site cible pour la mutation

Dénaturation du plasmide et hybridation des primers
contenant les mutations souhaitees

%& Primers de mutagénése

PCR
Incorporation de la mutation
lors de la polymérisation du plasmide

€l

Digestion spécifique
La cible parentale est digérée

. ADNc mute

X
a Transformation

E.coli répare le plasmide circulaire
en le répliquant

Figure 30 : Principe de la méthode de mutagenése dirigée a ’aide du kit QuickChange

de chez Statagene
1.3 Amplification du matériel génétique

1.3.1 Transformation de bactéries compétentes

Des bactéries traitées avec une solution de CaCl, froid puis soumises a un bref choc
thermique a 42°C sont dans un état de compétence transitoire qui leur permet « d’ingérer »
de I’ADN étranger (phage, plasmide...). Les bactéries dites « ultra-compétentes », utilisées
ici, sont fournies avec le kit de mutagenése dirigée QuickChange™ Site-Directed

Mutagenesis (Statagene).

Le transfert d’ADN est réalisé lors du choc thermique de 45 secondes a 42°C. Les
bactéries recombinantes sont sélectionnées grace a leur résistance a I’ampicilline (Le
plasmide portant le géne de résistance a ’ampicilline, seules les bactéries porteuses de ce

plasmide pourront se développer en présence de cet antibiotique).
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1.3.2 Amplification et purification de ’ADN plasmidique

La Miniprep et la Midiprep sont des techniques qui permettent d’extraire I’ADN
plasmidique par lyse alcaline a l'aide du kit de Qiagen. Le principe repose sur une
dénaturation différentielle de ’ADN génomique de structure relachée et de I’ADN
plasmidique superenroulé. Lorsque de la soude est ajoutée au lysat cellulaire, seul I’ADN
génomique est dénaturé de facon irréversible. L’addition d’acide et de sel permet la
réassociation en réseau insoluble de I’ADN chromosomique, alors que I’ADN plasmidique
reprend sa forme native soluble. Une centrifugation permet 1’élimination d’une grande

partie des protéines, de ’ARN et de I’ADN chromosomique.

Dans le cas de la Miniprep, la culture bactérienne se fait dans 5 ml de milieu LB (Luria-
Bertani) supplémenté en ampicilline (2 raison de 100ug/ml). 11 s’agit d’une étape préalable

pour sélectionner un clone porteur de I’ADN recombinant.

Dans le cas de la Midiprep, le principe reste le méme, seule la quantité de plasmide et sa
pureté sont plus importantes puisque la culture bactérienne se fait dans 100 ml de LB et
que la préparation est filtrée avant de passer sur une colonne d'affinité. Toutes les solutions

nécessaires a l'extraction sont également fournies par le kit Qiagen Plasmid Purification.

L’isopropanol permet la précipitation de I’ADN qui est ensuite lavé dans 1’éthanol 70 %
puis repris dans de I’eau. La construction est vérifiée par digestion enzymatique dans un
premier temps, puis par séquencage. La concentration d’ADN est estimée par lecture de
densité optique au spectrophotometre a 260 nm. Le rapport DO26onm/DO2sonm doit étre

supérieur a 1,6 en I’absence de contaminations protéiques.

1.4 Séquencgage

La technique de séquencage utilisée est adaptée de celle décrite par Sanger et al. (1977).
La réaction de séquengage est effectuée par I’entreprise Genome Express de Grenoble sur
séquenceur automatique. Quatre réactions de PCR sont menées parallélement en présence
d’une des quatre bases marquées par un fluorochrome spécifique sous forme de di-
désoxyribonucléoside triphosphate en tres faible concentration et d’un seul « primer » qui

va déterminer le sens du séquencage.

La migration sur gel des produits de séquence fluorescents permet la séparation de deux

intermédiaires consécutifs ayant une taille qui difféere d’un seul nucléotide. Un systéme
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optique, couplé a un logiciel d’analyse, détecte le fluorophore présent a I’extrémité du

fragment. La succession ordonnée de ces fluorophores décrypte la s€quence nucléotidique.

1.5 Transcription in vitro

Au cours de cette étape, tout le matériel et les réactifs sont « RNAse free » et les
manipulations sont réalisées sous hotte aspirante. Ainsi, I’eau est traitée au DEPC (diéthyl
pyrocarbonate) qui inactive les RNAses en agissant sur les histidines. L’eau est incubée
une nuit a température ambiante en présence de 0,05% de DEPC puis est autoclavée afin

de dégrader le DEPC.

Les mutants sont transcris en ARNm directement injectables dans les ovocytes (Figure
31). La transcription est réalisée par 'ARN Polymérase T7 (qui cible le promoteur T7
présent sur le vecteur pGEMHE). Le vecteur cible est au préalable linéarisé, en aval de la
séquence 3’ut par coupure enzymatique (car il n’existe aucun signal d’arrét de
polymérisation), et purifi¢ (extraction au phénol/chloroforme/isoamyl-alcool, précipitation
a D’éthanol, le tout « RNase free ») pour éliminer tout résidu susceptible d’inhiber la

transcription.

Le kit mMessage mMachine d'Ambion permet la synthése de grandes quantités
d’ARNm « coiffé » en 5’ d’une guanosine méthylée permettant de débuter la traduction et

de protéger I’ARN vis-avis de RNAses 5’ —3’.

A la suite de la transcription (cf protocole www.ambion.com), les ARNm sont purifiés

par extraction au phénol/chloroforme et précipitation a 1’éthanol. La quantité d’ARNm est
estimée par comparaison avec un marqueur de concentration connue sur gel d’agarose

dénaturant (enrichi en formaldéhyde).

Ils sont diluées (0,12 pg/ul pour Kir6.2 et 0,36 pg/ul pour SUR2A) et conservés sous

forme d’aliquotes a -80°C pour limiter toute dégradation.
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Figure 31 : Description des différentes étapes de la transcription in vitro

2 Expression hétérologue des canaux Karp

2.1 Préparation des ovocytes

L’ovocyte de Xénope, cellule sphérique d’un millimétre de diameétre, suffisamment
grosse pour ¢tre manipulée et microinjectée sans appareillage sophistiqué, est un bon outil
pour étudier les canaux ioniques. Le cytoplasme est rempli de réserves accumulées au
cours de I’ovogenése (enzymes, ribosomes, ARNt, protéines indispensables aux étapes
traductionnelles et post-traductionnnelles), qui permettent la traduction protéique d'ARNm

exogenes.

Les Xénopes () utilisées au laboratoire proviennent du centre de recherche de biochimie
macromoléculaire de Montpellier (CNRS). Leurs conditions d’¢levage sont simples :
regroupées (5 a 8) dans un aquarium ou la température de I’eau (filtrée en permanence) est
maintenue entre 16 et 18 °C dans une piece isolée ayant un cycle 12h éclairée (jour) / 12h

sombre (nuit).
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Figure 32 : Photographie d’une Xénope et de ses ovocytes.

Les ovocytes (Figure 32) sont, chaque semaine, prélevés sur une Xénope anesthésiée par
1 g/l de 3-aminobenzoic acid ethyl ester (Sigma). L’opération a lieu sur la glace pour
maintenir I’animal endormi. Une incision abdominale, d’abord de la peau puis du muscle,
permet d’accéder aux lobes ovariens qui sont prélevés a I’aide de pinces, a raison de 4 ou 5
lobes suivant les besoins. L’incision est suturée (fil de suture résorbable 5-0, pointe 16 mm
3/8c, 45c¢m, Ethicon VICRYL™) et la Xénope placée sur une pierre dans un bac contenant

de I’eau pour éviter toute noyade avant son réveil.

Un traitement a la collagénase 20 mg/ml, 3 fois 40 minutes (collagénase 1A, Sigma)
permet de digérer le tissu conjonctif et de séparer chaque ovocyte de son enveloppe de
cellules folliculaires. Les ovocytes sont ensuite lavés : 10 ringages successifs dans une
solution ionique dépourvue de calcium (solution A : Tableau 5), triés et conservés dans

une solution isotonique (A+B) supplémentée en antibiotiques (Tableau 7).

NaCl 88
mM

KCl I mM

NaHCOs3 2,4
mM

Hepes 16
mM

MgSOq4 0,82
mM

pH ajust¢ a 7.4 par

KOH
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Tableau 5 : Solution A

Ca(NO3), 0,3
mM

CaCl, 0,41
mM

Tableau 6 : Solution B

Pénicilline 1000 U/ml
Streptomycine 10 mg/ml
Gentamycine 0,1 mg/ml
Solution A+B qsp 100 ml
Tableau 7 : Solution A+B+antibiotiques

2.2 Injection de ’ARNmM

Les ovocytes sont immobilisés sur une grille dans une boite de pétri contenant la
solution A+B+antibiotiques. Les micropipettes (3.5’’Drummond # 3-000-203-G/X) sont
étirées (Etireuse horizontale Micropipette Puller P-97, Sutter instruments Co) puis taillées
(par cassure nette a I’aide d’un filament) avant d’étre remplie d’huile minérale
incompressible (Sigma) ce qui évite tout contact avec 1’air. Le mélange des ARNm codant
les deux sous-unités du canal : ARNm d’une isoforme de SUR ou d’un mutant, et ARNm
de Kir6.2, dans des proportions respectant la steechiométrie des 2 sous-unités (2 ng de
Kir6.2 et 6 ng de SUR) est aspirée dans la micropipette. Celle-ci est alors positionnée au-
dessus d’un ovocyte pour injecter le mélange d’ARN, a raison de 50 nl par ovocyte, a

I’aide d’un injecteur (Nanoject, Drummond).

Les ovocytes sont conservés individuellement (microplaques de 96 puits) de 2 a 10
jours a 19°C en présence d’antibiotiques, afin de permettre une bonne expression protéique
et ’adressage des sous-unités qui s’assemblent dans la membrane externe ou les canaux

vont étre caractérisés.
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3 Caractérisation des protéines membranaires

3.1 Contréle de la production de protéines

3.1.1 Préparation des membranes

Toutes les étapes sont réalisées a 4°C dans une solution tamponnée a pH 8 afin d’éviter
toute dégradation enzymatique au cours de la préparation. Huit ovocytes sont broyés par 5
passages successifs dans une aiguille de 18 g, puis par 1 a 2 passages dans une aiguille de
27 g dans 900 pl de tampon de solubilisation (50 mM phosphate de sodium, 150 mM
NaCl, pH 8 (d’aprés Tucker et al., JBC 1996), 0,1 mM Phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF)) supplémenté en inhibiteurs de protéases (1 tablette pour 50 ml, Roche). Les lysats
sont centrifugés 3 a 4 fois a 1000 g pendant 10 minutes. Le surnageant contenant les
membranes totales est précipité a 165000 g (65000 tours / min) pendant 30 minutes. Le
culot est repris par 15 pl de solution RIPA (pour 500 ml : 200 ml d’eau, 20 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, 0,5 % sodium deoxycholate, 0,1 % SDS, 1 % Triton X-100, pH 8)
contenant des inhibiteurs de protéases (pour 5 ml de RIPA : 10 pul de DMSO, 10 pg de
leupeptine, 10 ug de pepstatine, 10 mg de iodoacétamide, 50 ul de PMSF).

3.1.2 Western-blot

Les préparations membranaires sont solubilisées dans un tampon de charge dénaturant a
raison d’un volume de protéine pour un volume de tampon (Tris-HCI pH 6.8 125 mM,
SDS 4 %, 2-Bmercapto-éthanol 10 %, glycérol 20 %, bleu de bromophénol 0,02 %). Elles
sont ensuite chargées dans les puits d’un gel de concentration a 5 % de Bis acrylamide
avant de passer dans un gel de migration a 10 % de Bis acrylamide (Tableau 8). Chargées
négativement par le SDS, les protéines migrent suivant leur poids moléculaire apparent,

sous I’influence d’un courant de 50 mA/gel.

Gel de concentration (5 Gel de migration (10 %)
%) Volumes des composants Volumes des composants
(ml) pour 5 ml de gel (ml) pour 20 ml de gel
Eau bidistillée 2,84 8,0
Bis acrylamide 30 % 0,83 6,7
Tris 1.5 M (pH 8.8) 5,0
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Tris 0.5 M (pH 6.8) 1,25

SDS 20 % 0,025 0,100

Persulfate d’amonium 10 0,050 0,200
%

TEMED 0,005 0,008

Tableau 8 : Composition des gels de migration et de concentration

L’¢électrophorése s’effectue dans du tampon de migration (25 mM Tris, 250 mM
glycine, 0.1 % SDS) pendant 1h environ. Le dép6t de protéines standard précolorées, de

poids moléculaire connu, est effectué¢ en paralléle.

Les protéines sont ensuite transférées sur des membranes de nitrocellulose (papier

Hybond ECL d’Amersham) a 100 mA toute la nuit en chambre froide.

La membrane est rincée rapidement dans du TBS 1X (Tris 10 mM, NaCl 140 mM, pH
7,4). Afin d’éviter la fixation non spécifique des anticorps utilisés ultérieurement, la
membrane est incubée 1h dans une solution de blocage (TBS 1X, Blocking reagent 1 %).
L’incubation avec I’anticorps primaire (anticorps monoclonal de rat 3F10 anti-HA), a
raison de 100 ng/ml pendant 1h30 a température ambiante, est suivie d’un ringage rapide
dans du TBS 1X et de 2 lavages de 10 et 30 minutes dans du tampon de lavage (TBS 1X,
Blocking reagent 1 %, Tween 0,1 %). De méme 1’incubation avec I’anticorps secondaire
(IgG de chévre anti-rat conjuguée a la HRP) dilu¢ au 1/20000 pendant 1h30 a température
ambiante est suivie d’un ringage rapide dans du TBS 1X puis de 4 lavages de 10 minutes
chacun (les 2 premiers dans du tampon de lavage, les 2 suivants dans du tampon de lavage
dépourvu de blocking reagent). La révélation est effectuée par la technique ECL (
Enhanced Chemiluminescence) d’Amersham : en présence des réactifs ECL, la peroxydase
catalyse la libération de lumiere qui permet I'impression d’un film d’autoradiographie

(Hyperfilm ECL, Amersham).

3.2 Contréle de I'adressage des protéines a la membrane
plasmique

Toutes les étapes sont réalisées a 4°C sur la glace. Les ovocytes exprimant la protéine

d’intérét marquée par un motif HA sont bloqués dans du ND96 supplémenté avec 1% de
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BSA (Bovine Serum Albumine) pendant 30 minutes. Ils sont ensuite incubés 30 a 60
minutes dans 0,4 ng/ul d’anticorps primaire (anticorps monoclonal de rat 3F10 anti-HA),
lavés 4 fois par du ND96-1% BSA, incubés 30 a 40 minutes dans 1 ng/ul d’anticorps
secondaire (IgG de chévre anti-rat conjuguée a la HRP), lavés 6 fois par du ND96-1% BSA
puis 6 fois par du ND96. Chaque ovocyte est placé dans 50 ul de solution SuperSignal
ELISA Femto Sensitivity Substrate (Pierce) et la lumiere est comptée aprés 15 a 60
secondes d’incubation. L’émission de lumiere est mesurée pendant 10 secondes par un

luminomeétre monotube Sirius Berthold.

3.3 Contréle de la fonctionnalité des protéines

3.3.1 Le patch-clamp

3.3.1.1 Principe du patch-clamp

Le passage d'ions a travers les membranes biologiques s'effectue au niveau de pores
protéiques transmembranaires : les canaux ioniques. Bien que plusieurs états
conformationnels soient possibles pour un méme canal (verrouillé ouvert, verrouillé
fermé...), on considére en général schématiquement les états "ouvert" et "fermé". Ces
changements conformationnels se traduisent par 1’ouverture ou la fermeture des voies de
passage des ions. Le sens et 'intensité de ces mouvements ioniques dépendent, pour
chaque espece ionique, des forces de perméation liées a la force de diffusion qui tend vers
I’équilibre des concentrations ioniques de part et d’autre de la membrane, et a la force
¢lectromotrice, dépendant de la valeur du potentiel de membrane. La technique du patch-
clamp permet la mesure et I’étude des variations de courant induites par les mouvements

ioniques, ainsi que 1’étude du mode de régulation des canaux.

3.3.1.2 Instrumentation et poste de Patch-clamp

Un poste de patch-clamp (Figure 33) se compose d’un microscope, placé dans une cage
de Faraday, muni d'un micromanipulateur 3 axes au bout duquel, une micro-pipette effilée
en verre, remplie d'une solution électrolytique dans laquelle plonge une ¢électrode d'argent,
est mise en contact avec une cellule adhérente sur boite de Pétri (en I’occurrence un
ovocyte de Xenope) et baignant dans une solution physiologique. Lorsque la pipette est
posée sur la membrane, il se forme un scellement (seal) étanche entre la pipette et la

membrane.
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Ce seal, formé entre la membrane et la pipette, ne permet aucun échange ionique entre
la solution contenue dans la pipette et la solution bain (résistance de 1'ordre du giga-Ohm),
ce qui permet d'isoler mécaniquement et électriquement une petite portion de la membrane
(patch). Un systéme électronique de stimulation et d'amplification, relié a 1'électrode
d'argent plongeant dans la micro-pipette, permet alors de mesurer les courants (de 'ordre
du pico-ampere) induits par le passage des ions au travers des canaux isolés, mais
¢galement d'imposer et de maintenir un potentiel (clamp) sur la portion de membrane
isolée.

Micromanipulateur manuel  caméra vidéo
avec téte de perfusion

Moniteur vidéo

Cage de Faraday

Enregistreur numérique

DAT DRT-1200 Micromanipulateur

électrique

Télécommande du
micromanipulateur

Amplificateur RK-300
Oscilloscope numérique
Gould

Enregistreur papier
Gould

Contrbleur systéme de
perfusion RSC-100

"Sese=  Ordinateur avec carte
“‘ analogique-numérique

Téte de Pipette de
perfusion patch-clamp

Figure 33 : Installation du poste de patch-clamp

3.3.1.3 Les différentes configurations de patch-clamp

L’application de cette technique peut se faire selon diverses configurations (Figure 34).
Dans la configuration dite cell attached, la pipette de patch demeure sur la surface externe
de la cellule entiére. Cette approche est particuliérement utile pour I’étude des processus
d’activation de canaux ioniques via des messagers intracellulaires tels que le calcium. A
partir de la configuration cell attached, il est aussi possible de détruire, soit par succion,

soit en appliquant un voltage ¢élevé, la membrane sous la pipette de patch tout en
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conservant le contact entre la membrane et le verre. Dans ces conditions, la solution de
remplissage de la pipette communique avec le milieu cytoplasmique et la pipette de patch
peut étre utilisée pour les expériences de voltage imposé sur toute la cellule. Cette variante
dite whole cell permet aussi d’injecter dans la cellule certaines substances telles que des
enzymes et des nucléotides dont 1’action est susceptible de moduler 1’activité €électrique des
canaux ioniques. A partir de cette configuration, on peut retirer la pipette de la cellule et
obtenir ainsi, dans certaines conditions, un morceau isolé de membrane dont la surface
externe est exposée vers l’extérieur. Cette variante dite outside-out est de préférence
employée lors d’expériences ou I’environnement de la surface externe nécessite d’étre
modifié. Enfin, si on souléve la pipette de patch a partir de la configuration cell attached, il
est possible d’obtenir un infime morceau de membrane isolée dont la surface
cytoplasmique est alors mise en contact avec les divers milieux ioniques du bain. Une telle
configuration appelée inside-out s’est avérée particulierement fructueuse lors de 1’étude de
canaux ioniques activés par certains agents chimiques intracellulaires. Notons enfin que
des conditions expérimentales, équivalentes a la configuration inside-out, ont été aussi
obtenues en perméabilisant la cellule a I’aide de détergents afin d’obtenir la configuration

open cell attached.
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>
Cell-attached Excised Inside-out

v
T T
I

Whole-cell Excised Outside-out

Whole-cell perforated patch

Figure 34 : Les différentes configurations de patch-clamp

La configuration « cell-attached » permet de préserver ['intégrité du cytoplasme. La configuration
« whole-cell » permet la mesure de la totalité des courants de la cellule. Les configurations
excisées « inside-out » ou « outside-out » permettent d’accéder a des sites de régulation

respectivement intracellulaires ou extracellulaires.

3.3.1.4 Les conditions expérimentales

3.3.14.1 Préparation de I’ovocyte

Aprés 2 a 3 jours d’incubation des ovocytes a 19°C, temps requis pour une bonne
expression des protéines, la membrane vitelline est retirée mécaniquement a 1’aide de
pinces et I’ceuf placé au sein du poste de patch. Dépourvu de sa membrane vitelline,
I’ovocyte est trés fragile : un simple contact avec 1’air lui est fatal et sa « durée de vie » se
limite a 1 ou 2 heures. Cette opération n’est donc réalisée qu’individuellement avant les

mesures, sous la loupe binoculaire, en plagant I’ceuf dans une solution hyperosmotique
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(solution A + 100 mM NaCl) pendant 5 minutes. L’ceuf se rétracte, la membrane vitelline
apparait alors comme une enveloppe translucide autour de 1’ovocyte. Il est alors plus aisé¢

de la retirer a ’aide de deux pinces.

3.3.14.2 Microélectrode de mesure

Les micropipettes mises en contact avec la membrane pour former un patch sont
réalisées a partir de tubes capillaires de borosilicate (Kimax-51, Kimble products). Apres
chauffage, ces tubes sont étirés sous l'effet d'une tension contrélée pour produire des

micropipettes de diametre de I'ordre du pm.

Cette micropipette est remplie a moiti¢é d’une solution isotonique au milieu
intracellulaire (Figure 35) et entoure un filament d’argent chloruré. La concentration
potassique est comparable de part et d'autre de la membrane de patch afin que le potentiel

d'équilibre du potassium (Ex) soit pratiquement nul.

Ce filament d’argent recouvert de chlorure d’argent permet de convertir un courant
9 . 97 . s P < , .
d’ions en solution en un courant d’¢lectrons : le chlorure d’argent participe a une réaction

réversible avec les ions Cl” en solution CI' + Ag 5 AgCl +¢

150 mM K*
5 mM Mg?*
140 mM CI-

Pipette

150 mM K+ \ \10 mM Pipes Flip:
1 mM Mg2* (diamétre 1um)
40 mM CI- ’4‘?
100 mM Méthane Sulfonate Patch
10 mM Pipes

1 mM ATP

Ovocyte

Figure 35 : Composition des solutions utilisées lors des mesures de courants potassiques pour
minimiser la contribution d’autres canaux que les canaux KATP et pour que le potentiel

d’équilibre du potassium (Ex) soit nul.

3.3.1.4.3  Formation du « seal » et mesures de courant

La micropipette est approchée lentement de 1’ovocyte ; une fois le contact établi, une
légere dépression, réalisée par de petites aspirations dans la pipette, facilite la formation du
« seal ». Dés que la résistance est de I’ordre du gigaohm, la pipette est rapidement retirée
de la membrane. L'extrémité de la micropipette, ou se trouve le morceau de membrane, est

alors placée devant un systéme de perfusion relié aux tubes contenant les solutions a tester,
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. + . , + + [ \
riches en K et ne contenant aucun autre ion perméant (comme Na* ou Ca”"), de maniére a

n’observer que des courants potassiques.

Le courant transmembranaire transporté par K* (Ix) a travers tous les canaux ioniques
de la membrane est égal a : Ix= gk. (Vm— Ex), transposition de la loi d’Ohm au gradient
¢lectrochimique (V,— Ex), avec Vy,, potentiel de membrane d’une cellule au repos, imposé
a Vp=-50mV et Eg potentiel d’équilibre de K": Ex=0. gk est la conductance
transmembranaire pour K, traduction de la facilité avec laquelle les ions K" traversent les

pores de la membrane.

Les solutions isotoniques contiennent les agents pharmacologiques a étudier, ainsi que

différentes natures et concentrations de nucléotides.

La présence des canaux est décelée par la mesure de courants lors de la perfusion d’une
solution totalement dépourvue d’ATP. Dans nos conditions expérimentales, une déflexion
vers le bas (courant « négatif ») traduit une ouverture du canal, et par conséquent une
activation lors de I’application des ouvreurs pharmacologiques. Les courants mesurés sont
quantifiés par rapport aux courants mesurés en absence d’ATP (courants normalisés). Un
histogramme présente la moyenne et I’écart-type des courants obtenus avant et pendant

I’application de chaque drogue.

3.3.2 Double électrode : TEVC (Two Electrode Voltage-Clamp)

3.3.2.1 Principe

La taille trop importante de 1’ovocyte de Xénope (1,2 a 1,3 mm de diamétre) ne permet
pas I’étude des courants macroscopiques par la technique du patch-clamp en configuration
cellule entiére, mais ces courants peuvent étre enregistrés par la technique de double

¢lectrode ou TEVC a I’aide d’un amplificateur GeneClamp 500 (Axon Intruments).

L’ceuf est alors empalé par deux microélectrodes. La premiere maintient le potentiel de
membrane (Vm) entre les faces interne et externe de la membrane a une valeur constante et
choisie par I’expérimentateur (Vi). Une deuxiéme ¢lectrode va permettre de mesurer
I’intensité du courant obtenu en réponse (Figure 36). Le courant mesuré correspond a

I’ensemble des canaux de la membrane plasmique.
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— Vi Figure 36 : Le potentiel imposé ("Voltage
: Clamp") consiste a maintenir le potentiel
‘@_t>_’_‘ Vm de membrane (Vm) a une valeur constante
w et imposée par l'expérimentateur (Vi).
@ Pour ce faire, un amplificateur a contre
L réaction (ACR) délivre un courant (I) égal
et de sens opposé au courant ionique
transmembranaire et tendant a annuler la
difféerence (Vi-Vm). Les cellules de gros
diametre  sont empalées par  deux
microélectrodes dont ['une impose le
potentiel transmembranaire et [’autre

mesure [’intensité du courant résultant

3.3.2.2 Conditions expérimentales

La cellule est placée dans une cuve de 200 pl contenant une solution « extracellulaire »
(KC1 90 mM, HEPES 10 mM, CaCl, 1,8 mM, MgCl, 1 mM, pH ajusté a 7.4 par KOH) que
I’on peut faire varier selon les conditions a tester grace a un systeme de perfusion. Les
microélectrodes sont réalisées en étirant des capillaires en borosilicate aprés chauffage
sous I’effet d’une tension controlée (extrémités de 1’ordre du micron, résistance de 1’ordre
de 0,5 Mégahom). Le tube de verre constituant I’électrode est rempli d’une solution
ionique conductrice de KCI (3 M). Les ¢lectrodes sont plongées dans la partie large de la
pipette. L’acquisition et 1’analyse des données sont réalisées a 1’aide du logiciel pClamp
(Axon Instruments). Le programme utilis¢ permet d’imposer des potentiels successivement

de 0, -50, 0, +50, et 0 mV ; cette succession de potentiels constitue une période de 5 s.

Des activateurs ou inhibiteurs des canaux Kapp sont alors perfusés et les courants

résultants enregistrés.
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1 Position du probléme

Les ouvreurs pharmacologiques peuvent étre classés en deux catégories :
- le diazoxide,
- les autres ouvreurs, incluant le pinacidil, le cromakalim et le nicorandil.

En effet, le premier cible I’isoforme SUR1 du récepteur des sulfonylurées alors que les

seconds agissent sur les isoformes SUR2A et SUR2B.

A T’aide d’une approche chimérique, de précédents travaux au sein de I’équipe ont
permis de localiser le site de fixation des ouvreurs pharmacologiques autres que le
diazoxide au niveau de la 17°™ hélice transmembranaire. Deux résidus, L1249 et T1253
chez SUR2A, sont nécessaires (lorsque ces résidus sont mutés chez SUR2A, les ouvreurs
n’ont plus d’effet) et suffisants (I’introduction de ces résidus chez SUR1 confére une

sensibilité) pour conférer une sensibilité a ces ouvreurs (Moreau et al., 2000).

La poursuite de ce travail nous a conduit a nous interroger sur la nature de I’interaction
entre 1’acide aminé Thr1253 de SUR2A et I’ouvreur potassique ainsi que sur I’implication
des résidus aromatiques avoisinant cette Thr1253 (Figure 37). Les bases moléculaires de

cette interaction ont donc été examinées par mutagenése dirigée des résidus clefs.
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1279GLV| GLGLTYALMVSNYLNWMV| 1242GLV[GLGLLYALTITNYLNWWV]

Cc

SR47063 P1075
Figure 37 : A. Prédiction de la topologie de SUR présentant les 3 domaines transmembranaires
(TMD) et les 2 domaines de liaison des nucléotides (NBD). La 17°" hélice transmembranaire est
indiquée. B. Représentation hélicoidale de la 17°™ hélice transmembranaire de SURI et de SUR2A
vue du coté extracellulaire avec les résidus clef entourés. SURI-M1290 et SUR2A-T1253 sont
figurés en blanc sur fond noir alors que les résidus aromatiques voisins sont en noir sur fond gris
(SURI-Y1287, Y1294, Wi1297 et SUR2A-YI250, Y1257, WI1260). La séquence linéaire est
présentée au-dessous. Les numéros se réferent aux protéines du rat pour SURI et du hamster pour

SUR2A. C. Structure chimique des ouvreurs potassiques utilisés dans cette étude, le benzopyrane

SR47063 et la guanidine P1075.

2 Résultats

2.1 Lathréonine 1253 de SUR2A n’est pas impliquée dans une
liaison hydrogéne avec I’ouvreur potassique

Les résultats obtenus contredisent 1’hypotheése selon laquelle la Thr1253 de SUR2A
réaliserait une liaison hydrogéne avec 1’ouvreur potassique. En effet, la substitution de

cette thréonine par d’autres acides aminés de taille (sérine et tyrosine) et de polarité (valine
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et cystéine) variables, ou les deux (méthionine) montre que seul I’encombrement stérique

est important : seuls les mutants tyrosine et méthionine ont perdu leur sensibilité (Figure

38).
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Figure 38 : Une réduction de !’activation par les ouvreurs potassiques est observable lorsque la
taille de ’acide aminé en position 1253 de SUR2A augmente. Les réponses du type sauvage et des
mutants SUR2A aux ouvreurs potassiques SR47063 et P1075 sont mesurées en enregistrant des
courants a -50 mV a partir de patch excisés d’ovocyte de Xénope en configuration inside-out
exprimant Kir6.2 et la sous-unité SUR indiquée. A-E Exemples d’enregistrements pour la sous-unité

SUR indiquée. F-G Courants moyens relatifs mesurés avant et pendant [’application de [’ouvreur
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spécifié. Les courants sont moyennés apreés avoir été normalisés par rapport au courant mesuré en
absence d’ATP pour chaque patch. Les numéros indiqués au-dessus des barres désignent le nombre

de patch pris en compte.

Inversement, ces mémes mutations effectuées sur la Met1290 de SURI1 rendent la
protéine sensible au P1075 et au SR47063, excepté pour la substitution en tyrosine (Figure
39). Ainsi il apparait que la taille de la chaine latérale de 1’acide aminé est impliquée dans

la sensibilité¢ aux ouvreurs indépendamment de sa polarité.
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Figure 39 : Une augmentation de [’activation par les ouvreurs potassiques est observable lorsque
la taille de [’acide aminé en position 1290 de SURI diminue. Les réponses du type sauvage et des

mutants SURI aux ouvreurs potassiques SR47063 et P1075 sont mesurées en enregistrant des
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courants a -50 mV a partir de patch excisés d’ovocyte de Xénope en configuration inside-out
exprimant Kir6.2 et la sous-unité SUR indiquée. A-D Exemples d’enregistrements pour la sous-
unité¢ SUR indiquée. E-F Courants moyens relatifs mesurés avant et pendant [’application de
ouvreur spécifie. Les courants sont moyennés aprés avoir été normalisés par rapport au courant
mesuré en absence d’ATP pour chaque patch. Les numéros indiqués au-dessus des barres
désignent le nombre de patch pris en compte. Les réponses du mutant SURI(M1290V) n’ont pas été

déterminées (ND) a cause d’une expression trop faible.

2.2 Role des résidus aromatiques de la 17°™ hélice
transmembranaire dans l’activation par les ouvreurs
potassiques

Trois résidus aromatiques, Tyr1250, Tyr1257 et Trp1260, treés proches de la Thr1253 de
SUR2A (Figure 37A4), seraient susceptibles d’interagir par des liaisons de « stacking » avec
les ouvreurs potassiques qui posseédent tous un cycle aromatique. Ces résidus sont
conservés chez les différentes isoformes de SUR et chez la plupart des transporteurs ABC
de la famille ABBC/MRP. La substitution en méthionine de ces trois résidus, pour
maintenir le caractére hydrophobe et I’encombrement stérique, et en phénylalanine pour les
deux tyrosines, montre que les cycles aromatiques des deux tyrosines influencent 1’affinité
de la protéine a la fois au SR47063 et au P1075 alors que la mutation du Trp1260 réduit
seulement 1’activation par le P1075 (Figure 40).
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Figure 40 : Effets de la mutation des résidus aromatiques de [’hélice 17 de SUR2A sur la

sensibilité des canaux aux ouvreurs potassiques. Les réponses du type sauvage et des mutants

SUR2A aux ouvreurs potassiques SR47063 et P1075 sont mesurées en enregistrant des courants a -

50 mV a partir de patch excisés d’ovocyte de Xénope en configuration inside-out exprimant Kir6.2

et la sous-unité SUR indiquée. A-D Exemples d’enregistrements pour la sous-unité SUR indiquée.

E-F Courants moyens relatifs mesurés avant et pendant [’application de [’ouvreur spécifié. Les

courants sont moyennés apres avoir été normalisés par rapport au courant mesuré en absence

d’ATP pour chaque patch. Les numéros indiqués au-dessus des barres désignent le nombre de

patch pris en compte.
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3 Discussion

3.1 Lataille de la chaine latérale des résidus SUR2A-T1253 et
SUR1-M1290 est un facteur critique pour I'effet des ouvreurs
potassiques

De précédents travaux au sein de 1’équipe ont montré que la différence entre les
phénotypes pharmaceutiques de SUR1 et de SUR2A pouvait étre attribuée en grande partie
a la présence de deux acides aminés a deux positions distinctes au niveau de la 17°™ hélice
transmembranaire de SUR. Il s’agit des résidus T1286 et M1290 chez SUR1 et des résidus
L1249 et T1253 chez SUR2A. La premicre position semble moins importante étant donné
que la mutation T1286L ne confére qu’une faible sensibilit¢ au SR47063 mais pas au
P1075 ou au rilmakalim (Moreau et al., 2000) ; nous nous sommes donc intéressé dans ce
travail a la derniére position. Une thréonine a cette position, comme dans le type sauvage
SUR2A, augmente considérablement la sensibilité aux ouvreurs, alors qu’une méthionine,
comme dans le type sauvage SURI, la diminue fortement. A quelles propriétés
physicochimiques sont dus ces effets ? Pour tenter de répondre a cette question nous avons
muté la thréonine 1253 de SUR2A et la méthionine 1290 de SUR1 en des résidus de taille
et de polarité variables et enregistré les réponses de ces canaux mutants aux ouvreurs
potassiques SR47063 et P1075. Les mutations ont été testées dans deux contextes
différents : chez SURI1, ou elles ne causent aucun changement ou un gain de fonction ;
chez SUR2A, ou elles ne causent aucun changement ou une perte de fonction. Les résultats
obtenus pour SUR1 et SUR2A sont concordants et permettent de conclure que seule la
taille du résidu est en cause. Ainsi, SUR1 devient activable lorsque le résidu en position
1290 est plus compact qu’une méthionine et SUR2A perd sa sensibilité a I’ouvreur lorsque
le résidu en position 1253 est une méthionine ou un résidu encombrant. En somme, les
résidus « autorisant » une sensibilité aux ouvreurs potassiques SR47063 et P1075 sont non
seulement la thréonine, un résidu hydrophile capable de former des liaisons hydrogene,
mais également la sérine qui posséde les mémes propriétés mais qui est plus petite, la
cystéine qui a une taille comparable mais qui ne peut pas former de liaisons hydrogene et
la valine qui a une taille comparable mais qui est hydrophobe et ne peut faire de liaison
hydrogeéne. Les résidus « n’autorisant pas » la sensibilité aux ouvreurs pharmacologiques

sont la grosse méthionine hydrophobe et la grosse tyrosine hydrophile.

On peut déduire de ces observations que la taille de la chaine latérale est le seul

déterminant de la sensibilité aux ouvreurs potassiques et contredit un contact étroit entre
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I’ouvreur et la Thr1253 de SUR2A pendant la liaison. Elles suggerent que ce résidu clef
puisse agir comme une porte face au site de liaison, en accord avec les taux de dissociation
plus rapides observés pour les plus petits résidus sérine et cystéine, mais pas pour le résidu

valine de méme taille.

3.2 L’action des ouvreurs potassiques est modulée par les
résidus aromatiques de la 17°™ hélice transmembranaire

SUR1-M1290 et SUR2A-T1253 sont des résidus critiques pour la spécificité de I’action
des ouvreurs potassiques, cependant les résultats précédents indiquent clairement qu’ils ne
participent pas a des interactions directes avec eux. Des études de liaisons et
d’¢électrophysiologies (D’hahan et al., 1999a; Udhe et al., 1999, Moreau et al., 2000)
laissent penser que le site de liaison des ouvreurs potassiques inclut la 17°™ hélice
transmembranaire ainsi que d’autres régions telles que la boucle intracellulaire entre les
hélices transmembranaires 13 et 14. En focalisant nos recherches sur la 17°™ hélice
transmembranaire, nous nous sommes intéressé a trois résidus aromatiques prédits comme
¢tant proches de la Thr1253 de SUR2A. Ces résidus, SUR2A-Y 1250, -Y 1257 et —“-W1260
sont conservés chez tous les isoformes SUR et sont également présents dans la plupart des
transporteurs ABC de la sous-famille ABCC/MRP. Pour déterminer si ces résidus sont
capables d’interagir par des liaisons de « stacking » avec les cycles aromatiques des
ouvreurs potassiques, nous les avons substitués par une méthionine, un résidu hydrophobe
non aromatique de taille semblable. Les effets de ces mutations ne sont pas aussi clairs que
les résultats précédents. Tous les mutants présentent une sensibilité aux ouvreurs
potassiques testés mais on observe une réduction de la sensibilité lorsque les tyrosines
1250 ou 1257 sont mutées en méthionine. Ceci n’est pas le cas lorsque les tyrosines sont
mutées en phénylalanine ce qui suggere que le cycle aromatique de ces résidus est
important. En ce qui concerne le tryptophane 1260, la mutation en méthionine n’affecte
pas la sensibilité au SR47063, mais elle affecte celle du P1075. Au contraire la mutation

SUR2A-Y 1250M réduit beaucoup plus ’activation par le SR47063 que par le P1075.

On peut déduire de cette observation que les résidus aromatiques de 1’hélice
transmembranaire 17 interagissent avec les ouvreurs potassiques et que ces interactions
dépendent de la structure de 1’ouvreur potassique, comme si ces résidus prenaient part a

une poche de liaison accessible a différents ouvreurs.
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4 Conclusion

En résumé, I’hélice transmembranaire 17 joue un role fondamental dans le controle de
I’activation du canal Karp par les ouvreurs potassiques. Un résidu, SUR1-M1290 ou
SUR2A-T1253, agit comme un interrupteur oui/non alors que les résidus aromatiques

voisins modulent I’activation par les ouvreurs potassiques SR47063 ou P1075.

Il semblerait que la chaine latérale de la méthionine 1290 de SURI empéche 1’acces au
site de liaison des ouvreurs. Ce site pourrait €tre constitué pour partie de résidus
aromatiques contribuant a des interactions m-m dites de « stacking» suffisamment
aspécifiques pour tolérer une large variété de substrats (Pawagi et al., 1994). Une
représentation tri-dimensionnelle de 1’hélice 17 (Figure 41) révele qu’une telle hypothése
est envisageable malgré les contraintes imposées par la structure primaire et la taille des

chaines latérales des résidus aussi bien que celle des ouvreurs.

Enfin, bien que nous ne disposions pas de structure cristalline de notre protéine pour
connaitre la véritable orientation des chaines latérales de la méthionine 1290 de SURI et
de la thréonine 1253 de SUR2A, un modele de MRP1 (un transporteur ABC trés
homologue a SUR), basé sur les cristaux de transporteurs ABC bactériens MsbA, a été
développé (Campbell et al., 2004). Les auteurs montrent que la mutation de plusieurs
résidus aromatiques prédits comme prenant part a la translocation du substrat détériore ce
transport. Parmi ces résidus, MRP1-W1246 correspond a SURI1-W1297 et SUR2A-
W1260. Etant donné que ces tryptophanes sont localisés du méme c6té de I’hélice 17 que
SUR1-M1290 et SUR2A-T1253, on peut penser le role de cette méthionine est d’empécher
I’interaction entre les résidus aromatiques testés communs aux deux isoformes et les

ouvreurs.
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Figure 41 : Modéle hypothétique des interactions moléculaires entre ’hélice 17 et les ouvreurs
potassiques. A. Vue de profil de la 17°" hélice transmembranaire de SURI et de SUR2A avec une
représentation en « stick » des résidus saillants et des ouvreurs cromakalim (en bleu) et pinacidil
(en rouge) a partir desquels le SR47063 et le P1075 sont dérivés. B. Méme représentation vue de
haut. C-D Représentations de la surface moléculaire de [’hélice transmembranaire 17 de SURI et
de SUR2A. Les résidus clés M1290 et T1253 sont marqués. Les couleurs reflétent le potentiel

électrostatique.
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Modulation des canaux K yqp par

les métaux lourds
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1 Les métaux lourds et le vivant

Parmi les 112 ¢léments présents dans le tableau de Mendeleiev, 53 sont des métaux
lourds (Figure 42). Ce sont des éléments qui ont une densité supérieure & 5 g/em’. Leur
role biologique dépend de leur disponibilité (ils doivent étre présents a une concentration

supérieure a 1 nM) et de leur propriété chimique (leur solubilité en particulier).

B Métax Li :Solide 4 25°C, sous 1 bar
B Semi-conductewrs He :Gaz & 25°C, sous 1 bar
¥ Non-métaux Br : Liquide & 25°C, sous | bar
I Gaz nobles I'v :Obtenu par synthése Vil

Lantharndes et actrudes

Figure 42 : Classification periodique des éléments

Parmi ces métaux lourds, le Zn*" et le Cd*" sont des acides de Lewis mous (théorie
HSAB : hard and soft acids and bases ; Pearson, 1963) qui interagissent préférentiellement,
pour obtenir une meilleure stabilité, avec une base molle comme les thiolates des cystéines.
Leurs propriétés redox alliées a leurs propriétés de liaison conférent a ces métaux lourds un
role important dans diverses réactions biochimiques ainsi que dans la structure des
protéines. Inversement, ils peuvent se transformer en éléments toxiques si leur

concentration est trop élevée. Le Cd*" peut ainsi prendre la place du Zn*" physiologique.

L’homéostasie des ions métalliques est donc finement régulée au niveau cellulaire afin
d’assurer un apport suffisant tout en éliminant I’excés. A ce titre, de nombreux

transporteurs ABC sont impliqués dans I’import ou I’export de métaux lourds.
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1.1  Quelques mots sur la physiologie du zinc

Le zinc est un élément essentiel présent dans la plupart des tissus et impliqué dans de
nombreuses fonctions cellulaires : croissance, développement, différenciation cellulaire,
régulation génique, régulation immunitaire, controle de I’activité de nombreux récepteurs
et enzymes... Son homéostasie et son transport sont donc finement régulés (Seve et al.,

1997)

Plus de 300 enzymes, de 50 types différents, nécessitent le zinc pour fonctionner

(oxydoréductases, endopeptidases, hydrolases, ligases, isomérases, etc...)
Le zinc peut avoir diverses fonctions :
- zinc catalytique ou co-catalytique (zinc cluster)
- zinc structural (zinc cluster, zinc finger ou zinc twist)
Deux autres familles de protéines nécessitent le zinc:

- les métallothionéines : Zn-thiolates, trés abondantes (chélation, éventuellement

transport)

- les protéines de régulation génique (plus de 500 contiennent du zinc) : facteurs de
transcription, récepteurs possédant un  "DNA-binding domain" (stéroides, acide

rétinoique,....), activateurs de génes (Vallee et Falchuck, 1993).

Dans le systéme nerveux central, le zinc a été localisé au niveau des terminaisons
nerveuses et des vésicules synaptiques des neurones excitateurs (Slomianka, 1992). L’ion
est pris en charge et libéré avec le neurotransmetteur par le nerf (Assaf et Chung, 1984 ;
Howell ef al., 1984), et agit comme un modulateur de la transmission synaptique et de la
mort neuronale (Xie et Smart, 1991 ; Choi et Koh, 1998). Le zinc altére ¢galement le
comportement de certains canaux ligand- ou voltage-dépendants (Harrison et Gibbons,

1994 ; Smart et al., 1994).

Dans les cellules B pancréatiques, le zinc est impliqué a différentes étapes de la
biosynthése d’insuline. L’insuline est stockée dans des granules sous la forme de cristaux
de zinc et d’insuline (Blundell et al., 1971 ; Dodson et Steiner, 1998). Un transporteur de
zinc a d’ailleurs ét¢ mis en évidence au niveau des granules de sécrétion d’insuline
(Chimienti et al., 2004). Lors de la conversion de la pro-insuline en insuline, le zinc
favorise la formation d’hexameéres d’insuline (Figure 43) et leur cristallisation. Les

concentrations de zinc dans les granules ont été estimées a 20 mM (Hutton et al., 1983).
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Etant donné que les hexameéres de Zn-insuline se dissocient treés vite (quelques secondes)
apres 1’exocytose des granules (Gold et Grodsky, 1984), de fortes concentrations de zinc

libre peuvent étre produites localement.

Hexamer

Monomers

. . \ . . , 2
Figure 43 : Formation des hexaméres d’insuline en présence de Zn"*

(Dodson et Steiner, 1998)

1.2 Quelques mots sur le cadmium

Le cadmium est un élément métallique naturel composant la crofite terrestre. Il n’a
aucun role physiologique et sa solubilité explique, en partie, qu’il soit plus toxique que les
autres métaux lourds, exception faite du mercure (Nies, 1999). Le corps humain peut
absorber le cadmium par ingestion ou inhalation. L’ingestion résulte de la contamination
des aliments par la présence de cadmium dans le sol, ’atmosphére ou les fertilisants.
L’inhalation a une contribution bien plus faible exceptée dans le cas des fumeurs qui
doublent leur apport en cadmium (une cigarette contient 1 a 2 pg de cadmium dont 10 %
sont inhalés par le fumeur). L’organisation mondiale de la santé a établi une accumulation
de cadmium tolérable a 1 pg/kg corporel par jour. Les reins sont la principale cible du
cadmium qui peut s’y accumuler de 20 a 30 ans. Mais il peut également causer des
dommages sévéres aux poumons, au foie, aux os et aux testicules. Les ions Cd*" semblent

étre tératogenes et carcinogenes (Elinder et al., 1985).

1.3 Les canaux Karp et le zinc
Bancila ef al. (2004) ont montré que de faibles concentrations de zinc appliquées sur des

synaptosomes dépolarisés par la 4-aminopyridine restauraient le potentiel de membrane et
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réduisaient la libération de glutamate. Etant donné que ces effets sont identiques lors de
I’application de diazoxide et opposés lors de 1’application de tolbutamide, les auteurs en
déduisent qu’ils résultent de I’activation de canaux Karp. Ils montrent également que le
zinc, en activant des canaux Katp pré-synaptiques, protége les neurones d’une hyper-
excitation, d’une libération excessive de neurotransmetteur, et agirait ainsi comme un

neuroprotecteur endogene lors des crises d’épilepsie ou d’attaques.

Des effets inhibiteurs de concentrations millimolaires de zinc extracellulaire sur la
sécrétion d’insuline et Dactivité électrique des cellules B pancréatiques ont été décrits
(Ghafghazi et al., 1981 ; Ferrer et al., 1984 ; Aspinwall et al., 1997). Ce feedback négatif
est directement li¢ a un effet activateur réversible du zinc extracellulaire sur les canaux
Karp des cellules B pancréatiques (Block et al., 2000). Le zinc extracellulaire n’a aucun
effet sur les Katp cardiaques qui sont composés de 1’isoforme SUR2A ; en revanche le zinc
intracellulaire stimule 1’activité des canaux pancréatiques et cardiaques et n’a aucun effet
sur la sous-unité¢ Kir6.2 exprimée seule. Il semblerait donc qu’il y ait un effet du zinc
interne et du zinc externe sur la sous-unit¢ SUR (Prost et al., 2004). En utilisant des
chélateurs de zinc sur les différentes faces de la cellule, les auteurs pensent qu’il y aurait
deux sites d’action du zinc localisés sur la sous-unit¢é SUR. Par ailleurs Bancila et al.
(2005) ont montré que cette interaction s’exerce par une liaison directe du zinc avec la
protéine SUR1 du canal ; celle-ci s’effectue sur un site constitué¢ de résidus histidines
extracellulaires relativement proches, présentes uniquement dans 1’isoforme SURI : His

326 et His 332.

1.4 Position du probléme

Afin de confirmer ’hypothése selon laquelle il existe deux sites distincts de liaison du
zinc, nous avons test¢ dans un premier temps ’effet du zinc interne sur les mutants
histidines 326 et 332 de I’isoforme SUR1 constituant le site externe. Les deux histidines
ont ¢t¢ mutées en alanine qui est un acide aminé neutre et peu encombrant incapable de
faire une interaction ionique avec le cation (Zn>"). Nous avons construit deux simples
mutants appelés SURI(H326A) et SURI(H332A) ainsi qu’un double mutant
SURI1(H326,332A). Pour cela nous avons réalisé¢ une mutagenése dirigée par PCR suivie
d’une transcription in vitro. Puis I’expression du canal s’est faite par co-injection des ARN

de SURI et Kir6.2 dans ’ovocyte de Xénope.
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Dans un second temps, au vu des résultats précédents qui confirment la présence d’un
site interne au Zinc, nous avons essay¢ de le localiser, en privilégiant les résidus histidines
intracellulaires communs aux deux isoformes SUR1 et SUR2A puisque les deux protéines
sont sensibles au zinc interne. Nous nous sommes également intéressés a I’effet du

cadmium, un autre métal lourd.

Dans les deux cas, nous avons caractérisé¢ fonctionnellement ces canaux par la technique
du patch-clamp afin d’observer ou non une perte de sensibilité des canaux mutants au zinc

ou au cadmium intracellulaires.

2 Reésultats

Bien que les résultats présentés ne soient que préliminaires, I’étude de la physiologie du
zinc et du cadmium sur les canaux Karp ouvre de nombreuses perspectives sur leur

implication dans la régulation des ces canaux.

2.1 Test de fonctionnalité des mutants histidines H326 et H332
Avant toute chose, nous avons voulu nous assurer que la mutation des histidines
extracellulaires H326 et H332 de SURI ne modifiait pas les propriétés pharmacologiques

du canal. Pour cela, nous avons testé 1’effet du diazoxide sur les canaux mutés (Figure 44).
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Figure 44 : Effet du diazoxide sur les canaux sauvages et mutants. En bas a gauche, histogramme
représentant la moyenne des courants obtenus pour chacune des constructions avant (en noir) puis
pendant (en blanc) ’application de 300 uM de diazoxide. Les valeurs sont normalisées par rapport
au courant mesuré en absence d'ATP. Les numéros indiqués au-dessus des barres désignent le
nombre de patch pris en compte. A la périphérie, enregistrements de patch-clamp en configuration
excisée inside-out, a Vm=-50mV, sur des ovocytes de Xénope co-exprimant Kir6.2 et les récepteurs

SURI, SURI(H3264), SURI(H3324) et SURI1(H326,3324). Dia = diazoxide

Les mutations n’ont pas modifié¢ la réponse des canaux au diazoxide, nous pouvons

donc envisager de tester la sensibilité au zinc intracellulaire.

2.2 Effet du zinc intracellulaire sur les mutants histidines H326
et H332

La mutation des histidines extracellulaires H326 et H332 de SURI1 n’a pas d’effet sur la
sensibilité intracellulaire au zinc (Figure 45). Leur activation est en tout point semblable a
celle de I’isoforme sauvage SURI1. Cette activation est d’autant plus importante que les

. +
concentrations en Zn” augmentent.
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Le zinc ayant la propriété de se lier a I’ATP, nous avons effectu¢ les calculs nécessaires

pour que les concentrations indiquées correspondent au zinc libre.

SUR1 SUR1(H326A) Zn (M)
2uMZn 20 uM Zn , 20 ,
2mM 1(;)0EpG|v|T : 2mM 10 OI;GIAA
ATP 0 T ATP ™o [ 1 H /1

Courants normalisés

20s
24 7 11 6
Javant Zn
mZn 2 uM
; mm Zn 20 uM
SUR1(H326,332A) Zn (uM)
20
2 2
° N N N
2 {bqg;? fb'bq'\? fb“-’q'v
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Figure 45 : Effet du zinc sur les canaux sauvages et mutants. En bas a gauche, histogramme
représentant la moyenne des courants obtenus pour chacune des constructions avant (en vert clair)
puis pendant (en vert et vert foncé) l'application de 2 et de 20 uM de zinc. Les valeurs sont
normalisées par rapport au courant mesuré en absence d'ATP. Les numéros indiqués au-dessus des
barres désignent le nombre de patch pris en compte. A la périphérie, enregistrements de patch-clamp
en configuration excisée inside-out, a Vm=-50mV, sur des ovocytes de Xénope co-exprimant Kir6.2 et

les récepteurs SURI, SURI(H3264), SURI(H332A) et SURI(H326,3324).

On pourrait méme croire que le mutant H326 est plus sensible a 2 uM de zinc que le

type sauvage mais, compte tenu des barres d’erreur, ce résultat n’est pas significatif.
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Par ailleurs on peut noter que I’activation par le zinc n’est pas un phénomene
reproductible et que plusieurs applications sont souvent nécessaires avant d’obtenir une

activation. Cette activation est alors croissante en fonction du nombre d’applications.

2.3 Effet du DEPC sur I’activation par le zinc intracellulaire

Pour confirmer le fait que ce ne sont pas des histidines qui sont impliquées dans le site
intracellulaire de fixation du zinc, nous avons perfus¢é 1 mM de diéthyl pyrocarbonate
(DEPC). Le DEPC a la propriété de se fixer de manicre irréversible sur les histidines. La
Figure 46 montre que la sensibilité au zinc intracellulaire de 1’isoforme SUR2A n’est pas
affectée par la perfusion préalable de DEPC. En revanche, il est plus difficile de conclure
pour I’isoforme SUR1 qui, au moment des enregistrements, s’exprimait trés peu et n’était
pas ou peu sensible au zinc intracellulaire avant méme la perfusion de DEPC. Les résultats
obtenus pour SURI1 ne sont donc pas présentés pour ne pas conduire a une mauvaise
interprétation. Cependant, il serait bon de refaire des essais ne serait-ce que pour s’assurer

que le DEPC n’a aucun effet sur la sensibilité de I’isoforme SUR1 au Zn”" interne.

[ avant Zn SUR2A 2 2 —DEPC__

. | mmzn20um 0 —“OEGTA Zn
$ | EmDEPC 1mM -
s 17 32n 20 uM apres DEPC 1 mM ATP
£ 100 pM
S 7 0
e
[2]
=
©
5
[e]
(@)

0

SUR2A

Figure 46 : Effet du zinc (20 uM) sur les canaux sauvages SUR2A avant et aprés application de
DEPC 1 mM. A. Histogramme représentant la moyenne des courants obtenus pour SUR2A. Les
valeurs sont normalisées par rapport au courant mesuré en absence d'ATP. Le numéro indiqué au-
dessus des barres désigne le nombre de patch pris en compte. B. Enregistrement de patch-clamp en
configuration excisée inside-out, a Vm=-50mV, sur des ovocytes de Xénope co-exprimant Kir6.2 et

SUR2A4.

- 122 -



Modulation des canaux Ktp par les métaux lourds

2.4 Effet du cadmium intracellulaire sur les mutants histidines
H326 et H332

Etant donné que la mutation des histidines extracellulaires H326 et H332 de SURI ne
semble pas modifier leur sensibilité au zinc intracellulaire, nous avons voulu savoir s’il en
¢tait de méme pour d’autres métaux lourds. Nous avons donc reproduit les mémes
expériences avec le cadmium. Loussouarn ez al. (1999) ont montré que 100 pM de Cd*"
inactive les canaux Katp via une cystéine (C166) de la sous-unité Kir6.2. Dans notre cas,
bien que les traces soient difficiles a interpréter, a cause de la présence de canaux CI

. 2+ \ ;s . . .
activés par le Ca” endogene, nous observons de 1égéres activations (Figure 47).
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Figure 47 : Effet du cadmium sur les canaux sauvages et mutants. En bas a gauche, histogramme
représentant la moyenne des courants obtenus pour chacune des constructions avant (en bleu clair)
puis pendant (en bleu et bleu foncé) I’application de 2 et de 20 uM de cadmium. Les valeurs sont

normalisées par rapport au courant mesuré en absence d'ATP. Les numéros indiqués au-dessus des
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barres désignent le nombre de patch pris en compte. A la périphérie, enregistrements de patch-
clamp en configuration excisée inside-out, a Vm=-50mV, sur des ovocytes de Xénope co-exprimant

Kir6.2 et les récepteurs SURI, SURI(H326A4), SURI(H332A4) et SURI(H326,3324).

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cette apparente contradiction. Tout d’abord,
I’ovocyte de Xénope présente de nombreux canaux CI” activables par le Ca*” dont nous
nous affranchissons en perfusant des solutions complémentées en EGTA. Or, pour ne pas
chélater également les ions Cd*" nous devons préparer nos solutions dépourvues d’EGTA.
En jouant sur le potentiel nous tentons de nous placer au potentiel d’équilibre des canaux
CI' (en général aux alentours de -30 mV) mais cet ajustement dévie parfois. L’apparente
activation que nous observons pour le Cd*" résulte ainsi peut-8tre d’une superposition des

canaux Katp a ces canaux CI'.

Ensuite, on peut relever certaines dissemblances dans les méthodes de mesure entre nos
expériences et celles de Loussouarn. Ainsi, I’effet inhibiteur du Cd*" est observé en
absence d’ATP, alors que nous travaillons en présence de 100 uM d’ATP. Les auteurs ont
d’ailleurs montré que I’effet du Cd*" sur leurs mutants était grandement réduit en présence
de concentrations inhibitrices d’ATP. Par ailleurs, la présence de PIP,, qui augmente la
probabilité d’ouverture du canal, réduit également 1’effet inhibiteur du Cd*". L’inversion
de la tendance pourrait s’expliquer par le fait que nos patchs présentaient de fort taux de
PIP,. Ensuite, pour leurs expériences ils transfectent des cellules COSm6 qui présentent
peu de canaux chlore activés par le Ca”" et ils utilisent le KF pour chélater les ions calcium
résiduels. Enfin, derniére remarque, certes peu probable, mais a noter cependant, leurs
expériences portent sur une forme tronquée de Kir6.2 qui est susceptible de former des
canaux en absence de SUR (bien qu’ils co-transfectent SURI1 et Kir6.2AC36). Dans notre
cas, les deux sous-unités sont forcément présentes puisque nous co-injectons la forme
entiere de Kir6.2 a la sous-unité SUR1 sauvage ou mutante. Ainsi, la modulation de SUR1

par le Cd*" pourrait masquer ’effet inhibiteur de cet ion sur la sous-unité Kir6.2.

Quoi qu’il en soit, les résultats présentés ne sont que préliminaires et d’autres

expériences seront nécessaires pour confirmer ou infirmer ces hypotheses.

2.5 Effet du cadmium et du plomb extracellulaires sur les
canaux sauvages SUR1

Pour tester 1’effet des métaux lourds externes sur 1’activité du canal, nous exprimons le

canal SURI1/Kir6.2 dans I’ovocyte de Xénope et mesurons la totalit¢ des courants
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traversant la cellule grace a la technique de double-¢électrode décrite plus haut (Chapitre
I11).

Le canal est au préalable activé par le nitrure de sodium (azide), un inhibiteur du
cytochrome a3 et de la F1/Fo ATPase, qui permet de diminuer les taux d’ATP
intracellulaires et d’assurer ainsi une augmentation des courants Karp. On vérifie ainsi la
bonne expression des canaux. L’aspect inhibiteur du plomb (Figure 48) résulte tres
certainement d’un effet latent de I’azide malgré un lavage de plus de 5 min. Le plomb et le

cadmium ne semblent pas activer les canaux Karp via I’extérieur compte-tenu des barres

d’erreur.
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Figure 48 : Effet du plomb et du cadmium extracellulaires sur des ovocytes de Xénope exprimant
des canaux sauvages SURI/Kir6.2. Histogrammes représentant la moyenne des courants mesurés
grace a la technique de double-électrode avant (en blanc) puis pendant (en gris) la perfusion de 3
mM d’azide, avant (en vert clair) puis pendant (en vert foncé) la perfusion de 20 uM de plomb et
avant (en bleu) puis pendant (en bleu foncé) la perfusion de 20 uM de cadmium. Le nombre de
patch pris en compte est de 7. A gauche, courants (en pA) mesurés a — 50 mV et a droite, courants

(en pA) mesurés a + 50 mV

3 Conclusion et perspectives

Tout semble confirmer I’hypothése selon laquelle il existe deux sites de liaison du zinc
au niveau du récepteur des sulfonylurées SUR. Un site externe, uniquement présent sur
I’isoforme SUR1 et dépendant des histidines 326 et 332 (Bancilla et al., 2005) et un site

interne présent sur les deux isoformes SUR1 et SUR2A qu’il reste encore a identifier.
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Nos résultats préalables semblent indiquer que ce site interne n’est pas constitué
d’histidines (ou tout du moins d’histidines intracellulaires accessibles) puisque
I’application de DEPC du c6té interne n’abolit pas la sensibilité au zinc. Il faut également
noter que la sensibilité au zinc s’accompagne d’une sensibilité au cadmium, autre métal
lourd qui présente des propriétés chimiques semblable au zinc. En revanche, on ne peut pas

dire si ce site interne est commun aux deux isoformes ou s’il s’agit de sites distincts.

La liaison du zinc ou du cadmium peut impliquer de nombreux acides aminés de nature
trés variée : glutamate, aspartate, cystéine ou histidine. Ceci rend d’autant plus complexe
I’identification du site. Dans la méme optique que 1’utilisation du DEPC, on peut envisager
I’emploi d’iodoacétamide ou de B-mercaptoéthanol qui ont respectivement la propriété de
faire des liaisons covalentes avec les soufres ou d’entrer en compétition avec les thiols du
site de liaison du zinc. Ceci permettrait de savoir si ce sont des cystéines qui sont

impliquées dans le site.

La mutagenese dirigée de tous les acides aminés glutamates, aspartates, cystéines ou
histidines intracellulaires n’est pas envisageable. Ils sont d’une part trop nombreux, d’autre
part il faudrait pour cela disposer d’une structure tridimensionnelle de SUR pour localiser
des sites putatifs de liaison du zinc impliquant des acides aminés qui peuvent é&tre

relativement ¢loignés dans la séquence primaire.

Enfin, comme mentionné plus haut, les effets du zinc et du cadmium ne sont pas des
phénomenes parfaitement reproductibles et souvent plusieurs applications sont nécessaires
pour obtenir une activation d’amplitude variable. Cette observation pourrait s’expliquer par
le fait que le zinc active indirectement les canaux Karp via la protéine kinase C (Csermely
et al., 1988 ; De Weille et al., 1989). Dans cette hypothése, celle-ci doit donc
nécessairement étre présente dans le morceau de membrane isolé pour que I’on observe un
effet du zinc. Mais cette explication ne concorde pas vraiment avec la rapidité de

I’activation et de son lavage.

L’action du zinc au niveau physiologique est aisément explicable. Ainsi, en activant les
canaux Karp de la cellule B pancréatique les ions Zn2+, libérés lors de la sécrétion
d’insuline, exercent une boucle de rétrocontréle pour inhiber cette sécrétion. On peut
¢galement penser que 1’activation des canaux Karp par le zinc permet de minimiser la force
de contraction du myocarde au cours d’une ischémie (Terzic et Vivaudou, 2001) exergant

ainsi indirectement une fonction protectrice du myocarde. Bien que les concentrations
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nanomolaires évaluées a I’intérieur des cellules soient bien inférieures a celles utilisées
pour cette étude, on peut supposer qu’il existe des compartimentations cellulaires ou ses
concentrations peuvent localement augmenter. La sensibilité au cadmium interne semble
indiquer que sa liaison a SUR induise des changements de conformation qui sont transmis
au canal Kir6.2 pour son activation. L’effet inhibiteur observé sur la sous-unité Kir6.2
(Loussouarn et al., 2000) serait ainsi masqué. Mais des expériences complémentaires sont
a envisager pour proposer un mécanisme d’activation. En particulier, nous pourrions
envisager d’étudier la sensibilité des canaux Karp aux métaux lourds en utilisant une sous-
unité SUR non fonctionnelle (mutée au niveau de ses NBD pour supprimer toute activité
ATPase). Ceci permettrait également de confirmer ou d’infirmer I’hypothése que le métal

soit un substrat du transporteur SUR.
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Un domaine riche en acides

aminés chargés négativement
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1 Avant-propos
Les résultats présentés dans cette étude ne permettent pas de conclure précisément sur le
role de ce domaine riche en acides aminés chargés négativement mais ils ouvrent sur de

nombreuses perspectives qui me semblaient importantes de mentionner dans ce manuscrit.

2 Position du probleme

Dans le cadre de 1'é¢tude de la pharmacologie moléculaire de la sous-unit¢ SUR des
canaux Karp, nous nous sommes plus particulierement intéressés a une zone trés conservée
et tres riche en résidus glutamates située entre le domaine NBD1 et la douziéme hélice
transmembranaire (Figure 49A). Cette zone regroupe 15 résidus chargés négativement
(glutamates surtout, et quelques aspartates) (Figure 49B). Le grand nombre de cas rapporté
jusqu'alors (dans de nombreuses autres protéines) mais dont le role est incertain voire

inconnu, nous a interpellé quant a sa fonction au sein de cette sous-unité régulatrice du

canal Katp.
A

B SUR2ARat E A KA QMEDTEDTEETEEEEEDEDIDNMST 965
SUR2AHUman E A KA QMEDEDTETEEEEEEDEDDNMST 969
Sur2ARabbit 'E A KA QMEDETDEETEEEEEDETDDNMST 969
SUR2AMouse E A KA QMEDTEDETETEEEEEDEETDNMST 966
SUR1Ham LLLDE E  EEEAA - S -EDDNTLS 988
SUR1Rat LLLDEDE EEEAA S -EDDNTL S 988
SUR1Human LLQDE  E  EEEAA S -EDDNTL S 987
SUR1Mouse LLLDEDE EEEAA S -EDDNTLS 493

PolyE

Figure 49 : A. Localisation du PolyE (figuré par des signes moins entourés de cercles blancs) au
niveau de la structure prédite de la protéine SUR entre le NBDI et la douzieme hélice
transmembranaire. B. Alignement de séquences peptidiques de SUR2A et de SURI de différentes
especes. Les résidus identiques sont figurés en noir sur fond gris, les résidus homologues en blanc
sur fond gris. Les résidus mutés sur les deux isoformes sont mentionnés par une hachure blanche

sur fond gris. L’enchainement des 15 résidus chargés négativement est soulignée d’un trait noir et
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désigné par le terme PolyE.
Une telle région Poly E a été¢ décrite dans les canaux Kv1.4 (N-ter), cGMP (sous-unité
B) et Ryr (ryanodine receptor).

Dans les canaux cGMP, les régions GARP (Glutamic Acid Rich Protein) servent
d'ancrage a la peripherin-2 (Figure 50).

A . r . . o . 2+
Dans Ryr, un role possible de ces régions serait la liaison du Ca™".

GARP- 2

Paripharin-2: Rom-1
Disc Lumen Oligomars
Channal

Peripherin-2 H
Care Comple
Exchanger
Guanylate
Cyeclase
GARP- 2

Digc Rim Plasma Membrane

Figure 50: Implication des GARP (Glutamic Acid Reach Protein) dans les interactions
protéine/protéine. Dans la membrane plasmique, le canal hétérotétrameérique cGMP  interagit
avec l’échangeur dimérique Na/Ca-K. Le canal interagit également avec la peripherin-2 grdice a

ces régions GARP.

(Poetsch et al., 2001)

Notre travail s'est basé sur la construction de mutants de ce récepteur, leur expression
hétérologue dans l'ovocyte de Xénope, et leur caractérisation fonctionnelle par la technique

du patch-clamp.

Nous avons concentré nos efforts sur les deux isoformes SURI et SUR2A. Les
mutations ont porté, dans un premier temps, sur trois résidus glutamates (E) présents chez
les deux isoformes. Puis, compte-tenu des résultats obtenus, nous avons poursuivi nos
travaux en mutant 3 résidus supplémentaires de l'isoforme SUR2A. Deux types de
mutations ont ét¢ envisagés :

- l'une, dite neutre, substituant trois glycines aux glutamates ;

- l'autre, plus drastique, substituant trois lysines aux glutamates.
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Glutamate Glycine Lysine
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En effet, la glycine est 'acide aminé le plus simple, sans chaine latérale, alors que la
lysine est, d'un point de vue encombrement stérique, beaucoup plus grosse, avec une

chaine latérale chargée positivement, a l'inverse des glutamates.

Ces mutations ont porté sur les résidus 951, 952 et 953 (puis 954, 955 et 956) de la
séquence peptidique de SUR2A, et sur les résidus 974, 975 et 976 de la séquence
peptidique de SUR1. C'est pourquoi, nous les nommerons par la suite SUR2A(E951-3G),
SUR2A(E951-3K), SUR2A(E951-6G), SUR2A(E951-6K), SURI(E974-6G) et
SUR1(E974-6K).

3 Résultats

Afin de confirmer l'expression correcte des canaux SUR1/Kir6.2 et SUR2A/Kir6.2 et de
comparer leurs propriétés a celles des canaux mutants, ces canaux ont €té caractérisés par
leur sensibilité aux ouvreurs, leur sensibilité a I'ATP ainsi qu’a I’ADP, et leur sensibilité au

glibenclamide, une sulfonylurée, bloqueur spécifique des canaux Karp.

3.1 Inhibition par I'ATP

L'ATP inhibe les canaux Karp de mani¢re dose-dépendante. A des concentrations
millimolaires d'ATP, les canaux sont complétement fermés et s'ouvrent progressivement
lorsqu'on diminue les concentrations d'ATP de la solution baignant la face cytoplasmique
du canal. Le graphique dose-réponse, tracé a partir de mesures de courants a différentes
concentrations d'ATP, permet de mesurer 'affinité de I'ATP pour le canal (Figure 5I).

Plus la constante K/, est élevée, moins le canal est sensible a I'ATP.
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Figure 51 : Effet de I’ATP sur les canaux sauvages et mutants. Au centre, histogramme représentant la
moyenne des courants obtenus aux concentrations d'ATP indiquées pour chacune des constructions
(sauvages et mutées). Les valeurs sont normalisées par rapport au courant mesuré en absence d'ATP. Les
numeéros indiqués au-dessus des barres désignent le nombre de patch pris en compte. A la périphérie,
enregistrements de patch-clamp (configuration excisée « inside-out» a -50 mV) des canaux
SUR2A4/Kir6.2, SUR2A(EY951-3G)/Kir6.2, SUR2A(E951-3K)/Kir6.2, SUR2A(E951-6G)/Kir6.2 et
SUR2A(E951-6K)/Kir6.2.

Les constantes K, de nos constructions mutantes et sauvages sont présentées dans le
tableau suivant. Ces valeurs sont ¢levées par rapport aux valeurs habituelles (de 1’ordre de
la dizaine de pM) mais le K, pour I'ATP de ces canaux est notoirement variable, car
soumis a des facteurs difficilement contrélables comme la concentration membranaire de

phosphatidyl inositol-4,5-diphosphate (PIP;).

Constructions| SUR2A SUR2A SUR2A SUR2A SUR2A
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3.2 Blocage par le glibenclamide

L'application du glibenclamide permet de confirmer que les courants enregistrés

proviennent bien de courants ioniques a travers des canaux Karp. En effet, les canaux

ouverts en absence d'ATP sont fermés par la sulfonylurée. De plus, 'effet inhibiteur est

réversible, on retrouve l'activité de départ apres l'action du glibenclamide (Figure 52).

L’inhibition obtenue pour les canaux mutants est en tout point comparable aux résultats

publiés concernant le type sauvage SUR2A : la sulfonylurée, pour des concentrations

s’étalant de 0.1 a 100 uM, bloque a plus de 90 % les canaux Karp. Mais pour juger plus

aisément de 1’effet du glibenclamide, ces manipulations auraient du étre faites en absence

d’ATP (ou du moins a de plus faibles concentrations).
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0.1 0.1
1 10 1
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o
N
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Figure 52. Blocage par le glibenclamide. En haut, histogramme représentant la moyenne des courants

obtenus pour chacune des constructions aux concentrations de glibenclamide indiquées. Les valeurs sont

normalisées par rapport au courant mesuré en absence d'ATP. Les numéros indiqués au-dessus des

barres désignent le nombre de patch pris en compte. En bas, enregistrements de patch-clamp en

configuration excisée inside-out, a Vm=-50mV, sur des ovocytes de Xénope co-exprimant Kir6.2 et les

récepteurs SUR2A(E951-3G) et SUR2A(E951-3K). Des concentrations croissantes de glibenclamide sont

appliquées en présence de 100 uM d’ATP.
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3.3 Action des ouvreurs

Pour discerner l'effet des ouvreurs, le canal doit étre au préalable fermé par 1'ATP,
'ouvreur agissant en diminuant l'inhibition par I'ATP (Forestier et al., 1996). Cet effet
étant compétitif, il est nécessaire d'utiliser une dose suffisante d'ATP sans étre excessive.

Nous avons utilis¢ 100 uM d’ATP pour nos mesures expérimentales.

L’isoforme SURI se distingue des autres isoformes par sa sensibilité pharmacologique.
Seul le diazoxide est capable d’activer les canaux Karp comportant la sous-unité SURI.
L’isoforme SUR2A est activable par tous les autres ouvreurs potassiques. Nous avons donc
testé I’effet du diazoxide sur les mutants SUR1 (Figure 53) et I’effet du SR47063 (analogue
du Cromakalim) (Figure 54) et du P1075 (analogue du Pinacidil) sur les mutants SUR2A
(Figure 55).

L’effet des ouvreurs est variable d’un mutant a 1’autre : alors que les mutants de
I’isoforme SUR1 ne semblent pas affectés dans leur réponse au diazoxide, les mutants
SUR2A répondent moins bien a I’activation des ouvreurs exception faite du triple mutant

glycine.
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Figure 53 Effet du diazoxide sur les canaux sauvages et mutants. Au centre, histogramme
représentant la moyenne des courants obtenus pour chacune des constructions avant (en noir) puis
pendant (en blanc) [’application de 300 uM de diazoxide. Les valeurs sont normalisées par rapport
au courant mesuré en absence d'ATP. Les numéros indiqués au-dessus des barres désignent le
nombre de patch pris en compte. A la périphérie, enregistrements de patch-clamp en configuration
excisée inside-out, a Vm=-50mV, sur des ovocytes de Xénope co-exprimant Kir6.2 et les récepteurs

SURI, SURI(E974-6G) et SURI(E974-6K). Dia = diazoxide

- 137 -



Poly glutamates

1 mM SR 100uM 1 mM
ATP 0 100 M
Sur2A(E951-3G) SUr2A(E951-6G)
25 pA
10s
SR 100uM SR 100uM
1mM 1mM — 1 mM 1mM SR 1mM
0 ™ oM AP tooum —
ATP
W 100 pA son
20s
57 s 8 7 3 s
3 El avant SR 47063
@2
5 [ SR47063
15}
o
21
©
5
[=3
(6]
Sur2A(E951-3K) SUr2A(E951-6K)
1mM SR 100uM 1 mM ap _1mM SR 100uM 1 mM
o 100uM T o oo —
ATP "
W Y

100 pA
50 pA
10s

Figure 54 Effet du SR47063 (analogue du Cromakalim) sur les canaux sauvages et mutants. Au
centre, histogramme représentant la moyenne des courants obtenus pour chacune des constructions
avant (en noir) puis pendant (en blanc) ’application de 100 uM de SR47063. Les valeurs sont
normalisées par rapport au courant mesuré en absence d'ATP. Les numéros indiqués au-dessus des
barres désignent le nombre de patch pris en compte. A la périphérie, enregistrements de patch-
clamp en configuration excisée inside-out, a Vm=-50mV, sur des ovocytes de Xéenope co-exprimant
Kir6.2 et les récepteurs SUR2A, SUR2A(E951-3G)2, SUR2A(E951-3K), SUR2A(E951-6G) et
SUR2A(E951-6K). SR = SR47063
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Figure 55 Effet du P1075 (analogue du Pinacidil) sur les canaux sauvages et mutants. Au centre,
histogramme représentant la moyenne des courants obtenus pour chacune des constructions avant
(en noir) puis pendant (en blanc) I’application de 100 uM de P1075. Les valeurs sont normalisées
par rapport au courant mesuré en absence d'ATP. Les numéros indiqués au-dessus des barres
désignent le nombre de patch pris en compte. A la périphérie, enregistrements de patch-clamp en
configuration excisée inside-out, @ Vm=-50mV, sur des ovocytes de Xénope co-exprimant Kir6.2 et
les récepteurs SUR2A4, SUR2A(E951-3G)2, SUR2A(E951-3K), SUR2A(E951-6G) et SUR2A(E951-
6K).

3.4 Sensibilité a ’'ADP
L’effet de ’ADP est I’un des plus difficiles a interpréter. En effet, c’est un phénomene

trés variable et peu reproductible d’une cellule a I’autre et méme d’un patch a I’autre.

Quoi qu’il en soit, il semblerait que la sensibilité a I’ADP différe quelque peu suivant la
construction considérée (Figure 56). Alors que I'ADP est activateur pour le type sauvage
et les triples mutants SUR2A, il ne semble pas avoir d’effet, voire étre inhibiteur a forte

concentration chez les constructions SUR2A mutées 6 fois.
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Figure 56 Effet de I’ADP sur les canaux sauvages et mutants. Au centre, histogramme représentant la
moyenne des courants obtenus aux concentrations d’ADP indiquées pour chacune des constructions.
Les valeurs sont normalisées par rapport au courant mesuré en absence d'ATP. Les numéros indiqués
au-dessus des barres désignent le nombre de patch pris en compte. A la périphérie, enregistrements de
patch-clamp en configuration excisée inside-out, a Vm=-50mV, sur des ovocytes de Xénope co-
exprimant Kir6.2 et les récepteurs SUR2A, SUR2A(E951-3G), SUR2A(E951-3K), SUR2A(E951-6G) et
SUR2A(E951-6K).

4 Discussion

4.1 Régulation du canal par I'ATP

Les caractéristiques ¢lectrophysiologiques et pharmacologiques des canaux Katp
mutants sont trés comparables a celles des canaux sauvages. Cependant, il est difficile de
se prononcer sur une éventuelle perte de sensibilité a I'ATP liée aux mutations réalisées.
D'autant plus que, en patch excisé, les canaux Karp présentent une variabilité considérable

de sensibilit¢ a 'ATP, liée probablement a la composition lipidique des cellules étudiées.
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De précédents travaux ont établi que les phospholipides membranaires tels que le
phosphatidyl inositol-4,5-diphosphate (PIP,) est un régulateur potentiel des canaux Karp.
Baukrowitz et al. (2001) ont testé¢ les effets des phospholipides sur les propriétés
pharmacologiques des canaux Karp. Ils ont montré que 1’application de phosphatidyl
inositol (PIPs) réduisait la variabilité de sensibilité a I’ATP. Les PIPs semblent agir via la
sous-unité Kir6.2 car une mutation dans Kir6.2 (R176A) atténue simultanément les effets
du PIP; sur I’inhibition de ’ATP et du glibenclamide. Ces lipides ayant une charge globale
négative, il est possible d'envisager une fonction analogue au poly-glutamate présent sur la

sous-unité SUR.

On sait par ailleurs (Tucker et al., 1997), qu'il existe trois sites d'action de I'ATP. Le site
inhibiteur est localisé sur Kir6.2 et ne nécessite pas de magnésium, tandis que les deux
NBD (Nucleotide Binding Domain) de SUR activent le canal en présence de Mg-ATP ou
de Mg-ADP en faible concentration. Les glutamates sont des acides aminés reconnus pour
leur potentialité a lier les ions divalents. Leur role pourrait étre celui de chélateur de Mg

afin d'optimiser la régulation du canal par la sous-unité SUR.

4.2 Caractéristiques pharmacologiques des canaux mutants

En ce qui concerne le glibenclamide, les données actuelles correspondent a ce que 1’on
retrouve pour le type sauvage. Mais il aurait été préférable de tester son effet sur les
mutants en absence d’ATP et éventuellement de mesurer des cinétiques d’inactivation afin

de se rendre compte d’une réelle identité avec le type sauvage.

En ce qui concerne les ouvreurs (diazoxide, SR47063 et P1075), leur action, se
distingue, comme énoncé plus haut, de la mutation et de l’isoforme considérées.
Globalement, la mutation de trois résidus sur quinze n'est pas suffisante pour observer un
réel effet. Cependant les constructions porteuses de 6 mutations semblent plus affectées :
elles ont perdu une grosse partie de leur sensibilité aux ouvreurs. Alors que la perfusion de
ces molécules permet une activation souvent plus importante que celle mesurée en absence

d’ATP, ces constructions présentent une activation moiti¢ moindre.

4.3 Sensibilité a I'ADP

L'ADP ne semble pas activer les canaux mutants au méme titre que les canaux
sauvages. Mais 1'action de I'ADP est complexe puisqu'il active les canaux via les domaines
de liaisons des nucléotides de SUR et, en concentration trop importante, il est inhibiteur.

En effet, il entre en compétition avec I'ATP au niveau du site inhibiteur de Kir6.2.
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De plus, nous étions, au moment des manipulations, en présence de canaux relativement
peu sensibles a I'ATP : les constantes K, mesurées au cours de ces travaux sont de 1’ordre
de la centaine de uM alors que le laboratoire I’avait précédemment établit aux alentours de
la dizaine de uM. Il est donc, compte tenu des données actuelles, difficile de conclure sur

la sensibilité a 'ADP de nos constructions.

5 Perspectives

Les données, tant quantitatives que qualitatives, permettent de supposer qu'il existe une
interaction entre le poly-glutamate de la sous-unité régulatrice SUR des canaux Karp et des
protéines cytosoliques. La région poly-glutamate pourrait étre neutralisée par des résidus

chargés positivement ou méme par des protons.

Ces interactions avec d’autres composants cytosoliques, comme le cytosquelette, sont
difficiles a quantifier par patch-clamp et peuvent é&tre absentes dans un systéme
d'expression hétérologue tel que l'ovocyte de Xénope. Il serait donc intéressant de
poursuivre ces travaux sur d’autres types cellulaires tels que des lignées de cellules de
mammifeéres et en employant des méthodes plus appropriées a la quantification des

interactions protéine-protéine.

On pourrait aussi envisager de modifier un plus grand nombre de glutamates tout en
conservant 1’idée de les substituer par des glycines (acide aminé le plus simple donc le plus

neutre) et des lysines (acide aminé chargé positivement et relativement encombrant).

Il serait intéressant de travailler avec des canaux Katp dont la sous-unité Kir6.2 est
rendue insensible & l'inhibition de I'ATP. Ceci permettrait d'observer les effets des

nucléotides exclusivement sur la sous-unité SUR.

Et puis, les travaux d’Eric (actuellement en post-doc au laboratoire) suggerent qu’en
absence d’ATP mais en présence d’ADP I’effet du glibenclamide est irréversible. Il serait

intéressant de voir si cela s’applique aussi aux mutants.

Enfin, d’autres hypothéses peuvent étre émises quant a ’utilité d’un tel enchainement
de charges négatives dans la structure primaire de la protéine SUR. D’autant plus que cet
enchainement n’apparait pas chez les autres protéines ABC. Ainsi, les bases de
I’association de SUR et de Kir6.2 sont encore mal connues. On peut supposer qu’elle met

en jeu des interactions ¢électrostatiques, d’autant plus que la sous-unité Kir6.2 du canal
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Karp présente une succession d’acides aminés chargés positivement, quoique plus

dispersés que les glutamates du polyE de SUR.
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Interdépendance des domaines

de liaison des nucléotides
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1 Position du probléme

Contrairement a la grande majorité des transporteurs ABC procaryotes chez qui les
NBD sont des homodiméres, SUR et les autres membres de la sous-famille ABCC
présentent une asymétrie dans leur NBD qui se traduit par des activités enzymatiques
différentes. Par comparaison avec les autres ATPases homodimériques, il semblerait que le
site canonique de SUR soit celui formé par la séquence signature du NBDI1 et les motifs A
et B de Walker du NBD2. Ainsi , les séquences signature, -FSQGQ- et -FSVGQ-, du
NBD2 de SURI et de SUR2A respectivement, différent du motif canonique -LSGGQ- du
NBDI ; cette observation peut étre étendue a toutes les protéines de la famille ABCC ou
seule la sérine et la seconde glycine sont conservées. De plus, le glutamate supposé étre le
site catalytique a la fin du motif B de Walker est substitué par un aspartate dans le NBD1
des protéines SUR et MRP, et par une sérine chez CFTR. Enfin, la tyrosine supposée lier
I’adénine est substituée par un tryptophane dans le NBD1 des protéines ABCC.

SURT1 a ¢été la premiére protéine ABC présentée comme ayant une asymétrie dans son
interaction avec I’ATP. En 1997, Ueda et al. ont introduit des mutations au niveau des
motifs A et B de Walker de chaque NBD de SURI et ont examiné la liaison de I’ATP ou
de ’ADP aux NBD ainsi que la compétition avec le Mg-ADP. SURI lie ’a- ou le y-
[P**]8-azido-ATP en présence ou en absence de Mg®" ou de vanadate ; une diminution de
température piege les nucléotides liés dans une conformation stable qui consiste en la
dimérisation des NBD observée chez d’autres protéines ABC. Les mutations du NBD1
empéchent la liaison de I’ATP, pas celles du NBD2. Le Mg-ADP s’oppose a la liaison de
I’ATP, et cet effet est réduit en présence des mutants du NBD2. Une autre étude (Ueda et
al., 1999) suggere que SURI lie fortement le 8-azido-ATP au NBDI1 et que le Mg-ADP,
soit par liaison directe, soit par hydrolyse du Mg-ATP, se lie au NBD2 et stabilise la
liaison du 8-azido-ATP au NBD1. MRP1 présente aussi cette distinction : I’ATP se fixe au
NBDI1 alors que ’ADP, produit de I’hydrolyse de I’ATP, se lie plutot au NBD2 et cette
capture de I’ADP par le NBD2 favorise la fixation de I’ATP au NBD1 (Gao et al., 2000 ;
Hou et al., 2000 ; Nagata et al., 2000). CFTR présente des propriétés similaires avec une
interaction des nucléotides stable au NBDI1, alors que le NBD2 est un site de rapide turn-

over (Szabo et al., 1999 ; Aleksandrov et al., 2001, 2002).

Par ailleurs, des expériences d’immunoprécipitation et de marquage par photoaffinité

montrent que le NBD2 de SUR présente une faible activit¢ ATPase, propriété essentielle
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pour I’ouverture du canal Katp, alors que celle du NBD1 est quasi nulle (Matsuo et al.,
2000). Bienengraeber et al., (2000), ont montré que I’activité ATPase du NBD2 régule la
sensibilité du canal a I’ATP et que la liaison d’ouvreur induit cette activité. Il semble
qu’une interaction coopérative entre les NBD, plutét qu’une contribution indépendante de

chaque NBD, soit critique pour la régulation des canaux Karp (Zingman et al., 2002).

Afin de répondre plus précisément a la question de I’interdépendance des domaines de
liaison des nucléotides et a leur role au sein de la protéine, nous avons créé¢ des protéines
SUR2A hybrides possédant des NBD identiques (NBDI-NBD1 et NBD2-NBD2) ou
inversés (NBD2-NBD1) et testé leur expression membranaire et leur fonctionnalité par les
techniques de Western blot, chimiluminescence, patch-clamp et double ¢électrode. Nous
avons également construit deux protéines SUR2A mutantes. L’une incorpore la signature
ABC canonique du NBD1 au niveau du NBD2: SUR2A(F1445L,V1447G), 'autre
contient une mutation du glutamate du NBD2 censé étre responsable de I’hydolyse de

I’ATP : SUR2A(E1470D).

2 Résultats
2.1 Topologie des protéines SUR2A hybrides et mutantes

Afin de déterminer le role de chacun des domaines de liaison des nucléotides nous
avons construit des protéines SUR2A hybrides possédant des NBD dupliqués (SUR2A
NBDI-NBD1 et SUR2A NBD2-NBD2) ou inversés (SUR2A NBD2-NBDI1) (Figure 57
A). Pour simplifier le texte et les figures ces protéines seront respectivement appelées 1-1,
2-2 et 2-1. Le canal sauvage sera appelé 1-2 et le canal tronqué (en absence de la sous-
unité SUR régulatrice) Kir6.2AC36 (Tucker et al., 1997). Sont également représentées les
deux protéines SUR2A mutantes [1-2(F1445L,V1447G) et 1-2(E1470D)].

L’alignement des deux NBD de la prot¢ine SUR2A de Rat (NBD1, positions 637-884 ;
NBD?2, positions 1276-1518) indique qu’ils ont 24 % de résidus identiques et 43 % de
résidus homologues (Figure 57 B). Les motifs A et B de Walker sont conformes aux
séquences consensus (GX4GKS/T pour le Walker A et HydsDEX;sD pour le Walker B ou X
désigne n’importe quel résidu et Hyd un résidu hydrophobe) excepté pour le E du Walker
B du NBD1 qui est substitu¢ en D. La séquence signature du NBD2 (FSVGQ) diverge de

la séquence consensus (LSGGQ).
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Les coupures des NBD ont été choisies de fagon a englober ces régions (Walker A,
Walker B et séquence signature) et dans des zones ou I’alignement est correct (on s’est

affranchi des extrémités N- et C-terminales trop divergentes).
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Figure 57 : Modifications des domaines de liaison des nucléotides et mutation du signal de rétention

pour augmenter la densité de canaux K 7p hybrides a la membrane plasmique.

(A) Représentation schématique des protéines SUR2A hybrides et mutantes et nomenclature utilisée
au cours de cette étude. Les trois domaines transmembranaires (TMD) et les deux domaines de liaison
des nucléotides (NBD) sont indiqués. L astérisque représente la mutation du signal de rétention au
réticulum endoplasmique, les cercles les mutations introduites.

(B) Alignement peptidique des domaines de liaison des nucléotides 1 et 2 de la protéine SUR2A. Les
résidus identiques et homologues sont représentés respectivement sur fond noir et sur fond gris. Les
régions conservées (Walker A, OQ-loop, ABC signature, Walker B et D-loop) sont indiquées. Les coupures
des NBD représentées par des croix, comportent toutes ces régions. Le résidu R641, marqué par un
astérisque, a étée muté en Q pour augmenter l’adressage membranaire des constructions. Les fleches
indiquent les résidus du NBD2 mutés pour correspondre aux résidus du NBDI. (La numérotation fait

référence a la protéine SUR2A de Rat).

2.2 Expression des canaux hybrides

Les canaux sauvages, hybrides et tronqués, sont exprimés dans I’ovocyte de Xénope et
testés fonctionnellement par la technique du patch-clamp en configuration excisée inside-
out. La difficult¢ a résidé dans la trés faible expression des protéines hybrides a la

membrane plasmique. Seule la protéine hybride 1-1 semblait former des canaux Karp, les
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autres protéines hybrides ne permettaient pas d’enregistrer de courant potassique sensible a
I’ATP. Nous avons donc muté le signal de rétention au réticulum endoplasmique des
protéines SUR2A hybrides afin d’augmenter leur adressage a la membrane (Zerangue et
al., 1999). Cette modification a permis d’augmenter d’un facteur 5 la densité de canaux
hybrides 1-1 (Figure 58 A). Ainsi, tous les résultats de patch-clamp concernent ces
protéines hybrides dépourvues de leur signal de rétention au réticulum endoplasmique
(Figure 57). Cependant ces protéines forment bien moins de canaux fonctionnels a la
membrane que les canaux sauvages (en moyenne 500 fois moins) exception faite de la
protéine hybride 2-1* qui s’exprime, d’apres le graphique, aussi bien en présence de Kir6.2
qu’un canal tronqué Kir6.2AC36 (Figure 58 A). Cependant nous n’avons pas comptabilisé

le nombre de patch ou aucun courant n’était détectable.

Pour expliquer cette observation, trois hypothéses ont été émises :
- Perte de fonctionnalité du canal
- Probléme de production des protéines hybrides

- Probléme d’adressage membranaire

Nous nous sommes tout d’abord intéressés a la production de ces protéines. La
détection par Western blot, a I’aide d’un marquage extracellulaire des deux sous-unités par
un ¢épitope HA (Hémagluttinine A), confirme que les protéines hybrides sont bien
produites lorsqu’on les co-exprime avec Kir6.2 dans I’ovocyte de Xénope (Figure 58 C).
La bande supérieure que I’on observe pour SUR2A permet de penser que les protéines sont
glycosylées et quittent donc le réticulum endoplasmique. En revanche, ce test n’est que
qualitatif puisque nous n’avons pas mesuré la quantité de protéines déposées sur le gel
d’acrylamide. Par ailleurs, il semble qu’au cours de la préparation de nos membranes,
I’échantillon contrdle ait été partiellement dégradé, ce qui pourrait expliquer les bandes

que I’on observe a 80 kDa ou sous la bande correspondant a Kir6.2.

Dans le méme temps, afin de répondre a la question du probléme d’adressage
membranaire, nous avons testé 1’expression de surface des protéines hybrides grace a la
technique de chimiluminescence et le marquage de nos protéines par ce méme épitope HA.
Le diagramme de la Figure 58 B montre que la densité de surface des protéines hybrides,
méme lorsque le signal de rétention est ¢liminé, est trés réduite et que le complexe
octamérique (formé par les deux sous-unités) n’atteint pas ou tres difficilement la
membrane plasmique. L’émission de lumicére mesurée pour les protéines hybrides

correspond au bruit de fond que 1’on détecte pour la protéine controle non marquée.
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Ainsi, bien que les protéines hybrides soient bien produites et méme glycosylées, leur

faible expression de surface associée aux faibles courants mesurés confirment 1I’hypothese

que ces dernicres atteignent difficilement la membrane plasmique ou bien que leur turn-

over est tres rapide (Crane et Aguilar-Bryan, 2004).
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Figure 58 : Les canaux K rp hybrides atteignent difficilement la membrane plasmique

(A) Densité moyenne de canaux actifs représentés par le courant total mesuré en absence d’ATP
apres excision du patch (* sans signal de rétention). Les nombres au-dessus des barres représentent
la quantité de patch pris en compte.

(B) Densité de canaux a la membrane plasmique avec ou sans (*) signal de rétention mesurée par
chimiluminescence.

(C) Western-blot des protéines SUR2A sauvage et hybrides par détection d’'un épitope HA.
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2.3 Régulation des canaux hybrides par les nucléotides
Etant donné que les NBD de SUR modulent 1’activité du canal Kir6.2, nous avons voulu

tester la sensibilité¢ des canaux hybrides aux nucléotides ATP et ADP.

2.3.1 Sensibilité a PATP

La Figure 59 présente des exemples de traces de patch obtenues pour les protéines
hybrides lorsqu’on les co-exprime avec Kir6.2 et que [on perfuse différentes
concentrations d’ATP. Seule la construction 1-1* semble avoir une sensibilit¢ a I’ATP plus
réduite que celle du type sauvage. Cependant, 1’activit¢ des deux NBD1 est toujours
présente étant donné que le canal hybride est plus sensible a ’ATP que le canal
Kir6.2AC36 dépourvu de la sous-unit¢ SUR. Les deux autres constructions (2-2* et 2-1%)

répondent comme la protéine sauvage SUR2A.

A SUR2A E Kir6.2AC36

LI 0ATP 01 100 uM ATP = 300 yM ATP

.
1
w
3
!
Courant normalisé

300 uM

3pA
25s

Figure 59 : Exemples de réponses de canaux K 4rp hybrides a ’ATP

Les canaux sont reconstitués dans des ovocytes de Xénope par co-injection d’ARN codant pour
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les sous-unités Kir6.2 et SUR2A. Leur activité est mesurée par la technique du patch-clamp en
configuration patch excisé inside-out en présence de 150 mM K symétrique a un potentiel de —50
mV.

(A-E) L’ATP (0, 100 et 300 uM) est appliqué sur la face interne. Avant et aprés application, des
mesures en présence d’une concentration totalement inhibitrice d’ATP (2 mM) et en absence d’ATP
définissent les limites inférieures (courant minimum car canaux entierement fermés) et supérieures
(canaux maximalement ouverts) du signal.

(F) Histogramme représentant la moyenne des courants obtenus pour chaque construction aux
concentrations d’ATP indiquées. Ces valeurs sont normalisées par rapport a l’activite maximum
enregistrée en absence d’ATP. Les chiffres donnent le nombre de patch pris en compte pour chaque

construction.

2.3.2 Sensibilité a ’ADP

La Figure 60 présente des exemples de traces de patch obtenues pour les protéines
hybrides lorsqu’on les co-exprime avec Kir6.2 et que 1’on perfuse différentes
concentrations d’ADP en présence de 100 uM d’ATP. Les canaux hybrides possédant des
NBD identiques (1-1* et 2-2*) ne sont plus activés par ’ADP. Les canaux 1-1* se
comportent comme Kir6.2AC36 : ils sont d’autant plus inhibés que les concentrations en
ADP augmentent. En revanche, compte tenu des barres d’erreurs il est plus difficile de
conclure sur un quelconque effet de ’ADP sur les canaux 2-2*, quelles que soient les

concentrations perfusées.

Au contraire la réponse a ’ADP de la construction aux NBD inversés, 2-1%, est

semblable a celle d’un canal sauvage SUR2A.
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Figure 60 : Exemples de réponses de canaux K rp hybrides a ’ADP

Les canaux sont reconstitués dans des ovocytes de Xénope par co-injection d’ARN codant pour
les sous-unités Kir6.2 et SUR2A. Leur activité est mesurée par la technique du patch-clamp en
configuration patch excisé inside-out en présence de 150 mM K= symétrique a un potentiel de —50
mV.

(A-E) L’ADP (30, 100 et 300 uM) est appliqué sur la face interne. Avant et apres application, des
mesures en présence d’une concentration totalement inhibitrice d’ATP (2 mM) et en absence d’ATP
définissent les limites inférieures (courant minimum car canaux entierement fermés) et supérieures
(canaux maximalement ouverts) du signal.

(F) Histogramme représentant la moyenne des courants obtenus pour chaque construction aux
concentrations d’ADP indiquées. Ces valeurs sont normalisées par rapport a [’activité maximum
enregistrée en absence d’ATP. Les chiffres donnent le nombre de patch pris en compte pour chaque

construction.
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2.4 Régulation pharmacologique des canaux hybrides

SUR est également la cible des ouvreurs potassiques. Bienengraeber et al., (2000), ont
montré que Pactivité ATPase du NBD2 régule la sensibilité¢ du canal a ’ATP et que la
liaison de I’ouvreur induit cette activité. Nous avons donc testé 1’effet du P1075 (Figure

61) et du SR47063 (Figure 62) sur les canaux hybrides.

La protéine hybride 2-1* est sensible aux ouvreurs pharmacologiques, et de fagon plus
surprenante la protéine 1-1* 1’est également. La protéine 2-2* n’est quant a elle plus

activée ni par le P1075, ni par le SR47063.

De plus, que se soit pour la protéine sauvage ou pour la protéine hybride 2-1*, I’effet de
I’activateur est difficilement réversible alors que sa dissociation est rapide pour la protéine
hybride 1-1*. Cette observation conduit a penser qu’il existe deux états conformationnels

de la protéine SUR, I’un de forte affinité pour les ouvreurs potassiques, ’autre de faible

affinité.
A SUR2A E Kir6.2AC36
-~ P1075 2mM _P1ors
ATP o |oouM — A T — 100 uM —

I Controle 100 uM P1075
17

C 2.2

P1075

Courant normalisé

SUR2A 1-1* 2-2* 2-1*  Kir6.2AC36
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Figure 61 : Réponses des canaux K rp hybrides au P1075

Les canaux sont reconstitués dans des ovocytes de Xénope par co-injection d’ARN codant pour
les sous-unités Kir6.2 et SUR2A. Leur activité est mesurée par la technique du patch-clamp en
configuration patch excisé inside-out en présence de 150 mM K~ symétrique a un potentiel de —50
mV.

(A-E) Le P1075 (100 uM) est applique sur la face interne en présence d’une concentration
partiellement inhibitrice d’ATP (100 uM). Avant et apres application, des mesures en présence
d’une concentration totalement inhibitrice d’ATP (2 mM) et en absence d’ATP définissent les limites
inférieures (courant minimum car canaux entierement fermés) et supérieures (canaux maximalement
ouverts) du signal.

(F) Histogramme représentant la moyenne des courants obtenus pour chaque construction. Les
barres blanches représentent [’ activité moyenne des canaux avant application du P1075. Les barres
noires représentent l’activité moyenne en présence de P1075. Ces valeurs mesurées en présence de
100 uM ATP sont normalisées par rapport a I’ activité maximum enregistrée en absence d’ATP. Les

chiffres donnent le nombre de patch pris en compte pour chaque construction.
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Figure 62 : Réponses des canaux K rp hybrides au SR47063

Les canaux sont reconstitués dans des ovocytes de Xénope par co-injection d’ARN codant pour
les sous-unités Kir6.2 et SUR2A. Leur activité est mesurée par la technique du patch-clamp en
configuration patch excisé inside-out en présence de 150 mM K~ symétrique a un potentiel de —50
mV.

(A-E) Le SR47063 (100 uM) est appliqué sur la face interne en présence d’une concentration
partiellement inhibitrice d’ATP (100 uM). Avant et aprés application, des mesures en présence
d’une concentration totalement inhibitrice d’ATP (2 mM) et en absence d’ATP définissent les limites
inférieures (courant minimum car canaux entierement fermés) et supérieures (canaux maximalement
ouverts) du signal.

(F) Histogramme représentant la moyenne des courants obtenus pour chaque construction. Les
barres blanches représentent [’activité moyenne des canaux avant application du SR47063. Les
barres noires représentent l’activité moyenne en presence de SR47063. Ces valeurs mesurées en
présence de 100 uM ATP sont normalisées par rapport a l’activité maximum enregistrée en absence

d’ATP. Les chiffres donnent le nombre de patch pris en compte pour chaque construction.
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2.5 Propriétés métaboliques des canaux hybrides

Pour tester si la duplication ou I’inversion des NBD au sein de la protéine SUR a un
effet sur les propriétés métaboliques du canal Katp, nous avons enregistré les courants
macroscopiques a 1’aide de la technique du double-¢lectrode sur 1’ovocyte de Xénope. Les
courants sont mesurés apres 15 min d’incubation dans 1’oligomycine (1 pg/ul) et ’azide (3
mM). La Figure 63 A représente le courant mesuré en fonction du temps et des différentes
applications d’activateur ou d’inhibiteur des canaux Karp. Dans ces conditions le canal
sauvage SUR2A ne s’active pas spontanément mais est révélé lors de D’application
d’activateurs. Le méme protocole ne permet pas de détecter les canaux hybrides. Ces
observations sont illustrées par I’histogramme de la Figure 63 B qui représente la
moyenne des courants mesurés sur des ovocytes exprimant le canal sauvage, les canaux
mutants [1-2(K1348M) et 1-2(D832N,D1469N)] ou les canaux hybrides (1-1%*, 2-2* et 2-
1%).

Tout comme en patch excisé (travaux d’Héleéne Jacquet), le canal mutant 1-2(K1348M)
(mutation du motif A de Walker du NBD2) est sensible au P1075, alors que le double
mutant 1-2(D832N,D1469N) (mutations des motifs B de Walker des deux NBD) ne I’est
pas. En revanche, la protéine hybride 2-1* n’est pas toujours activée par le P1075, la
protéine hybride 1-1* ’est un peu plus souvent et la protéine 2-2* pas du tout. En fait, tout
se passe comme si les inhibiteurs métaboliques étaient incapables d’activer les canaux
hybrides. L’absence de courant en cellule entiere peut provenir d’une ou [’autre
combinaison de trois facteurs : la faible densité de canaux membranaires, une réponse plus

faible a I’inhibition métabolique, ou une sensibilité plus faible a I’activateur.
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Figure 63 : Les canaux K rp hybrides sont insensibles a I’inhibition métabolique

Les canaux sont reconstitués dans des ovocytes de Xénope par co-injection d’ARN codant pour
les sous-unités Kir6.2 et SUR2A. Leur activité est mesurée par la technique de double électrode a un
potentiel de +50 mV.

(A) L ovocyte est au préalable incubé 15 min dans [’oligomycine (1 ug/ul) et ’azide (3 mM). Le
DNFB (100 uM) est appliqué aprés 2 min d’enregistrement. Trois mesures de courant sont alors
prises : courant controle (1), courant pendant [’application de PI1075 (2) et courant apres
Uinhibition par le glibenclamide (3). La trace grise correspond au canal sauvage, la trace noire au

canal hybride 1-1%*.

(B) Moyenne des courants mesurés pour chaque construction a partir de 4 ovocytes au moins.

2.6 Propriétés pharmacologiques et nucléotidiques des canaux
mutants

Afin de mieux comprendre les phénoménes observés lors de la duplication ou de
I’inversion des NBD et d’en faciliter 1’interprétation, nous avons créé deux protéines
SUR2A mutées au niveau du NBD2 dans la séquence signature ABC et dans le glutamate
du motif B de Walker. A D’origine ces deux mutations étaient destinées a la protéine
hybride 2-2 afin de restaurer en partie un génotype sauvage 1-2. Mais nous nous sommes
heurtés a différents problémes de mutagenése. Ces problémes, associés a la tres difficile
expression du canal hybride 2-2, nous ont conduit a nous orienter vers la protéine sauvage
SUR2A. Ces deux protéines sont appelées respectivement 1-2(F1445L,V1447G) et 1-
2(E1470D) et forment 10 et 20 fois moins de canaux Katp que la protéine sauvage (Figure

64 A). Cette observation est d’autant moins étonnante que la mutation de ce méme
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glutamate en lysine au niveau de I’isoforme SURI est responsable du PHHI (Aguilar-

Bryan et Bryan, 1996).

La sensibilit¢ a I’ATP (Figure 64 B) et au P1075 (Figure 64 C) des canaux mutants
reste identique a celle du canal sauvage, compte tenu des barres d’erreur. En revanche leur
sensibilit¢ au SR47063 (Figure 64 D) est moindre que celle du canal sauvage. Je
m’explique mal ce résultat dans la mesure ou le SR47063 et le P1075 semblaient
jusqu’alors agir de la méme fagon sur le canal. Cependant alors que la réponse au P1075
est maximale pour la concentration 10 uM (au-dela de cette concentration il y a saturation),
elle est maximale pour une plus forte concentration de SR47063, de ’ordre de 100uM. La
différence de réponse observée pourrait résider dans leur différence d’affinité. Mais ceci
n’explique cependant pas la réponse du type sauvage au SR47063 qui est presque le double
de celle mesurée pour le P1075. Tout porte a croire que les mutations introduites déplacent
la courbe d’affinit¢ du SR47063 vers des valeurs plus élevées. Un plus grand nombre
d’expériences avec des concentrations d’ouvreurs différentes (10 et 100uM par exemple)

permettrait de lever toute ambiguité.
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Figure 64 : Exemples de réponses de canaux K rp mutants a ’ATP, au P1075 et au SR47063

Les canaux sont reconstitués dans des ovocytes de Xenope par co-injection d’ARN codant pour
les sous-unités Kir6.2 et SUR2A. Leur activité est mesurée par la technique du patch-clamp en
configuration patch excisé inside-out en présence de 150 mM K' symétrique a un potentiel de —50
mV. Le nombre de patch pris en compte est au moins de trois.

(A) Densite moyenne de canaux actifs représentés par le courant total mesuré en absence d’ATP
apres ’excision du patch.

(B) Histogramme représentant la moyenne des courants obtenus pour chaque construction aux
concentrations d’ATP indiquées. Ces valeurs sont normalisées par rapport a [’activité maximum
enregistrée en absence d’ATP.

(C) Histogramme représentant la moyenne des courants obtenus pour chaque construction. Les
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barres blanches représentent [’activité moyenne des canaux avant application du P1075. Les barres
noires representent [’activité moyenne en présence de 10 uM de P1075. Ces valeurs mesurées en
présence de 100 uM ATP sont normalisées par rapport a [’activité maximum enregistrée en absence
d’ATP

(D) Histogramme représentant la moyenne des courants obtenus pour chaque construction. Les
barres blanches représentent [’activité moyenne des canaux avant application du SR47063. Les
barres noires représentent l’activité moyenne en présence de 10 uM de SR47063. Ces valeurs
mesurées en présence de 100 uM ATP sont normalisées par rapport a [’activité maximum

enregistrée en absence d’ATP.

Afin de tester la sensibilité a I’ADP des canaux mutants, nous avons mesuré les
courants obtenus lorsque nous perfusons une solution d’ADP en absence d’ATP (Figure
65 A). Dans ces conditions les résultats obtenus sont plus reproductibles et permettent de
conclure de fagon plus franche. Les canaux mutants ne sont plus activés par 100 uM
d’ADP en absence d’ATP (Figure 65 B), ils sont méme inhibés par I’ADP. Il est plus
difficile de conclure sur une réelle activation des courants lorsque 1’effet de I’ADP est testé

en présence de 100 uM d’ATP (Figure 65 C).

- 162 -



Interdépendance des NBD

A B
1-2 7
100 uM ADP LJoATe
ATP w ° I 100 M ADP/0 ATP
(7]
\ ®
\ £ 1
o
| c
€
5nA L [\/ s
3
o
10s | ©
1-2(F1445L,V1447G) 0
100 uM ADP &\@\
i % 4\ &
Sl &
@”‘ 2
1nA ‘ 6 1 12
10s
1100 uMATP

Il 100 uM ADP/100 pM ATP

1-2(E1470D)

100 yM ADP

ATP —2mM 2mM

I
Courant normalisé

o o

o

| > & )
500 pA 2 ,\‘,P3 o
K

10s o
W

Figure 65 : Exemples de réponses de canaux K,rp mutants a ’ADP en absence ou en présence

d’ATP

Les canaux sont reconstitués dans des ovocytes de Xéenope par co-injection d’ARN codant pour
les sous-unités Kir6.2 et SUR2A. Leur activité est mesurée par la technique du patch-clamp en
configuration patch excisé inside-out en présence de 150 mM K= symétrique a un potentiel de —50
mV. Le nombre de patch pris en compte pour chaque construction est indiqué au dessus des
histogrammes.

(A) L’ADP (100 uM) est appliqué sur la face interne en absence d’ATP. Avant et aprés
application, des mesures en présence d 'une concentration totalement inhibitrice d’ATP (2 mM) et en
absence d’ATP définissent les limites inférieures (courant minimum car canaux entiérement fermés)
et supérieures (canaux maximalement ouverts) du signal.

(B) Histogramme représentant la moyenne des courants obtenus pour chaque construction. Les
barres blanches représentent le courant mesuré en absence d’ATP. Les barres noires représentent

l’activité moyenne en présence de 100 uM d’ADP. Ces valeurs sont normalisées par rapport a
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[activité maximum enregistrée en absence d’ATP.

(C) Histogramme représentant la moyenne des courants obtenus pour chaque construction. Les
barres blanches représentent le courant mesuré en présence de 100 uM d’ATP. Les barres noires
représentent [’activité moyenne en présence de 100 uM d’ADP et de 100 uM d’ATP. Ces valeurs

sont normalisées par rapport a [’activitée maximum enregistrée en absence d’ATP.

Les propriétés pharmacologiques et nucléotidiques des canaux mutants sont a
rapprocher de celles que I’on observe pour la construction 1-1: perte d’activation par

I’ ADP mais sensibilité aux ouvreurs potassiques toujours présente.

3 Discussion

La (Figure 66) illustre tous les résultats obtenus au cours de cette étude.
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Figure 66 : Tableau récapitulatif de tous les résultats obtenus.

Toutes les protéines sont bien produites (+). Elles s’adressent plus (+) ou moins (-) bien a la

membrane et répondent plus (+) ou moins (<) bien a I’ADP et aux ouvreurs pharmacologiques. (0

signifie qu’il n’y a pas d’effet).

La faible quantité de canaux détectés lorsque les protéines SUR hybrides sont co-
exprimées avec Kir6.2 laisse planer un doute quant a 1’identité moléculaire de ces canaux :
pourrait-il s’agir de Kir6.2 seul ? En effet John et al. (1998) ont montré que le systéme de
rétention au réticulum endoplasmique est saturable et que la surexpression de Kir6.2 seul
peut donner des canaux fonctionnels a la membrane. Cependant nos résultats démontrent
bien la présence de la sous-unit¢é SUR puisque les protéines hybrides 1-1* et 2-1* sont
encore sensibles aux ouvreurs pharmacologiques. Dans le cas de la protéine hybride 2-2%*,
la comparaison des sensibilités a ’ATP et a I’ADP par rapport au canal Kir6.2AC36
permet de lever toute ambiguité. Ainsi, nos résultats montrent que les protéines SUR2A
possédant des NBD identiques ou inversés parviennent a s’associer a la sous-unité Kir6.2
pour former des canaux Karp fonctionnels bien que leur adressage a la membrane

plasmique et leur régulation nucléotidique et pharmacologique soient perturbés.
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La liaison et I’hydrolyse des nucléotides sont supposées étre la source d’énergie
assurant le fonctionnement du transporteur ABC en induisant des changements
conformationnels au niveau des NBD et des TMD (Schneider et al., 1998). La non
équivalence des NBD a ét¢ montrée pour SUR et d’autres transporteurs ABC, mais son
impact sur la fonction est incertain. C’est pourquoi nous avons choisi de tester des

protéines SUR2A possédant des NBD identiques ou inversés.

De telles méthodes ont déja été employées chez d’autres protéines ABC. Beaudet et
Gros (1995) ont montré que bien que les NBD de la P-gp (glycoprotéine P ou MDRI)
soient trés similaires, une cellule exprimant une protéine avec deux NBD2 n’est pas viable.
Le changement et I’effet de la position des NBD au sein de la protéine CFTR ont
¢galement été testés (Pollet et al., 2000). Ils ont construit une série de chimeéres dans
lesquelles ils ont déplacé ou supprimé les NBD et ont regardé leur repliement, leur
adressage a la membrane et leur activité de canal chlorure. Leurs chiméres possédant des
NBD identiques ou inversés ¢taient mal repliées et retenues dans le réticulum
endoplasmique ou I’appareil de Golgi. TAP a également fait I’objet d’intenses recherches
(Daumke et al., 2001 ; Arora et al., 2001). Ces auteurs ont créé différents modéles ou ils
ont échangé les TMD et/ou les NBD. Les modeles possédant des TMD ou des NBD
identiques étaient inactifs. Ils en ont conclu que les deux types de TMD et de NBD étaient
nécessaires pour le transport, mais que leur arrangement moléculaire était indifférent.
Toutes ces conclusions sont a rapprocher des résultats obtenus avec nos protéines hybrides,
a savoir un probleme d’adressage membranaire, une perte de fonctionnalité de la protéine
en absence de NBDI et une certaine « symétrie » dans le fonctionnement de la protéine

puisque I’inversion des NBD ne semble pas perturber sa capacité a moduler Kir6.2.

La mutation E1507K (Aguilar-Bryan et Bryan, 1996) dans le motif B de Walker de
I’isoforme SURI est responsable de 1’hyperinsulinémie hypoglycémique persistante du
nourrisson qui se caractérise par une sécrétion d’insuline indépendante du glucose par les
cellules B pancréatiques. Cette mutation abolit I’activation par le Mg-ADP, soulignant
ainsi I’importance de 1’activation par I’ADP pour le bon fonctionnement des canaux Karp
en tant que capteurs métaboliques. Beaucoup de mutations responsables
d’hyperinsulinémie congénitale sont localisées au niveau des NBD de SUR1 (Sharma et
al., 2000) et leur caractérisation fonctionnelle a permis de les classer en deux groupes :
celles qui empéchent le bon adressage a la membrane plasmique et celles qui sont

responsables de la perte de sensibilité du canal a I’activateur endogeéne qu’est le Mg-ADP
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(Campbell et al., 2003). Ces observations pour I’isoforme SUR1 pourraient s’appliquer aux
résultats que nous avons obtenus pour les protéines SUR2A hybrides possédant deux NBD
identiques : les résidus clefs pour le bon repliement et le bon fonctionnement de la protéine
se retrouvent au niveau des deux NBD et tout deux sont indispensables pour le bon

fonctionnement du canal.

Par ailleurs, les nucléotides liés au magnésium ont des effets différents sur les deux
sous-unités composant le canal Kap. Ils inhibent Kir6.2 exprimé seul (Drain et al., 1998 ;
Zerangue et al., 1999) alors qu’ils activent le canal lorsqu’on co-exprime SUR et Kir6.2.
La liaison des nucléotides ne requiert pas des NBD intacts dans la mesure ou des mutations
dans les motifs A et B de Walker n’affectent pas I’'ICsoatp) (Gribble et al., 1997a ; Shyng
et al., 1997b). Au contraire, 1’activation du canal requiert des NBD intacts car des
mutations dans les motifs A et B de Walker atténuent fortement 1’effet du Mg-ADP. Nos
résultats confirment ces observations et vont méme plus loin : I'intégrité des deux NBD est
indispensable pour la bonne réponse du canal au Mg-ADP. Méme la mutation, qui pourrait
paraitre silencieuse, d’un glutamate en aspartate abolit cet effet. En revanche la position
des NBD au sein de la protéine ne semble pas étre importante pour observer cette

activation.

De précédentes études utilisant le ["TH]P1075 suggérent que les ouvreurs potassiques se
lient a une configuration particuliere du SUR qui requiert le magnésium et un nucléotide
hydrolysable. Les mutations des NBD abolissent fortement la liaison du [*H]P1075
(Dickinson et al., 1997 ; Hambrock et al., 1998 ; Loffler-Walz et Quast, 1998 ;
Schwanstecher et al ., 1998). Une récente étude montre que les deux NBD purifiés de
SUR2A présentent une faible activit¢ ATPase (Masia et al., 2005). D’autres données
suggerent que [’hydrolyse au NBD2 est nécessaire pour induire un changement de
conformation de SUR et ainsi que le canal soit activé (Bienengraeber et al., 2000) et
qu'une coopération entre les NBD plutdt qu’une contribution indépendante est critique
pour la régulation du canal (Zingman et al., 2002). Ces expériences suggerent que les
ouvreurs potassiques agissent non pas directement mais plutét en stimulant I’activité
ATPase aux NBD favorisant ainsi la conformation post hydrolytique li¢e au Mg-ADP,
conformation associée a un canal ouvert. Ce mécanisme ressemble a celui d’un transport
actif ou I’ouvreur joue le role de substrat. Mais nos résultats démontrent que le NBD2 n’est
pas indispensable pour ’activation par les ouvreurs ni méme le glutamate ce qui semble

indiquer que la liaison et 1’action des ouvreurs ne soient pas liées a ’hydrolyse de I’ATP.
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En ce qui concerne la mutation de la séquence signature pour la rendre canonique, des
travaux sur TAP ont montré que la présence de deux séquences canoniques améliorait d’un
facteur deux le transport de peptide (Chen et al., 2004). Dans le cas de SUR2A il ne

semble pas que I’on améliore les performances du canal.

Les recherches actuelles cherchent a comprendre comment les nucléotides liés aux NBD
de SUR peuvent influencer I’inhibition par ’ATP de la sous-unité Kir6.2. Un mécanisme
possible serait que 1’hydrolyse des nucléotides puisse induire un changement de
conformation particulier de SUR qui stabilise le canal dans un état ouvert et s’oppose ainsi
a ’effet inhibiteur de I’ATP, qui stabilise I’état fermé (Shyng et al., 1997a). Ce mécanisme
ressemble a celui proposé pour le canal CFTR, ou I’hydrolyse de I’ATP aux NBD produit
I’énergie nécessaire pour I’ouverture du canal (Gadsby et al., 1999). Mais il semble que
I’énergie de I’hydrolyse de I’ATP ne soit pas nécessaire pour la fermeture du canal
(Aleksandrov et al., 1998). L’énergie viendrait plutot de 1’interaction de CFTR avec le Mg-
ATP (Aleksandrov et al., 2000). Il semble méme que la liaison de nucléotides non
hydrolysables soit suffisante pour 1’ouverture du canal. L’hydrolyse permettrait la
réversibilité du phénoméne en conditions physiologiques. Ceci est en accord avec ce que
I’on observe pour le mutant SUR2A(E1470D) qui, en théorie, n’est plus en mesure

d’hydrolyser I’ATP.

Nos expériences mettent en évidence le fonctionnement modulaire des transporteurs
ABC, ou du moins de la protéine SUR. Les domaines cytoplasmiques peuvent étre
dupliqués ou échangés tout en conservant une protéine fonctionnelle (association avec
Kir6.2 pour former des canaux sélectifs au K" et sensibles a I’ATP). Cependant les
fonctions régulatrices de la protéine sont dans certains cas modifiées : perte de I’activation
par I’ADP dans le cas ou I’un des NBD est absent, perte de la sensibilité aux ouvreurs
pharmacologiques en absence de NBD1. Par ailleurs il a ét¢ montré que les mutations dans
les NBD alterent la spécificité ou 1’affinité des ouvreurs (Hambrock et al., 1999 ; Gribble
et al., 2000). Le temps de désactivation pharmacologique des canaux présentant des NBD
modifiés est plus court (affinité apparente plus faible), en particulier pour la protéine
hybride 1-1, ce qui laisse suggérer que la libération de 1’ouvreur dépend de I’interaction

entre les NBD.

Pour que le récepteur SUR soit fonctionnel, les deux domaines de liaison des
nucléotides doivent étre différents (NBD1 et NBD2). L’activation par ’ADP requiert un

NBD2 complet et fonctionnel, mais également un NBD1. Les ouvreurs n’agissent pas
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exactement par le méme mécanisme alors que leur site d’action semble commun. Nos
données ainsi que les données cristallographiques indiquent qu’il existe un couplage entre

les NBD pour I’activation pharmacologique du canal.

Avant de proposer un modéle, il est important de se rappeler qu’en conditions
physiologiques les canaux Karp sont dans un environnement qui contient plusieurs
millimolaires d’ATP contre quelques micromolaires de Mg-ADP. Ces concentrations
d’ADP ne sont donc pas suffisantes pour activer le canal. Au dela I’ADP devient inhibiteur
en se fixant sur la sous-unit¢ Kir6.2. En ce sens, je rejoins le modéle proposé par
Bienengraeber et al. (1999) qui se base non pas sur les concentrations intracellulaires
d’ATP et d’ADP mais sur des configurations particulieres du récepteur des sulfonylurées.
Ainsi, ils distinguent I’état inhibiteur Mg-ATP 1i¢ de 1’état activateur Mg-ADP lié.
L’activit¢ ATPase du NBD2 permet la production de Mg-ADP localement a partir de
I’ATP et assure ainsi 1’activation du canal. Cependant, mon modé¢le diverge du leur sur
différents aspects. Selon moi (i) le Mg-ATP li¢ au NBDI joue un role structural
primordial. Son absence est critique pour I’intégrité du canal (perte d’activation par les
ouvreurs et le Mg-ADP) (ii) ’effet des ouvreurs est indépendant de I’hydrolyse de I’ATP
au NBD2. La Figure 67 illustre ce modele qui est basé sur les résultats que 1’on obtient

avec les protéines SUR2A hybrides.
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Figure 67 : Modéle de différentes configurations de SUR assurant ’activation du canal.

Trois fonctionnements du récepteur des sulfonylurées sont possibles :

(A) dans le cas ou les NBD sont fonctionnellement équivalents et hydrolysent tous deux I’ATP, la
configuration ADP li¢ aux deux NBD est majoritaire.

(B) dans le cas ou les NBD sont fonctionnellement équivalents et n’hydrolysent pas [’ATP, la
configuration ATP lié aux deux NBD est majoritaire.

(C) dans le cas ou les NBD ne sont pas fonctionnellement équivalents et que seul le NBD2
hydrolyse I’ATP, la configuration ATP li¢ au NBD1 ADP li¢ au NBD2 est majoritaire et assure
lactivation du canal.

Les configurations majoritaires sont figurées par un rectangle grisé. Toutes les autres
configurations ne sont que transitoires. Celles qui autorisent la liaison de [’ouvreur sont marquées
d’une astérisque dans le cas d’une liaison de faible affinité et de deux astérisques dans le cas d’'une
forte affinite.

Nos résultats montrent que [’absence de ['un des NBD est critique pour le bon fonctionnement du
canal, ce qui suggere que les deux NBD ne sont pas fonctionnellement équivalents. Le modele (C)
correspond ainsi au fonctionnement de la protéine SUR2A sauvage. La configuration ATP li¢ au
NBDI, ADP li¢ au NBD2 assure [’activation du canal. La perfusion de Mg-ADP permet de
s affranchir de cette étape d’hydrolyse en se liant directement au NBD2 ou en remplagcant I’ADP
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déja present. Le Mg-ATP se lie préférentiellement au NBD1 puis sa liaison au NBD2 permet son
hydrolyse. De cette hypothése de fonctionnement on en déduit que le modéle (B) correspond a la
protéine possédant deux NBDI et que le modele (A) correspond a la protéine possédant deux
NBD?2. Ainsi [affinité du NBDI pour I’ATP est telle que la perfusion de Mg-ADP ne peut
remplacer le Mg-ATP déja lié aux deux NBDI et inhibe le canal via la sous-unité Kir6.2. La
configuration Mg-ADP lié aux deux NBDZ2 ne permet pas d’étre dans la configuration adéquate
pour la liaison des ouvreurs. Ceux-ci n’ont donc aucun effet sur la construction 2-2. Enfin, la
construction 2-1 est symétrique a la construction sauvage ce qui semble indiquer que les NBD
partagent des zones de contact communes avec les TMD et que leur inversion n’est pas critique

pour le fonctionnement du canal.
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Le canal Ka1p a ceci d’intéressant qu’il s’agit de 1’association d’un transporteur ABC et
d’un canal ionique. C’est donc un bon modele pour appréhender les relations
structure/fonction des transporteurs ABC a ’aide d’une technique particulicre : le patch-
clamp. Cette technique permet une étude plus aisée des propriétés pharmacologiques et
nucléotidiques du canal dans la mesure ou elle s’affranchit de toutes les techniques
d’amplification et de purification de protéines membranaires lourdes a mettre en ceuvre.
Cependant, la régulation des canaux Katp est complexe et n’est pas encore totalement
¢lucidée. Les travaux présentés dans ce mémoire avaient pour but d’identifier les structures
ainsi que mécanismes impliqués dans le fonctionnement du canal Karp au niveau

moléculaire.

Deux résultats importants ressortent de cette étude :

- Nous avons identifié un acide aminé, localisé dans la 17°™ hélice
transmembranaire, responsable de la sélectivité aux ouvreurs potassiques
SR47063 et P1075 de I’isoforme cardiaque (SUR2A). Nous avons également
montré que son environnement en résidus hydrophobes est important pour
réaliser des liaisons de m-stacking avec ces molécules qui possédent toutes un
cycle aromatique dans leur formulation chimique. Une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires, qui régissent la spécificité et
I’affinité¢ des molécules pharmacologiques pour un tissu donné, facilitera le

développement de thérapies plus ciblées.

- Nous avons également montré que les domaines de liaison des nucléotides
(NBD) sont interchangeables mais que deux domaines distincts sont
indispensables pour un fonctionnement optimal du canal. Nous avons ainsi mis
en évidence une coopérativité entre ces deux domaines et proposé un modele

de fonctionnement de la protéine SUR pour I’activation du canal.

Par ailleurs des résultats préliminaires, qu’il reste encore a approfondir, révelent
que la protéine SUR est capable de fixer des métaux lourds intracellulaires tels que le zinc
ou le cadmium. Cette fixation induirait un changement de conformation de SUR qui
conduirait ainsi a ’ouverture du canal. Dans cette hypothése SUR se comporterait comme
un transporteur bien qu’aucune activité de transport n’ait pu jusqu’alors €tre mise en

évidence chez cette protéine ABC.
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Enfin, en observant les alignements de séquences en acides aminés des protéines SUR,
nous avons mis en évidence une zone tres conservée comprenant une quinzaine de résidus
glutamates située entre le domaine NBDI1 et la douziéme hélice transmembranaire. Les
¢tudes faites au laboratoire ont permis de démontrer que cette région ne joue pas un role
critique dans la fonction et les interactions des deux sous-unité du canal quoique la
mutation de six acides aminés sur quinze affecte modestement les propriétés du Mg-ADP

et des ouvreurs potassiques.

De nombreuses interrogations subsistent encore. La manic¢re dont les changements
conformationnels des NBD sont transmis aux TMD reste une énigme. De plus, on ne sait si
la régulation de D'ouverture de Kir6.2 par SUR se réalise via les domaines
transmembranaires ou via les domaines cytoplasmiques. Le canal Karp est la cible de
nombreux agents modulateurs, bien plus que la plupart des canaux ioniques, sans doute
parce qu’il s’agit d’un complexe de deux protéines trés différentes. Comment les
régulateurs du canal tels que les nucléotides, les sulfonylurées et les ouvreurs potassiques
parviennent 2 moduler I’activité du canal, est un sujet d’intenses recherches. La résolution
de la structure en 3 dimensions de ce complexe hétéro-octamérique serait une étape

majeure pour en comprendre son fonctionnement.

Comme annoncé plus haut, I’étude du récepteur des sulfonylurées est aussi un bon
modele pour 1’étude des transporteurs ABC. Lorsque les relations structure/fonction de
SUR et les éléments nécessaires a son association avec Kir6.2 seront établis, on pourra
envisager de coupler d’autres transporteurs ABC au canal Kir6.2 afin d’en faciliter I’¢tude,

et d’étendre ces travaux a d’autres protéines membranaires.
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