
HAL Id: tel-04344581
https://theses.hal.science/tel-04344581v1

Submitted on 14 Dec 2023

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Régulation de l’excitabilité intrinsèque par Kv2.1 et son
implication dans les encéphalopathies épileptiques

Anne-Lise Paupiah

To cite this version:
Anne-Lise Paupiah. Régulation de l’excitabilité intrinsèque par Kv2.1 et son implication dans les
encéphalopathies épileptiques. Neurosciences [q-bio.NC]. Sorbonne Université, 2023. Français. �NNT :
2023SORUS353�. �tel-04344581�

https://theses.hal.science/tel-04344581v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


 
 

 
 
 
 
 

Sorbonne Université 
 
 

Ecole doctorale N° 158 
Cerveau, Cognition, Comportement 

 
 

Institut du Fer à Moulin 
Equipe « Plasticité des réseaux corticaux et épilepsie » 

 
 
 
 

REGULATION DE L ’EXCITABIL ITE INTRINSEQUE 
PAR KV2.1  ET SON IMPLICATION DANS LES  

ENCEPHALOPATHIES EPILEPTIQUES  
 
 

Par Anne-Lise Paupiah 

 

Thèse de doctorat de Neurosciences 

Dirigée par Pr. Marianne Renner 

 

 

Présentée et soutenue publiquement le 12 octobre 2023 

devant un jury composé de : 

 

 

 

Pr. Anne Roumier, Sorbonne Université     Présidente du jury 

Pr. Sabir Jacquir, Université Paris-Saclay     Rapporteur 

Dr. Eric Hosy, CNRS        Rapporteur 

Dr. Lydia Danglot, CNRS       Examinatrice 

Dr. Christian Specht, INSERM      Examinateur 

Pr. Marianne Renner, Sorbonne Université     Directrice de thèse  



1 
 

RESUME 

Les canaux Kv2, qui sous-tendent ≈ 80% du courant K+ à rectification retardée, sont nécessaires 

pour une repolarisation efficace de la cellule lors de décharges de potentiels d’action à forte fré-

quence. Cependant, il a été aussi suggéré que ces canaux aient un rôle lié à leur capacité de 

créer des clusters à la surface des neurones, au niveau du soma, des dendrites proximales et du 

segment initial de l’axone. En effet, certains clusters co-localisent avec des zones de contact 

entre la membrane plasmique et le réticulum endoplasmique et il a été proposé que Kv2.1 pourrait 

organiser ces contacts et moduler la signalisation calcique indépendamment de son rôle de canal 

potassique. De plus, une étude a montré que les canaux Kv2.1 présents dans les clusters ont 

une conductance très réduite. L’état de phosphorylation, régulée par l’activité neuronale, impacte 

de manière considérable leur dépendance au voltage et leur capacité à former des clusters.  

Les mutations de Kcnb1, le gène codant pour Kv2.1, ont été récemment associées à des encé-

phalopathies épileptiques, combinant crises épileptiques avec troubles moteurs et cognitifs. De 

manière intéressante, plusieurs mutations non caractérisées du point de vue fonctionnel, ciblent 

l’extrémité C-ter de la sous-unité Kv2.1, donnant des protéines tronquées dépourvues du do-

maine « Proximal Restriction and Clustering » (PRC) responsable de la formation de clusters. 

Les patients portant ces mutations n’ont pas toujours de troubles épileptiques mais présentent 

des retards cognitifs et troubles autistiques.  

Au cours de ma thèse j’ai donc cherché à caractériser deux mutations impactant le domaine PRC 

ayant comme hypothèse que leur incapacité à former de clusters aurait une conséquence fonc-

tionnelle sur l’excitabilité neuronale. Dans un premier temps, j’ai décrit les modifications de la 

distribution des canaux Kv2.1 Y533* et R583*, par des expériences de microscopie confocale et 

de super-résolution PALM/STORM en les transfectant dans des neurones pyramidaux en culture. 

Les canaux portant les sous-unités mutées se retrouvent redistribués vers les dendrites distales 

et ils forment de clusters de petite taille. L’analyse de leur diffusion latérale par suivi de particules 

uniques m’a permis d’avancer l’hypothèse que les sous-unités mutées forment des canaux mixtes 

avec les canaux endogènes non mutés, ce qui expliquerait leur formation résiduelle de clusters. 

Du point de vue fonctionnel, avec des expériences de patch-clamp j’ai montré que les neurones 

exprimant les sous-unités mutées ont une excitabilité réduite par rapport aux ceux exprimant les 

canaux sauvages. La littérature propose un rôle du Kv2 dans les propriétés actives ainsi que dans 

les transients calciques des dendrites. J’ai donc adapté un modèle biophysique de neurone py-

ramidal d’hippocampe (CA1) pour analyser cette possibilité en prenant compte de différences de 

distribution de canaux sauvages et mutés, ainsi que les variations de dépendance au voltage. Le 
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modèle prédit un effet important dans le cas d’une activation synaptique prolongée. Mes expé-

riences d’imagerie calcique confirment cette prédiction, car la stimulation des neurones en blo-

quant le Kv2 entraine une augmentation des transients calcique dendritiques révélant une action 

probable sur la rétropropagation de potentiels d’action.   

En conclusion, mes résultats suggèrent fortement que la régulation de la formation de clusters de 

Kv2.1 participe au contrôle de l’excitabilité neuronale et que la modification de leur conductance 

dans les dendrites pourrait modifier l’intégration et la plasticité synaptique. 
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ABSTRACT 

Kv2 channels, which underlie ≈ 80% of delayed-rectifier K+ current, are required for efficient cell 

repolarization during high-frequency action potential firing. However, it has also been suggested 

that these channels have a role related to their ability to create clusters on the surface of neurons, 

at the soma, proximal dendrites and the initial segment of the axon. Indeed, some clusters co-

localize with areas of contact between the plasma membrane and the endoplasmic reticulum, and 

it has been proposed that Kv2.1 could organize these contacts and modulate calcium signalling 

independently of its role as a potassium channel. Furthermore, one study showed that Kv2.1 

channels present in clusters have a very reduced conductance. The state of phosphorylation, 

regulated by neuronal activity, has a considerable impact on their voltage dependence and ability 

to form clusters.  

Mutations in Kcnb1, the gene coding for Kv2.1, have recently been associated with epileptic en-

cephalopathies, combining seizures with motor and cognitive disorders. Interestingly, several 

functionally uncharacterized mutations target the C-ter end of the Kv2.1 subunit, resulting in trun-

cated proteins lacking the “Proximal Restriction and Clustering” (PRC) domain responsible for 

cluster formation. Patients with these mutations do not always have epileptic disorders, but pre-

sent cognitive delays and autistic disorders.  

During my thesis, I set out to characterize two mutations impacting the PRC domain, with the 

hypothesis that their inability to form clusters would have a functional consequence on neuronal 

excitability. First, I described changes in the distribution of Kv2.1 channels Y533* and R583*, 

using confocal microscopy and PALM/STORM super-resolution experiments, by transfecting 

them into cultured pyramidal neurons. Channels carrying mutated subunits are redistributed to-

wards distal dendrites, forming small clusters. Analysis of their lateral diffusion by tracking single 

particles led me to the hypothesis that mutated subunits form mixed channels with endogenous 

non-mutated channels, which would explain their residual cluster formation. From a functional 

point of view, with patch-clamp experiments I have shown that neurons expressing mutated sub-

units have reduced excitability compared with those expressing wild-type channels. The literature 

suggests a role of Kv2 in the active properties and calcium transients of dendrites. I therefore 

adapted a biophysical model of the pyramidal hippocampal neuron (CA1) to analyse this possi-

bility, taking into account differences in the distribution of wild-type and mutated channels, as well 

as variations in voltage dependence. The model predicts a significant effect in the case of pro-

longed synaptic activation. My calcium imaging experiments confirm this prediction, as stimulation 
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of neurons with Kv2 blockade results in an increase in dendritic calcium transients, revealing a 

likely action on action potential back-propagation.   

In conclusion, my results strongly suggest that the regulation of Kv2.1 cluster formation is involved 

in the control of neuronal excitability, and that altering their conductance in dendrites could modify 

synaptic integration and plasticity. 
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GLOSSAIRE 

Burst 

Dans certains neurones, un burst correspond à un patron de décharge avec des générations de 

potentiel d’action rapides suivies de périodes de repos beaucoup plus longues. Le nombre de 

potentiel d’action, la période d’activité ou le temps de repos sont différents en fonctions du type 

cellulaire étudié. Les bursts sont impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques comme 

l’encodage neuronal, la plasticité ou la mémorisation mais également dans des pathologies tel 

que l’épilepsie.  

 

Cluster 

Le mot cluster vient de l’anglais et est défini comme un groupe/agrégat/ensemble. En microscopie 

ce mot est utilisé pour définir l’organisation des protéines en groupe ayant une forte densité par 

rapport à l’extérieur du cluster. Généralement, les clusters sont identifiés par des paramètres de 

taille et de densité par des algorithmes de clustering qui peuvent différer en fonction du type de 

microscopie. En biologie, la formation de clusters sous-tend une fonctionnalité particulière ou une 

recherche d’optimisation de signalisation.  

 

Depolarization block 

Un depolarization block correspond à un état électrophysiologique particulier des neurones où 

malgré une stimulation dépolarisante maintenue sur un temps long, la génération de potentiel 

d’action n’est plus possible. Cet état silencieux des neurones est marqué par un potentiel de 

membrane constant près du seuil de décharge. Ce haut potentiel de membrane ne permet pas 

aux canaux sodique voltage dépendants inactivés suite à la décharge de potentiel d’action de se 

réactiver (car nécessite une hyperpolarisation), le neurone ne peut donc plus faire de potentiels 

d’action.  

 

Knock-out ou knock-in 

En génétique, les termes knock-out ou knock-in sont utilisés pour désigner l’inactivation totale ou 

partielle d’un gène. Ces techniques permettent d'étudier la fonction d'un gène spécifique in vivo 

et de comprendre le rôle du gène dans le développement normal et la physiologie ainsi que dans 

la pathologie. Les knock-out génétiques sont largement utilisés dans de nombreux organismes 

différents, notamment les bactéries, les levures, les drosophiles, le poisson-zèbre et les souris.  
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Stack 

En microscopie, des acquisitions en tranches optiques successives dans le plan z constituent un 

stack donc une pile d’images, qui peut être traitée pour créer une image 3D. Le stack peut éga-

lement être fusionné en une image 2D, de façon générale en ne gardant que l’intensité maximale 

de chaque pixel à travers la pile (projection maximale).  

 

V1/2 

Pour comparer les cinétiques et la dépendance au voltage de différents canaux, une des mesures 

les plus courantes est le V1/2 qui correspond au voltage auquel la conductance d’un canal est 

égale à 50% de sa conductance maximale. Cette mesure s’obtient sur les courbes de conduc-

tances par rapport au voltage de la membrane du neurone.  

Dans ce travail, le V1/2 servira de raccourci pour signifier la dépendance au voltage.  
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INTRODUCTION 

 Le neurone est l'unité fonctionnelle du système nerveux dont la fonction principale est la 

transmission d'information. Qualifié d'excitable, le neurone est capable de communiquer via la 

génération de courants. Ces courants sont portés par les ions qui s'accumulent de façon inégale 

de chaque côté de la bicouche lipidique composant la membrane plasmique. Cette répartition 

non homogène de charges crée le potentiel de membrane (Vm) qui varie avec les mouvements 

de ions au travers de la membrane par le biais de diverses molécules telles que les pompes, les 

transporteurs ou les canaux ioniques. Un flux ionique en réponse à un stimuli va alors être traduit 

en hyperpolarisation ou dépolarisation du Vm. La direction de ce flux ionique est déterminée par 

le potentiel d’inversion des ions ENa+ et EK+, respectivement pour les ions Na+ et K+, calculés sur 

la base des concentrations intra- et extracellulaires, et sur le Vm de la membrane des neurones 

(Raghavan et al., 2019). 

Figure 1. Les différentes phases d'un potentiel d'action. 

La dépolarisation de la membrane doit être suffisante pour dépasser la valeur mini-

male du seuil de déclenchement du PA. Lors de la phase ascendante, les canaux 

sodiques s’ouvrent laissant entrer les ions Na+, dépolarisant davantage la membrane 

plasmique du neurone. La phase descendante du PA se produit lorsque les canaux 

sodiques s’inactivent et que les canaux potassiques commencent à s’ouvrir. Les ions 

K+ sortent, participant à la repolarisation de la membrane. L’ouverture prolongée des 

canaux potassiques crée une hyperpolarisation de la membrane qui se réduit à leur 

fermeture, avant que la membrane ne retourne à son potentiel de repos. Adapté de 

(Tritsch et al., 1999). 
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 Un potentiel d'action (PA) (Figure 1) correspond à une inversion transitoire de la polarité 

du potentiel de membrane et requiert des canaux ioniques voltage-dépendants. Ces canaux sont 

régulés par les variations du Vm qui régissent leur ouverture et le passage des ions. Leur sélec-

tivité au passage à certains ions permet de les différencier en plusieurs familles dont les princi-

pales sont perméables aux ions sodium (Na+) ou au ions potassium (K+) (Hille, 1985). L'implica-

tion séquentielle de ces canaux participe à chaque phase du PA (Baranauskas, 2007; Tritsch et 

al., 1999). 
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I. Kv2.1, canal potassique à rectification retardée 

 

I. A. Le gradient électrochimique des ions K+  

 

L’homéostasie de la concentration des ions K+ à un rôle primordial dans l’excitabilité des 

neurones. La concentration des ions K+ dans les neurones des mammifères est plus élevée dans 

le compartiment intracellulaire (140 mM) que dans le compartiment extracellulaire (5 mM) (Clau-

sen & Poulsen, 2013; Erecińska & Silver, 1994; J. Liu et al., 2020; Prince et al., 1973; Proskurina 

& Zaitsev, 2022). Les ions étant des particules chargées, ce gradient de concentration engendre 

également un champ électrique transmembranaire. Or, lors de la décharge de PA, la repolarisa-

tion rapide de la phase descendante est majoritairement induite par une sortie massive des ions 

K+ dans le milieu extracellulaire (Tritsch et al., 1999).  

Un changement dans ce gradient de concentration est observé dans de nombreuses pa-

thologies. L’utilisation de modèle mathématique in silico (Cressman et al., 2009) ou l’enregistre-

ment de la concentration extracellulaire en ions K+ ex vivo (Proskurina & Zaitsev, 2022) montre 

une augmentation allant jusqu’à 8 à 10 mM lors d’activité épileptiforme. Également, le dérègle-

ment de la recapture des ions K+ extracellulaires par les cellules gliales a été mis en évidence 

dans les traumatismes crâniens ou les ischémies, menant à la modification de l’excitabilité des 

neurones ou à la mort cellulaire (D’Ambrosio et al., 1999; Leis et al., 2005). Un contrôle efficient 

et rapide est donc nécessaire pour maintenir l’homéostasie des ions K+. 

L’intervenant majoritaire permettant l’entrée des ions K+ dans les neurones est la pompe 

Na/K-ATPase, transport actif primaire électrogénique qui fait sortir trois ions Na+ et fait entrer 

deux ions K+. Comme cette pompe exerce une action qui va à l’encontre des gradients de con-

centration, l’énergie nécessaire à cet échange est apportée par l’hydrolyse d’une molécule d’ATP. 

Son action est fondamentale et a été estimée nécessitant 50% de l’énergie consommée par le 

cerveau (Erecińska & Silver, 1994; Morth et al., 2011; Pivovarov et al., 2019; N. Xu, 2013).  

Comme mentionné précédemment, les cellules gliales, notamment les astrocytes et oli-

godendrocytes, ont un rôle conséquent dans la capture des ions K+ présents dans le milieu ex-

tracellulaire, au niveau des synapses mais également des nœuds de Ranvier (Beckner, 2020; 

Ransom et al., 2000). Grâce à la pompe Na/K-ATPase mais également au co-transporteur KCl 

et aux canaux Kir, présents sur leur membrane, les cellules gliales ont un rôle « d’éponge » sur 

les ions K+ permettant au milieu extracellulaire localisé près de la membrane des neurones de 

garder une concentration suffisamment basse pour que la direction du flux ionique entraine un 
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courant hyperpolarisant (D’Ambrosio et al., 2002; Grafe & Ballanyi, 1987; Laming, 2000; Walz, 

2003). 

En ce qui concerne la sortie des ions K+ vers le milieu extracellulaire, les acteurs sont 

nombreux : les canaux de fuite responsables du passage passif des ions à travers la membrane 

(Cohen et al., 2009; X.-Y. Li & Toyoda, 2015; Natale et al., 2021) ; les récepteurs aux neurotrans-

metteurs notamment les récepteurs au glutamate qui ouverts laissent passer les cations (Pivova-

rov et al., 2019; Traynelis et al., 2010) et les canaux potassiques calcium- ou voltage-dépendants 

(Gutman et al., 2005; McManus, 1991; Sah & Davies, 2000). 

 

I. B. Les canaux potassiques voltage-dépendants (Kv) 

 

I. B. 1. Présentation et phylogénie 

 

Constituant la plus large famille de canaux voltage-dépendants, la famille des canaux po-

tassique voltage-dépendants (Kv) est codée par quarante gènes pour douze sous-familles diffé-

rentes chez l’Homme (Gutman et al., 2005; Moran et al., 2015). Les Kv s’encrent profondément 

dans le Vivant car présents dans la quasi-totalité des organismes (Kuo et al., 2005). De façon 

intéressante, leur séquence est très conservée à travers les espèces si bien chez les plantes (T. 

Sharma et al., 2013) que chez les bactéries (Doyle et al., 1998; MacKinnon et al., 1998) ou les 

organismes pluricellulaires (Duran-Urriago & Marzen, 2023; Moran et al., 2015).  

L’étude génétique des Kv débute en 1969 chez la drosophile, Drosophila melanogaster, 

où est identifié le gène Shaker codant pour un canal potassique dont la mutation entraine un 

tremblement des pattes sous anesthésie (Kaplan & Trout, 1969; Papazian et al., 1987). Seront 

ensuite identifiés les gènes Shab, Shaw et Shal, les quatre étant regroupés dans la branche 

« Shaker », codant pour des canaux potassiques dont l’équivalent correspond respectivement 

aux sous-familles des Kv1, 2, 3 et 4 chez l’Homme. De la même façon sera découvert la branche 

« Eag », comprenant les gènes eag, erg et elk, correspondant aux Kv10, 11 et 12 (Frolov et al., 

2012). Le dernier canal potassique découvert chez la drosophile en 1986, par le biais du phéno-

type mutant « slowpoke », appartient à une classe de canaux potassique différente remarquable 

par son activité dépendante du voltage mais également du calcium (Elkins et al., 1986; Frolov et 

al., 2012).  
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La structure des Kv se dévoile par des études de cristallographie d’abord menées sur le 

canal KcsA de la bactérie Streptomyces lividans, tétramère dont chaque sous-unité est composée 

de deux hélices transmembranaires (Doyle et al., 1998). Due à la conservation de séquence très 

forte observée chez les Kv, le KcsA a permis d’émettre des hypothèses sur la structure du pore, 

du filtre sélectif et du blocage des canaux Kv des eucaryotes (Figure 2) (Z. Lu et al., 2001; MacK-

innon et al., 1998; Sansom et al., 2002).  

 

Figure 2. Conservation de séquence des Kv dans différentes espèces. 

La séquence génétique des Kv est très conservée d’une espèce à l’autre. Dans l’ordre 

sont ici représentés la numération et la séquence du canal KcsA chez la Strepto-

myces lividans ; kch, Escherichia coli ; Shaker, Drosophila melanogaster ; hKv1.1, 

Homo sapiens ; hDRK, Homo sapiens ; Celegans, Caenorhabditis elegans ; mSlo, 

Mus musculus ; Akt1, Arabidopsis thaliana ; herg, Ratticus norvegicus. En rouge est 

marqué la séquence du filtre de sélectivité et en bleu les résidus critiques à la fonction 

du pore. Adapté de (Doyle et al., 1998). 

 

Il faudra attendre le développement de la microscopie électronique pour que la structure 

fine et notamment les différentes conformations des Kv ne soient élucidées (Nimigean, 2022). 

Bien que leur structure reste hautement similaire, chacun des Kv diffère par sa localisation tissu-

laire : cœur, muscle, cerveau, mais également par sa localisation subcellulaire. Leur pluralité et 

distribution variée sous-tendent à un éventail large de fonction dans les cellules (Gutman et al., 

2005).  

 

I. B. 2. Structure des Kv 

 

 Composés de quatre sous-unités 𝛼, les canaux Kv sont des tétramères exprimés à la 

membrane plasmique de nombreux types cellulaires. Chaque sous-unité comprend six domaines 
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transmembranaires, nommés de S1 à S6, et une région semi-transmembranaire du côté extra-

cellulaire appelée « P-loop ». Les queues NH2-terminale (N-ter) et COOH-terminale (C-ter) sont 

placées du côté intracellulaire de la membrane (Figure 3A). La longueur de ces queues diffère 

d’un Kv à l’autre, leur poids moléculaire est donc très variable (Gutman et al., 2005). Certains de 

ces canaux peuvent s’associer en homo- ou hétérotétramères, avec différentes sous-unités 𝛼 ou 

des sous-unités 𝛽, rendant la variabilité de ses canaux encore plus importante (Pongs, 1997). 

 

Figure 3. Structure générale des canaux Kv de la branche « Shaker ». 

(A) Les sous-unités majoritaires 𝛼 sont arrangées en six segments transmembra-

naires de S1 à S6 chacun reliés par des boucles intra- ou extracellulaires. La P-loop, 

boucle reliant le S5 au S6 présente la particularité de s’insérer à mi-membrane. Le 

segment S6 possède une séquence charnière qui permet un positionnement différent 

de l’hélice du côté intracellulaire. Les queues N-ter et C-ter sont positionnées du côté 

intracellulaire. Le domaine T1, nécessaire à la tétramérisation, se trouve sur la queue 

N-ter. Le segment S6, le P-loop et le S5 constituent le pore du canal, le segment S4 

est le domaine sensible au voltage et les segments S3 à S1 assurent la structure et 

la stabilité. Adapté de (Börjesson & Elinder, 2008).  

(B) Les canaux potassiques voltages dépendants sont composés de quatre sous-

unités 𝛼 qui s’assemblent en tétramère pour former un canal complet, avec le pore 

au centre, flanqués des segments S5 et S6. Adapté de (Bocksteins & Snyders, 2012). 

(C) C’est le mouvement des segments S4, qui permet le changement de conformation 

qui induit l’ouverture du canal et le passage des ions K+ vers le milieu extracellulaire. 

Adapté de (Börjesson & Elinder, 2008). 

A 

B C 
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I. B. 2. a. La sélectivité aux ions K+ 

 

Dans les canaux Kv, les hélices transmembranaires s’agencent de sorte à ce que les 

segments S5 et S6, reliés par la P-loop, forment le pore du canal (Figure 3B). Pour déchiffrer les 

mécanismes entrainant la vitesse du passage des ions K+, la structure de ce pore a été vastement 

étudiée notamment en se basant sur les cristallographies existantes du canal KcsA (Doyle et al., 

1998).  

Une des principales caractéristiques de ce pore est la cavité centrale, une dilatation d’en-

viron 10 Å, située à mi-chemin au travers de la membrane. Celle-ci sert à maintenir l’hydratation 

des ions par huit molécules d’eau par ion K+. Cet agencement du canal permet de garder les ions 

dans un environnement électriquement stable (Yellen, 2002; Zhou et al., 2001). Il a également 

été montré que bien que la cavité centrale puisse accueillir plus de molécules d’eau, seules huit 

sont présentes car ordonnées de manière à ce qu’elles ne soient ni proches du milieu aqueux 

intracellulaire ni du milieu extracellulaire. Il n’y a donc pas de liaison hydrogène possible entre les 

molécules d’eau de la cavité centrale et celles situées à l’extérieur, rendant les interactions de 

stabilisation des ions K+ plus disponibles (Roux & MacKinnon, 1999; Zhou et al., 2001).  

 De plus, la structure du KcsA a révélé le repli d’hélices 𝛼 dont l’extrémité pointe vers l’in-

térieur du pore. Ainsi orientées ces hélices, et notamment les atomes d’oxygène des résidus, 

constituent des dipôles dont les extrémités négatives sont pointées vers le vestibule intracellulaire 

et sur lesquelles repose la sélectivité cationique du canal. Cette région d’une taille d’environ 3 Å, 

se situe juste en amont du filtre de sélectivité composé d’une séquence TVGYG très conservée, 

dans la région du P-loop (Figure 2) (D. M. Kim & Nimigean, 2016; Pongs, 1997; Sansom et al., 

2002; Yellen, 2002). La taille restreinte de ce filtre de sélectivité des Kv, ne permet pas l’accom-

modation des ions cationiques de grande taille tel que les ions césium, mais pourrait cependant 

accueillir des ions Na+ dont le diamètre est moindre de celui des ions K+ (1.90 Å pour un ion Na+ 

contre 2.66 Å pour un ion K+). Cependant, la région du P-loop s’étend jusqu’au côté extracellulaire 

formant un passage étroit, hydrophobe et rigide bordé de « cages » d’oxygènes, composées de 

plusieurs groupes de quatre atomes d’oxygène. Ces atomes, portés par des groupes carboxyles, 

servent de remplacement aux molécules d’eau pour stabiliser les ions K+ déshydratés traversant 

le canal après avoir quitté la cavité centrale. Les ions Na+ ont donc un diamètre trop petit pour 

s’insérer et être stabilisés par des liaisons hydrogènes des cages d’oxygène (Bezanilla & Arm-

strong, 1972; D. M. Kim & Nimigean, 2016; Noskov et al., 2004; Yellen, 2002).  
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 La rapidité de conduction des ions K+, au travers des Kv, repose sur le passage de plu-

sieurs ions K+ en même temps. Le canal formé des quatre régions P-loop est capable de faire 

passer deux ions K+ à la file. La répulsion de charges positives entre les ions (écartés dans le 

canal de 7 Å), déstabilise les ions et contrebalance les liaisons hydrogènes avec les cages d’oxy-

gène. Les interactions sont donc transitoires et permettent aux ions K+ de se déplacer plus rapi-

dement pour traverser le pore du canal (Doyle et al., 1998; D. M. Kim & Nimigean, 2016; Yellen, 

2002).  

 

I. B. 2. b. Le domaine sensible au voltage  

 

Le segment S4 des canaux Kv est le domaine sensible au voltage. Pour étudier la struc-

ture et la fonction de ce segment, la littérature se base sur la cristallographie et la caractérisation 

fonctionnelle du KvAP de l’archéobactérie Aeropyrum Pernix, et de l’homologie de séquence des 

canaux Kv (Y. Jiang et al., 2003; Ruta et al., 2003).  

Dans la séquence protéique du segment S4, un résidu chargé positivement est retrouvé 

tous les trois résidus. Dans la grande majorité des Kv, ces résidus correspondent à cinq arginines 

bien que certaines d’entre elles peuvent être substituées par des lysines (Börjesson & Elinder, 

2008; Yellen, 2002). Par mutagénèse dirigée, ces résidus ont été montrés comme étant ceux 

responsables du mouvement de charges nécessaires à l’ouverture des canaux Kv (Aggarwal & 

MacKinnon, 1996; Seoh et al., 1996). La conformation ouverte présumée des canaux Kv montre 

les cinq premières arginines labellisées de R0 à R4 situées proches du bord extracellulaire (D. 

M. Kim & Nimigean, 2016). Les charges positives du segment S4 interagissent avec des charges 

négatives situées sur les segments S1 à S3 rendant l’intérieur de la protéine électriquement 

neutre (Börjesson & Elinder, 2008). 

Il a été déterminé que pour que le canal puisse s’ouvrir, il est nécessaire qu’au moins 

douze charges se déplacent au travers du champ électrique créé par la membrane. Dans le cas 

des canaux Kv, il faut donc au moins trois charges par sous-unité pour que le canal passe d’un 

état fermé à un état ouvert (Aggarwal & MacKinnon, 1996; Long et al., 2007; Seoh et al., 1996). 

 Lorsque le Vm est négatif, le segment S4 est localisé dans une position proche du côté 

intracellulaire. Mais le passage vers des Vm plus positifs (dépendamment de la sensibilité au 

voltage des différents Kv), pousse le segment S4 vers l’extérieur c’est-à-dire du côté extracellu-

laire du canal (Figure 3C). Ce mouvement similaire à celui d’un tournevis, va déplacer le segment 

S4 d’environ 15 Å, de façon à ce que chaque charge positive prenne la place de la précédente 
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pour maintenir leur distribution générale dans le centre du canal tout en produisant une translo-

cation de charge à travers la membrane (Börjesson & Elinder, 2008; D. M. Kim & Nimigean, 2016; 

Long et al., 2007). 

 Le mouvement du segment S4 va avoir un impact sur la région de lien entre le S4-S5 

couplée au segment S6. En effet, l’entrée du vestibule intracellulaire des canaux Kv est inacces-

sible à cause du croisement des faisceaux des hélices 𝛼 des segments S6 provenant des quatre 

sous-unités formant le canal. Ce croisement des hélices 𝛼 empeche l’accès des ions à la cavité 

centrale (D. M. Kim & Nimigean, 2016; Yellen, 2002). Cet enchevêtrement empêchant l’accès à 

la cavité centrale est possible grâce à une séquence PxP ou PxG (où x représente un acide aminé 

hydrophobe) hautement conservé qui permet le repliement de ces hélices (Holmgren et al., 1998; 

Long et al., 2007). Cette région charnière est une structure clé sur laquelle la région connectant 

le S4-S5 va appuyer lors du mouvement en tournevis du domaine sensible au voltage (D. M. Kim 

& Nimigean, 2016; Long et al., 2007). Un large mouvement des segments S4 vers l’intérieur va 

pousser les régions de connexion S4-S5 sur les charnières des hélices 𝛼 des S6 entrainant la 

fermeture du canal et inversement (Börjesson & Elinder, 2008). De façon intéressante, ce blocage 

stérique à un impact important sur l’action de certains bloqueurs, dont des molécules anesthé-

siantes qui se lient à l’intérieur de la cavité centrale. Ces bloqueurs peuvent donc être pris au 

piège à l’intérieur du canal si les faisceaux des hélices 𝛼 se referment (Armstrong, 1971). 

 L’ouverture du canal se produit donc en deux temps : (1) le mouvement indépendant des 

quatre segments S4 suivi de (2) l’ouverture du canal par le dépliement des faisceaux des hélices 

𝛼 des segments S6 (Börjesson & Elinder, 2008).  

 

I. B. 2. c. Inactivation des canaux Kv 

 

 Comme décrit précédemment, les canaux Kv peuvent se fermer par une action stérique 

des segments S6. Or, cette action prend du temps et ne correspond pas au délai imposé dans le 

cas de décharge neuronale par exemple. L’arrêt de l’efflux d’ions K+ passe donc par deux princi-

paux types d’inactivation étudiés dans les canaux Shaker, dont les mécanismes sont généralisés 

à l’ensemble de la famille Kv.  

 Le premier type d’inactivation est dit de type-N. C’est une inactivation rapide, de quelques 

millisecondes, qui fait intervenir une région de la queue N-ter des sous-unités 𝛼 ou 𝛽 (Yellen, 

2002). Cette inactivation ne peut se produire que lorsque le canal est ouvert c’est-à-dire que les 

hélices 𝛼 des S6 sont décroisées. Certains canaux Kv ont donc une conduction qui n’est que 

transitoire. Puisqu’il s’agit d’une partie auto-inhibitrice de la protéine qui se replie et vient bloquer 
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l’entrée du canal, ce mécanisme est souvent décrit comme le mouvement d’une balle au bout 

d’une chaine (Antz & Fakler, 1998; Hoshi et al., 1990). Il est important de noter que bien qu’il n’y 

ait que très peu d’homologie de séquence concernant la queue N-ter des canaux Kv capables de 

l’inactivation de type-N, des résidus chargés positivement ou hydrophobes sont toujours mis en 

jeu (Antz & Fakler, 1998). 

 L’inactivation de type-C est plus lente et consiste en une fermeture du filtre de sélectivité. 

Il a été proposé que la conformation fermée des Kv serait de structure similaire au KcsA lorsque 

la concentration en ions K+ est faible. Dans ce cas, les groupes carboxyles, au lieu de pointer 

vers le centre du pore, se projettent en diagonale créant un affaissement du pore. Ce type d’inac-

tivation est capable de se déclencher même lorsque le stimulus d’ouverture est toujours actif 

(Yellen, 2002; Zhou et al., 2001). Il a également été montré que cette inactivation se met en place 

lorsque l’accumulation des ions K+ dans le compartiment extracellulaire est trop importante, dans 

le cas des neurones, cela pourrait être une situation d‘activité de décharge prolongée (D. M. Kim 

& Nimigean, 2016).  

 Les deux types d’activation ne sont pas sans lien puisqu’il a été constaté que, lorsque le 

canal est capable de s’inactiver de manière rapide par le type-N, cette action aurait pour effet 

d’amplifier l’inactivation de type-C. Dans un premier temps, le blocage de l’entrée des ions K+ par 

l’auto-peptide inhibiteur, réduit l’efflux d’ion K+ permettant de réduire les interactions entre les ions 

et la partie extracellulaire du canal qui préviendrait l’inactivation de type-C. Dans un second 

temps, puisque l’entrée du canal est maintenue ouverte, l’action de l’inactivation de type-C peut 

est prolongée dans le temps (Baukrowitz & Yellen, 1995; Hoshi et al., 1991). 

 

I. B. 2. d. Tétramérisation, modifications post-traductionnelles et sous-unités 𝛽 

 

 Les canaux Kv de la famille des Shaker forment des homo- ou des hétérotétramères en 

associant quatre sous-unités 𝛼 et sont aussi capables de s’associer à des sous-unités auxiliaires 

𝛽. Cette interaction entre sous-unités est possible grâce au domaine de tétramérisation, T1, pré-

sent sur la queue N-ter des sous-unités (Figure 3) (Gutman et al., 2005; M. Li et al., 1992; Shen 

& Pfaffinger, 1995). Cette région sert également à l’interaction avec d’autres protéines. Très con-

servée, le domaine T1 est riche en résidus hydrophobes critiques pour la formation d’un canal 

complet mais également pour son repliement correct. La tétramérisation des canaux est cruciale 

pour maintenir l’intégrité structurelle, notamment lors des forces générées pendant l’ouverture et 

la fermeture du pore (Miller, 2000). 
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 La variabilité induite par l’assemblage de plusieurs sous-unités 𝛼 ou 𝛽 vient modifier les 

cinétiques des canaux, leurs pharmacologies et propriétés structurelles. Cette variabilité est d’au-

tant plus critique dans le contrôle de l’excitabilité des neurones (Pongs, 1997; Scott et al., 1994; 

Sheng et al., 1993). Des mutations de ce domaine de tétramérisation et de l’interaction avec des 

sous-unités auxiliaires entrainent des cas pathologiques comme par exemple des arythmies car-

diaques (McCrossan & Abbott, 2004).  

Selon la branche des Kv considérée, les modifications post-traductionnelles sont variées. 

Parmi les modifications majoritaires, peut être citée, la glycosylation sur la boucle extracellulaire 

entre le segment S1 et S2. Sur ces sites, des structures glucidiques peuvent être couplées à des 

structures d'acide sialique chargées négativement (Börjesson & Elinder, 2008). Impliquée dans 

la formation d'oligomères et la stabilisation à la membrane, la glycosylation permet également 

l’interaction de partenaires protéiques nécessaires pour permettre aux canaux Kv de naviguer du 

réticulum endoplasmique (RE) vers l’appareil de Golgi. Une fois qu'un canal entre dans le Golgi, 

les glycanes centraux qui ont été ajoutés au canal dans le RE sont élaborés davantage (H. S. 

Lee et al., 2015; Nguyen & Brodsky, 2023). En prenant pour exemple le Kv1.1, un défaut de 

glycosylation entraine des changements de cinétique d’activation, de dépendance au voltage 

mais également une inactivation de type-C plus lente (Sutachan et al., 2005; Watanabe et al., 

2003). Sur ce même canal, le Kv1.1, un résidu cystéine compris dans la boucle entre le segment 

S2 et S3 permet la liaison à un acide palmitique. Cette palmitylation, est impliquée dans l’interac-

tion du Kv1.1 avec les lipides de la membrane plasmique et leur contribution au changement de 

conformation du au changement du Vm (Gubitosi-Klug et al., 2005). Un autre exemple serait la 

palmitylation du Kv1.5 qui réduit son expression à la surface (Jindal et al., 2008). Une des modi-

fications post-traductionnelles les plus étudiées est la phosphorylation. L’ajout ou le retrait de 

groupe phosphate sur la structure des canaux (sous-unité 𝛼 ou 𝛽) passe par des cascades de 

signalisation intracellulaires majoritaires dans les cellules. Les facteurs de phosphorylation, ki-

nases ou phosphatases, sont nombreux rendant ce processus très versatile. La phosphorylation 

à un impact différent sur les Kv mais joue toujours sur le niveau d’expression à la surface, la 

fonction ou la localisation des canaux (Cerda & Trimmer, 2010; Vacher & Trimmer, 2011).  

 Le domaine T1 et les modifications post-traductionnelles sont deux processus importants 

à l’interaction des sous-unités 𝛼 avec les sous-unités 𝛽. Ces dernières sont catégorisées en plu-

sieurs familles : les protéines solubles cytosoliques dénommées Kv𝛽, les protéines associées 

aux canaux potassiques (KChAP) et les protéines qui interagissent avec les canaux potassique 

(KChIP). Les membres de la famille Kvβ sont des protéines solubles qui peuvent former un com-

plexe avec les sous-unités 𝛼. L'association se fait par l'intermédiaire de l'extrémité N-ter de la 
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sous-unité 𝛼 et de l'extrémité C-ter de la Kv𝛽. Trois gènes codent pour les sous-unités Kv𝛽 chez 

l'homme : Kv𝛽1, Kv𝛽2 et Kv𝛽3. Certaines de ses sous-unités sont impliquées dans les cinétiques 

d’inactivation des canaux Kv, alors que d’autres jouent un rôle comme protéines chaperonnes, 

augmentant l’expression à la surface de ces canaux (Capera et al., 2019; Martens et al., 1999). 

Les sous-unités KChAP, sont des protéines chaperonnes qui se lient à la queue N-ter des canaux 

Kv1 et Kv2 mais aussi à la queue C-ter des Kv𝛽. Leur interaction ne modifie pas les cinétiques ni 

la dépendance au voltage mais contribue à l’expression de surface (Abriel et al., 2000; Kuryshev 

et al., 2000; Wible et al., 1998). Le plus souvent couplé à la sous-famille des Kv4, les KChIP 

modifient l’expression à la surface ainsi que les propriétés électrophysiologiques de ces canaux 

(An et al., 2000; Flowerdew & Burgoyne, 2009; K. Wang, 2008). 

 

I. B. 2. e. L’action des drogues 

 

 De nombreuses drogues agissent sur les canaux Kv et peuvent être séparées en fonction 

de leur mode d’action (Börjesson & Elinder, 2008).  

 Le premier groupe pouvant être distingué des autres est celui qui exerce son action en 

bloquant l’ouverture extracellulaire du canal des Kv sans induire de changement de conformation. 

La charybdotoxine, toxine isolée du venin de scorpion en est un exemple (Miller, 1995; Molden-

hauer et al., 2019).  

Le deuxième groupe correspond aux drogues qui se positionnent au niveau du segment 

reliant le segment S3 et S4, empêchant le mouvement du domaine sensible au voltage. Les 

toxines composant ce groupe agissent sur de nombreux Kv et proviennent principalement du 

poison des tarentules (Swartz, 2007). Parmi les toxines de ce groupe peuvent être prises en 

exemple le TLTx1-3 inhibant le Kv4.2 (Ebbinghaus et al., 2004), le VSTx1 agissant sur le KvAP 

(Bemporad et al., 2006) ou la guangxitoxine-1E (GxTx) agissant sur le Kv2.1 (Tilley et al., 2019). 

La GxTx s’impose parmi les inhibiteurs de Kv2.1 par sa sélectivité. En effet bien que les toxines 

dirigées contre le Kv2.1 soient nombreuses : SGTx1 (Wee et al., 2007), HaTx1 et HaTx2 (Swartz 

& MacKinnon, 1995), le ScTx1 ou le HmTx1 et HmTx2 (Escoubas et al., 2002), toutes n’exercent 

pas une action que sur le Kv2.1 mais sur la sous-famille Kv2 et Kv4. Isolée de la tarentule, Ple-

siophrictus guangxiensis, la GxTx agit sur le Kv2.1 en stabilisant sa conformation au repos et 

réduit donc sa probabilité d’ouverture. Il a été montré un ralentissant de l’activation et une accé-

lération de la désactivation du Kv2.1. De plus, la dépendance au voltage du canal est décalée 

vers de potentiels plus dépolarisés. La GxTx bien que capable d’inhiber avec une affinité moindre 
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le Kv4 également, réduit de 80% le courant porté par le Kv2.1 (Herrington et al., 2006; P. W. Liu 

& Bean, 2014; Tilley et al., 2019).  

Il faut cependant garder à l’esprit que les canaux Kv sont des tétramères d’assemblage 

de sous-unités 𝛼 ou 𝛽 très variés rendant leur caractérisation pharmacologique ou fonctionnelle 

complexe (J. Johnston et al., 2010). 

 

I. B. 3. Fonction des Kv 

 

Etant la plus grande famille de canaux voltage dépendants, les Kv s’expriment dans plu-

sieurs types cellulaires avec un éventail de fonctions très diverses. Chaque Kv est donc différent 

par son expression tissulaire, ses interactions ou ses propriétés cinétiques (Coetzee et al., 1999).  

Il est important de souligner que certaines sous-familles des Kv, sont des sous-unités 𝛼 

qui ne forment pas d’homotétramères et fonctionnent en formant des tétramères avec les canaux 

Kv2. Sont compris dans cette catégorie de Kv dits silencieux, les sous-familles des Kv5, 6, 8 et 

9. La non-fonctionnalité de ces derniers est due à leur rétention dans le réticulum endoplasmique 

(RE). La fonctionnalité est restaurée par la formation de canaux hétérotétramériques avec les 

canaux Kv2.1 ou Kv2.2, supprimant la rétention dans le RE (Bocksteins et al., 2009; Gutman et 

al., 2005).  

 

I. B. 3. a. Fonction différentielle dépendant du tissu 

 

 Chaque Kv a un patron d’expression différent et joue un rôle dans de nombreux tissus à 

travers l’organisme. En effet, leur fonction d’efflux des ions K+ est également nécessaire dans de 

nombreux organes.  A titre d’illustration, le Kv1.3 et le Kv1.5 sont exprimés dans les cardiomyo-

cytes et contribuent à la phase de repolarisation du PA cardiaques dans les cellules auriculaires 

et ventriculaires. Dans ces cellules l’hyperpolarisation du Vm notamment par l’ouverture des ca-

naux Kv, réduit l’entrée d’ions calcium (Ca2+) par les canaux calciques voltage dépendants (Cav), 

ce qui produit une vasodilatation. A l’inverse, la fermeture des canaux Kv entraine une dépolari-

sation et provoque donc une vasoconstriction. Leurs dysfonctionnements peuvent donc entrainer 

des arythmies cardiaques (Goodwill et al., 2016; Ohanyan et al., 2015, 2017). Le même méca-

nisme d’action est retrouvé dans les cellules musculaires lisses, tels que les vaisseaux sanguins 

et le tractus gastro-intestinal, sont présents la sous-famille des Kv7 régulant le tonus et la con-

tractilité en jouant sur le Vm de ces cellules contractiles (Ipavec et al., 2011; Jackson, 2018; 
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Oliveras et al., 2014; Zavaritskaya et al., 2013). Le Kv2.1 est présent dans les cellules 𝛽 du pan-

créas. Son action sur l’activité électrique des cellules 𝛽, notamment leur repolarisation pour limiter 

l’entrée des ions Ca2+, lui permet de réguler leur sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Mac-

Donald et al., 2001; MacDonald, Sewing, et al., 2002). Comme dernier exemple, les canaux Kv1.3 

et 1.5 sont également distribués dans les cellules tubulaires rénales du néphron distal et contri-

buent à la régulation et la réabsorption du potassium. Par cette réabsorption, les canaux Kv con-

tribuent à maintenir le Vm négatif des cellules épithéliales, leur permettant de soutenir le transport 

des ions Na+ couplés à d’autres composants (Carrisoza-Gaytán et al., 2014; Escobar et al., 2004). 

 

I. B. 3. b. Au sein des neurones   

 

 Dans le système nerveux central (SNC), alors que la fonction commune des Kv est de 

faire sortir les ions K+ pour repolariser la membrane des neurones, leurs cinétiques d’activation 

et d’inactivation leur permettent d’exercer des rôles bien distincts (Figure 4) (J. Johnston et al., 

2010).  

Figure 4. Schéma des courants de différents Kv et implication lors d’un PA. 

(A) Représentation schématique des courants portés par différents canaux Kv en ré-

ponse à une dépolarisation du Vm. Les canaux Kv peuvent être classifiés selon leur 

cinétique et leur seuil d’activation. Ceux qui s’ouvrent à des Vm négatifs sont qualifiés 

de bas seuil tel que Kv1, Kv4 et Kv7 et ceux qui s’ouvrent à des Vm plus positifs sont 

dits à haut seuil comme Kv3 et Kv2. Grâce à leur cinétique, il est possible de séparer 

ceux qui s’activent rapidement comme Kv1, Kv4 et Kv3 de ceux qui sont plus lents 

comme Kv7 et Kv2. Adapté de (J. Johnston et al., 2010). 
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(B) Durant le PA, les différentes cinétiques des Kv leur permettent d’intervenir à des 

périodes bien distinctes. De façon générale, Kv1 s’ouvre à bas seuil donc dès les 

faibles dépolarisations du Vm, alors que Kv3 a besoin d’une dépolarisation plus forte 

pour s’ouvrir. Kv2 quant à lui est tardif dans son ouverture en raison de sa cinétique 

lente mais son activité s’étend néanmoins sur des temps plus longs. Adapté de (J. 

Johnston et al., 2010). 

 

 Nombreuses ont été les études sur les cinétiques des canaux Kv, chacune relevant des 

paramètres et des conditions d’expérimentation différentes. Un groupe de recherche a donc pris 

l’initiative de réaliser une caractérisation complète et standardisée de tous les canaux Kv homo-

mériques à température physiologique dans une lignée de cellules hétérologues (Ranjan et al., 

2019). Ce travail a abouti à l’enrichissement d’une base de données publique regroupant les 

cinétiques d’activation, d’inactivation et autres paramètres utiles à la création des modèles infor-

matiques biophysiques basées sur les équations de Hodgkin et Huxley (Channelpedia : Chan-

nelpedia (epfl.ch)).  

 La variabilité de fonction sous-tendue par la dépendance au voltage (activés à des poten-

tiels plus ou moins dépolarisés) et les cinétiques différentes des canaux Kv est exacerbée par la 

différence dans l’expression des canaux Kv dans les neurones (Gutman et al., 2005). Pour pren-

dre quelques exemples, le canal Kv1.1, exprimé dans le segment initial de l’axone et dans les 

nœuds de Ranvier joue un rôle essentiel dans la régulation de l'initiation et la formation des PA 

(Gittelman & Tempel, 2006; Goldberg et al., 2008; Robbins & Tempel, 2012). Également posi-

tionné dans les terminaisons axonales, le Kv1.1 est impliqué dans la libération de neurotransmet-

teurs et la conduction de l’influx nerveux (Monaghan et al., 2001; H. Wang et al., 1994). Les 

canaux Kv7.2 et canaux 7.3 sont capables de former des homotétramères, mais c’est en confi-

guration d’hétérotétramères qu’ils sont responsables du courant M (IM) (Figure 4) (Cooper et al., 

2000; Devaux et al., 2004; Schwake et al., 2000). Ce courant est particulier par ses cinétiques 

lentes et sa faible inactivation, jouant un rôle variable en fonction de sa localisation subcellulaire. 

Dans le compartiment somato-dendritique, les canaux Kv7.2/Kv7.3 ont une implication dans le 

Vm de repos ainsi que dans la réactivité aux entrées synaptiques. Dans le segment initial de 

l’axone et les nœuds de Ranvier, ces canaux déterminent le seuil d’excitabilité pour la génération 

de PA, notamment en condition d’hyperexcitabilité (Baculis et al., 2020; H.-S. Wang et al., 1998). 

Le canal Kv4.1, distribué principalement dans le soma et les dendrites est responsable du courant 

A (IA) (K.-R. Kim et al., 2020). A l’inverse de IM, IA est caractérisé par ses cinétiques rapides 

d’activation et d’inactivation (Figure 4). Ce courant exerce une action dans la repolarisation de 

PA et également sur le mode de décharge des neurones, rendant son action cruciale à l’échelle 

https://channelpedia.epfl.ch/
https://channelpedia.epfl.ch/
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d’un réseau de neurones (Rogawski, 1985; Song et al., 1998). De façon similaire, Kv4.2 est un 

canal essentiellement dendritique et il a été montré qu’il pouvait intervenir dans la plasticité sy-

naptique (Jung et al., 2008). 

 Les mutations entrainant des pertes de fonction des Kv mènent à de nombreuses déré-

gulations, les majoritaires étant les crises d'épilepsie, des dysfonctionnements moteurs et sou-

vent une mort prématurée (Baculis et al., 2020; Brew et al., 2007; Derera et al., 2019; Glasscock 

et al., 2010; Goldberg-Stern et al., 2009; Köhling & Wolfart, 2016; Smart et al., 1998; Volkers et 

al., 2009). 

 

I. C. La spécificité du Kv2.1 

 

 La famille Kv2 est quant à elle divisée en deux membres, le Kv2.1 et le Kv2.2.  

 Le Kv2.1, aussi décrit DRK1 chez le rat, se distingue des autres Kv par sa localisation, 

son expression de surface singulière et ses cinétiques d’activation et d’inactivation lentes. C’est 

dans les ovocytes de xénope que l’ADNc codant pour la sous-unité 𝛼 a été isolé pour la première 

fois (Frech et al., 1989). Codées par le gène Kcnb1, situé sur le chromosome 20q13.13, les sous-

unités 𝛼 du Kv2.1 sont exprimées dans de nombreux tissus et exercent une fonction essentielle 

car responsable pour 80% du courant à rectification retardée (IKdr). La capacité d’interaction entre 

les sous-unités Kv2.1 et plusieurs autres sous-unités 𝛼 mais également 𝛽, sous-tend une varia-

bilité fonctionnelle très importante pour les canaux Kv2.1. Cependant, à la différence des autres 

canaux Kv, une récente étude sur le domaine de T1 révèle par cristallographie aux rayons-X que 

ce domaine similaire au reste de la famille des Kv, permet au Kv2.1 de former un pentamère au 

lieu d'un tétramère (Z. Xu et al., 2022). Cette conclusion permet d’émettre de nouvelles hypo-

thèses quant à la stœchiométrie des canaux Kv2.1 et leur fonctionnalité.  

 Bien que le Kv2.2 joue également un rôle dans le IKdr, sa fonction est moins claire que 

celle de Kv2.1 (Z. Li et al., 2021). Le Kv2.2 est exprimé beaucoup moins largement que le Kv2.1, 

et est préférentiellement localisé dans le cerveau antérieur basal, le noyau médian du corps tra-

pézoïdal et les couches II et Va du néocortex (Bishop et al., 2015) (Figure 5).  
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I. C. 1. Expression du Kv2.1  

 

I. C. 1. Durant le développement  

 

 Les recherches menées sur l’expression du Kv2.1 durant le développement, se basent 

sur l’expression d’ARN messager (ARNm) issu de la transcription du gène Kcnb1 et l’enregistre-

ment des courants potassiques.   

 Chez le xénope, les ARNm du Kv2.1 sont détectés au premier jour de croissance. Les 

jours suivants voient l’expression des transcrits augmenter de façon rapide, de 2,5 fois entre le 

premier et deuxième jour de croissance puis de 3 fois entre les jours 3 et 4 (Burger & Ribera, 

1996). Cette expression progressive du Kv2.1 se retrouve également chez le rat. Les premiers 

courants IKdr sont enregistrés dès le stade E15 pour les cellules progénitrices de la zone sous-

ventriculaire (D. O. Smith et al., 2008), et également dans des cellules progénitrices plus âgées 

à P0-P3 (Feldman et al., 1996). L’enregistrement de ces courants est corrélé par une augmenta-

tion de l’expression des ARNm et de la sous-unité 𝛼 qui en découle à partir du stade E14 jusqu’au 

cerveau adulte (Maletic-Savatic et al., 1995; D. O. Smith et al., 2008; Swanson et al., 1990; Trim-

mer, 1993). Une étude menée sur des cellules précurseurs humain du système nerveux central 

(SNC) provenant d’embryons entre 12 et 18 semaines, montrent également l’enregistrement de 

ce courant IKdr (Piper et al., 2000). De façon intéressante, l’expression du Kv2.1 en culture de 

neurones isolés a également été étudiée. Le Kv2.1 est d’abord détecté dans le RE, zone d’as-

semblage des sous-unités (Papazian, 1999). La localisation du Kv2.1 n’est d’abord que partielle, 

située uniquement dans le soma et ce n’est qu’à partir de 14 jours in vitro que la localisation du 

Kv2.1 est complète dans le soma, les dendrites proximales et le segment initial de l’axone (Anto-

nucci et al., 2001; Maletic-Savatic et al., 1995).  

 

I. C. 2. Dans les différents tissus  

 

 Le canal Kv2.1 est exprimé dans de nombreux tissus, principalement le cœur, les muscles 

lisses, le pancréas, la rétine et le cerveau (notamment le cortex et l’hippocampe). Son expression 

est également retrouvée de façon moins conséquente dans des tissus tels que le bulbe olfactif, 

la cochlée et les poumons (Gutman et al., 2005). 

L'expression de Kv2.1 a été observée dans le cœur, où il joue un rôle dans la modulation 

de la durée du PA cardiaque et dans la régulation de la rythmicité des contractions cardiaques. 
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Chez l’homme, les niveaux d’expression des transcrits du canal Kv2.1 ont été révélés comme 

étant abondants dans le ventricule (Ördög et al., 2006) et en conséquence la présence de la 

protéine également (Van Wagoner et al., 1997). Fonctionnellement, les canaux Kv2.1 aident à 

réguler la durée du PA en permettant l'efflux d'ions potassium pendant la phase de repolarisation. 

Cette repolarisation est essentielle pour la réinitialisation correcte du potentiel électrique du myo-

cyte cardiaque, le préparant ainsi à la contraction suivante, faisant du Kv2.1 un élément clé de la 

chronotopie cardiaque. Cette fonction a été démontrée par des expériences chez la souris où 

l'élimination ciblée des canaux Kv2.1 dans les myocytes ventriculaires de souris entraîne une 

prolongation de la durée du PA et de l'intervalle QT (Kodirov et al., 2004; O’Connell et al., 2008; 

H. Xu et al., 1999). De façon intéressante, la formation de clusters de Kv2.1 à la surface des 

cardiomyocytes auriculaires semble être absente de la surface des cardiomyocytes ventricu-

laires. Dans ces cellules, les canaux de Kv2.1 sont principalement localisés dans les tubules 

transversaux et le sarcolemme (O’Connell et al., 2008). 

Dans les muscles lisses notamment les vaisseaux sanguins, le Kv2.1 joue un rôle dans la 

tonicité des myocytes. Chez le rat, le Kv2.1 a été détecté dans les artères pulmonaires (Archer 

et al., 1998), mésentériques (Y. Lu et al., 2002), et du cerveau (Amberg & Santana, 2006) souvent 

en association avec le Kv1.5 pour participer au courant à rectification retardée. Une étude inté-

ressante à mis en évidence un dimorphisme de l’expression du Kv2.1 dans les myocytes de fe-

melles ou de males murin. En effet, l'ouverture des canaux Kv2.1 entraîne une hyperpolarisation 

de la membrane des myocytes, ce qui diminue l'activité des canaux Cav1.2 de type-L, abaissant 

la concentration d’ions Ca2+ intracellulaires et provoquant une relaxation des myocytes. Comme 

expliqué précédemment dans les neurones, la fonction structurelle du Kv2.1 entre également en 

jeu dans les myocytes en favorisant l’agrégation des canaux Cav1.2 sous forme de clusters. De 

façon inattendue, le regroupement et la probabilité d’interactions entre les canaux Cav1.2-Cav1.2 

augmentent l'influx de Ca2+. Or, la fonction structurelle du Kv2.1 dépend fortement de son niveau 

d'expression, qui varie selon le sexe : l’expression du Kv2.1 est plus forte dans les myocytes de 

femelle que ceux des mâles, leur tonus myogénique est donc plus important (O’Dwyer et al., 

2020). Chez le rat, dans les muscles lisses des artères cérébrales, la présence des transcrits de 

Kv2.1 et de Kv9.3 a été révélée donnant naissance à la colocalisation des sous-unités à la mem-

brane plasmique des myocytes. Ce canal hétérométrique contribue au contrôle de la constriction 

myogénique dans une gamme de pression transmurale distincte de celle précédemment identi-

fiée pour les autres canaux potassique de l'artère cérébrale (Zhong et al., 2010). La régulation du 

canal par l’angiotensine II et l’activité de la calcineurine et du facteur de transcription NFAT, réduit 

la fonction du canal Kv2.1 dans les artères cérébrales en diminuant l'expression des sous-unités 
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à la membrane des myocytes, lors de période d’hypertension pour réguler la pression artérielle 

(Amberg et al., 2004; Amberg & Santana, 2006; Suzuki et al., 2002). 

En outre, l'expression du Kv2.1 a été détectée dans les cellules 𝛽 du pancréas, où le canal 

participe à la régulation de la sécrétion d'insuline (Roe et al., 1996). Par des expériences de 

knock-out (KO) Kv2.1 ou de son blocage par la GxTx, différentes équipes ont mis en évidence 

une augmentation de la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose. La perte du Kv2.1 mène à 

un étalement des PA tandis que leur fréquence est réduite (Herrington et al., 2006; Jacobson et 

al., 2007). La repolarisation des cellules 𝛽 du pancréas est cruciale lors de la stimulation par le 

glucose pour limiter l’entrée de Ca2+ et la sécrétion d’insuline qui en découle (X. N. Li et al., 2013; 

MacDonald, Sewing, et al., 2002; Tamarina et al., 2005). De façon indépendante, la capacité du 

canal Kv2.1 à faciliter directement l'exocytose de l'insuline, dépend de l’agrégation des canaux. 

La perte de ce rôle structurel du canal pourrait contribuer à l'altération de la sécrétion d'insuline 

dans le diabète (Fu et al., 2017; MacDonald, Wang, et al., 2002). Une équipe a également établi 

un lien entre des mutations du gène Kcnb1 associées au diabète de type 2 influençant la pro-

gression de la maladie et/ou la capacité de compensation (Zhang et al., 2013). Toutes ces don-

nées poussent au développement d'inhibiteurs sélectifs de Kv2.1 sans inhibition croisée de Kv2.2 

qui pourrait ouvrir de nouvelles voies pour promouvoir la sécrétion d’insuline par le glucose dans 

le traitement du diabète de type 2 (X. N. Li et al., 2013; MacDonald & Wheeler, 2003; Zhuang et 

al., 2009). 

 Associé au Kv8.2, le Kv2.1 forme des hétérotétramères dans les segments internes des 

batônnets de la rétine (Gayet-Primo et al., 2018; Hölter et al., 2012). Dans les oocytes de Xénope, 

en stœchiométrie égale le Kv8.2 abolit le courant du Kv2.1, mais en plus faible quantité (soit une 

sous-unité de Kv8.2 pour trois de Kv2.1), le Kv8.2 déplace la dépendance au voltage du Kv2.1 

vers de Vm plus négatifs sans affecter son inactivation. Ce canal mixte Kv2.1/Kv8.2 fournit des 

courants persistants dans la gamme Vm caractéristique des cellules photoréceptrices. Ce flux de 

courant soutenu et l’inactivation lente sont deux caractéristiques électrophysiologiques fonda-

mentales qui permettent aux batônnets de subir une hyperpolarisation transitoire après l'arrêt du 

flux de courant entrant continu (Czirják et al., 2007). Il est intéressant de noter que les gènes 

codants pour le Kv8.2 et le Kv2.1 sont sujets à une modulation circadienne, montrant des niveaux 

accrus pendant les heures nocturnes dans la rétine du rat (Hölter et al., 2012). Plus d’une tren-

taine de mutations du gène KCNV2 codant pour les Kv8.2 ont été identifiées, entrainant des dys-

trophies des cônes avec réponse anormale des bâtonnets. Les symptômes sont assez variés 

mais les patients présentent le plus souvent un scotome central, une faible acuité visuelle, une 

photophobie variable, une nyctalopie et une myopie légère à modérée (Guimaraes et al., 2020). 
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Ces mutations impactent plusieurs parties de la protéine. Par exemple, les mutations du pore 

empêchent la conduction des hétéromères Kv2.1/Kv8.2, tandis que les mutations du domaine de 

tétramérisation empêchent la formation d'hétéromères, augmentant ainsi le nombre de canaux 

Kv2.1 homomériques. (Hart et al., 2019; K. E. Smith et al., 2012). La perte du Kv8.2 ou du Kv2.1, 

montrent une mort significative des photorécepteurs et un amincissement de la couche nucléaire 

externe (Fortenbach et al., 2021; X. Jiang et al., 2021). 

Le Kv2.1 est exprimé de manière proéminente dans le cerveau, en particulier dans des 

régions telles que l’hippocampe (CA1 et gyrus denté principalement) et le cortex (couches II/III et 

V) (Figure 5). Les canaux Kv2.1 sont présents à la fois dans les cellules principales et dans les 

interneurones, et plus précisément dans la majorité des interneurones inhibiteurs corticaux et 

hippocampiques contenant de la parvalbumine, de la calbindine et de la somatostatine (Antonucci 

et al., 2001; Bishop et al., 2015; Hwang et al., 1993; Murakoshi & Trimmer, 1999; Trimmer, 1991, 

1993). 

 

Figure 5. Expression du Kcnb1 dans le cerveau murin.  

Hybridation in situ de l’ARN issu du gène Kcnb1 sur coupe coronale de cerveau murin, 

révélée par autoradiographie (A) et par fluorescence (B).  

Images de Gene Detail :: Allen Brain Atlas: Mouse Brain (brain-map.org).  

 

I. C. 2. Structure et localisation cellulaire 

 

Les sous-unités Kv2.1 sont constituées de la même façon que les autres membres de la 

famille des Kv : six segments transmembranaires, la P-loop, et deux queues N- et C-ter dans le 

compartiment intracellulaire pour un total de 857 acides aminés chez l’homme (Lim et al., 2000). 

Cependant, ces dernières font partie des queues protéiques les plus larges de la famille des Kv, 

la queue C-ter est notamment évaluée comme 50% de la protéine (Mohapatra, Park, et al., 2007). 

A B 

https://mouse.brain-map.org/gene/show/16273
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Une particularité propre au Kv2.1 correspond à sa localisation subcellulaire sous forme de clus-

ters, de 1 à 2 µm de diamètre à la membrane plasmique au niveau du corps cellulaire, des den-

drites proximales et du segment initial de l’axone (Figure 6) (Antonucci et al., 2001; Misonou, 

Mohapatra, & Trimmer, 2005; Sarmiere et al., 2008; Scannevin et al., 1996; Trimmer, 1991). De 

façon intéressante, il existe une différence dans la temporalité de l’expression des clusters de 

Kv2.1 dans les neurones pyramidaux ou les interneurones. Il a été montré que les canaux Kv2.1 

sont d’abord exprimés sous forme de petits clusters (de moins d’1 µm de diamètre) puis ces 

derniers augmentent en taille pour former des clusters qui peuvent être considéré comme ma-

tures (sous forme de donuts de 1 à 4 µm de diamètre) (Antonucci et al., 2001; Misonou, Mohapa-

tra, & Trimmer, 2005). Bien que ces étapes soient communes aux deux types cellulaires, les 

clusters de Kv2.1 des interneurones atteignent leur tailles maximales quelques jours avant les 

neurones pyramidaux (Antonucci et al., 2001) 

Dans le cas du Kv2.1, la formation de clusters semble être importante dans la fonctionna-

lité du canal et a été sujette à de nombreuses recherches dans la littérature. L’étude du clustering 

d’une protéine passe principalement par des approches de microscopie à épifluorescence, con-

focale ou de super-résolution. Communément, l’intensité du marquage est utilisée pour distinguer 

les clusters c’est-à-dire les zones où la densité de fluorophores et donc de protéines est forte. 

L’un des paramètres les plus quantifiés concernant les clusters est l’aire de ces derniers, il est 

donc important de faire attention à la technique utilisée en termes de résolution d’image. L’utili-

sation de la microscopie de super-résolution permet non seulement de localiser les fluorophores 

à une résolution de près de ≈ 20 nm (contrairement à 250 µm en épifluorescence) et donc d’avoir 

une quantification de l’aire des clusters plus précise mais également d’estimer la proportion de 

détections à l’intérieur des clusters. Cependant, comme toute technique comporte des avantages 

et des inconvénients, le choix du type de microscopie ainsi que des outils nécessaires à l’analyse 

des images se fait en fonction de la question biologique à laquelle le chercheur veut répondre.  
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Bien que les sous-unités 𝛼 Kv2.1 portent un site de N-glycosylation consensuel sur le 

domaine de liaison extracellulaire entre le segment S3 et le S4, les canaux Kv2.1 natifs du cer-

veau et exprimés dans des systèmes hétérologues ne sont pas N-glycosylés (Shi & Trimmer, 

1999). 

Figure 6. Localisation et schéma des sous-unités 𝛼 Kv2.1. 

(A) Immunocytochimie d’un neurone hippocampique in vitro avec un marquage den-

dritique MAP2 (rouge) et Kv2.1 (vert). Les canaux Kv2.1 sont distribués à la mem-

brane sous forme de clusters dans le corps cellulaire, les dendrites proximales et le 

segment initial de l’axone. Barre d’échelle : 20 µm. (Jensen et al., 2011).  

(B) Schéma de la structure d’une sous-unité 𝛼 de Kv2.1. La structure du Kv2.1 est 

très similaire aux autres Kv, avec 6 domaines transmembranaires, un P-loop et un 

domaine T1 sur la queue N-ter. Le Kv2.1 possède une séquence singulière au niveau 

de la queue C-ter, riche en résidus sérines. Ce domaine PRC est nécessaire à sa 

localisation restreinte sous forme de clusters au niveau du corps cellulaire, des den-

drites proximales et dans le segment initial de l’axone des neurones.  

 

La phosphorylation des protéines est le mécanisme post-traductionnel le plus important 

qui peut moduler la fonction des canaux ioniques (Levitan, 1994). Or, la queue C-ter des sous-

unités Kv2.1 est riche de nombreux sites de phosphorylation avec près d’une centaine de résidus 

sérines, thréonines ou tyrosines (sur les plus de 400 acides aminés constituant la queue C-ter) 

qui fournissent de nombreux sites de phosphorylation consensuels pour diverses protéines ki-

nases, telles que les protéines kinases A et C (PKA et PKC) (Börjesson & Elinder, 2008; Lim et 

al., 2000; Misonou, Mohapatra, & Trimmer, 2005; Mohapatra, Park, et al., 2007). Pour déterminer 

quels étaient les résidus critiques à la localisation de la molécule, des études constituant à créer 

des chimères des sous-unités Kv2.1 avec diverses parties de la queue C-ter tronquées ont été 

réalisées. Celles-ci ont permis de mettre en évidence un domaine constitué de 26 acides aminés, 

parmi lesquels 4 résidus phosphorylables, nécessaires à la localisation restreinte et la formation 

de clusters. L’élimination ou la transformation des 4 résidus phosphorylables en résidus alanine 

pour empêcher l’ajout d’un groupement phosphate, induit une expression uniforme et homogène 

A B 
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à la surface des cellules (Jensen et al., 2017; Lim et al., 2000; Mohapatra & Trimmer, 2006; 

Scannevin et al., 1996). Ce domaine nommé « Proximal Restriction and Clustering » (PRC) n’est 

pas apparenté à d'autres séquences connues pour le ciblage des protéines membranaires neu-

ronales et représente un nouveau signal cytoplasmique responsable de la restriction proximale 

et du clustering (Figure 6) (Lim et al., 2000). Les nombreux sites de phosphorylation induisent un 

changement de poids des sous-unités Kv2.1 qui est conséquent mais difficilement évaluable car 

tous les sites de phosphorylation ne sont pas régulés de manière similaire dans les différentes 

cellules. En se basant sur la littérature, le poids moléculaire d’une sous-unité complétement phos-

phorylée se situe dans une gamme de poids allant de 130 à 120 kDa et non phosphorylée de 110 

à 93 kDa (pour un poids estimé de 95.3 kDa en se basant sur la structure) (Hwang et al., 1993; 

Mohapatra & Trimmer, 2006; Murakoshi et al., 1997; Shi et al., 1994; Trimmer, 1991).  

 De façon intéressante, la capacité des canaux Kv2.1 à former des clusters semble être 

modifiée par l’activité neuronale. Dans des modèles d’épilepsie murin, ou dans des neurones in 

vitro suite à l’application de glutamate ou de carbachol, la formation de clusters de canaux Kv2.1 

se voit impactée avec une réduction de la capacité à former des clusters. Les canaux Kv2.1 

prennent alors une distribution plus ou moins uniforme à la surface des neurones. Dans ces cel-

lules, le poids moléculaire des sous-unités Kv2.1 correspond à celui d’un état déphosphorylé. Par 

l’utilisation de drogues bloquant différentes phosphatases, la calcineurine (aussi connue sous le 

nom de PP2B) a été identifiée comme étant responsable de ce changement de phosphorylation. 

La spectrométrie de masse a notamment permis d'identifier plusieurs sites de phosphorylation 

sur les queues intracellulaires de Kv2.1, dont sept sont déphosphorylés par la calcineurine (Mi-

sonou et al., 2004; Mohapatra & Trimmer, 2006; Park et al., 2006). 
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Or, comme une grande majorité des canaux ioniques voltage dépendant, la modification 

de l’état de phosphorylation des sous-unités induit un changement de la dépendance au voltage 

(V1/2) du canal Kv2.1 (Ismailov & Benos, 1995). Dans l’axone de calmar, le canal Kv2.1 subit des 

modifications de sa cinétique et de sa conductance lorsqu'il est phosphorylé ou déphosphorylé. 

Ces effets peuvent être dus à des interactions électrostatiques entre le domaine sensible au vol-

tage et les groupements phosphates liés à la queue C-ter, puisqu’une augmentation des charges 

de surface négatives à l'intérieur de la membrane près du segment S4 exigerait une impulsion 

dépolarisante plus forte pour ouvrir le canal (Börjesson & Elinder, 2008; Perozo & Bezanilla, 

1990). Par des expériences de dialyse intracellulaire avec de l’alcaline phosphatase pour déphos-

phoryler complètement la protéine, la courbe d'activation du Kv2.1 été déplacée de plus de 20 

mV vers un potentiel plus négatif (Figure 7) (Murakoshi et al., 1997; Park et al., 2006).  

Figure 7. La phosphorylation du Kv2.1 induit un changement de sa dépendance au 

voltage et est régulée par la signalisation calcique.  

(A) La courbe de conductance en fonction du voltage du Kv2.1 est décalée de 40 mV 

vers des Vm plus négatifs, de 20 mV en condition WT (carrée noirs) à -20 mV suite à 

l’application d’alcaline phosphatase (ronds blancs). V1/2 indiqué par les lignes pointil-

lées rouge. Adapté de (Park et al., 2006). 

(B) L'entrée de calcium par les récepteurs ionotropiques du glutamate, les Cav en 

réponse à une dépolarisation ou la libération de calcium intracellulaire des stocks du 

réticulum endoplasmique active la calcineurine, entraînant la déphosphorylation et la 

dispersion des clusters de Kv2.1 dans les neurones (Surmeier & Foehring, 2004). 

 

Grâce à ces deux conclusions, l’hypothèse d’un rôle de régulation homéostatique en ré-

ponse à l’activité neuronale a été formulée. Les études suivantes se sont donc tournées vers 

l’action d’une augmentation de l’activité et son effet sur la régulation du V1/2 des canaux Kv2.1. 

A B 
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La mutation en alanine de sites individuels régulés par la calcineurine, imitant la déphosphoryla-

tion a produit des déplacements du V1/2 progressifs vers de potentiels plus négatifs. L’effet des 

mutations sur plusieurs sites est additif, ce qui montre que la phosphorylation variable de Kv2.1 

sur un grand nombre de sites permet une régulation graduelle, en fonction de l'activité, du dé-

clenchement du canal et des propriétés de mise à feu des neurones (Park et al., 2006). L’appli-

cation de glutamate sur des neurones hippocampiques de rat in vitro ou une dépolarisation sou-

tenue de la membrane, induit également ce même déplacement du V1/2 (Mohapatra et al., 2009). 

Cette hyperpolarisation du V1/2 vers des Vm négatifs, a un impact sur la capacité des neurones à 

émettre des PA, puisque le canal Kv2.1 déphosphorylé s’ouvre plus tôt dans le cycle du PA, le 

courant IKdr généré contre la dépolarisation de la stimulation, celle-ci devant être plus forte pour 

pouvoir atteindre le seuil d’activation et générer de nouveaux PA. Qualifié de rhéostat homéosta-

tique, tout porte à croire que le Kv2.1 a un rôle critique dans la suppression de la décharge neu-

ronale après des niveaux élevées d’activité neuronale, telle les ischémies ou l’épilepsie (Börjes-

son & Elinder, 2008; Misonou et al., 2004; Mohapatra et al., 2009; Murakoshi et al., 1997; Mura-

koshi & Trimmer, 1999; Park et al., 2006; Sarmiere et al., 2008). 

 Puisque la dispersion est corrélée à la déphosphorylation et à la modification du V1/2, l’hy-

pothèse selon laquelle les canaux dans les clusters seraient non conducteurs par rapport aux 

canaux hors des clusters a été formulée. Pour tester cette hypothèse, une première équipe a 

effectué des expériences d’enregistrements électrophysiologiques précisément au niveau des 

clusters de Kv2.1 à la membrane plasmique pour étudier leur conductance. La très faible activité 

enregistrée aux niveaux de ces clusters en opposition à l’activité enregistrée hors des clusters, 

suggère que les canaux Kv2.1 retenus dans les clusters de la surface cellulaire sont non conduc-

teurs et ne contribuent pas de manière significative au courant IKdr, ce dernier étant dû dans sa 

quasi-entièreté aux canaux capables de diffuser librement (O’Connell et al., 2010). Pour aller plus 

loin, des travaux dans des cellules HEK, ont permis de quantifier la proportion de canaux Kv2.1 

conducteurs et non conducteurs : 50% des canaux Kv2.1 conduisent les ions K+, pourcentage 

qui diminue avec l'augmentation de la densité des canaux à la membrane plasmique. Aux densi-

tés spatiales les plus élevées, qui sont comparables à celles trouvées dans les clusters Kv2.1 in 

situ, 20% des canaux Kv2.1 sont conducteurs (Fox, Loftus, et al., 2013; Maverick & Tamkun, 

2022). Il est donc intéressant de noter ici que si la forte densité des canaux Kv2.1 a un impact 

sur la conductance, les systèmes utilisant des transfections pour exprimer une construction du 

Kv2.1 tels que les cultures de neurones in vitro sont des systèmes avec une surexpression de 

canaux Kv2.1 impliquant une possible modification dans sa fonctionnalité par rapport à des sys-

tèmes exprimant uniquement le Kv2.1 endogène. Deux hypothèses ont été formulées quant au  
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rôle des canaux non conducteurs : (1) ils peuvent représenter un réservoir à la surface de la 

cellule où les canaux sont stockés permettant d'augmenter rapidement le nombre de canaux 

fonctionnels à la surface sans avoir à synthétiser des canaux de novo et à les transporter à la 

surface (O’Connell et al., 2010) et/ou (2) ils possèdent un rôle structurel comme plateforme d’in-

teraction dans l’établissement de points de jonction entre la membrane plasmique et le RE (Fox 

et al., 2015), lors de l’exocytose (Deutsch et al., 2012) ou en lien avec les jonctions microgliales 

ou niveau du corps cellulaire (Cserép et al., 2020).  

Une des protéines connues à l’interaction avec les sous-unités Kv2.1 sont les protéines 

AMIGO (pour « AMphoterin-Induced Gene and ORF »), constituant une famille de molécule d’ad-

hésion cellulaire (Maverick et al., 2021; Peltola et al., 2011). De façon intéressante, l’interaction 

entre les deux n’est pas perturbée par la dispersion de Kv2.1 induite par un stimulus (Peltola et 

al., 2011). Caractérisée comme étant des sous-unités 𝛽 des canaux Kv, la liaison entre AMIGO2 

et les sous-unités 𝛼 Kv2.1 mais aussi Kv2.2 impacte les cinétiques d’inactivation, ce qui entraîne 

un état d'ouverture prolongé des canaux Kv2 (Maverick et al., 2021), alors qu’AMIGO1 décale le 

V1/2 des canaux Kv2.1 vers des Vm plus négatifs (Sepela et al., 2022). 

 

I. C. 3. Fonctions du Kv2.1 dans la cellule 

 

Les fonctions du Kv2.1 dans la cellule semblent être variées, d’autant plus que sa capacité 

à former des canaux avec des sous-unités silencieuses agrandit la gamme de cinétique de cou-

rant porté par ces canaux. L’assemblage en canal hétérotétramérique de ces sous-unités silen-

cieuses et des Kv2 consistent en une réduction de l'amplitude, un ralentissement de la cinétique 

d'inactivation et une altération de la dépendance au voltage de l'inactivation des courants Kv2.1 

(Bocksteins, 2016). Par exemple, les canaux Kv2.1 contenant des sous-unités Kv9.3 sont impli-

qués dans la vasoconstriction de l'artère pulmonaire hypoxique (Patel et al., 1997), avec les sous-

unités Kv5.1 et Kv6 façonnent IKdr dans le muscle lisse de la vessie (Hristov et al., 2012; Thorneloe 

& Nelson, 2003), et les sous-unités Kv8.2 sont impliquées dans la photoréception de la rétine 

(Hart et al., 2019) et l’assemblage de Kv2.1 et Kv9 dans les neurones des ganglions spinaux chez 

la souris (Bocksteins et al., 2009). 

Dans la littérature sont décrits deux types de fonctions au canal Kv2.1, d’une part son rôle 

canonique et sa fonction de conduction des ions K+ et d’autre part, soulignée par sa particularité 

du Kv2.1 à former des clusters de grande taille à la surface de la membrane plasmique des neu-

rones, ses fonctions non canoniques liées à son expression membranaire.   
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I. C. 3. a. Rôles canoniques 

 

I. C. 3. a. 1. Régulation de l’excitabilité neuronale 
 

 

Dans les neurones, le Kv2.1 est impliqué dans la repolarisation des PA et spécifiquement 

lors de la décharge à haute fréquence (P. W. Liu & Bean, 2014). Dans les neurones de CA1 ou 

du ganglion cervical supérieur du rat, l’application de GxTx lors d’une stimulation prolongée, aug-

mente la dépolarisation de la membrane plasmique entre les PA lors de la décharge à haute 

fréquence. Ce phénomène a été associé à une augmentation de la fréquence initiale des PA. 

Cependant, l'inhibition des canaux Kv2.1 empêche le maintien de la décharge à haute fréquence 

car les neurones entrent plus facilement dans le depolarization block (Guan et al., 2013; J. 

Johnston et al., 2008; P. W. Liu & Bean, 2014). L'hypothèse générale formulée dans la littérature 

est qu’en l’absence des canaux Kv2.1, le Vm reste dépolarisé entre les PA, empêchant la réacti-

vation des canaux voltage dépendants Na+ qui se sont inactivés à ce moment du cycle du PA 

(Guan et al., 2013; J. Johnston et al., 2008). Par conséquent, les canaux Kv2.1 peuvent soit 

diminuer, soit augmenter l'excitabilité neuronale en fonction de l'échelle de temps de l'excitation 

(P. W. Liu & Bean, 2014). Ces résultats sont corrélés par une étude utilisant un dominant négatif, 

dans les cellules pyramidales du cortex somatosensoriel ou moteur de rats (couches II/III ou V). 

Les résultats suggèrent également que les canaux Kv2.1 jouent un rôle dans le contrôle du Vm 

pendant l'intervalle entre les PA et le taux de décharge car le dominant négatif impacte ces deux 

paramètres (Guan et al., 2013). L’utilisation d’un knock-out Kv2.1 montre, lors de stimulations à 

des fréquences élevées, une élongation de la durée de PA et des transients calciques ce qui 

suggère que Kv2.1 est essentiel pour la repolarisation des PA pendant la stimulation à haute 

fréquence (Du et al., 2000). 

Outre la décharge continue à haute fréquence, certains neurones sont également ca-

pables de générer un patron de décharge particulier qualifié de burst. Ce sont des périodes de 

génération rapide de PA suivies de relativement longues périodes de repos, ayant un rôle parti-

culièrement important dans l’encodage de l’information (Zeldenrust et al., 2018). Dans les neu-

rones pyramidaux de la couche V du cortex, le blocage des Kv2.1 par la GxTx lors de stimulation 

dendritique modifie les réponses de PA isolés en bursts portés par une post-dépolarisation accrue 

(Newkirk et al., 2021). De même, le blocage des Kv2.1 dans les cellules de CA3, augmente la 

probabilité de ces cellules à générer des bursts (Raus Balind et al., 2019). Dans ces cellules, 

deux modes de décharges existent, les PA isolés et les bursts de deux ou plusieurs PA dont 
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l'amplitude diminue progressivement et dont la durée augmente pendant la salve. Ces bursts 

nommés « Complex Spike Bursts » (CSB) peuvent représenter une forme importante de codage 

de l’information dans l’hippocampe (Thomas et al., 1998). Les CSB sont le résultat d'une interac-

tion entre les entrées synaptiques et les conductances voltages dépendantes dans deux zones 

d'initiation des pointes séparées dans l'espace (somatique et dendritique apicale). Dans les cel-

lules de CA3, il semblerait que le gradient d’activité du Kv2.1 dû à sa localisation somato-dendri-

tique proximale contribue à la modulation de la génération de CSB, notamment pour réguler l'ini-

tiation et/ou le couplage de la génération de pointes dendritiques et somatiques (Raus Balind et 

al., 2019).  

Figure 8. La déphosphorylation du Kv2.1 empêche la décharge des neurones. 

En utilisant un modèle computationnel simulant des réponses neuronales, le décalage 

de la conductance des canaux Kv2.1 correspondant à un état déphosphorylé de la 

queue C-ter des sous-unités empêchant la décharge de PA à haute fréquence (Sur-

meier & Foehring, 2004). 

 

Dans la littérature, le Kv2.1 se voit attribué le rôle de régulateur homéostatique qui repose-

rait sur l’hypothèse du changement de V1/2 du au processus de phosphorylation de la queue C-

ter des sous-unités Kv2.1. La déphosphorylation des canaux a pour conséquence un décalage 

de la V1/2 vers des Vm plus négatifs, ce qui a pour conséquence l’ouverture des canaux Kv2.1 à 

des Vm plus hyperpolarisés (Park et al., 2006), permettant à un plus grand nombre de canaux de 

s'ouvrir pendant la phase ascendante du pic (Figure 8). Il ne faut pas exclure que les valeurs de 

conductances sont également sujettes à des hausses de prix(Fox, Loftus, et al., 2013). Ces mo-

difications du courant IKdr pourraient supprimer de manière significative le déclenchement des PA 
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dans les neurones (Misonou, Mohapatra, & Trimmer, 2005; Murakoshi et al., 1997; Murakoshi & 

Trimmer, 1999; Surmeier & Foehring, 2004).  

 

I. C. 3. a. 2. Acteur de l’apoptose 
 

Lors de l’apoptose, contrairement au mécanisme ionique de la nécrose, un efflux excessif 

et un appauvrissement intracellulaire en K+ sont mis en jeu. L'apoptose a été définie à l'origine 

par des caractéristiques morphologiques, notamment le rétrécissement du corps cellulaire, la 

condensation nucléaire, la margination de la chromatine, la fragmentation de l'ADN et la formation 

de corps apoptotiques (Kerr et al., 1972). Les modifications de l'osmolarité générées par la perte 

des ions K+ sont favorables à l'élimination de l'eau de la cellule et sont considérées comme un 

facteur important de la diminution physiologique et pathologique du volume cellulaire (S. P. Yu et 

al., 2001; S. P. Yu, 2003). Par ailleurs, l'élévation de la concentration en ions K+ dans le milieu 

extracellulaire bloque l'apoptose dans un grand nombre de types de cellules en empêchant l'efflux 

induisant la mort cellulaire (Hughes & Cidlowski, 1999). Cette sortie massive d’ions K+ permet 

l’activation des caspases et la formation de l’apoptosome (Justice et al., 2017; S. P. Yu et al., 

1997). Dans les neurones, l'apoptose s'accompagne d'une amplification des courants potas-

siques, dépendante de la kinase p38, qui précède l'activation des caspases (McLaughlin et al., 

2001). 

Il a été proposé que lors de l’apoptose, l’activité des canaux Kv2.1 serait un facteur im-

portant. L’expression de canaux non fonctionnels du Kv2.1 dans des neurones in vitro, élimine 

l’augmentation des courants potassiques qui accompagne le processus de mort cellulaire. Ces 

neurones sont également résistants aux agents apoptotiques. De plus l’expression du Kv2.1 fonc-

tionnel dans un système hétérologue rend les cellules plus sensibles à l’apoptose (S. Pal et al., 

2003). C’est le résidu sérine S800, site de phosphorylation par la p38, qui est nécessaire à l'inser-

tion membranaire du Kv2.1, et subséquemment de l'augmentation du courant potassique et la 

mort cellulaire. L’augmentation de la phosphorylation de ce site spécifique est détectée dans les 

neurones apoptotiques (Redman et al., 2007). De façon remarquable, l'absence de phosphoryla-

tion de S800, notamment par clivage de la queue C-ter, est suffisante pour empêcher l'achève-

ment du programme de mort cellulaire (F. Liu et al., 2018; S. K. Pal et al., 2006; Redman et al., 

2007; Q. Sun et al., 2022). De la même façon, l’inhibition de l’interaction entre le Kv2.1 et la 

syntaxine-1A, empêcherait l’insertion de nouveaux canaux donc l’efflux d’ions K+ et finalement 

l’apoptose (Yeh et al., 2017).  
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Des études prenant en compte le stress oxydatif, liée à une ischémie ou un trauma crânien 

par exemple, montre une accumulation de Zn2+ et de Ca2+ cytosoliques accompagnant le déclen-

chement des cascades de signalisation de la mort cellulaire neuronale. L’activation de la protéine 

kinase II dépendante du Ca2+ (CaMKII) module la capacité de la syntaxine-1A à interagir avec 

Kv2.1. Ces résultats révèlent une convergence coopérative des voies de signalisation des lésions 

médiées par Ca2+ et Zn2+ et par la p38 (McCord & Aizenman, 2013). De façon discutée, la forma-

tion de clusters des canaux Kv2.1 est également un élément clé puisque l’ischémie dans le cer-

veau de rat ou sur des neurones in vitro induit une déphosphorylation des sous-unités Kv2.1, la 

dispersion des clusters et la perte des points de jonction entre la membrane plasmique et le RE 

entrainant une augmentation de l’efflux d’ions K+ (Misonou, Mohapatra, Menegola, et al., 2005; 

Schulien et al., 2020) mais le maintien de ses clusters a été montré comme essentiel à l’insertion 

de nouveaux canaux à la membrane (Justice et al., 2017).   

Bien que peu de littérature existe sur ce sujet, une autre voie d’apoptose pourrait égale-

ment impliquer le Kv2.1 et la séquestration de la protéine Akt empêchant la survie cellulaire (For-

zisi et al., 2022). 

 

I. C. 3. b. Rôles non canoniques 

 

I. C. 3. b. 1. Points de jonction entre la membrane plasmique et le réticulum endoplasmique 
 

Le RE est un organite unique et continu, entouré d'une membrane et composé de do-

maines distincts sur le plan fonctionnel et structurel. Le RE est divisé en deux domaines : l’enve-

loppe nucléaire et le RE périphérique, ce dernier correspondant à un réseau de tubules et de 

feuillets répartis dans le cytoplasme (English et al., 2009). En 1962, des points d’apposition entre 

des citernes du RE et la membrane plasmique ont été identifiés dans les neurones du SNC. Les 

deux membranes sont maintenues à proximité immédiate mais séparées par un petit espace 

rempli par un cytosol électrodense de 5 à 30 nm (Dickson, 2017; Gallo et al., 2016; Henne et al., 

2015; Rosenbluth, 1962). Il a été estimé que ces points de jonction occupaient 10% de la surface 

totale de la membrane plasmique, que ce soit au niveau du corps cellulaire ou des dendrites 

proximales (Wu et al., 2017). Parmi les nombreuses protéines identifiées à l’établissement de ces 

points de jonction, le Kv2.1 tient un rôle particulier grâce sa faculté à s’organiser en clusters. La 

microscopie électronique, montre une localisation proche entre les membranes plasmique et du 
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RE proposant que les clusters de Kv2.1 jouent un rôle structurel direct dans l'induction de jonc-

tions stables entre le RE et la membrane plasmique. L’exposition au glutamate pour disperser les 

clusters de Kv2.1 indurait alors la rétraction du RE de ses points de jonction (Fox et al., 2015). 

La question du mécanisme de liaison entre les Kv2.1 de la membrane plasmique et la 

membrane du RE s’est donc posée. En utilisant des techniques de biotinylation de proximité et 

de co-immunoprécipitation, les protéines VAP ont été identifiées comme des interacteurs poten-

tiels de Kv2.1. L’interaction entre les deux passe par un motif FFAT (deux phénylalanines dans 

un milieu acide) de la queue C-ter des sous-unités Kv2.1 dans le domaine PRC et la partie N-ter 

des protéines VAP (Figure 9) (B. Johnson et al., 2018; Kirmiz et al., 2018; E. W. Sun & De Camilli, 

2018). Ces points de jonction sont particulièrement importants car la membrane plasmique mais 

également la membrane du RE y sont enrichies en canaux calciques impliquées dans la régula-

tion du Ca2+, telles que le récepteur de la ryanodine (RyR), le récepteur IP3, et STIM1 (Carrasco 

and Meyer, 2011). Le couplage entre le Kv2.1 et le RyR a été étudié dû à la régulation de l’état 

phosphorylation du canal Kv2.1 de façon calcium-dépendante. La microscopie électronique con-

firme l’apposition des clusters de Kv2.1 et des clusters de RyR à l’emplacement des points de 

jonction dans les neurones murin. De plus, la stimulation aiguë des RyR dans des cellules hété-

rologues provoque un changement hyperpolarisant du V1/2 de l'activation des canaux Kv2.1, ty-

pique de leur déphosphorylation dépendante du Ca2+ et de la calcineurine (Mandikian et al., 

2014). En plus de colocaliser avec les clusters de RyR, les canaux Kv2.1 sont également à proxi-

mité des canaux calciques voltages dépendants de type-L, les Cav1.2. Il a été proposé que cette 

proximité induirait la formation de microdomaines de signalisation facilitant la génération de si-

gnaux calciques très localisés. La dispersion des clusters de Kv2.1 mène à une réduction de la 

taille des clusters de RyR et de la colocalisation de ces derniers avec les Cav1.2 et inversement. 

De plus, l’expression de sous-unité Kv2.1 mutée au niveau du pore, donc n’exerçant plus sa 

fonction conductrice d’ion K+, n’a pas d’incidence sur les points de jonction entre la membrane 

plasmique et le RE ni sur la colocalisation entre le RyR et le Cav1.2 (Vierra et al., 2019). Le Kv2.1 

à une influence significative dans la formation de l'activité des canaux calciques voltages dépen-

dants de type-L neuronaux et un rôle critique dans la génération des signaux calciques somato-
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dendritiques mais aussi comme protection contre l’excitotoxicité du surplus de Ca2+ suite à de 

forte période d’activité (Mandikian et al., 2014; Vierra et al., 2019). 

Figure 9. Les points de jonction entre la membrane plasmique et le RE.  

Le RE est capable de former des points de contacts avec la membrane de nombreux 

organites de la cellule dont le Golgi, les mitochondries et la membrane plasmique 

(panneau de gauche). A ces derniers, l’un des acteurs de cette apposition est le Kv2.1 

capable d’interagir avec les protéines VAP de la membrane du RE. Cette interaction 

met en jeu le domaine PRC de la queue C-ter des Kv2.1 et le segment N-ter des 

protéines VAP. Adapté de (E. W. Sun & De Camilli, 2018). 

 

I. C. 3. b. 2. Plateforme d’exocytose 
 

Un rôle supplémentaire de ces domaines membranaires est de servir de plaques tour-

nantes localisées pour l'endo/exocytose et pour le transfert et le métabolisme des lipides (Car-

rasco & Meyer, 2011; Chang et al., 2017; Fox, Haberkorn, et al., 2013; Kirmiz et al., 2018). 

Dans les neurones (ou les cellules neuroendocrines), l'influx de Ca2+ déclenche l'exocy-

tose des vésicules sécrétoires, libérant ainsi des neurotransmetteurs (ou des hormones). L’exo-

cytose repose sur le complexe SNARE (pour « Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attach-

ment protein REceptor ») composé dans les neurones des protéines v-SNARE sur les vésicules, 

la protéine VAMP (pour « Vesicle Associated Membrane Proteins »), avec les t-SNARE de la 

membrane plasmique, SNAP25 (« synaptosomal-associated protein of 25 kDa ») et la syntaxine-

1A (Feinshreiber et al., 2009). 
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Or, l’interaction directe entre Kv2.1 et la syntaxine-1A a été mise en évidence en utilisant 

des analyses de co-immunoprécipitation et d'immunocytochimie dans les cellules neuroendo-

crines (Michaelevski et al., 2003). Des études supplémentaires se sont donc intéressées au rôle 

de cette interaction dans la machinerie de l’exocytose. Dans un premier temps, la transfection du 

Kv2.1 dans un système hétérologue, a montré que les canaux Kv2.1 augmentent la libération 

médiée par les vésicules à noyau dense après une élévation d’ions Ca2+ cytoplasmique et ce 

même après la perturbation de la fonction du pore (Mohapatra, Vacher, et al., 2007; Singer-Lahat 

et al., 2007). Dans un second temps, le blocage de l’interaction entre la queue C-ter du Kv2.1 et 

la syntaxine-1A par des peptides compétitifs ou la transfection avec des sous-unités Kv2.1 sans 

queue C-ter, dans des systèmes hétérologues ou dans des neurones, montrent que cette facili-

tation passe par l’association directe et dynamique entre le Kv2.1 et la syntaxine-1A (Barak et al., 

2011; Feinshreiber et al., 2009; Singer-Lahat et al., 2008).  

Bien que le mécanisme d’intégration entre l’endocytose et le Kv2.1 ne soit pas tout à fait 

élucidé, les vésicules contenant du Kv2.1 livrent des cargaisons en périphérie des clusters de 

Kv2.1 à la surface de la membrane plasmique à la fois dans les cellules HEK transfectées et dans 

les neurones hippocampiques. Ces résultats indiquent que l'une des fonctions non conductrices 

de Kv2.1 est de former des microdomaines impliqués dans le trafic des protéines membranaires 

(Deutsch et al., 2012). 

 

I. C. 3. b. 3. Interaction avec les microglies 
 

 De façon intrigante, récemment une potentielle interaction entre la microglie et les clusters 

des canaux Kv2.1 pourrait être impliquée dans l’établissement de contacts microgliaux avec les 

corps cellulaires des neurones.  

Les microglies sont les cellules immunitaires résidentes du SNC qui garantissent la sur-

veillance immunitaire et exercent également un rôle modulateur sur le développement synaptique 

neuronal. En cas de blessure, la microglie est activée et modifie sa morphologie en acquérant un 

phénotype amiboïde et des caractéristiques pro- ou anti-inflammatoires (Gullotta et al., 2023). Un 

site d’interaction a été identifié entre les corps cellulaires neuronaux et les processus microgliaux 

dans le cerveau de la souris et de l’homme. Dans des conditions physiologiques, ces jonctions 

somatiques microglie-neurone sont présentes sur la plupart des neurones, tant chez la souris que 

chez l'homme. L'activité des mitochondries neuronales est liée à la formation de jonctions micro-

gliales, qui est induite en réponse à l'activation neuronale et bloquée par l'inhibition des récep-

teurs P2Y12. Les clusters de Kv2.1 sur les cellules HEK transfectées induisent la formation de 
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contacts entre les processus microgliaux et la membrane, ce qui n’est pas observé sur les cellules 

HEK transfectées avec le mutant dominant-négatif Kv2.1 ne formant pas de clusters. En outre, 

les clusters de récepteurs P2Y12 microgliaux étaient précisément alignés avec les clusters de 

Kv2.1 neuronaux. Ces jonctions neurone-microglie semblent fonctionner comme des sites de 

communication qui sont rapidement modifiés en réponse à une lésion cérébrale (Cserép et al., 

2020; K. Sharma et al., 2020). 
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II. Les mutations de Kcnb1 dans les encéphalopathies épilep-

tiques  

 

 La multiplicité des rôles du Kv2.1 rend compliquée la compréhension des conséquences 

des mutations causales à des encéphalopathies épileptiques (EE) identifiées ces dernières an-

nées.  Canoniques ou non canoniques, les rôles proposés mettent en jeu des acteurs multiples 

et il est donc possible de s’interroger sur les répercussions des modifications de la fonction du 

Kv2.1 suite à ces mutations.  

 

II. A. Généralités sur les encéphalopathies épileptiques 

 

II. A. 1. Définition(s) 

 

C’est en 1841 que le Dr W. J. West définit pour la première fois les caractéristiques cli-

niques du syndrome de West qui deviendra le premier type d’encéphalopathie épileptique (West, 

1841). Les EE sont définies selon la Ligue internationale contre l'épilepsie (ILAE) comme des 

affections dans lesquelles l’activité épileptique mène à de graves troubles cognitifs et comporte-

mentaux qui peuvent s’aggraver avec le temps. Ces troubles sont souvent intraitables et pré-

coces, caractérisés par des crises fréquentes et un mauvais développement (Berg et al., 2010). 

Le syndrome d'Ohtahara, le syndrome de Dravet, l'encéphalopathie myoclonique précoce, le syn-

drome de Lennox-Gastaut, l'encéphalopathie épileptique avec pointes-ondes continues pendant 

le sommeil lent ou syndrome de Landau-Kleffner sont des exemples des EE les plus courantes 

(Esmaeeli Nieh & Sherr, 2014; Nabbout & Dulac, 2003). Cependant, une rapide revue de la litté-

rature met en évidence plusieurs points de controverse de cette définition qui inclut de nom-

breuses pathologies et syndromes à l’étiologie très variée et complexe (Aminoff et al., 2013). 

 Tout d’abord, la définition proposée en 2010 par l’ILAE pose plusieurs assomptions : (1) 

les EE peuvent être statiques ou progressives, (2) les crises d’épilepsies seraient un facteur ag-

gravant la cognition ou le comportement et (3) le traitement des crises devrait améliorer les défi-

cits cognitifs ou comportementaux (Jehi et al., 2015; Stafstrom & Kossoff, 2016). 

 Or, des études génétiques à grande échelle ont conduit à une découverte massive de 

gènes menant à des EE dont les manifestations cliniques sont variées. Ces nouvelles informa-

tions génétiques remettent en question la définition posée des EE, car ces patients présentent 
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des symptômes cliniques de la pathologie allant du maintien à la dégénérescence des fonctions 

cognitives, neuropsychiatriques ou comportementales en lien ou non avec des crises d’épilepsies 

ou activités interictales et ce pour un même syndrome d’EE. Il est donc difficile de faire la distinc-

tion entre un groupe d’EE dites « primaires » qui présenteraient une activité épileptique ayant 

pour conséquence une détérioration des capacités cognitives et comportementaux et un groupe 

d’EE « secondaires » avec des patients dont les troubles cognitifs sont présents dès l'apparition 

des crises et sont dus à l'étiologie sous-jacente. L'activité épileptique peut alors aggraver les 

capacités intellectuelles au fil du temps et, en fin de compte, entraîner une détérioration de l'état 

neurologique (Cross & Guerrini, 2013; von Deimling et al., 2017). Certains auteurs soutiennent 

donc que le terme d’EE devrait être réservé aux pathologies dans lesquelles les crises ou les 

décharges interictales altèrent directement un processus (cognition, neuropsychiatrique ou com-

portement) plutôt que d'utiliser ce terme pour définir tout trouble qui inclut une épilepsie sévère 

et un dysfonctionnement intellectuel (Capovilla et al., 2013; Helbig et al., 2017; Howell et al., 

2016; Khan & Al Baradie, 2012; Korff et al., 2015; Stafstrom & Kossoff, 2016). Ce point de vue 

s’explique par le fait que l'épilepsie sévère et les troubles cognitifs ne sont pas rares. Donc si 

l'étiologie sous-jacente explique les troubles cognitifs et que l'épilepsie n'aggrave pas ces der-

niers, le terme d’EE ne serait pas approprié (Howell et al., 2016). Un autre argument soulevé est 

le fait que cette qualification excessive des pathologies sous le terme parapluie d’EE, pousserait 

les cliniciens à se concentrer uniquement sur l'activité épileptiforme sans prendre en compte les 

conséquences plus larges de l'étiologie sous-jacente sur le développement cognitif et comporte-

mental, biaisant les efforts de recherche et les thérapies sur une cible trop étroite (Korff et al., 

2015). 

En outre, l'absence de critères diagnostiques clairs pour les EE aurait involontairement 

donné lieu à des utilisations de plus en plus larges et problématiques, réduisant la signification 

originale du terme et créant une confusion dans la littérature (Howell et al., 2016). 

 A la suite de ces controverses le terme d’encéphalopathies épileptogènes ou encéphalo-

pathies avec épilepsies ont été créés mais leurs utilisations ne sont pas unanimes (Capovilla et 

al., 2013).  

 Suite à ces différents commentaires et à l’impact de la génétique dans la recherche des 

causes de EE, l’ILAE a apporté quelques modifications à la définition des EE en 2017. La classi-

fication de la pathologie doit désormais décrire le type de crise, le type d’épilepsie et enfin à quel 

syndrome épileptique (regroupement spécifique de caractéristiques cliniques et électroencépha-

logramme (EEG) stéréotypé). La nouvelle classification intègre l'étiologie à chaque étape pour 

que les implications thérapeutiques soient plus ciblées (Scheffer et al., 2017). De plus, le retard 
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de développement et la déficience intellectuelle, généralement décrits comme des encéphalopa-

thies de développement, peuvent être observés chez les patients dans les mois qui suivent la 

naissance. Bien que les manifestations soient diverses, 22,2% des enfants présentant une défi-

cience intellectuelle souffrent également d'une forme d'épilepsie (McTague et al., 2016; Specchio 

& Curatolo, 2021). Le retard de développement des enfants peut encore une fois être dû à un 

trouble existant, la conséquence d'une activité épileptiforme intense ou la combinaison des deux 

facteurs. C'est pourquoi la classification actuelle de l’ILAE a identifié trois entités : l’encéphalopa-

thie de développement, l’EE et l'encéphalopathie épileptique et développementale (DEE) (Schef-

fer & Liao, 2020; Trivisano & Specchio, 2020). Puisque dans ce dernier cas, les causes sont 

difficilement identifiables, les DEE concernent également les comorbidités qui se sont dévelop-

pées indépendamment l'une de l'autre (Figure 10) (Specchio & Curatolo, 2021).  

Aujourd'hui, avec l’explosion des causes génétiques, structurelles et auto-immunes iden-

tifiées d'épilepsie sévère en bas âge et de déficience intellectuelle, la liste des EE présumées 

s'est considérablement allongée (Stafstrom & Kossoff, 2016). 

Figure 10. Implications théoriques des EE ou DEE.  

Dans les encéphalopathies épileptiques, les troubles cognitifs et comportementaux 

sont issus d’une conséquence séquentielle des activités épileptiformes. Cependant 

dans les encéphalopathies épileptiques et développementales, les voies patholo-

giques sont différentes (bien que des composants puissent être partagés) et se pro-

duisent en parallèle bien que l’activité épileptiforme et les troubles cognitifs et com-

portementaux aient une étiologie génétique commune qui peut être plurielle. Adapté 

de (Specchio & Curatolo, 2021). 
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II. A. 2. Diagnostic, étiologie et symptômes 

 

II. A. 2. a. L’importance de la génétique  

 

 Poser un diagnostic le plus rapidement possible permet de commencer un traitement dès 

que possible afin de contrer les activités épileptiformes qui pourraient dégrader l’état des jeunes 

patients atteints d’EE/DEE. Ce sont des pathologies lourdes, dont 40% de la composante épilep-

tiforme survient au cours des trois premières années de vie (Guerrini & Pellock, 2012; Stafstrom 

& Kossoff, 2016). En réalité, les EE peuvent survenir à tout âge, mais sont le plus souvent obser-

vées et le plus grave chez les nourrissons et les jeunes enfants, où l'activité épileptique survenant 

au cours de cette période critique du développement peut altérer non seulement les fonctions 

existantes, mais aussi le développement de nouvelles fonctions physiologiques selon l’âge du 

patient  (Berg et al., 2012; Howell et al., 2016). Dans les EE/DEE, chaque gène identifié présente 

une pléiotropie phénotypique et chaque syndrome présente une hétérogénéité génétique. De 

nombreux facteurs contribuent à l'hétérogénéité phénotypique, notamment : le type et le moment 

des mutations au cours du développement, le moment et la localisation de l'expression des gènes 

physiologiques et les facteurs épigénétiques (McTague et al., 2016). Par conséquent, le diagnos-

tic clinique est difficile en raison de l'hétérogénéité génétique et phénotypique (Kaya Özçora et 

al., 2023). 

 L’émergence de technologies génomique a accéléré la capacité des chercheurs à identi-

fier de nouvelles mutations. Par exemple, le séquençage de l'exome entier, qui couvre l'ensemble 

de la séquence codante soit 1 à 1,5% du génome humain, devient un outil de plus en plus popu-

laire (Musante et al., 2022). En appliquant cette approche à un trio patient-parents, une moyenne 

de 1 à 68 mutations de-novo est rapportée chez le patient, ce qui permet souvent d'identifier 

rapidement le gène causal à la pathologie (McTague et al., 2016). Cependant il existe une diffi-

culté liée à la gestion de grandes quantités de données et à l'interprétation du rôle pathogène des 

variants. Une autre approche consiste à utiliser des panels dans lesquels un ensemble ciblé de 

gènes connus ou candidats permet une couverture plus dense (McTague et al., 2016; Musante 

et al., 2022). Peuvent également être cités, les puces chromosomiques qui permettent d’identifier 

les variants du nombre de copie ou les variants d’un seul nucléotide. Alors que les variants du 

nombre de copie sont une variabilité normale chez l’Homme, ces microdélétions ou microdupli-

cations représente une cause moléculaire importante des EE/DEE. En effet, il a été estimé que 

8% des cas d’EE présente une variante du nombre de copie causale ou potentiellement contri-

butive (Hebbar & Mefford, 2020; Mefford et al., 2011; Myers & Mefford, 2016; Shbarou & Mikati, 
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2016). Bien que les causes génétiques des EE/DEE soient hétérogènes, les mutations de novo 

chez les individus sont les plus souvent rapportées suivies par des anomalies chromosomique 

ou des erreurs du métabolisme (McTague et al., 2016).  

 Un point important à mentionner, est que même si les EE sont des troubles essentielle-

ment pédiatriques, il existe également une proportion de patients adultes auxquels moins d’at-

tention est portée et qui n’ont donc jamais subi de tests génétiques. L'identification des causes 

étiologiques chez ces patients est particulièrement difficile, car ils ont généralement de longs 

antécédents de crises et de traitements anticonvulsivants pouvant masquer leurs caractéristiques 

syndromiques (Minardi et al., 2020). 

 Un autre outil utilisé dans le diagnostic et la recherche de l’étiologie des EE/DEE est la 

neuroimagerie. Celle-ci permet notamment d’observer l’activité et la connectivité dans des ré-

gions impliquées dans les processus d'attention et de mémoire de travail, ou qui soutiennent 

l'intégration dynamique du traitement cognitif et émotionnel, souvent dysfonctionnels dans les 

EE/DEE (Siniatchkin & Capovilla, 2013). 

 Les troubles génétiques peuvent amener à des dysfonctions du métabolisme comme les 

EE/DEE du métabolisme énergétiques avec des troubles mitochondriaux, du métabolisme lyso-

somal ou de la glycosylation des protéines (Kamien et al., 2012). Dans une minorité des cas, les 

causes symptomatiques peuvent également provenir d’une étiologie structurelle provoquée par 

une mutation génétique ou un accident vasculaire cérébral ou une encéphalopathie hypoxique-

ischémique. Dans ces cas, l'anomalie structurelle est associée à un foyer épileptiforme, entraî-

nant l'épilepsie et la régression du développement. Il a été estimé que des facteurs génétiques 

jouent un rôle dans au moins 70% des cas d’épilepsie, donc les EE/DEE d’étiologie structurelle 

représenteraient 30% des cas (Hildebrand et al., 2013). De même, les malformations du déve-

loppement cortical peuvent être associées à une EE/DEE (McTague et al., 2016). Une activité 

épileptiforme est en théorie sous-tendue par une fonction cérébrale anormale. Les mécanismes 

potentiels de cette perturbation peuvent être des changements dans l'excitabilité cellulaire dus 

aux canaux ioniques, la réorganisation synaptique, la neurogenèse et l'apoptose (Howell et al., 

2016). Suite à l’essor de la génétique et l’identification de mutations de canaux ioniques menant 

à des EE/DEE, l’utilisation du terme de canalopathie, introduit pour la première fois par Louis 

Ptáček, a été recommandé (Howell et al., 2016; Ptácek, 1997; von Deimling et al., 2017). Un 

dernier groupe de DEE correspond aux encéphalopathies auto-immunes, où les troubles sont dû 

à une réaction du système immunitaire (Stafstrom & Kossoff, 2016). Dans ces derniers une ré-

troaction positive entre l'inflammation cérébrale et l'épileptogénèse existe : les crises et les lésions 

cérébrales augmentent l'inflammation, et ces changements pro-inflammatoires augmentent à leur 



 

61 
 

tour la sensibilité aux crises et l'excitabilité neuronale (D. Xu et al., 2013). La microglie est une 

cellule immunitaire présente dans le cerveau qui s'active rapidement en cas de lésion cérébrale 

telle qu'une crise. Le développement postnatal de la microglie est en étroite corrélation avec la 

prédisposition aux crises d'épilepsie (Stafstrom & Kossoff, 2016). La neuroinflammation qui suit 

les crises peut à la fois déclencher un dysfonctionnement cérébral et servir de cible thérapeutique 

potentielle (Vezzani et al., 2011).  

 

II. A. 2. c. Manifestations cliniques récurrentes des principales EE décrites 

 

 Les principaux symptômes cliniques des EE comprennent un plateau de développement 

ou une régression, soit globale, soit limitée à certaines fonctions telles que le langage ou le com-

portement, et se manifestant ou s'aggravant typiquement à des moments d'activité épileptique 

fréquente (Howell et al., 2016). Il est remarquable qu'en dépit de la multitude d'étiologies, les 

phénotypes cliniques de certaines peuvent être très similaires (Stafstrom & Kossoff, 2016). 

Dans le syndrome de West, les spasmes infantiles et l'hypsarythmie surviennent à un 

jeune âge avec des manifestations similaires, que l'étiologie soit l'hypoxie-ischémie périnatale ou 

une mutation génétique (Stafstrom & Kossoff, 2016). 

 Les critères du syndrome de Lennox-Gastaut comprennent plusieurs types de crises (gé-

néralisées et toniques, d’absences ou myocloniques), des troubles cognitifs et un EEG anormal 

avec des pointes-ondes lentes. Il est cependant important de préciser que tous les patients ne 

présentent pas cette triade classique et que les trois caractéristiques ne doivent pas nécessaire-

ment apparaître en même temps (Arzimanoglou et al., 2009). 

Les syndrome de l’état d'épilepsie électrique pendant le sommeil lent et des ondes de 

pointes continues dans le sommeil constituent un spectre d’EE dans lesquelles les décharges 

interictales sont supposées provoquer un déclin intellectuel, langagier ou comportemental (de 

Saint-Martin et al., 2014). C’est la localisation des pointes interictales qui prédit des formes spé-

cifiques de troubles cognitifs ou moteurs (Stafstrom & Kossoff, 2016).  

 

II. A. 3. Traitements envisagés 

 

Lorsque l’étiologie génétique est découverte, l'expression dans des lignées cellulaires hé-

térologues peut être utilisée pour étudier le dysfonctionnement de la protéine mis en cause, en 
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confirmant le changement fonctionnel ou d’expression comparée à la protéine sauvage. Des mo-

dèles neuronaux in vitro tels que les cultures neuronales primaires de rongeurs, les modèles 

bidimensionnels et tridimensionnels dérivés de cellules souches humaines ou les organoïdes, 

peuvent fournir des informations sur l'impact du dysfonctionnement des protéines sur les proprié-

tés des neurones et des réseaux. Enfin, l’expression de la variation génétique dans des modèles 

animaux (Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Danio rerio et rongeurs) permet dif-

férentes approches pour accéder aux mécanismes d’action de la pathologie qui émergent à dif-

férentes échelles temporelles et spatiales (Maljevic et al., 2017; McTague et al., 2016). 

Les EE/DEE sont parmi les épilepsies les plus complexes qui existent. La question se 

pose de savoir s'il est possible de créer un modèle animal pour ces troubles complexes qui met-

tent en relation de nombreuses fonctions de l’organisme car les humains et les systèmes expéri-

mentaux diffèrent à de nombreux égards (Auvin et al., 2012). Bien que certains modèles d’épi-

lepsies existent reproduisant une étiologie structurelle telle que les traumatismes crâniens ou 

l’hypoxie, les modèles d’épilepsies chroniques sont peu nombreux et la création de modèles ani-

maux réalistes reste donc assez difficile (Figure 11) (Auvin et al., 2012; Stafstrom, 2007; 

Stafstrom & Kossoff, 2016).  

Figure 11. L’utilisation des modèles animaux pour les DEE. 

Lorsque l’étiologie est connue et que les mutations génétiques sont identifiées, des 

modèles de KO, délétions multiples ou KI peuvent être utilisés. Ces modèles animaux 

présentent différents avantages et inconvénients. Les inconvénients principaux sont 

les différences avec le phénotype humain, en particulier l'absence possible de phé-

notype épileptique et la pénétrance incomplète de la mutation ainsi que le taux de 

mortalité de ces animaux. Malgré cela, les modèles animaux génétiques sont des 

outils uniques et précieux pour l'évaluation de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Adapté de (Bertocchi et al., 2023). 

 

 A cause de la pléiotropie des phénotypes, les traitements de EE/DEE sont variés. L'ob-

jectif principal du traitement des EE/DEE est de contrôler les crises et de prévenir ou d'inverser 



 

63 
 

la perte de fonction neurologique et les déficits cognitifs et comportementaux (Stafstrom & Kos-

soff, 2016). Une meilleure compréhension de la base physiopathologique des troubles cognitifs 

chez les enfants atteints d’EE/DEE peut aider à concevoir des stratégies thérapeutiques plus 

efficaces et plus ciblées. Il faut également prendre en compte le traitement des troubles dévelop-

pementaux et comportementaux (Striano et al., 2013).  

L'approche la plus simple consiste à utiliser des agents pharmacologiques qui ciblent di-

rectement la protéine anormale ou les voies perturbées. Par exemple, la retigabine ouvre les 

canaux potassiques Kv7, dont les mutations sont impliquées dans les encéphalopathies KCNQ2, 

et rétablit sa fonction normale in vitro (Orhan et al., 2014). Or, ce type de traitement n’est possible 

qu’après la découverte du facteur génétique de l’EE/DEE et la recherche subséquente de traite-

ment.  

Les EE/DEE sont notoirement difficiles à traiter et sont souvent médicalement réfractaires 

(Vigevano et al., 2013). Puisque les médicaments anticonvulsivants classiques sont pour la plu-

part inefficaces, des alternatives telles que l'hormonothérapie (hormone adrénocorticotrophine ou 

corticostéroïdes) est utilisée. (Stafstrom & Kossoff, 2016). 

Des études cliniques suggèrent que le régime cétogène riche en graisses et pauvre en 

glucides permet de contrôler efficacement les crises d'épilepsie résistantes aux médicaments 

(Nei et al., 2014; Ruan et al., 2022). Cependant, ce traitement diététique est difficile à suivre, 

nécessite une surveillance continue, et ne convient pas à tous les patients. Ce régime ne s’ap-

plique qu’à une minorité d’EE/DEE comme chez les patients présentant un déficit du transporteur 

de glucose 1 dû à des mutations du SLC2A1 (Klepper, 2012). 

 Une autre approche étudiée est l’utilisation des cellules souches pluripotentes. Celles-ci 

donnent naissance à toutes les cellules d'un organisme (Parent & Anderson, 2015). Les cellules 

somatiques sont obtenues à partir d'un patient et sont ensuite dédifférenciées en cellules souches 

qui peuvent ensuite être induites à former des types de cellules spécifiques, comme des neurones 

ou de cellules gliales. Chez les patients atteints de maladies neurologiques, ces cellules souches 

pluripotentes induites peuvent être utilisées pour examiner les mécanismes de la maladie, tester 

la réponse ou la toxicité des médicaments ou rechercher de nouvelles thérapies (Stafstrom & 

Kossoff, 2016). 

Dans de nombreux cas, les mécanismes par lesquels les mutations génétiques produisent 

des EE/DEE sont mal compris. Cependant, des approches bio-informatiques alliées à l’utilisation 

des modèles in vitro ou in vivo peuvent permettre d’identifier des liens entre des mécanismes 

pathologiques ou une convergence des voies pathologiques (McTague et al., 2016). 

 



 

64 
 

II. B. Kcnb1 et ses mutations  

 

Depuis ces dix dernières années, près de 56 mutations du gène Kcnb1 ont été identifiées 

comme causales à des encéphalopathies épileptiques dont le phénotype est très variable d’un 

patient à l’autre et ce même pour une mutation donnée (Figure 12). 

En France, une association regroupant les familles des jeunes patients, « KCNB1 

France » permet aux cliniciens de mener leurs recherches sur les mutations impliquées dans le 

but de pouvoir diagnostiquer, prendre en charge et traiter ces EE/DEE (KCNB1 France : Asso-

ciation KCNB1 France – Informer, recenser et faire avancer la recherche sur la mutation du gène 

KCNB1 (kcnb1-france.org)).  

 

II. B. 1. Identification des mutations de Kcnb1 

 

Figure 12. Représentation schématique d’une sous-unité Kv2.1 et quelques muta-

tions identifiées. 

Près d’une cinquantaine de mutations, certaines schématisées par les ronds verts, 

ont été identifiées impactant plusieurs parties de la sous-unité Kv2.1. Ces différentes 

mutations donnent lieu à des EE/DEE au phénotype différent.  

 

 L’encéphalopathie KCNB1 se transmet selon un mode autosomique dominant, ce qui si-

gnifie qu'une copie du gène altéré dans chaque cellule suffit à provoquer le trouble. La plupart 

des cas résultent d'une nouvelle mutation du gène et surviennent chez des personnes n'ayant 

pas d'antécédents familiaux. C’est par des approches de séquençage de l’exome entier que sont 

identifiés les premiers mutants du gène Kcnb1. Ces séquençages ont été réalisés chez de jeunes 

patients atteints d’EE dont les symptômes cliniques étaient variés et également chez les membres 

https://kcnb1-france.org/
https://kcnb1-france.org/
https://kcnb1-france.org/
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de leur famille lorsque cela a été possible. Des mutations de novo du gène Kcnb1 conduisant à 

des variants faux-sens ont été mis en évidence. Ces trois variants sont situés dans le domaine 

du pore de la protéine du canal Kv2.1 et leur étude dans des systèmes hétérologues confirme la 

réduction du courant porté par les canaux Kv2.1 ce qui laisse présager de leur importance sur le 

plan fonctionnel (Torkamani et al., 2014). Après l’identification d’une nouvelle mutation de Kcnb1 

un patient atteint d'un trouble neurodéveloppemental (Soden et al., 2014), une autre équipe dé-

cide de réaliser le séquençage de l'exome entier de 437 patients atteints d'épilepsie infantile et 

découvre de nouvelles mutations hétérozygotes de novo de Kcnb1. Ces deux nouvelles muta-

tions abolissent les courants Kv2 endogènes dans les neurones pyramidaux transfectés, ce qui 

indique un effet dominant-négatif (Saitsu et al., 2015). Depuis ces études, la littérature recense 

76 patients pour 56 mutations, faux-sens ou non-sens, du gène Kcnb1 (Bar, Kuchenbuch, et al., 

2020, 2020; Bar et al., 2022; Calhoun et al., 2017; de Kovel et al., 2017; Hawkins et al., 2021; 

Kang et al., 2019, 2023; Marini et al., 2017; Púa-Torrejón et al., 2021; Saitsu et al., 2015; Soden 

et al., 2014; Thiffault et al., 2015; Torkamani et al., 2014; Uctepe et al., 2022; Veale et al., 2022; 

Xiong et al., 2022).  

La moyenne d’âge des patients est de 8 ans et il est important de noter que dans 74/76 

cas, les mutations sont de novo et seulement 2/76, les mutations R583* et L147*, ont été identi-

fiées comme héréditaire par la mère (Bar, Kuchenbuch, et al., 2020; Uctepe et al., 2022). Sur ces 

mutations, la totalité des patients présente un retard développemental avec des degrés de sévé-

rité variés et dans 85% des cas, de l’activité épileptiforme pharmacorésistante (Veale et al., 2022). 

Le type d’activité épileptiforme décrit est variable sur un spectre allant de crises d’épilepsie mul-

tifocales ou généralisées, d’absence, de spasmes infantiles ou des pointes-ondes lentes pendant 

le sommeil. Puisque les symptômes cliniques sont divers selon les mutations, peu de généralités 

peuvent être faites, néanmoins les mutations affectant la partie C-ter des sous-unités Kv2.1 sem-

blent être entrainer moins de cas d’activité épileptiforme (de Kovel et al., 2017).  

Il n’existe pas de traitement aux encéphalopathies liées aux mutations du gène Kcnb1 et 

comme dans la grande majorité des cas d’EE/DEE, les traitements consistent à gérer les activités 

épileptiformes par des médicaments antiépileptiques pour contrôler les crises et diverses théra-

pies pour traiter les problèmes de développement et de comportement. 
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II. B. 2. Les modèles animaux 

 

 Comme mentionné précédemment, chaque mutation peut entrainer un phénotype diffé-

rent. La littérature se compose donc de plusieurs études sur chacune des mutations, générale-

ment sous forme d’expression de variants dans des systèmes hétérologues ou dans des neu-

rones murins. Ces études cherchent à mettre en avant des modifications dans la localisation ou 

le courant porté par les canaux Kv2.1 mutés (Calhoun et al., 2017; Kang et al., 2019; Saitsu et 

al., 2015; Thiffault et al., 2015; Torkamani et al., 2014; Veale et al., 2022). Puisque les mutations 

sont rares et leurs identifications récentes, les phénomènes pathologiques à l’échelle du réseau 

ne font pas l’objet d’une recherche active. Cependant quelques types de modèle d’organismes 

entiers existent et sont étudiés dans la recherche de traitement.  

 Dans une étude de 2014, un modèle de souris KO Kv2.1 a été généré pour réaliser la 

première caractérisation complète des phénotypes comportementaux et neurologiques de souris 

chez lesquelles le Kv2.1 est supprimé. Les souris KO présentent des caractéristiques normales 

sans perte de vision ou de coordination motrice et sans anomalie structurelle du cerveau. L’étude 

des courants électrophysiologiques ex vivo montrent une diminution du courant IKdr, une hyperex-

citabilité et une activité épileptiforme en réponse à des convulsivants ou des stimulations élec-

triques. Les souris KO Kv2.1 sont hyperactives, présentent des défauts d'apprentissage spatial 

lors de tests dans le labyrinthe aquatique de Morris et sont moins anxieuses dans un labyrinthe 

plus surélevé. De façon importante, les souris KO Kv2.1 sont hypersensibles aux effets des con-

vulsivants mais ne sont pas sujettes à des crises spontanées. Bien que reproduisant une perte 

totale du Kv2.1, ce modèle permet d’envisager l’effet de la perte du courant IKdr d’une mutation 

perte de fonction sur un modèle d’organisme entier (Speca et al., 2014). 

 Le premier modèle induisant une variation du Kv2.1 est introduit par une étude de 2020 

avec le mutant G379R, identifié chez un nourrisson souffrant de spasmes épileptiques et de 

crises atoniques, focales et tonico-cloniques réfractaires au traitement par les médicaments an-

tiépileptiques standards. D’autres études se sont intéressées à l’impact de ce variant sur la con-

ductance du voltage dans des cellules hétérologues (Kang et al., 2019). En utilisant la technologie 

CRISPR/Cas9, les auteurs de l’étude ont pu créer une lignée de souris hétérozygotes et homo-

zygotes portant la mutation G379R. Ces souris présentent une hyperactivité profonde, des com-

portements répétitifs, une impulsivité et une anxiété réduite. Les deux modèles sont plus sen-

sibles au convulsivants et des crises spontanées ont été observées chez les souris homozygotes 

pour le variant. De plus, les deux modèles murins présentent une activité EEG interictale anor-

male, notamment des pointes isolées et des ondes lentes. Dans l’ensemble, ces deux modèles 



 

67 
 

récapitulent de nombreuses caractéristiques observées chez les personnes atteintes d'une 

EE/DEE due à des variants du gène Kcnb1 (Hawkins et al., 2021). 

 Sur la même lancée, une variante récurrente plus fréquemment identifiée, la mutation 

R306C a également été exprimée dans un modèle murin. Cette mutation faux-sens située dans 

le domaine S4 induit chez les patients des retards de développement légers à sévères, des 

troubles du comportement et un spectre diversifié de crises d'épilepsie. Une caractérisation in 

vitro antérieure du variant R306C a décrit un phénotype perte de fonction dominant-négatif avec 

une sélectivité ionique altérée (Torkamani et al., 2014). Comme précédemment, en utilisant l'édi-

tion génétique CRISPR/Cas9, un modèle de souris hétérozygotes et homozygotes portant la mu-

tation R306C a été généré. Ces souris présentent une hyperactivité prononcée, une sensibilité 

altérée aux crises induites par convulsivants, et de fréquentes et longues séries de décharges 

d'ondes de pointes sur l'EEG (Kang et al., 2023). 

 Encore en cours, une dernière étude utilise le modèle poisson-zèbre, Danio rerio, en rai-

son de la relative facilitée de manipulation génétique, de son développement rapide et de sa 

petite taille qui se prête aux méthodes de criblage à haut débit. Dans ce modèle il existe un 

orthologue de Kcnb1 chez le poisson zèbre qui partage 67% d'homologie avec le Kcnb1 humain. 

L’étude du Kcnb1 chez le poisson-zèbre est d’ailleurs déjà utilisée sur l’altération du dévelop-

pement de l’oreille interne dans ce même modèle (Jedrychowska et al., 2021). En utilisant ce 

modèle l’étude en cours cherche à décrire le phénotype comportemental associé à la perte 

de fonction de Kcnb1 chez le poisson-zèbre en développement, en recherchant des caracté-

ristiques phénotypiques pertinentes de l'encéphalopathie KCNB1. La génération de ces dif-

férents modèles de poisson-zèbre rendra les approches thérapeutiques plus facilement 

mises en œuvre par criblage à haut débit (Bar Maillet, 2021).  
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III. L’utilisation de modèle in silico en neurosciences  

 

Les modèles in vivo ou in vitro sont des modèles complexes sujets à une grande variabilité 

et certaines contraintes expérimentales. En revanche, les modèles informatiques sont de plus en 

plus populaires d’une part pour tenter d'améliorer les performances d'un système, voire de les 

rapprocher de celles d'un cerveau et d’autre part dans l’étude des régulations fines au niveau 

d’un neurone unique et de l’implication du changement d’excitabilité au niveau d’un réseau (L. S. 

Smith, 2006).  

Lors de l’étude approfondie d’un acteur de l’excitabilité neuronale tel que le Kv2.1, la di-

versité biologique peut créer des difficultés d’analyses empêchant d’identifier les paramètres im-

portants. L'utilisation d'un modèle permet de faire face à cette diversité, notamment en modifiant 

paramètre par paramètre, par exemple la conductance ou le V1/2 dans le cas d’un canal voltage 

dépendant, et d’attribuer tout changement dans le modèle à des phénomènes précis.  

 

III. A. Les premiers modèles de neurones in silico  

Figure 13. Schéma des premiers modèles neuronaux. 

(A) Premier modèle de neurone artificiel de McCulloch-Pitts. Ce modèle simple peut 

intégrer plusieurs entrées e, chacune liée à un poids w, pouvant correspondre aux 

entrées synaptiques d’un neurone au niveau des dendrites. Après sommation des 

entrées, le modèle répond de façon à produire une réponse binaire y.  

(B) Réponse d’un modèle « integrate-and-fire » à une simulation d’injection de cou-

rant. Le Vm augmente de façon linéaire et progressive à l’injection de courant jusqu’à 

atteindre un seuil et déclencher un PA. A l’arrêt de la stimulation, le Vm reste constant. 

(C) Réponse d’un modèle « leaky integrate-and-fire » à une simulation d’injection de 

courant. L’ajout d’une fuite dans le modèle rend l’augmentation et la diminution du 

Vm non linéaire et à l’arrêt de la stimulation, le Vm reste revient à 0. 

 

A B C 
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 Le premier modèle neuronal aussi appelé neurone formel voit le jour en 1943 par McCul-

loch et Pitts. Le modèle McCulloch-Pitts pose les bases de l'étude du traitement de l'information 

neuronale à l'aide d'une approche mathématique et logique. Le modèle est divisé en deux par-

ties : la première partie, g, reçoit des entrées binaires, en, et la seconde partie, f, et produit une 

sortie binaire, y, basée sur un seuil prédéfini. Les entrées du modèle peuvent être considérées 

comme des signaux reçus d’autres neurones. Chaque entrée se voit attribuer un poids, wn, qui 

représente la force ou l'importance de cette entrée dans l'influence de la sortie du neurone. Les 

poids peuvent être positifs, négatifs ou nuls. En appliquant ce principe, une synapse excitatrice à 

un poids w > 0 et une synapse inhibitrice à un poids w < 0. Le modèle utilise une valeur seuil, qui 

détermine le niveau d'activation du neurone. Si la somme pondérée des entrées dépasse le seuil, 

le neurone se déclenche et produit une sortie de 1 ; dans le cas contraire, il reste inactif et produit 

une sortie de 0 (Figure 13A) (McCulloch & Pitts, 1943; L. S. Smith, 2006). Le neurone de McCul-

loch-Pitts a longtemps été critiqué pour sa simplification excessive, à cause de l'absence de dy-

namique temporelle et car il n'utilise que le poids pour représenter la force de la connexion entre 

deux neurones. Cependant son faible coût computationnel a ouvert la voie à des développements 

ultérieurs dans le domaine des réseaux neuronaux (beim Graben & Wright, 2011; H. Yu et al., 

2023). Ce modèle a inspiré plusieurs autres modèles plus complexes, notamment au perceptron, 

modèle de neurone formel évolutif (L. S. Smith, 2006). Le perceptron constitue un algorithme 

d’apprentissage profond en utilisant la loi de Hebb « cells that fire together, wire together » (Hebb, 

1950). Franck Rosenblatt introduit le perceptron en 1957 par un premier modèle utilisant trois 

couches de perceptrons : S, A et R assemblées pour reproduire la perception d’un cerveau par 

des neurones. Ces couches sont couplées en série par des connexions « synaptiques ». S est la 

couche sensorielle, A contient des « cellules » de détection des caractéristiques, et R contient 

des « cellules de reconnaissance » (Van Der Malsburg, 1986). Le modèle est capable de déter-

miner les données d'entrée en deux catégories possibles, par exemple : vrai/faux, droite/gauche 

ou chien/chat. Le perceptron fait une prédiction et s’il y a erreur, le modèle s'adapte pour faire 

une prédiction plus éclairée la prochaine fois. Il devient de plus en plus précis au fil des itérations 

(Kanal, 2003).  

 Un deuxième type de modèle générant des PA voit le jour, rajoutant plus de complexité 

aux modèles neuronaux. Dans son étude pionnière de 1907, Lapique présentait un modèle de 

nerf qu'il comparait aux données obtenues par stimulation des nerfs froids. Ce modèle, basé sur 

un simple circuit de condensateur, servira de base aux modèles ultérieurs de la membrane (Bru-

nel & van Rossum, 2007). C’est Knight, en reprenant le modèle de membrane de Lapique, qui 

introduit le terme de modèle de neurone « integrate-and-fire » en 1972 (Knight, 1972). Ce modèle 



 

70 
 

repose sur l'idée qu'un neurone intègre les signaux électriques entrants au fil du temps et génère 

un pic de sortie lorsque le Vm atteint un certain seuil. La membrane plasmique des neurones est 

représentée par un condensateur qui accumule des charges au fur et à mesure de l’intégration 

des entrées, augmentant ainsi le Vm du modèle (Figure 13B) (L. S. Smith, 2006): 

𝐼 = 𝐶𝑚 
𝑑𝑉𝑚

𝑑𝑡
 

Lorsque qu’un seuil défini est atteint, le modèle considère qu’un PA stéréotype est généré et le 

Vm revient à son potentiel de repos. Le modèle utilise le fait que les PA d'un neurone ont toujours 

à peu près la même forme. Si la forme d'un PA est toujours la même, elle ne peut pas être utilisée 

pour transmettre de l’information, celle-ci est plutôt contenue dans la présence ou l'absence d'un 

pic. Les PA sont donc réduits à des « événements » qui se produisent à un moment précis dans 

le temps (Gerstner et al., 2014). Le principal inconvénient de ce type de modèle survient lorsque 

les entrées ne sont pas suffisantes pour déclencher un PA, le Vm reste alors constant de façon 

indéfinie ce qui n’est pas réaliste. Pour y remédier une variante de ce modèle a été créé en 

rajoutant une résistance Rm qui dissipe une partie du courant (Figure 13C) (Gabbiani & Cox, 

2010; L. S. Smith, 2006) :  

𝐼 = 𝐶𝑚
𝑑𝑉𝑚

𝑑𝑡
+

𝑉𝑚

𝑅𝑚
 

De façon générale, les modèles « integrate-and-fire » ou « leaky integrate-and-fire » sont des 

modèles simples permettant de représenter des neurones générant des PA lorsque les processus 

qui sous-tendent ces derniers ne sont pas pertinents. Ce sont donc de bons modèles unitaires 

dans les réseaux neuronaux pour réduire le coût en ressources computationnelles (Gabbiani & 

Cox, 2010).  

 D’abord créé dans une optique d’élucider les mécanismes liés à la communication neuro-

nale, les modèles se sont par la suite complexifiés au cours du temps pour répondre à des ré-

ponses plus appliquées liées aux modifications d’excitabilité et/ou d’intégration dans un réseau.  

 

III. B. Un modèle biophysique basé sur les équations de Hodgkin et Huxley  

 

 Dans une recherche de rendre les modèles plus proches de la réalité biologique, les mo-

dèles dits biophysiques ont été développés. Ceux-ci prennent en compte les différents types de 

canaux étudiés, leurs conductances, leurs localisations différentielles dans les neurones ainsi 

que la présence de synapses et leurs distributions. La morphologie est aussi prise en compte, 

souvent basée sur des images d’immunohistochimie de neurones en culture ou en tissu.  
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Ces modèles ont pour but d’étudier l’intégration synaptique mais aussi les mécanismes 

de génération de PA. Ce sont des modèles plus coûteux en ressources computationnelles dû à 

leur complexité et niveau de détail.  

 

III. B. 1. Hodgkin-Huxley-Eccles : le prix Nobel de Physiologie/Médecine 1963 

 

Les cinq articles publiés par Hodgkin et Huxley en 1952 dans The Journal of Physiology 

sont des ouvrages fondamentaux dans le domaine de la physiologie, qui leur ont valu de partager 

le prix Nobel avec Eccles en 1963 (Hodgkin et al., 1952; Hodgkin & Huxley, 1952b, 1952c, 1952d, 

1952a). Sont également considérés comme importants deux articles publiés à la même période, 

rédigés en collaboration avec Bernard Katz (Hodgkin & Katz, 1949) et Richard Keynes (Hodgkin 

& Keynes, 1955). Le premier sert d'introduction logique à la série de publications de 1952, et le 

second fournit une conclusion appropriée. L'objectif des expériences de Hodgkin et Huxley était 

de comprendre les changements de perméabilité de la membrane de l'axone, puisque la littéra-

ture de l’époque indiquait que le mouvement transmembranaire des ions était à l'origine du PA 

(Hopper et al., 2022). Les données expérimentales issues de ces articles notamment sur les 

conductances dépendantes du voltage dans l'axone géant du calmar, Loligo pealei, et l’établis-

sement du modèle appelé Hodgkin-Huxley (HH) posent les bases conceptuelles à trois échelles 

d’études : (1) au niveau moléculaire avec l’explication des propriétés structurelles et fonction-

nelles des canaux ioniques y compris les mécanismes de perméation, de sélectivité et de ferme-

ture des ions, (2) au niveau cellulaire avec la génération de PA, les conditions qui contrôlent le 

moment de l'apparition du potentiel d'action, y compris les périodes seuil et réfractaire et enfin (3) 

au niveau du circuit par les prédictions du modèle HH sur lequel est basé des modèles neuronaux 

biophysiques (Catterall et al., 2012).  

Pour enregistrer la différence de potentiel à travers la membrane, Hodgkin et Huxley s’ins-

pirant des premières expériences d’électrophysiologie, ont inséré une fine électrode capillaire à 

l'intérieur de la fibre nerveuse (Figure 14A) (Häusser, 2000; Hodgkin & Huxley, 1939). Les expé-

riences reposaient sur plusieurs paradigmes. Pour déterminer l’importance des ions à la mem-

brane, ils ont estimé que chaque ion semblait se déplacer passivement le long de son gradient 

électrochimique, de sorte que des arguments thermodynamiques pouvaient être utilisés pour pré-

dire si le mouvement net d'un ion serait dirigé vers l'intérieur ou vers l'extérieur de la membrane 

à un Vm donné. Par exemple, les courants transportés par les ions Na+ devraient être entrants à 

des potentiels négatifs par rapport au potentiel d'équilibre, ENa+, et sortants à des potentiels posi-

tifs par rapport à ENa+. Si le Vm de la membrane est maintenu à ENa+, les ions Na+ ne devraient 
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pas contribuer au courant membranaire observé, et si le courant s'inverse autour de ENa+, il est 

probablement transporté par des ions Na+. La même logique peut être appliquée au ions K+ 

(Hodgkin & Huxley, 1939). Puis des ions peuvent être ajoutés, substitués ou enlevés des solu-

tions extracellulaires. Enfin, la modification de la concentration d’ions Na+ ou K+ dans l'eau de 

mer dans laquelle baignait l'axone devait révéler à quelle composante du potentiel d'action ces 

ions contribuaient (Hodgkin & Huxley, 1952c). Ces expériences ont fourni les premiers enregis-

trements de PA intracellulaire et les explications électrophysiologiques de la génération de PA 

(Figure 14B). Ils ont également été capable d’enregistrer les courants sodique et potassique sui-

vant un changement de Vm et subséquemment déterminer les conductances de chaque flux io-

nique (Brown, 2020). 

Figure 14. Enregistrement intracellulaire d’un PA dans l’axone de calmar géant.  

(A) Photographie d'une électrode à l'intérieur d'un axone géant de calmar d’un dia-

mètre ≈ 500 μm (Hodgkin & Huxley, 1945). 

(B) Le premier enregistrement intracellulaire d'un PA. Le marqueur temporel de l'onde 

sinusoïdale a une fréquence de 500 Hz soit 2 msec (Hodgkin & Huxley, 1945).  

 

Le point culminant de la collaboration entre Hodgkin et Huxley a été la publication de leur 

modèle mathématique décrivant les changements de perméabilité qui se produisent dans la 

membrane excitable lors d’un PA. Il s'agissait non seulement de la première description quanti-

tative de l'excitabilité électrique dans les cellules nerveuses, mais aussi de corrélats physiques 

qui prédisaient les mécanismes théoriques d’ouverture et de fermeture des canaux ioniques 

(Hodgkin & Huxley, 1952a). 
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III. B. 2. Les équations de Hodgkin-Huxley 

 

III. B. 2. a. Le postulat théorique 

 

 Les modèles basés sur les équations de HH font intervenir les conductances de différents 

canaux ioniques, permettant de représenter les propriétés électriques de la membrane des cel-

lules sous la forme d'un circuit électrique (Hodgkin & Huxley, 1952a).  

 En modélisation computationnelle, la membrane plasmique représente une séparation 

entre deux milieux, intra- et extracellulaire, empêchant l’échange de charge, elle agit donc comme 

un condensateur où les charges peuvent s’accumuler de part et d’autre de la bicouche lipidique 

(Hille, 1985). Dans un modèle basique, seul trois types de conductances ont été prises en compte 

pour expliquer la décharge des neurones : (1) une conductance de fuite invariable et responsable 

du Vm de repos, (2) une conductance potassique et (3) une conductance sodique, ces deux 

dernières variables en fonction du Vm et responsables de la génération des PA. Puisque la con-

centration en ions dans le milieu intra- et extracellulaire est différente, les courants portés par les 

flux ioniques dont le sens est déterminé par l’équation de Nernst, sont représentés par une résis-

tance (variable pour le sodium et le potassium) et le potentiel d’inversion par une batterie (Figure 

15) (Hodgkin & Huxley, 1952a).  

Figure 15. Représentation d’un modèle biophysique basé sur les équations HH. 

Dans un modèle basé sur les équations HH, la membrane est représentée comme un 

condensateur, Cm, accumulant les charges de part et d’autre de la bicouche lipidique 

et les canaux sont représentés par des résistances et des batteries. Dans un modèle 
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basique sont considérées les conductances sodique, potassiques et de fuite. Adapté 

de (Hodgkin & Huxley, 1952a). 

  

 A l’injection d’un courant de stimulation, Istim, dans le neurone, la conservation de charge 

implique que le courant est divisé entre un courant capacitif qui charge le condensateur et les 

courants portés par les ions qui passent au travers des canaux selon l’équation : 

𝐼𝑠𝑡𝑖𝑚 = 𝐶𝑚
𝑑𝑉𝑚

𝑑𝑡
+ 𝐼𝑖𝑜𝑛𝑠 

Dans cette équation, le facteur 𝐶𝑚
𝑑𝑉𝑚

𝑑𝑡
 correspond au courant capacitif qui est proportionnel à la 

taille du condensateur et à la variation de voltage. Dans un modèle classique, le courant ionique 

(Iions) est la somme des courants sodique, potassique et de fuite (Figure 15). Selon la loi d’Ohm, 

on peut décrire le courant porté par un ion comme : 

𝐼𝑖𝑜𝑛 = 𝑔 (𝑉𝑚 − 𝐸𝑖𝑜𝑛) 

Le Iions peut donc être décrit comme :  

𝐼𝑖𝑜𝑛𝑠 = 𝑔𝑚𝑎𝑥𝑁𝑎+ (𝑉𝑚 − 𝐸𝑁𝑎+) + 𝑔𝑚𝑎𝑥𝐾+ (𝑉𝑚 − 𝐸𝐾+) + 𝑔𝑚𝑎𝑥𝑙𝑒𝑎𝑘 (𝑉𝑚 − 𝐸𝑙𝑒𝑎𝑘) 
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III. B. 2. b. L’importance de la cinétique des canaux 

 

Figure 16. Schéma des portes des canaux voltages dépendants. 

(A) Décours des conductances sodique gNa+ et potassique gK+, lors d’une dépolarisa-

tion de - 65mV à - 9 mV (panel du haut, le Vm est noté EM ici). Les lignes pointillées 

montrent le décours lors d’une repolarisation à - 65 mV a 0.63 pour la conductance 

sodique (panel central) ou 6,3 msec pour la conductance potassique (panel du bas). 

Adapté de (Hille, 1985). 

(B) Les enregistrements intracellulaires de PA mènent Hodgkin et Huxley à considé-

rer le nombre de charges nécessaires pour ouvrir les canaux sodique et potassique 

voltages dépendants. Les bases moléculaires et structurelles du fonctionnement des 

canaux voltages dépendants n’étant pas encore élucidées à cette époque, Hodgkin 

et Huxley propose ce concept en utilisant une comparaison à des particules ou des 

portes bloquant le passage des ions, dont la probabilité d’ouverture change avec le 

Vm.  

 

 L’équation proposée par Hodgkin et Huxley est légèrement différente de cette théorie. En 

effet, se basant sur leurs enregistrements intracellulaires, notamment sur la forme des courbes 

de conductances selon le voltage (Figure 16A), ils proposent que les canaux voltage dépendants 

A 

B 
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peuvent être considérés comme des tunnels fermés par des portes. Pour qu’un canal puisse 

laisser passer des ions, chaque porte doit être ouverte. Les portes s’ouvriraient de façon indé-

pendante les unes des autres et aléatoirement mais la probabilité d’ouverture 𝛼 dépend du Vm. 

Ces portes sont classées en deux catégories, les portes d’activation dont la probabilité d’ouver-

ture augmente avec la dépolarisation et les portes d’inactivation dont la probabilité d’ouverture 

décroit avec la dépolarisation (Hodgkin & Huxley, 1952a).  

 Leurs données expérimentales sont en adéquation avec un modèle de canal sodique 

comportant trois portes d’activations (𝑚) capables de s’ouvrir rapidement avec la dépolarisation 

et une porte d’inactivation (ℎ) répondant plus lentement au changement de Vm. Dans le cas d’un 

canal potassique, les quatre portes d’activation présumées (𝑛) répondraient lentement à la dépo-

larisation (Figure 16B). Le nombre de porte défini dans chaque cas est lié au nombre de particules 

chargées devant se déplacer pour l’ouverture des canaux et le passage des ions lors de l’activa-

tion ou l’inactivation (Hodgkin & Huxley, 1952a). 

La conductance macroscopique d’un canal est déterminée par la proportion de canaux, 

c'est-à-dire la conductance d'un seul canal et le nombre total de canaux de ce type, dans la 

membrane. Pour les canaux potassiques et sodiques, la conductance peut être définie 

comme (Hille, 1985; Hodgkin & Huxley, 1952a) : 

𝑔𝑚𝑎𝑥 𝐾+ = 𝑛4 𝑔𝐾+ 

𝑔𝑚𝑎𝑥 𝑁𝑎+ = 𝑚3ℎ 𝑔𝑁𝑎+ 

 Pour un canal sodique, au Vm de repos, la porte ℎ est ouverte mais pas les portes 𝑚 donc 

les ions ne peuvent pas passer. Lorsque la membrane des neurones se dépolarise, les portes 𝑚 

s’ouvrent rapidement ce qui permet au flux d’ions de Na+ de traverser la membrane. Puis la porte 

ℎ se ferme, le canal est dans un état inactivé. A la repolarisation de la membrane, les portes 𝑚 

se ferment. Si une dépolarisation survient après, ces portes 𝑚 peuvent se rouvrir ce qui n’est pas 

le cas de la porte ℎ qui reste fermée, c’est la période réfractaire absolue. Enfin lorsque la mem-

brane est suffisamment repolarisée, les portes 𝑚 se ferment et après un certain temps, la porte 

ℎ se réouvre, le canal est revenu à son état de repos. Dans le cas d’un canal potassique, lorsque 

la membrane se dépolarise les quatre portes 𝑛 s’ouvrent de façon plus lente que les portes 𝑚 

des canaux sodiques. Les portes 𝑛 restent ouvertes tant que la membrane est dépolarisée et se 

referment lentement lors de la repolarisation. La cinétique lente de fermeture induit un flux d’ion 

continu après le PA conduisant une hyperpolarisation responsable de la période réfractaire ab-

solue (Brown, 2020).    
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 Les équations de HH se décrivent donc de la façon suivante (Hodgkin & Huxley, 1952a) : 

𝐼 = 𝑔𝑁𝑎+ 𝑚3ℎ (𝑉𝑚 − 𝐸𝑁𝑎+) + 𝑔𝐾+ 𝑛4 (𝑉𝑚 − 𝐸𝐾+) + 𝑔𝑙𝑒𝑎𝑘 (𝑉𝑚 − 𝐸𝑙𝑒𝑎𝑘) + 𝐶𝑚
𝑑𝑉𝑚

𝑑𝑡
 

𝑑𝑚

𝑑𝑡
= 𝛼𝑚(1 − 𝑚) − 𝛽𝑚𝑚 

𝑑ℎ

𝑑𝑡
= 𝛼ℎ(1 − ℎ) − 𝛽ℎℎ 

𝑑𝑛

𝑑𝑡
= 𝛼𝑛(1 − 𝑛) − 𝛽𝑛𝑛 

 

III. C. Les modèles biophysique de Hodgkin-Huxley en pratique 

 

 Les modèles biophysiques basés sur les résultats de Hodgkin et Huxley, sont capables à 

partir des équations de HH de modéliser le comportement d’ouverture des canaux sodiques et 

potassiques ainsi que la réponse de la membrane lors de ces ouvertures. Cependant, pour obte-

nir un niveau de précision supérieur et le plus proche de la réalité biologique, il est également 

nécessaire de prendre en compte, la probabilité des canaux à être en conformation ouverte et 

leur cinétique à atteindre cette conformation. Ces paramètres sont introduits dans la modélisation 

par des équations supplémentaires utilisant des données électrophysiologiques obtenues par ex-

périmentation. De la même manière, les études de Hodgkin et Huxley sur l’axone de calmar ont 

été réalisées en maintenant la température de l’échantillon à 4°C (Hodgkin & Huxley, 1952a). Or, 

la température est un facteur important à prendre en compte et est incorporée dans le modèle via 

ces équations supplémentaires (Ranjan et al., 2019). 

 

III. C. 1. Modéliser l’ouverture des canaux et leur cinétique 

 

 Dans le modèle de HH, l’ouverture des portes est aléatoire mais leur probabilité d’ouver-

ture 𝛼 est dépendante du voltage. Il est considéré qu’𝛼 est le nombre de fois par seconde où la 

porte est dans un état ouvert et à l’inverse, 𝛽, la probabilité de fermeture correspond au nombre 

de fois par seconde où la porte est dans un état fermé (Borg-Graham, 1989; Brown, 2020; Hodg-

kin & Huxley, 1952a) : 

𝛼 

fermé ⇌ ouvert 

𝛽 
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En considérant, 𝑃 comme la proportion de portes ouvertes qui varie entre 0 et 1, (1 − 𝑃) va donc 

correspondre à la proportion de portes fermées : 

𝑓𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑′𝑜𝑢𝑣𝑒𝑟𝑡𝑢𝑟𝑒 = 𝛼 (1 − 𝑃) 

𝑓𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑓𝑒𝑟𝑚𝑒𝑡𝑢𝑟𝑒 = 𝛽𝑃 

A l’équilibre, le système peut s’écrire :  

𝛼 (1 − 𝑃∞) = 𝛽𝑃∞ 

𝑃∞ =
𝛼

𝛼 + 𝛽
 

Lorsque le Vm varie, les probabilités d’ouverture 𝛼 et 𝛽 changent, donc la fraction 𝑃 de portes 

ouvertes aussi. Si la porte ou particule a une charge négative, 𝛼 doit augmenter et 𝛽 doit diminuer 

lorsque la membrane est dépolarisée. Il est important de considérer que le changement de la 

valeur 𝑃 n’est pas instantané et dépend de la différence entre la fraction d’ouverture et la fraction 

de fermeture (Hodgkin & Huxley, 1952a) : 

𝑑𝑃

𝑑𝑡
= 𝛼(1 − 𝑃) − 𝛽 𝑃 

La solution à cette équation différentielle est : 

𝑃 = 𝑃∞ − (𝑃∞ − 𝑃𝑠𝑡𝑎𝑟𝑡) 𝑒−
𝑡
𝜏 

avec : 

𝜏 =
1

𝛼 + 𝛽
 

En simplifiant ces équations, il est possible d’exprimer 𝛼 et 𝛽, selon 𝑃∞ et 𝜏 : 

𝛼 =
𝑃∞

𝜏
 

𝛽 =
1 − 𝑃∞

𝜏
 

Une relation simple peut être établie entre 𝛼, 𝛽, 𝑃∞ et 𝜏, la constante de temps nécessaire à 𝑃 

pour atteindre l’équilibre.  

 Or, lorsque les modèles biophysiques se complexifient pour s’approcher de la réalité bio-

logique, et le cas simpliste de HH ne suffit pas. Dans les années 1870, Boltzmann a proposé une 

équation basée sur la notion d'atomes et de molécules et définissant la probabilité de trouver une 

molécule dans un état donné. Si l'on suppose qu'un canal, activé par une dépolarisation, peut se 

trouver dans deux états, fermé et ouvert, la probabilité de le trouver à l'état ouvert est dérivée de 

l'équation de Boltzmann (Dubois et al., 2009) : 

𝑃∞ =
1

1 + 𝑒

−𝑧𝐹
𝑅𝑇 (𝑉𝑚−𝑉1

2
)
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À l'état d'équilibre, la conductance d'une population de canaux est une fonction sigmoïde du po-

tentiel de membrane avec un point d'inflexion correspondant au potentiel V1/2 où 𝑔 =
𝑔𝑚𝑎𝑥

2
. En 

d'autres termes, la conductance est décrite par l'équation : 

𝑔

𝑔𝑚𝑎𝑥
=

1

1 + 𝑒

(𝑉𝑚−𝑉1
2

)

𝑘    

 

où 𝑘 est un facteur de pente égal à : 

𝑘 =
𝑧𝐹

𝑅𝑇
 

Ce sont ces équations qui sont utilisées dans les modélisations biophysique actuelles. Ces équa-

tions sont à ajuster, notamment le V1/2, avec des données expérimentales obtenues par de expé-

riences d’électrophysiologie ou publiées dans la littérature (Dr. Astrid Prinz, 2018).  

 

III. C. 2. Choisir son modèle 

 

La modélisation computationnelle permet de simuler et d'étudier divers phénomènes, ex-

plorant ainsi le fossé entre la théorie et les observations expérimentales. Cependant, avec un 

large éventail de modèles informatiques disponibles, sélectionner celui qui convient le mieux à 

un projet peut s'avérer une tâche difficile.  

Depuis les débuts de la modélisation computationnelle neuronale, de nombreux modèles 

ont vu le jour cherchant à élucider des mécanismes différents. Forte de plus de 1800 modèles, 

ModelDB est une base de données dédiées constituant une plateforme de stockage et d’échange 

de modèles utilisés en neurosciences computationnelles ayant fait l’objet d’un publication (Mo-

delDB : ModelDB: Home (yale.edu)). L’utilisation d’un modèle se fait de façon générale en adap-

tant un modèle préexistant aux processus biologique étudiés. 

 Dans la plupart des modèles biophysiques, une des premières caractéristiques à consi-

dérer est la morphologie du modèle (Borg-Graham, 1989). La morphologie des modèles dépend 

des besoins expérimentaux et du niveau de détails liés aux objectifs expérimentaux. La variété 

de morphologie va de la plus grande simplification, où le neurone est représenté par une sphère 

à la représentation détaillée obtenue par traçage d’un neurone véritable, en passant par des mo-

dèles intermédiaires avec le soma et un (modèle « ball and stick ») ou plusieurs prolongements 

représentant dendrites et axone. Lorsque le modèle contient plusieurs compartiments, chacun 

est représenté par un segment, approximé à un circuit électrique comme décrit précédemment 

(Figure 15). Il existe alors une continuité entre chaque segment et leur organisation spatiale est 

https://senselab.med.yale.edu/ModelDB/default
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capitale dans la transmission des courants modélisés. La plupart des modèles détaillés sont donc 

basés sur des expériences de marquage de neurone dont le but est de reconstruire la morpholo-

gie. A partir de ces données il est alors possible de construire un modèle dont les différents seg-

ments s’enchainent imitant la continuité des neurones réels (Figure 17). Dans ce cas, la longueur 

des dendrites peut être prise en compte, ainsi que leur arborisation. Il est alors aisé de créer 

plusieurs points de stimulation que ce soit une modélisation d’injection de courant ou d’entrées 

synaptiques ainsi que l’enregistrement du Vm à différents points du modèle (Herz et al., 2006). 

Le site NeuroMorpho.org représente un inventaire de reconstructions morphologiques de neu-

rones et de cellules gliales (NeuroMorpho.org : NeuroMorpho.Org - a centrally curated inventory 

of digitally reconstructed neurons and glia). Il contient des contributions de plus de 900 labora-

toires internationaux.  

Figure 17. Schémas exemples de morphologie de modèles biophysiques.  

La plupart des modèles biophysiques sont basés sur l’arborisation réelle de cellules 

identifiées ce qui permet un détail de modélisation plus important. La répartition des 

dendrites peut imiter l’arborisation dendritique d’un neurone pyramidal de CA1 (A) ou 

du cortex (B). La majeure différence morphologique entre ces deux modèles est la 

disposition des dendrites et l’arborisation de ces dernières. Adapté de (Combe et al., 

2018; Galloni et al., 2020).  

A 

B 

https://neuromorpho.org/index.jsp
https://neuromorpho.org/index.jsp
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 Une autre caractéristique principale à prendre en compte lors du choix du modèle est le 

type et le nombre de conductance exprimé dans chaque segment. Alors que le modèle d’HH ne 

prend en compte qu’une conductance sodique, potassique et de fuite, l’avancée des travaux 

d’électrophysiologie a permis d’identifier depuis les différents acteurs, notamment les différents 

canaux responsables de l’excitabilité et de la transmission de l’information dans les neurones et 

de les positionner dans des compartiments particuliers. Pour modéliser au plus près la réalité 

biologique, il est donc possible d’inclure plus de conductances dans les différents segments. 

Cette expression différentielle des conductances dans les segments permet alors de modéliser 

les gradients d’expression des canaux voltages dépendants dans la cellule selon les données 

d’expression membranaire réalisées sur des échantillons biologiques. Comme discuter précé-

demment, pour chaque type de conductance, les données expérimentales ou tirées de la littéra-

ture peuvent être utilisées pour indiquer la cinétique de chaque canal inséré dans le modèle 

(Achard & Schutter, 2006).   

 Le dernier point essentiel avant de s’engager avec un modèle neuronal est la validation 

des performances. Il s’agit d’évaluer dans quelle mesure le modèle reproduit des résultats expé-

rimentaux en adéquation avec les propriétés physiologique connues. Dès lors qu’un modèle 

passe cette étape de validation, il peut être utilisé pour réaliser des prédictions du phénomène 

étudié de façon plus robuste (Almog & Korngreen, 2016). 

 Depuis quelques années, des outils d’optimisation de modèles à partir de données expé-

rimentales ont été proposés. Peut être cité, BluePyOpt, une bibliothèque Python qui utilise un 

algorithme qui fait « évoluer » le modèle pour que sa réponse aux stimulations approche au plus 

près les données expérimentales (BluePyOpt : BluePyOpt - Tools - EBRAINS) (Van Geit et al., 

2016). 

 

III. C. 2. Avantages et limitations 

 

 De façon paradoxale, un point important à soulever ici est que le réalisme morphologique 

et biophysique qui font des modèles biophysiques un outil puissant, peuvent également repré-

senter un inconvénient majeur. En effet, un modèle très détaillé peut fournir une représentation 

plus précise des processus biologiques, mais peut être très exigeant sur le plan informatique et 

nécessiter un réglage approfondi des paramètres. L’optimisation des paramètres, notamment 

dans les calculs complexes nécessaires à modéliser les réponses des canaux ioniques, lors de 

la phase de validation du modèle requiert de nombreux efforts et un temps considérable pour que 

le modèle puisse s’aligner aux données électrophysiologiques (Achard & Schutter, 2006; Prinz et 

https://www.ebrains.eu/tools/bluepyopt
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al., 2003). Le coût informatique important de ce type de modèle le rend peu utilisable dans l’in-

corporation de simulation de réseaux comprenant plusieurs modèles de neurones (Almog & Korn-

green, 2016; Poirazi & Pissadaki, 2010).  

 Une erreur à ne pas commettre suite à l’ajustement des paramètres est l’extrapolation des 

résultats donnés par un modèle. Bien que les modèles biophysiques sont généralement ajustés 

par l’expérimentateur aux données d’électrophysiologique passées, l’expérimentateur doit garder 

en tête que les résultats émis par le modèle sont des prédictions et doit faire attention à ne pas 

surinterpréter les phénomènes locaux ou transitoires mis en évidence (Achard & Schutter, 2006; 

D. H. Johnson & Cook, 2013). 

 De nombreux processus à l’échelle du neurone restent pour le moment inexpliqués dû 

aux limitations des techniques actuelles. Une question intéressante serait par exemple, quels 

détails des conductances ioniques et de la morphologie sont pertinents pour la dynamique spé-

cifique à un type de cellulaire donné ou comment cette dynamique contribue-t-elle au traitement 

de l'information par le neurone ? La question de comment sont intégrés les entrées synaptiques 

au niveau des dendrites peut aussi être pertinente. Or dans ce dernier cas la structure et le dia-

mètre des dendrites rend l’expérimentation dans ces compartiments limitée. En revanche, les 

modèles biophysiques détaillés peuvent être utilisés pour simuler des entrées synaptiques 

comme cela serait le cas in vivo ou la modification d’une conductance spécifique dans un modèle 

peut permettre d’explorer son impact sur la dynamique des neurones (Herz et al., 2006; Poirazi 

& Pissadaki, 2010).  

 Un travail intéressant réalisé récemment par Goaillard et Marder, met en lumière le con-

cept de « degeneracy » des canaux ioniques et l’implication dans les propriétés intrinsèques des 

neurones. Il est expliqué que plusieurs combinaisons de canaux ioniques peuvent donner la 

même signature électrophysiologique. En parallèle, les données de séquençage d’ARN montrent 

que le niveau d’expression de canaux est variable d’un neurone à l’autre (Goaillard & Marder, 

2021). Un modèle représente donc une seule possibilité parmi plusieurs autres. Pour pallier à ce 

problème, une nouvelle approche basée un algorithme évolutif permet d’optimiser un modèle 

computationnel. Le résultat consiste alors en une population de modèles, chacun exprimant une 

légère variation dans les paramètres des canaux modélisés, de façon à reproduire la variabilité 

biologique.  

 De nombreux types de modèles existent à différentes échelles et adressent des questions 

biologiques différentes. Cette pluralité sur différentes échelles permet de dénouer des question-

nements au niveau d’un compartiment comme l’axone, au niveau de la cellule entière comme 
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décrit précédemment, au niveau d’un réseau local ou bien même au niveau de l’entièreté du 

cerveau (Herz et al., 2006; Nowotny et al., 2022). 
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IV. Rationnel du projet 

 

 Les canaux Kv2.1 dont la fonction de conduction des ions K+ lors de la repolarisation du 

PA, indique un rôle dans le contrôle de l’excitabilité lors de décharges à hautes fréquences. Ces 

canaux sont singuliers par leur patron d’expression membranaire sous forme de clusters et leur 

localisation restrictive dans le compartiment somato-dendritique proximal et le segment initial de 

l’axone. Bien que les processus de régulation des clusters soient de plus en plus étudiés, le lien 

entre cette expression particulière et la fonction des canaux Kv2.1 n’est que peu considéré. De 

plus les canaux Kv2.1 semblent être impliqués dans une variété de rôles non canoniques dont la 

majorité repose sur cette expression membranaire particulière. Les mutations de Kcnb1, le gène 

codant pour Kv2.1, sont associées à un dysfonctionnement cérébral généralisé, combinant crises 

épileptiques avec des troubles moteurs et cognitifs catégorisés comme des encéphalopathies 

épileptiques. Plusieurs mutations non caractérisées du point de vue fonctionnel ciblent l’extrémité 

C-ter de la sous-unité Kv2.1, donnent des protéines tronquées dépourvues du domaine PRC 

responsable de la formation des clusters. Les patients portant ces mutations n’ont pas forcément 

de troubles épileptiques mais présentent des retards cognitifs et troubles autistiques. Le lien cau-

sal entre ces mutations et les troubles observés demeure inconnu car les fonctions du canal sont 

encore mal connues.  

Au cours de ma thèse l’objectif a été de comprendre comment le Kv2.1 peut être impliqué 

dans l’excitabilité neuronale en caractérisant deux mutations qui supposément altère la localisa-

tion et le clustering :  

- La mutation non-sens Y533*, identifiée de novo chez un homme de 32 ans atteint de crises 

d’épilepsie. 

- Les mutations non-sens R583* identifiées de novo dans la majorité des cas mais également 

identifiée dans un cas héréditaire, chez des patients de 8 à 12 ans atteint ou pas de crises 

d’épilepsie.  

Par une première approche, j’ai utilisé des méthodes d’imagerie telles que la microscopie 

d’épifluorescence conventionnelle ou confocale, de super-résolution, et le suivi de particules 

uniques pour déterminer si la localisation des canaux formés par les sous-unités mutées et leur 

dynamique latérale, est différente des canaux non mutés. J’ai ensuite voulu mettre en évidence 

des changements dans la fonctionnalité des canaux en utilisant l’électrophysiologie et l’imagerie 

calcique. Finalement, la dernière approche pour élucider l’impact de la modification des propriétés 

de conductance ou de dépendance au voltage du Kv2.1 dans l’excitabilité neuronale, a été l’utili-

sation d’un modèle computationnel biophysique d’un neurone pyramidal de CA1 permettant de 
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s’approcher des phénomènes dendritiques dans lesquels le Kv2.1 a été proposé comme étant 

impliqué.  

 Ce travail a pour objectif final de constituer une première caractérisation des deux muta-

tions Y533* et R583*, de proposer un raisonnement sur l’implication du Kv2.1 dans l’excitabilité 

neuronale et subséquemment poser des hypothèses quant à la génération des encéphalopathies 

épileptiques dans ces cas précis.  
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MATERIEL ET METHODES 

 

Culture neuronale  

 

Toutes les procédures animales ont été effectuées conformément à la directive du Conseil de la 

Communauté européenne du 24 novembre 1986 (86/609/CEE), aux directives du ministère fran-

çais de l'Agriculture et de la Direction départementale des services vétérinaires de Paris (École 

normale supérieure, Animalerie des Rongeurs, licence B 75-05-20), et ont été approuvées par le 

Comité d'éthique pour l'expérimentation animale Charles Darwin (licence Ce5/2012/018). Tous 

les efforts ont été faits pour minimiser la souffrance animale et réduire le nombre d'animaux utili-

sés. Les cultures primaires de neurones hippocampiques ont été préparées comme décrit précé-

demment (Chamma et al., 2013) avec quelques modifications du protocole. 

Brièvement, les hippocampes ont été disséqués à partir de rats Sprague-Dawley de 18 ou 19 

jours embryonnaires des deux sexes. Le tissu a ensuite été trypsinisé (0,25% v/v ; ThermoFisher 

Scientific, Etats-Unis d’Amérique) et dissocié mécaniquement dans du HBSS (1X ; Invitrogen ; 

Cergy-Pontoise, France) contenant de l’HEPES (10 mM ; Invitrogen). Les neurones ont été en-

semencés à une densité de 120 × 103 cellules/ml sur des lamelles de verre de 18 mm de diamètre 

(Assistent ; Winigor, Allemagne) pré-enduites de poly-DL-ornithine (50 µg/ml ; Sigma-Aldrich) 

dans un milieu composé de Milieu Minimum Essentiel (MEM ; Sigma-Aldrich ; Lyon, France) com-

plété par du sérum de cheval (10% v/v ; Invitrogen), de L-glutamine (2 mM ; Invitrogen) et de 

pyruvate Na+ (1 mM ; Invitrogen). Après fixation pendant 3-4 h, les cellules ont été incubées dans 

un milieu de culture composé de Neurobasal (ThermoFisher) supplémenté en B27 (1X ; Invitro-

gen), L-glutamine (2 mM ; Invitrogen) et antibiotiques (pénicilline 200 unités/ml et streptomycine 

200 µg/ml ; Invitrogen) jusqu'à 4 semaines à 37 °C dans un incubateur humidifié à 5% de CO2.  

Chaque semaine, un tiers du volume du milieu de culture a été renouvelé. 

 

Transfection neuronale et constructions ADN 

 

Les transfections ont été réalisées à jours 9-10 DIV (« Day In Vitro ») à l'aide du réactif Trans-

Fectin (BioRad ; France) selon les instructions du fabricant (ratio ADN:TransFectin de 1 µg:3 µl), 

avec 1 à 1,2 µg d'ADN plasmidique par puits de 20 mm. Kv2.1WT-GFP et Kv2.1WT-tomato ont 

été dérivés de rKv2.1WT-GFPHis, aimablement fourni par J. R. Martens (Université de Floride, 

Etats-Unis d’Amérique). Kv2.1Y533*-GFP, Kv2.1R583*-GFP, Kv2.1Y533*-tomato et 
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Kv2.1R583*-tomato ont été dérivés de Kv2.1WT-GFP et Kv2.1WT-tomato par mutagenèse diri-

gée. Homer-DsRed est un don de D. Choquet et GCaMP6f, CheRiff et a1m ont été gracieusement 

fournis par A. Triller.  

Les expériences ont été réalisées entre 21 et 27 DIV. 

 

Pharmacologie 

 

Pour moduler l’activité des neurones, les drogues suivantes ont été utilisées : gabazine (gbz ; 10 

µM ; HelloBio ; Princeton, Etats-Unis d’Amérique) et TTX (1 µM ; HelloBio), diluées dans un milieu 

contenant du glucose (30 mM ; Sigma-Aldrich), NaCl (130 mM ; Sigma-Aldrich), HEPES (10 mM ; 

Invitrogen), KCl (5 mM ; Sigma-Aldrich), CaCl2 (2 mM ; Sigma-Aldrich), MgCl2 (1 mM ; Sigma-

Aldrich) dans de l’eau stérile pour un pH de 7,45. 

 

Immunocytochimie  

 

Expression de surface - confocal 

 

Pour la détection de surface de Kv2.1WT-, Kv2.1Y533*- et Kv2.1R583*-GFP, les neurones vi-

vants ont été incubés pendant 10 mins à 37°C avec des nanocorps d’alpaca anti-GFP couplés 

au fluorochrome AlexaFluor647 (GFP-Booster 647 ; 1/100 ; Proteintech ; Sankt Leon-Rot, Alle-

magne) dilués dans le milieu de culture, suivi de deux lavages dans du PBS 1X. Les neurones 

ont ensuite été fixés pendant 10 mins à -20°C dans du méthanol (100%) et lavés dans du PBS 

1X. 

 

Marquage du Kv2.1 non muté - épifluorescence 

 

Pour la détection des canaux Kv2.1 non mutés, les neurones ont été fixés pendant 15 mins dans 

du paraformaldéhyde (PFA, 4% w/v ; Sigma-Aldrich) enrichi de sucrose (4% w/v ; Sigma-Aldrich) 

et lavés dans du PBS 1X. Après perméabilisation par du Triton X100 (0,25% v/v ; Sigma-Aldrich) 

dilué dans du PBS 1X pendant 4 mins, les neurones ont été incubés dans une solution bloquante 

(PBS enrichi de sérum de chèvre, PBS-GS, 3% v/v ; Invitrogen) pendant 30 mins. Par la suite, 

les neurones ont été incubés 1 heure avec des anticorps primaires anti-Kv2.1 produits chez le 

lapin (1/200 ; Alomone Labs ; Jerusalem, Israël) dilués dans du PBS-GS (3%). Les neurones sont 
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ensuite incubés avec des anticorps secondaires anti-lapin produit chez l’âne couplés au fluoro-

chrome AlexaFluor647 (1/250 ; Jackson Immunoresearch ; West Grove, Etats-Unis d’Amérique) 

dilués dans du PBS-GS (3%) pendant 45 mins avant lavages au PBS 1X. Toutes ces étapes se 

sont déroulées à température ambiante. 

 

Marquage du Kv2.1 après modification de l’activité - épifluorescence 

 

Après traitement pharmacologique, les neurones ont été fixés pendant 15 mins dans du PFA et 

lavés dans du PBS 1X. Après perméabilisation par du Triton X100 (0,25%) pendant 4 mins, les 

neurones ont été incubés dans du PBS-GS (3%) pendant 30 mins puis 1 heure avec des anticorps 

primaires anti-Kv2.1 produits chez le lapin (1/200) et primaires anti-GAD67 produits chez la souris 

(1/200 ; Sigma-Aldrich) dilués dans du PBS-GS (3%). Les neurones sont ensuite incubés avec 

des anticorps secondaires anti-lapin produit chez l’âne couplés au fluorochrome Cy3 (1/250 ; 

Jackson Immunoresearch) et anti-souris produits chez l’âne couplés au fluorochrome 

AlexaFluor647 (1/250 ; Jackson Immunoresearch) dilués dans du PBS-GS (3%) pendant 45 mins 

avant lavages au PBS 1X. Toutes ces étapes se sont déroulées à température ambiante. 

 

Marquage de l’internalisation du Kv2.1 - épifluorescence 

 

Après traitement pharmacologique, pour la détection du Kv2.1WT-, Kv2.1Y533*- et Kv2.1R583*-

GFP, les neurones ont été incubés 10 minutes à 37°C avec des GFP-Booster 647 (1/100) dilués 

dans le milieu de culture, suivi de deux lavages au PBS 1X. Les neurones ont ensuite été fixés 

pendant 15 mins à température ambiante dans du PFA et lavés dans du PBS 1X. 

 

Colocalisation avec les récepteurs à la ryanodine - confocal 

 

Pour la détection du Kv2.1WT-, Kv2.1Y533*- et Kv2.1R583*-GFP en colocalisation avec les ré-

cepteurs à la ryanodine, les neurones ont été incubés 10 mins à 37°C avec des nanocorps d’al-

paca anti-GFP couplés au fluorochrome AlexaFluor 488 (GFP-Booster 488 ; 1/100 ; Proteintech) 

dilués dans le milieu de culture, suivi de deux lavages dans du PBS 1X. Les neurones ont ensuite 

été fixés pendant 10 mins -20°C dans du méthanol à 100% et lavés dans du PBS 1X.  

Après perméabilisation par du Triton X100 (0,25%) pendant 4 mins, les neurones ont été incubés 

avec une solution de sodium citrate (50 mM ; pH 6 ; Sigma-Aldrich) pendant 10 mins. Les neu-

rones ont été incubés dans une solution de PBS-GS (3%) pendant 30 mins puis pendant 1 heure 
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avec des anticorps primaires dirigés contre les récepteurs à la ryanodine (RyR ; 1/200 ; Abcam ; 

Cambridge, Royaume-Uni) dilués dans du PBS-GS (3%). Après lavage au PBS 1X, les neurones 

sont ensuite incubés avec des anticorps secondaires anti-souris produits chez l’âne, couplés au 

fluorochrome AlexaFluor647 (1/250) dilués dans du PBS-GS (3%) puis lavés au PBS 1X. Ces 

étapes se sont déroulées à température ambiante. 

 

Colocalisation avec les récepteurs à la ryanodine - STORM 

 

Pour la détection du Kv2.1WT-, Kv2.1Y533*- et Kv2.1R583*-GFP, les neurones ont été incubés 

10 mins à 37°C avec des GFP-Booster 647 (1/200) dilués dans le milieu de culture, suivi de deux 

lavages dans du PBS 1X. Les neurones ont ensuite été fixés pendant 10 mins à -20°C dans du 

méthanol (100%) et lavés dans du PBS 1X.  

Après perméabilisation par du Triton X100 (0,25%) pendant 4 mins, les neurones ont été incubés 

avec une solution de sodium citrate (50 mM) pendant 10 mins. Les neurones ont ensuite été 

incubés dans une solution de PBS-GS (10%) pendant 30 mins puis pendant 1 heure avec des 

anticorps primaires dirigés contre les récepteurs à la ryanodine (1/200) dilués dans du PBS-GS 

(10%) puis lavés dans du PBS 1X. Les neurones sont ensuite incubés avec des anticorps secon-

daires anti-souris produits chez l’âne, couplés au fluorochrome CF568 (1/250 ; Sigma-Aldrich) 

dilués dans du PBS-GS (10%) puis lavés dans du PBS 1X. Ces étapes se sont déroulées à 

température ambiante. 

 
Protocole Méthode de 

fixation 
Anticorps pri-

maire 
Anticorps 

secondaire 
Blocage Sodium 

citrate 

Expression de surface - 
confocal 

Méthanol 
-20 °C 

GFP-Booster 647 
(1/100) 

x PBS-GS 
3% 

x 

Marquage du Kv2.1 non 
muté -  

épifluorescence 

PFA  
Température 

ambiante 

Anti-Kv2.1 lapin 
(1/200) 

Anti-lapin 
647 (1/250) 

PBS-GS 
3% 

x 

Marquage du Kv2.1 
après modification de 

l’activité - 
 épifluorescence 

PFA  
Température 

ambiante 

Anti-Kv2.1 lapin 
(1/200) 

Anti-GAD67 souris 
(1/200) 

Anti-lapin 
Cy3 (1/250) 
Anti-souris 
647 (1/250) 

PBS-GS 
3% 

x 

Marquage de l’internali-
sation du Kv2.1 –  
épifluorescence 

PFA  
Température 

ambiante 

GFP-Booster 647 
(1/100) 

x PBS-GS 
3% 

x 

Colocalisation avec RyR 
- confocal 

Méthanol 
-20 °C 

GFP-Booster 488 
(1/100) 

Anti-RyR souris 
(1/200) 

Anti-souris 
647 (1/250) 

PBS-GS 
3% 

oui 

Colocalisation avec RyR 
- STORM 

Méthanol 
-20 °C 

GFP-Booster 
647 (1/200) 

Anti-RyR souris 
(1/200) 

Anti-souris 
CF568 
(1/250) 

PBS-GS 
10% 

oui 
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Les lamelles sont montées sur des lames de verre à l'aide de Mowiol 4-88 (48 mg/mL ; Sigma-

Aldrich) ou conservées dans du PBS 1X pour les acquisitions en microscopie de super-résolution. 

Les ensembles de neurones comparés pour la quantification ont été marqués simultanément. 

 

Acquisition des images 

 

Epifluorescence 

 

Les images ont été acquises à l'aide d'un objectif à immersion dans l’huile 63X (NA 1,40) monté 

sur un microscope à épifluorescence droit DM6000 (Leica ; Nussloch, Allemagne) équipé d'une 

caméra EMCCD refroidie de 12 bits (Micromax ; Roper Scientific ; Evry, France) fonctionnant 

avec le logiciel MetaMorph (Roper Scientific). 

 

Confocal 

 

Les images ont été acquises sur un microscope confocal droit TCS SP5 (Leica) en utilisant un 

objectif à immersion dans l’huile 100X (NA 1.32) avec un grossissement optique 1.5X et un laser 

Ar/Kr réglé à 561, 488 et 633 nm pour l'excitation du HOMER-dsRed, de la GFP et de 

l’AlexaFluor647 respectivement. Des piles de sections optiques de 3 à 9 μm ont été acquises à 

une résolution de 1024 x 1024 pixels avec un pas z de 0,25 μm. 

 

Super-résolution 

 

L'imagerie de super-résolution a été réalisée sur un microscope inversé N-STORM Eclipse Ti 

(Nikon ; Melville, Etats-Unis d’Amérique) avec un objectif à immersion dans l’huile 100X (NA 1,49) 

et une caméra Andor EMCCD iXon Ultra 897 (taille du pixel 105 nm), en utilisant des lasers 

spécifiques pour l'imagerie STORM de double couleur CF568 (405 et 561 nm) et AlexaFluor647 

(640 nm). Lors de l’acquisition, les images AlexaFluor647 ont d’abord été acquises sans réacti-

vation des fluorochromes par le laser 405 nm puis les images CF568 ont été acquises de façon 

standard.  

Les échantillons ont été imagés dans un tampon capteur d'oxygène à base de PBS contenant un 

tampon d'imagerie (Tris 100 mM, NaCl 20 mM ; pH 8), glucose (40% w/v ; Sigma-Aldrich), PBS 

1X, chlorhydrate de cystéamine (MEA ; Sigma-Aldrich), catalase (5 mg/mL ; Sigma-Aldrich) et 

pyranose oxydase (200 unités/mL ; Sigma-Aldrich). La catalase a été diluée dans MgCl (4 mM), 
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EGTA (2 mM) et PIPES (24 mM ; pH 6,8 ; Sigma-Aldrich). La pyranose oxydase a été diluée dans 

le même tampon complété par du glycérol (50% ; v/v). Des vidéos de 30 000 images ont été 

acquises à une fréquence de 20 msec. La position z a été conservée pendant l'acquisition par un 

système Nikon Perfect Focus.  

 

Analyse d’images  

 

Les temps d'exposition de chaque fluorophore ont été ajustés afin d'obtenir le meilleur rapport 

fluorescence/bruit et d'éviter la saturation des pixels. Ces temps d'exposition sont restés inchan-

gés d'un échantillon à l'autre et d'une condition à l'autre. Les régions d’intérêts (ROI) ont été 

définies sur les corps cellulaires ou sur les dendrites en utilisant le marquage HOMER-dsRed. 

Pour les dendrites, les ROI ont été réalisés aux localisations : proximal, intermédiaire et distal, 

placées à ~50, ~100 et ~150 µm du soma respectivement, en utilisant les outils fournis par le 

logiciel d'analyse Fiji Image. La fluorescence moyenne a été quantifiée dans chaque ROI, divisée 

par la moyenne du ROI proximal pour la normalisation. 

 

Immunofluorescence en champ large 

  

Pour l'analyse de clustering, l'arrière-plan a été atténué à l'aide de l'outil Subtract Background 

dans Fiji. L'arrière-plan résiduel a été soustrait sur l'ensemble de l'image avant d'appliquer un 

seuil d'intensité pour la segmentation. Les images segmentées ont été utilisées comme masque 

pour récupérer les valeurs totales de fluorescence dans l'image originale et pour extraire l’aire 

des clusters, en utilisant des routines personnalisées dans Matlab. 

 

Immunofluorescence en confocal 

 

Pour les images de microscopie confocale, les projections maximales des stacks ont été réalisées 

avant de dessiner les ROI.  

Pour l'analyse de clustering, l'arrière-plan a été atténué à l'aide de l'outil Subtract Background 

dans Fiji. L'arrière-plan résiduel a été soustrait sur l'ensemble de l'image avant d'appliquer un 

seuil d'intensité pour la segmentation. Les images segmentées ont été utilisées comme masque 

pour récupérer les valeurs totales de fluorescence dans l'image originale et pour extraire l’aire 

des clusters, en utilisant des routines personnalisées dans Matlab. 
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Pour la colocalisation entre les clusters de Kv2.1 et les récepteurs à la ryanodine, le plugin DiAna 

de ImageJ a été utilisé (Gilles et al., 2017) sur les images de microscopie confocale. Brièvement, 

les corps cellulaires des neurones sont délimités comme ROI puis les stacks sont segmentés à 

l’aide d’un seuil d’intensité de pixel de façon à identifier les objets correspondant aux clusters de 

Kv2.1 ou de RyR en 3D. La colocalisation est ensuite calculée en se basant sur la distance des 

volumes entres objets pour chaque cluster de Kv2.1 en contact ou superposé à au moins un 

cluster de RyR.  

 

Immunofluorescence en super résolution 

 

La localisation des coordonnées moléculaires et la reconstruction d'images 2D ont été réalisées 

comme décrit dans Specht et al., 2013 en ajustant la PSF aux fluorophores séparés dans l'espace 

à une distribution gaussienne 2D. Les pics mal localisés (R2 d'ajustement < 0,7) n'ont pas été 

inclus pour la suite de l'analyse. La dérive de la platine a été corrigée en utilisant des billes fluo-

rescentes multicolores de 100 nm (TetraSpeck ; 1/300 ; Invitrogen) pour suivre le mouvement à 

travers les images et a été annulé en superposant les localisations de chaque image. Les images 

reconstruites ont été obtenues en superposant les coordonnées des détections de molécules 

uniques, à des courbes gaussiennes 2D d'intensité unitaire et des écarts-types représentant la 

précision de la localisation (Baddeley et al., 2010). 

Toutes les analyses de données ont été effectuées à l'aide de Diinamic (GitHub - mlren-

nerfr/Diinamic: Clustering analysis on single-molecule localization microscopy data), un logiciel 

personnalisé développé dans le laboratoire (Paupiah et al., 2023). La détection des clusters a été 

effectuée sur des ROI dessinées sur des images pointillistes construites à partir des coordonnées 

des détections. Les détections ont d'abord été triées en fonction de leur localisation par rapport à 

un masque de segmentation pour déterminer si elles appartenaient ou non à des clusters candi-

dats. Ce masque a été créé par seuillage de l'intensité des pixels de l'image reconstruites corres-

pondante. Les frontières des clusters ont été définies par la fonction boundary de Matlab. Les 

clusters candidats ont été retenus si 1) leur densités, calculées par pixel, dépassaient un seuil ; 

2) leurs tailles étaient comprises entre des seuils donnés (minimum et maximum). Les seuils ont 

été choisis en tenant compte du nombre attendu de détections par molécule, de la taille de la 

molécule et de la taille attendue des clusters compte tenu d'autres données de microscopie déjà 

publiées. 

 

Ce travail fait l’objet de l’annexe.  

https://github.com/mlrennerfr/Diinamic
https://github.com/mlrennerfr/Diinamic
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Biochimie  

 

Après traitement pharmacologique, les cellules ont été lysées mécaniquement sur glace dans un 

tampon de lyse contenant : Tris-HCl (50 mM), NaCl (150 mM), NP-40 (1%), DOC (0.5%), SDS 

(0.5%), EDTA (1 mM), NaF (50 mM) et Triton X100 (1%) dans de l’eau MilliQ (Merck). Les échan-

tillons ont été centrifugés à 16 000g à 4°C pendant 10 mins et le surnageant a été recueilli. La 

quantification des protéines a été effectuée à l'aide du kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo 

Scientific ; Massachusetts, Etats-Unis d’Amérique).  

Les protéines ont été dénaturées dans un tampon de LDS 1X (NuPAGE LDS Sample Buffer ; 

ThermoFisher) et 𝛽-mercaptoéthanol 1X (NuPAGE Sample Reducing Agent ; ThermoFisher) à 

90°C pendant 5 mins. Après homogénéisation, les protéines sont soumises à une électrophorèse 

à raison de 20 µg par échantillon sur des gels de polyacrylamide (NuPAGE Bis-Tris 4-12% ; Ther-

moFisher) dans un tampon de migration (NuPAGE MOPS SDS Running Buffer ; ThermoFisher) 

puis transférées sur des membranes de nitrocellulose (GE Healthcare) dans un tampon de trans-

fert (NuPAGE Transfer Buffer ; ThermoFisher). Les poids moléculaires ont été indiqués par un 

marqueur de poids moléculaire (Novex Sharp Pre-Stained ; 5 µL ; ThermoFisher). Les mem-

branes ont été rincées avec une solution TBS-tween (TBST ; Invitrogen) et bloquées avec du 

TBST enrichi de lait écrémé à 5% (w/v). Les membranes ont ensuite été soumises à un marquage 

avec des anticorps primaires anti-Kv2.1 produit chez le lapin (1/250 ; Invitrogen) et anti-Tuj1 pro-

duit chez la souris (1/3000 ; R&D Systems ; Minneapolis, Etats-Unis d’Amérique) dilués dans du 

TBST enrichi de lait écrémé à 5% (w/v) pendant une nuit à 4 °C.  

Les membranes ont ensuite été lavées trois fois avec de l'eau distillée puis incubées avec des 

anticorps secondaires anti-lapin IRDye 800 produit chez la chèvre (1/3000 ; LI-COR ; Lincoln, 

Etats-Unis d’Amérique) et anti-souris IRDye 700 produit chez la chèvre (1/3000 ; LI-COR) dilués 

dans du TBST enrichi de lait écrémé à 1% (w/v) pendant une heure à température ambiante. Les 

membranes ont ensuite été lavées trois fois avec du TBST et une fois avec du TBS.  

La fluorescence a été détectée et les intensités relatives des bandes de l'immunoblot ont été 

déterminées à l'aide du système d'imagerie infrarouge Odyssey (LI-COR). 

Les graphiques linéaires des intensités de fluorescence ont été réalisés grâce à la fonction « Plot 

Profile » du logiciel Fiji.   
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Suivi de particules uniques 

 

Pour suivre les Kv2.1 membranaires liés à la GFP, des quantum dots (QD) ont été pré-couplés à 

des anticorps primaires de lapin anti-GFP (Roche ; Basel, Suisse) comme indiqué précédemment 

(Renner et al., 2017). a1m a été suivi par des QD couplés à un anticorps monoclonal anti-myc 

(Roche). Brièvement, des QDs marqués F(ab')2 de chèvre anti-lapin émettant à 655 nm 

(Q11422MP ; Invitrogen) ont d’abord été incubés avec l'anticorps pendant 30 min dans du PBS, 

puis bloqués pendant 15 min avec de la caséine (10X v/v ; Sigma-Aldrich) dans un volume final 

de 10 μL à température ambiante. Les neurones ont ensuite été incubés avec les QDs pré-cou-

plés (1/6000-1/10000) pendant 5 min à 37°C. 

Les cellules ont été imagées à l'aide d'un microscope inversé Olympus IX71 équipé d'un objectif 

à immersion d'huile 60X (NA 1,42 ; Olympus ; Tokyo, Japon) et d'une lampe X-Cite 120Q (Lumen 

Dynamics ; Waltham, Etats-Unis d’Amérique). Les images individuelles des enregistrements en 

temps réel de Kv2.1-GFP, Homer-DsRed et QD (temps d'intégration de 75 ms sur 1200 images 

consécutives) ont été acquises avec une caméra EMCCD Hamamatsu ImagEM et le logiciel Me-

taView (Meta Imaging 7.7). 

Le suivi des QDs et la reconstruction des trajectoires ont été réalisés avec des routines Matlab 

comme décrit dans (Renner et al., 2017). Les trajectoires hors du neurone ou se croisant ont été 

supprimées. Dans le cas de neurones transfectés avec du Kv2.1WT-GFP, les trajectoires ont été 

séparées en suivant un masque créé avec ImageJ pour isoler les populations dans et hors clus-

ters.  

Le suivi a été effectué avec un logiciel maison (SPTrack_v4) dans Matlab. Le centre des spots 

de fluorescence a été déterminé par un ajustement à une courbe gaussienne 2D. La résolution 

spatiale était de ~10-20 nm. Les taches dans une image donnée (point temporel) ont été asso-

ciées aux trajectoires les plus probables estimées sur les images précédentes de la séquence 

d'images. Dans certaines expériences, les trajectoires ont été définies comme appartenant à un 

cluster si elles se trouvaient au-dessus de clusters définis par un masque binaire de fluorescence 

Kv2.1WT-GFP. Le déplacement quadratique moyen (MSD) a été calculé comme suit :  

𝑀𝑆𝐷(𝑛 𝑑𝑡) = (𝑁 − 𝑛)−1 ∑ ((𝑥𝑖+𝑛 − 𝑥𝑖)2
+ (𝑦𝑖+𝑛 − 𝑦𝑖)2

)

𝑁−𝑛

𝑖=1

 

où xi et yi sont les coordonnées d'un objet sur l'image i, N est le nombre total d'étapes de la 

trajectoire, dt est l'intervalle de temps entre deux images successives, n est le nombre d'images 

et n dt est l'intervalle de temps sur lequel le déplacement est moyenné. Le coefficient de diffusion 
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D a été calculé en ajustant les 2 à 5 premiers points du tracé de MSD en fonction du temps avec 

l'équation suivante :  

𝑀𝑆𝐷(𝑡) = 4 𝐷2−5 𝑡 + 4 𝜎𝑥
2 

avec σx la précision de localisation du point (précision de position) dans une direction. 

Le coefficient de compaction (Pc) à chaque point temporel i a été calculé comme suit 

𝑃𝑐𝑖 =  ∑
(𝑥𝑖+1 − 𝑥𝑖)2 + (𝑦𝑖+1 − 𝑦𝑖)2

𝑆𝑖
2

𝑖+𝑛−1

𝑖

 

où xi, yi sont les coordonnées au temps i ; xi+1, yi+1 sont les coordonnées au temps i+1, n est la 

longueur de la fenêtre temporelle (n = 30 points temporels) et Si est la surface de la coque con-

vexe du segment de trajectoire entre les points temporels i et i+n. Si a été calculée à l'aide de la 

fonction convhull de Matlab (Renner et al., 2017). 

 

Modélisation 

 

Nous avons utilisé le modèle multi-compartimental du neurone pyramidal CA1 proposé par 

Combe et al., 2018 (ModelDB 244416) avec quelques modifications. Le modèle original com-

prend un courant de fuite, deux courants Na+ rapides (somato-dendritique et axonal), un courant 

à rectification retardée (DR), deux courants K+ de type A (proximal et distal), un courant K+ de 

type M, un courant h à conductance mixte activé par hyperpolarisation, un courant Ca2+ de type 

T, un courant Ca2+ de type R, deux courants Ca2+ de type L (somatique et dendritique), un courant 

K+ lent dépendant du Ca2+ (SK) et un courant K+ dépendant du Ca2+ et du voltage (BK). Les 

courants de distribution ont suivi les données expérimentales rapportées, avec une densité plus 

élevée des conductances SK et BK dans les dendrites apicales de 50 à 200 μm du soma, une 

densité plus élevée des canaux Ca2+ de type L à des distances > 50 μm du soma, et la densité 

des canaux Ca2+ de type T n'étant non nulle qu'à des distances > 100 μm du soma (Magee, 2016; 

Poirazi et al., 2003).  

Pour modéliser spécifiquement les changements de conductance de Kv2, nous avons divisé la 

conductance DR originale en deux : 30 % de la valeur a été modélisée avec le modèle DR original, 

et 70 % (gkdr2) modélisée avec un algorithme modifié prenant en compte l'inactivation induite par 

la température rapportée par Ranjan et coll. (Channelpedia (epfl.ch), Ranjan et al., 2019). 

Nous avons ensuite modifié systématiquement la conductance (gkdr2) et la dépendance au voltage 

des courants médiés par Kv2. La morphologie correspondait à la cellule Pc2b (Megías et al., 

2001), qui possède 144 compartiments. La capacité spécifique était de 1,5 μF/cm2 dans le soma 

http://modeldb.yale.edu/244416
https://channelpedia.epfl.ch/
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et la dendrite apicale. La résistivité axiale et membranaire a été maintenue constante dans les 

dendrites apicales. La stimulation synaptique a été modélisée en incluant 45 synapses excita-

trices, contenant des récepteurs AMPA et NMDA (Combe et al., 2018), dans les dendrites 

obliques apicales connectées à la dendrite apicale principale entre 250 et 450 μm du soma. 

 

Imagerie calcique  

 

Le milieu d’imagerie est composé de contenant du glucose (30 mM ; Sigma-Aldrich), NaCl (130 

mM ; Sigma-Aldrich), HEPES (10 mM ; Invitrogen), KCl (5 mM ; Sigma-Aldrich), CaCl2 (2 mM ; 

Sigma-Aldrich), MgCl2 (1 mM ; Sigma-Aldrich) dans de l’eau stérile pour un pH de 7,45. 

 

Libération de glutamate et GCaMP6f 

 

Des cultures primaires d'hippocampe ont été transfectées avec la sonde GCaMP6f codée géné-

tiquement ainsi que Kv2.1WT- Y533*- ou R583*-tomato. Les acquisitions ont été réalisées sur un 

microscope inversé Eclipse Ti (Nikon) avec un objectif à immersion d'huile 100X (NA 1,49), une 

caméra Andor EMCCD iXon et des lasers (405 nm et 561nm ; Coherent, Santa Clara, Etats-Unis 

d’Amérique). Les enregistrements ont été effectués en continu à 43,5 Hz.  

Les cellules ont été stimulées par libération de glutamate 4-méthoxy-7-nitroindolinyl (MNI)-cagé, 

ajouté préalablement au milieu, avec un laser 405 nm défocalisé pour illuminer l'ensemble de 

l'arborescence dendritique. Dans une première série d'expériences, la libération a été effectuée 

après 46 s pour observer l'activité spontanée avant la stimulation (durée totale de l'enregistre-

ment, 57,5 s). Ensuite, la puissance du laser 405 a été réglée pour produire des transitoires de 

Ca2+ de l'ordre des transitoires spontanés. Dans une deuxième série d'expériences, nous avons 

évalué le photoblanchiment induit par le laser 405 et l'imagerie continue de la sonde GCaMP6f.  

Les cellules ont d'abord été stimulées tout en étant imagées dans des conditions de contrôle, en 

suivant la séquence suivante : imagerie de la ligne de base de la fluorescence GCaMP6f pendant 

500 images (11,5 s), libération du glutamate, imagerie de la sonde GCaMP6f pendant 1000 

images (23 s). Ensuite, le GxTx (100nM ; Alomone Labs) a été ajouté au milieu. 10 minutes plus 

tard, une deuxième séquence de stimulation et d'imagerie identique à la première a été réalisée. 

Les valeurs moyennes de fluorescence ont été calculées dans des ROI à différentes positions 

sur une dendrite (typiquement avant la première bifurcation ou à ~20 µm du soma, puis à ~40 et 
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~60 µm du soma) à l'aide du logiciel d’imagerie Fiji. Les réponses à la stimulation ont été expri-

mées en tant que changements relatifs de la fluorescence au repos provoqués par le stimulus, 

comme suit : 

Δ𝐹

𝐹0
=

𝐹𝑚𝑎𝑥 − 𝐹0

𝐹0
 

 où Fmax est l'intensité maximale de fluorescence et F0 l'intensité de départ (intensité moyenne de 

~10-20 images enregistrées avant le stimulus). À partir des transitoires normalisés a été extraite 

la largeur à mi-hauteur (FWHM). Comme la décroissance n'était pas nécessairement mono-ex-

ponentielle dans toutes les cellules, elle n’a pas été prise en compte. 

 

CheRiff 

 

Des cultures primaires d'hippocampes ont été transfectées avec la channelrhodopsine CheRiff et 

les constructions Kv2.1WT- Y533*- et R583*-GFP. Les neurones transfectés ont été incubés avec 

la sonde calcique CaTM3 (BioTracker 609 Red Ca2+ AM Dye ; Sigma-Aldrich) pendant au moins 

45 minutes, puis avec des GFP-Booster 647 (1/100) pendant 10 minutes avant l'imagerie. Les 

acquisitions ont été réalisées sur un microscope inversé Eclipse Ti (Nikon) équipé d'un objectif à 

immersion d'huile 100X (NA 1.49) et d'une caméra Andor EMCCD Ultra. Des vidéos de 4518 

images avec un échantillonnage de 4x4 pour un temps d'exposition de 8 ms ont été acquises 

avec le logiciel Nis-Elements (Nikon). Un laser de 561 nm pour imager la sonde calcique et une 

LED de 405 nm pour activer le CheRiff, ont été utilisés et positionnés de façon à éclairer au 

maximum le champ d'enregistrement de la caméra. Les cellules ont d'abord été stimulées tout en 

étant imagées dans des conditions de contrôle. La séquence de stimulation et d'imagerie a com-

mencé par l'imagerie de la ligne de base de la fluorescence du CaTM3 pendant 500 images (4 

s), puis la séquence suivante répétée trois fois : activation du laser pendant 6 images, imagerie 

du CaTM3 pendant 1000 images (durée totale de l'acquisition 36 s). Un délai de 10 minutes a été 

observé après l'ajout de GxTx (100 nM), puis une seconde séquence d'acquisition identique à la 

première a été réalisée. 

Les mesures de l'intensité moyenne du corps cellulaire ont été obtenues à l'aide de Fiji, puis 

analysées à l'aide de routines créées spécifiquement sur Matlab. Les lignes de base ont d'abord 

été linéarisées et les images d'activation supprimées. Les transitoires calciques ont ensuite été 

identifiés et les traces ont été moyennées et analysées. À partir des transitoires normalisés, a été 

extraite l'amplitude maximale. 
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Electrophysiologie  

 

Les enregistrements somatiques de neurones pyramidaux cultivés ont été réalisés dans la confi-

guration cellule entière par patch clamp, à l'aide de pipettes en verre borosilicaté de 4-5 MΩ. Les 

signaux ont été acquis avec un amplificateur Multiclamp 700B (Molecular Devices ; San Jose, 

Etats-Unis d’Amérique), filtrés à 10 kHz et numérisés à 20 kHz. Les cellules ont été maintenues 

à -70 mV. Tous les potentiels ont été corrigées a posteriori avec le potentiel de jonction liquide 

de 14,5 mV. 

Les cultures neuronales ont été maintenues à 33°C dans un milieu contenant (en mM) : 120 NaCl, 

20 D-glucose, 10 HEPES, 3 MgCl2, 2 KCl, 2 CaCl2 à pH 7,4 avec des bloqueurs synaptiques (en 

mM) : 0,01 NBQX, 0,05 dAPV et 0,02 bicuculline. La solution interne contenait (en mM) : 120 K-

Gluconate, 10 KCl, 10 HEPES, 0,1 EGTA, 4 MgATP, 0,4 Na3GTP (pH ajusté à 7,4 avec KOH). 

La résistance d'entrée (Rin) a été déterminée en voltage-clamp selon la loi d'Ohm en mesurant 

le courant induit par un pas de -5 mV pendant 1000 ms. La valeur τ a été déterminée dans la 

current-clamp en ajustant une fonction exponentielle à la réponse capacitive provoquée par 

l'injection de courant (-25 pA). En cas d'application de GxTx, les cellules ont d'abord été enregis-

trées dans des conditions de contrôle, puis les aliquotes de GxTx ont été rapidement décongelées 

avant utilisation et dilués dans l'ACSF avant l'application du bain.  

Les courbes entrée-sortie ont été générées en traçant la fréquence de déclenchement en réponse 

à des injections de courant par pas de 25 pA allant de -25 à +475 pA (durée de 0,8 s). Toutes les 

propriétés des PA ont été déterminées à partir du premier PA déclenché à la rhéobase. Les chan-

gements dans les formes d'onde des PA ont été étudiés en générant des diagrammes de phase. 

Les diagrammes de phase ont été construits en traçant la dérivée temporelle du Vm somatique 

(dV/dt) en fonction du Vm somatique du premier PA. 

Toutes les analyses ont été réalisées a posteriori avec des codes Matlab établis dans le labora-

toire en utilisant des fonctions intégrées, Chronux (Chronux Home)  et FMAToolbox (FMAToolbox 

(sourceforge.net) (Goutierre et al., 2019). 

 

Analyse statistique  

 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide de GraphPad Prism 9 (Dotmatics). Les tests 

appliqués sont détaillés dans les légendes. Les images ont été préparées à l'aide de Photoshop 

(Adobe Systems, USA).  

http://chronux.org/
https://fmatoolbox.sourceforge.net/
https://fmatoolbox.sourceforge.net/
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RESULTATS 

 

Avant-propos, contexte et hypothèses 

 

Les canaux Kv2.1 sont proposés comme étant des régulateurs homéostatiques de l’exci-

tabilité neuronale (P. W. Liu & Bean, 2014; Misonou, Mohapatra, & Trimmer, 2005). Une des 

caractéristiques particulières de ces canaux est la formation de clusters dans le compartiment 

somato-dendritique proximal dont certaines fonctions non canoniques seraient dépendantes 

(Cserép et al., 2020; Kirmiz et al., 2018). Des mutations causales à des encéphalopathies épilep-

tiques ont été identifiées depuis ces dernières années (Bar, Barcia, et al., 2020; de Kovel et al., 

2017) mais étant donné que la fonction des canaux est encore mal comprise, la relation causale 

entre ces mutations et les troubles observés reste incertaine. Une des questions qui peut alors 

être soulevée est la relation entre le patron d’expression de surface (clustering et restriction so-

mato-dendritique) et la fonction des canaux Kv2.1.  

Figure 18. Schémas des constructions utilisées. 

A 

B 
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(A) Ce travail utilise comme modèle des cultures primaires de neurones pyramidaux 

transfectés avec différentes constructions afin d’exprimer les Kv2.1 WT ou mutés. Les 

constructions utilisées contiennent une protéine fluorescente dans la boucle extracel-

lulaire entre le segment S1 et S2. Cette protéine fluorescente peut-être une GFP, 

Dendra2 ou tomato. 

(B) Les mutations Y533* et R583* introduisent un codon stop au niveau de la partie 

C-ter de la sous-unité Kv2.1. Il en résulte des sous-unités tronquées respectivement 

avant ou au début du domaine PRC.   

 

Pour étudier le lien entre la localisation et la fonctionnalité du Kv2.1, je me suis concentrée 

sur deux mutations de novo de la sous-unité, Y533* et R583*, qui impactent la partie C-ter de la 

protéine. La protéine finale est alors tronquée et ne possède plus de domaine PRC impliqué dans 

le comportement de clustering des canaux Kv2.1. Découvertes chez des patients atteints d’en-

céphalopathie épileptique, ces mutations n’ont pas toujours de troubles épileptiques mais pré-

sentent des retards cognitifs et troubles autistiques. J’ai donc mené mon projet en utilisant diffé-

rentes approches expérimentales sur un modèle de culture primaire de neurones pyramidaux 

dans lesquelles j’ai transfecté différentes constructions du Kv2.1 WT ou mutés. Puisque les mu-

tations étudiées ici sont en grande majorité identifiées de novo, le choix de ce modèle biologique 

permet l’étude d’un mélange de populations de sous-unités Kv2.1 (endogènes ou transfectées 

WT ou mutés) comme cela est le cas chez les patients. Chaque construction porte une protéine 

fluorescente au niveau de la boucle extracellulaire entre le S1 et S2 (Figure 18). 

Dans un premier temps, j’ai caractérisé l’expression de surface des mutations Y533* et 

R583* en utilisant diverses techniques de microscopie. Mes résultats en microscopie confocale 

ont mis en évidence l’expression des sous-unités mutantes sur l’entièreté de l’arbre dendritique 

mais l’hypothèse que ces sous-unités ne forment pas de clusters s’est révélée incorrecte puisque 

la microscopie de super-résolution a révélé la formation de clusters de petite taille. Ces premières 

données ont été renforcées par les expériences de suivi de particule unique où la diffusion latérale 

s’est révélée accrue. En m’appuyant sur le fait que les événements de stabilisation des trajec-

toires des sous-unités mutantes ne soient pas abolis, j’ai formulé l’hypothèse que les canaux 

mutés peuvent être formés en hétérotétramères avec des sous-unités non mutés. Cette hypo-

thèse est renforcée par le marquage des sous-unités endogènes qui se retrouvent redistribuées 

vers les parties distales de l’arbre dendritique dans les neurones exprimant les Kv2.1 mutés. Ces 

résultats sont détaillés dans l’article principal. Les sous-unités modifient donc la stœchiométrie 

des canaux non mutés et change également leur localisation, modifiant potentiellement la fonc-

tion des canaux.  
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Dans un second temps, j’ai cherché à étudier l’impact de la modification du clustering sur 

un des rôles non canoniques du Kv2.1, l’organisation des points de jonction entre la membrane 

plasmique et le RE, proposé en lien avec la signalisation calcique. L’hypothèse émise ici est que 

la diminution de clusters de Kv2.1 dans les neurones exprimant les mutations induirait une dimi-

nution de la colocalisation avec les clusters de RyR sur la membrane du RE. Par la microscopie 

confocale et de super-résolution, j’ai alors quantifié une diminution de la colocalisation des clus-

ters de Kv2.1 mutés et de RyR. Cependant, les résultats concernant les sous-unités WT ne sem-

blent pas refléter la forte colocalisation publiée dans la littérature et sont discutés dans la partie 

II des résultats.  

 En prenant compte le rôle proposé en lien avec la signalisation calcique expliqué précé-

demment, j’ai utilisé l’imagerie calcique pour étudier l’impact du Kv2.1 en utilisant un bloqueur 

spécifique. Mes résultats indiquent une implication du Kv2.1 dans les transients calciques au 

niveau du soma et le long des dendrites. Toutefois, le blocage de Kv2 a eu des effets similaires 

sur les cellules transfectées avec les canaux WT et mutants. Ces données sont développées 

dans l’article principal.  

 Puis, pour caractériser les hypothétiques modifications de l’excitabilité des neurones ex-

primant des mutations, j’ai réalisé des expériences de patch clamp sur des neurones transfectés. 

Les changements d’excitabilité mis en évidence sont mineurs et ces résultats sont décrits dans 

l’article principal.   

 De plus, l’utilisation d’un modèle computationnel de neurone hippocampique de CA1 m’a 

permis d’étudier l’interaction entre la conductance et la dépendance au voltage du canal Kv2.1, 

deux paramètres vastement décrits de façon différente dans la littérature. Ces descriptions hété-

rogènes indiquent des fourchettes de valeurs qu’il m’a été possible de tester indépendamment. 

Le modèle suggère des changements subtils de l'excitabilité qui pourraient modifier la fenêtre de 

performance optimale de la cellule. Ces résultats sont décrits dans l’article principal.  

 Pour confirmer les observations publiées dans la littérature sur la phosphorylation et le 

clustering du Kv2.1 WT suite à des changements d’activité, j’ai réalisé des expériences d’étude 

de clustering, de biochimie et d’enregistrement extracellulaire. En accordance avec la littérature, 

l’augmentation de l’activité induit un declustering du Kv2.1 en corrélation avec une déphosphory-

lation de la protéine dans les neurones pyramidaux et inversement pour une diminution de l’acti-

vité. Mes résultats dans les interneurones ne montrent pas de changement de clustering. Ces 

données sont développées dans la partie III des résultats. 
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Abstract 

 

Kv2 channels, which underlie 60-80% of the delayed-rectifier K+ current, were shown to sustain 

high frequency firing by avoiding depolarization block in patch clamp experiments. Several muta-

tions of Kcnb1, coding for Kv2.1, have been described in patients with epileptic encephalopathy. 

Wild type channels are localized at the soma, proximal dendrites and axons, forming large aggre-

gates (clusters). Clustered channels would be in a low-conductance state. This work focused on 

two patient-derived mutations that introduce a stop codon (Y533* and R583*) before or within the 

C-ter region responsible for clustering in the α subunit of the channel. As expected, the formation 

of clusters was impaired in neurons expressing these mutated subunits, which also redistributed 

channels into dendrites and reduced cell excitability. Overexpression of WT subunits, on the other 

hand, increased clustering, and enhanced excitability. One of the mutations (Y533*) has been 

reported to change the voltage dependence of the channel. To obtain more insight into the con-

sequences of varying Kv2 conductance and its voltage dependence, we made use of a biophys-

ically detailed model of CA1 pyramidal neuron. The model reproduced our experimental results, 

confirming that the changes in the level of expression of Kv2 channels or changes in their voltage 

dependence could modify calcium signals in dendrites but only in case of sustained synaptic ac-

tivation. Interestingly, the capacity of the model to fire with the same frequency than that of syn-

aptic stimulation was strongly dependent upon Kv2 conductance and voltage dependence.  Alto-

gether, our results suggest that 1) mutations could affect excitability by impairing clustering, and 

2) Kv2 is an important actor controlling the fidelity of neuronal responses and contributing to active 

properties of dendrites, roles that can be modified by mutations or phosphorylation. 
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Introduction 

 

Voltage-gated K+ (Kv) channels are fundamental determinants of intrinsic excitability in neurons. 

Neuronal excitability and therefore neuronal function can be substantially impacted by changes 

in the restricted subcellular localization of Kv (Trimmer, 2015). Kv2.1 are the main α subunits 

responsible for delayed-rectifier (DR) K+ currents, and are widely expressed in the brain playing 

an important role on intrinsic neuronal excitability (Du et al., 2000; Liu & Bean, 2014; Murakoshi 

& Trimmer, 1999; Vacher et al., 2008).   

These channels have a relatively slow activation kinetics and therefore influence action potential 

(AP) width and trough voltage after a spike (Guan et al., 2007; Liu & Bean, 2014). Their main 

described role is to facilitate high-frequency firing in pyramidal neurons during sustained activity 

avoiding depolarization block in CA1 neurons (Guan et al., 2013; Liu & Bean, 2014; Steinert et 

al., 2011). It is of interest that, a recent report involved Kv2 channels in controlling bursting in CA3 

pyramidal cells, suggesting a role of these channels in active dendritic mechanisms (Raus Balind 

et al., 2019). 

Within individual neurons, the staining of Kv2.1 shows large aggregates (clusters) in the soma, 

proximal dendrites and axonal initial segment (Trimmer, 2015) and it has been proposed that 

Kv2.1 conductance could be downregulated by local channel density (Fox et al., 2013). Early 

works had shown that some of these clusters co-localize with areas of contact between the en-

doplasmic reticulum and the plasma membrane (ER-PM) which was correlated to the regulation 

of dendritic calcium transients (Antonucci et al., 2001). It has been proposed that Kv2.1 may have 

a role as an organizer of these contacts independently of its potassium channel function (Kirmiz, 

et al., 2018a; Vierra et al., 2019).  

Remarkably, Kv2.1 channels undergo activity-driven modulation of their expression, localization 

and voltage dependence (V1/2). Kv2.1 is extensively modified by phosphorylation, totalizing 124 

serine, threonine and tyrosine residues in its cytoplasmic N- and C-termini, which provide numer-

ous consensus phosphorylation sites for various protein kinases and phosphatases (Park et al., 

2006). High and sustained levels of excitatory activity lead to dephosphorylation and de-clustering 

of Kv2.1. Dephosphorylated Kv2.1 activate at more hyperpolarized membrane potentials, sup-

pressing high frequency firing. This could be a homeostatic mechanism of reduction of excitability 

(Misonou et al., 2004, 2005). It is important to note that the level of Kv2.1 phosphorylation is 

diverse in different cellular backgrounds (Misonou et al., 2005). 

https://www-sciencedirect-com.proxy.insermbiblio.inist.fr/topics/neuroscience/neuronal-excitability


 

109 
 

Although knocking down Kv2.1 does not induce seizure in mice, slices from Kv2.1−/− animals are 

hyperexcitable and display accelerated seizure progression in response to convulsants (Speca et 

al., 2014). Recently, several de novo mutations in Kv2.1 gene Kcnb1 were reported in patients 

with epileptic encephalopathy (reviewed in Bar et al., 2020). The impact of mutations on Kv2.1 

activity has been studied for some of them but mostly on heterologous systems, which raises 

questions of conductance state of channels, given their possible different phosphorylation state 

(Kang et al., 2019; Saitsu et al., 2015; Thiffault et al., 2015). Therefore, the involvement of Kv2.1 

in the control of neuronal activity is not totally understood. Interestingly, several functionally un-

characterized Kcnb1 mutations target the C-ter end, resulting in truncated proteins lacking the 

domain responsible for aggregation (PRC or proximal restriction domain, (Lim et al., 2000)). In 

these patients, seizures are rare or absent but they have important cognitive delays and autistic 

disorders (Bar et al., 2020).  

We analyzed the consequences of expressing C-ter truncation mutations Y533* and R583* of 

Kv2.1 in cultured hippocampal neurons, focusing on the subcellular distribution of the channel 

and changes of neuronal excitability. As expected, mutations impaired -but not completely abol-

ish- the formation of clusters, as most probably mutant and endogenous α subunits formed het-

erotetramers. Mutated subunits redistributed channels into dendrites and reduced cell excitability 

whereas overexpression of WT subunits had the opposite effect. Single particle tracking experi-

ments showed that channels with mutant subunits alternate between immobilized (thus probably 

clustered) and free diffusing periods (non-clustered channels) suggesting that clusters are reser-

voirs of channels. Therefore, mutations could lower excitability by reducing the proportion of low-

conductance state channels. To investigate in which conditions a modification of Kv2.1 conduct-

ance and voltage dependence could affect neuronal activity, we set a biophysical model that 

pointed out the involvement of Kv2 in controlling the fidelity of neuronal responses as well as 

contributing to active properties of dendrites under sustained synaptic activation.  
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Materials and methods 

 

Neuronal culture   

All animal procedures were carried out according to the European Community Council directive 

of November 24th 1986 (86/609/EEC), the guidelines of the French Ministry of Agriculture and the 

Direction Départementale des Services Vétérinaires de Paris (Ecole Normale Supérieure, Ani-

malerie des Rongeurs, license B 75-05-20), and were approved by the Comité d’Ethique pour 

l’Expérimentation Animale Charles Darwin (licence Ce5/2012/018). All efforts were made to min-

imize animal suffering and to reduce the number of animals used. Primary cultures of hippocam-

pal neurons were prepared as previously described (Chamma et al., 2013) with some modifica-

tions of the protocol. Briefly, hippocampi were dissected from embryonic day 18 or 19 Sprague-

Dawley rats of either sex. Tissue was then trypsinized (0.25% v/v; ThermoFisher Scientific, USA), 

and mechanically dissociated in 1X HBSS (1X; Invitrogen; Cergy-Pontoise, France) containing 

HEPES (10mM; Invitrogen). Neurons were plated at a density of 120 × 103 cells/ml onto 18-mm 

diameter glass coverslips (Assistent; Winigor, Germany) pre-coated with poly-D,L-ornithine (50 

µg/ml; Sigma-Aldrich; Lyon, France) in plating medium composed of Minimum Essential Medium 

(MEM; Sigma-Aldrich) supplemented with horse serum (10% v/v; Invitrogen), L-glutamine (2 mM; 

Invitrogen) and Na+ pyruvate (1 mM; Invitrogen). After attachment for 3-4 hours, cells were incu-

bated in culture medium that consists of Neurobasal medium supplemented with B27 (1X), L-

glutamine (2 mM), and antibiotics (penicillin 200 units/ml, streptomycin, 200 µg/ml) (Invitrogen) 

for up to 4 weeks at 37°C in a 5% CO2 humidified incubator. Each week, one third of the culture 

medium volume was renewed.  

 

Neuronal transfection and DNA constructs 

Transfections were carried out at DIV 9-10 using TransFectin (BioRad; France) according to the 

manufacturer’s instructions (DNA:TransFectin ratio 1 µg:3 µl), with 1-1.2 µg of plasmid DNA per 

20 mm well. Kv2.1WT-GFP and Kv2.1WT-tomato were derived from rKv2.1WT-GFPHis, kindly 

provided by J. R. Martens (University of Florida, USA). Kv2.1Y533*-GFP, Kv2.1R583*-GFP, 

Kv2.1Y533*-tomato and Kv2.1R583*-tomato were derived from Kv2.1WT-GFP and Kv2.1WT-to-

mato by site-directed mutagenesis. Homer-DsRed was a kind gift of D. Choquet and GCaMP6f, 

CheRiff and a1m were kindly provided by A. Triller. Experiments were performed between 21-27 

DIV. 
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Immunocytochemistry  

For detection of surface Kv2.1WT-GFP or GFP-tagged mutants, live neurons were incubated 10 

min at 37°C with alpaca nanobodies against GFP coupled to AlexaFluor647 (GFP-Booster, 1/200; 

Proteintech; Sankt Leon-Rot, Germany) diluted in the culture medium, followed by two washes in 

PBS 1X. Neurons were then fixed for 10 min at -20°C in 100% methanol and washed in PBS 1X.  

For intracellular labeling, cells were fixed for 15 min at room temperature (RT) in paraformalde-

hyde (PFA, 4% w/v; Sigma-Aldrich) and sucrose (4% w/v; Sigma-Aldrich) solution prepared in 

PBS. Following washes in PBS, were permeabilized with Triton (0.25% v/v; Sigma-Aldrich) diluted 

in PBS. Cells were washed again in PBS and incubated for 30 min at RT in blocking solution (PBS 

enriched with goat serum, GS, 10% v/v; Invitrogen). Subsequently, neurons were incubated for 

1h with rabbit anti-Kv2.1 antibody (1:100; Alomone Labs; Jerusalem, Israel) diluted in blocking 

solution and 45 min at RT with the corresponding secondary antibody (Alexa647- or Cy3-tagged 

donkey anti-rabbit; Jackson Immunoresearch; West Grove, USA). After final rinsing, coverslips 

were mounted on glass slides using Mowiol 4-88 (48 mg/ml; Sigma-Aldrich). Sets of neurons 

compared for quantification were labeled simultaneously. 

 

Fluorescence image acquisition and analysis 

Confocal imaging was performed on a Leica TCS SP5 (Nussloch, Germany) equipped with a 

100X oil-immersion objective, acquiring optical sections of 0.25 µm in depth. 

For wide-field imaging, image acquisition was performed using a 63X oil-immersion objective (NA 

1.32) on a Leica DM6000 upright epifluorescence microscope (Nussloch, Germany) with a 12-bit 

cooled CCD camera (Micromax, Roper Scientific; Evry, France) run by MetaMorph software 

(Roper Scientific). Quantification was performed using custom software written in Matlab (The 

Mathworks). Camera exposure time was determined on bright cells to obtain best fluorescence 

to noise ratio and to avoid pixel saturation. All images from a given culture were then acquired 

with the same exposure time and acquisition parameters.  

Surface staining was quantified on maximal projections (confocal images, typically 2-3 optical 

slices) or fluorescence images (widefield) in which three regions of interest (ROI) were manually 

chosen at different locations on a dendrite. Proximal, intermediate and distal ROIs were placed 

at ~50, ~100 and ~150 µm from the soma, respectively, using tools provided by Fiji Image analysis 

software. Average fluorescence was quantified in each ROI divided by the mean of the proximal 

ROI for normalization.   
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For clustering analysis, background was flattened using the “Subtract Background” tool in Fiji. 

Residual background was the subtracted on the whole image before applying an intensity thresh-

old for segmentation. Segmented images were used as mask to recover total fluorescence values 

in the original image and to extract the area of clusters, using home-made custom routines in 

Matlab. 

 

Super-resolution imaging  

Super-resolution imaging on fixed samples was conducted on an inverted N-STORM Nikon 

Eclipse Ti microscope with a 100X oil-immersion objective (NA 1.49) and an Andor iXon Ultra 897 

EMCCD camera (image pixel size, 105 nm), using specific lasers for STORM imaging of Alexa647 

(405 and 640 nm). Samples were imaged in a PBS-based oxygen-scavenging medium containing 

imaging buffer (Tris 100 mM, NaCl 20 mM, pH 8), glucose (40% w/v; Sigma-Aldrich), PBS 1X, 

cysteamine hydrochloride (MEA; Sigma-Aldrich), catalase (5 mg/ml; Sigma-Aldrich) and pyranose 

oxidase (200 U/ml; Sigma-Aldrich). Catalase was diluted in MgCl (4 mM), EGTA (2 mM) and 

PIPES (24 mM; Sigma-Aldrich, pH 6.8). Pyranose oxidase was diluted in the same buffer supple-

mented with glycerol (50% v/v). Videos of 30 000 frames were acquired at a frame rate of 20 ms. 

The z position was retained during the acquisition by a Nikon Perfect Focus System.  

 

Single-molecule localization and clustering analysis 

Single-molecule localization and 2D image reconstruction was performed as described in Specht 

et al., 2013 by fitting the PSF of spatially separated fluorophores to a 2D Gaussian distribution. 

Poorly localized peaks (fitting R2 < 0.7) were not included for further analysis. The drift of the 

stage was corrected using 100 nm multicolor fluorescent beads (TetraSpeck, 1/300; Invitrogen) 

to follow the movement through the frames; and was nullified by superimposing the molecular 

localizations of each frame. Rendered images were obtained by superimposing the coordinates 

of single-molecule detections, which were represented with 2D Gaussian curves of unitary inten-

sity and SDs representing the localization precision (Baddeley et al., 2010). 

All data analyses were performed using Diinamic (GitHub - mlrennerfr/Diinamic: Clustering anal-

ysis on single-molecule localization microscopy data), a custom software developed in the lab 

(Paupiah et al., 2023). Clustering detection was carried out on regions of interest (ROIs) drawn 

on top of pointillistic images constructed from the coordinates of detections. Detections were ini-

tially sorted into belonging to candidate clusters or not depending on their localization with respect 

to a segmentation mask. This mask was created by either thresholding the pixel intensity of the 

https://github.com/mlrennerfr/Diinamic
https://github.com/mlrennerfr/Diinamic
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corresponding rendered image. The clusters’ borders were defined by the boundary function of 

Matlab. Candidate clusters were retained if: 1) their density, calculated in a pixel-wise manner, 

exceeded a threshold; 2) their sizes were between given thresholds (minimum and maximum). 

Thresholds were chosen considering the expected number of detections per molecule, the size 

of the molecule and the expected size of clusters given other microscopy data already published.  

 

Live cell staining for single particle imaging 

To track membrane GFP-tagged channels, quantum dots (QDs) were pre-coupled to anti-GFP 

primary antibodies (rabbit; Roche; Basel, Switzerland) as reported previously (Renner et al., 

2017). a1m was tracked by QD coupled to a monoclonal anti-myc antibody (Roche). Briefly, goat 

anti-rabbit F(ab’)2-tagged QDs emitting at 655 nm (Q11422MP; Invitrogen) were incubated first 

with the antibody for 30 min in PBS, and then blocked for 15 min with casein in a final volume of 

10 μL. Neurons were incubated with the pre-coupled QDs (1:6000–1:10000 final QD dilution) for 

5 min at 37°C. 

 

Single particle tracking and analysis 

Cells were imaged using an Olympus IX71 inverted microscope equipped with a 60X oil- immer-

sion objective (NA 1.42; Olympus; Tokyo, Japon) and a X-Cite 120Q lamp (Lumen Dynamics; 

Waltham, USA). Individual images of Kv2.1-GFP, Homer-DsRed and QD real time recordings 

(integration time of 75 ms over 1200 consecutive frames) were acquired with Hamamatsu Im-

agEM EMCCD camera and MetaView software (Meta Imaging 7.7).  

Tracking was performed with homemade software (SPTrack_v4) in Matlab. The center of the spot 

fluorescence was determined by 2D-Gaussian fit. Spatial resolution was ~10-20 nm. The spots in 

a given frame (time point) were associated with the maximum likely trajectories estimated on 

previous frames of the image sequence. In some experiments, trajectories were defined as be-

longing to a cluster if they were on top of clusters defined by a binary mask of Kv2.1WT-GFP 

fluorescence. The mean square displacement (MSD) was calculated using:  

𝑀𝑆𝐷(𝑛 𝑑𝑡) = (𝑁 − 𝑛)−1 ∑ ((𝑥𝑖+𝑛 − 𝑥𝑖)2
+ (𝑦𝑖+𝑛 − 𝑦𝑖)2

)

𝑁−𝑛

𝑖=1

 

where xi and yi are the coordinates of an object on frame i, N is the total number of steps in the 

trajectory, dt is the time interval between two successive frames, n is the number of frames and 
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ndt is the time interval over which displacement is averaged. The diffusion coefficient D was cal-

culated by fitting the first 2 to 5 points of the MSD plot versus time) with the equation:  

𝑀𝑆𝐷(𝑡) = 4 𝐷2−5 𝑡 + 4 𝜎𝑥
2 

with σx the spot localization accuracy (positional accuracy) in one direction.  

The packing coefficient (Pc) at each time point i was calculated as 

𝑃𝑐𝑖 =  ∑
(𝑥𝑖+1 − 𝑥𝑖)2 + (𝑦𝑖+1 − 𝑦𝑖)2

𝑆𝑖
2

𝑖+𝑛−1

𝑖

 

where xi, yi are the coordinates at time i; xi+1, yi+1 are the coordinates at time i+1, n is the length 

of the time window (n = 30 time points) and Si is the surface area of the convex hull of the trajectory 

segment between time points i and i+n. Si was calculated using the convhull function in Matlab 

(Renner et al., 2017). 

 

Glutamate uncaging and Ca2+ imaging  

Primary hippocampal cultures were transfected with the genetically encoded nuclear Ca2+ sensor 

GCaMP6f together with Kv2.1WT- Y533*- or R583*-tomato. Transfected neurons were recorded 

in ACSF medium (pH 7.45) containing glucose (30 mM; Sigma-Aldrich), NaCl (130 mM; Sigma-

Aldrich), HEPES (10 mM; Invitrogen), KCl (5 mM; Sigma-Aldrich), CaCl2 (2 mM; Sigma-Aldrich) 

and MgCl2 (1 mM; Sigma-Aldrich). Acquisitions were made on an inverted microscope Eclipse Ti 

(Nikon) with a 100X oil-immersion objective (NA 1,49) and a EMCCD iXon camera (Andor), and 

laser lines (405 nm and 561nm; Coherent, Santa Clara, US). Recordings were done in streaming 

mode at 43.5 Hz.  

Cells were stimulated uncaging 4-methoxy-7-nitroindolinyl (MNI)-caged glutamate, added previ-

ously to the medium, with a 405 nm laser defocused to illuminate the whole dendritic arbor. In a 

first series of experiments, uncaging was done after 46 s to observe spontaneous activity before 

stimulation (total duration of the recording, 57.5 s). Then the power of the 405 laser was set to 

produce Ca2+ transients in the order of the spontaneous ones. In a second series of experiments, 

we evaluated photobleaching induced by the 405 laser and continuous imaging of GCaMP6f. 

Cells were first stimulated while imaged in control conditions, following the sequence: imaging of 

GCaMP6f fluorescence baseline for 500 frames (11,5 s), uncaging, imaging of GCaMP6f for 1000 

frames (23 s). Then GxTx (100nM; Alomone Labs) was added to the medium. 10 min later, a 

second stimulation and image sequence identical to the first one was performed. 
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Average fluorescence values were computed in ROIs at different positions on a dendrite (typically 

before the first bifurcation or at ~20 µm of the soma, then at ~40 and ~60 µm from the soma) 

using Fiji. The responses to stimulation were expressed as relative stimulus-evoked changes in 

resting fluorescence as 

Δ𝐹

𝐹0
=

𝐹𝑚𝑎𝑥 − 𝐹0

𝐹0
 

 where Fmax is the maximal fluorescence intensity and F0 the intensity at the initial time (mean 

intensity of ~10-20 frames recorded before the stimulus. From the normalized transients, we ex-

tracted their full width at half maximum (FWHM). As decay was not necessarily mono-exponential 

in all cells, we did not consider it.  

 

Optogenetic activation and Ca2+ imaging  

Primary hippocampal cultures were transfected with the channelrhodopsin CheRiff together with 

the Kv2.1WT- Y533*- and R583*-GFP constructs. Transfected neurons were incubated with the 

CaTM3 calcium probe (BioTracker 609 Red Ca2+ AM Dye; Sigma-Aldrich) for at least 45 mins, 

then with GFP-Booster 647 (1/100) for 10 mins before imaging in the ACSF medium. Acquisitions 

were made on an Eclipse Ti inverted microscope (Nikon) equipped with a 100X oil-immersion 

objective (NA 1.49) and an EMCCD Ultra camera (Andor). Videos of 4518 images with 4x4 sam-

pling for an exposure time of 8 ms were acquired with Nis-Elements software (Nikon). A 561 nm 

laser was used to image the calcium probe and a 405 nm LED to activate the CheRiff, positioned 

to maximally illuminate the camera's recording field. Cells were first stimulated while imaged in 

control conditions. The stimulation and imaging sequence started by imaging CaTM3 fluores-

cence baseline for 500 frames (4 s), and then the following sequence, repeated three times: laser 

activation for 6 frames, imaging of CaTM3 for 1000 frames (total duration of the acquisition 36 s). 

A 10-minute delay was observed after the addition of GxTx (100 nM), then a second acquisition 

sequence identical to the first one was performed. 

Measurements of mean cell body intensity were obtained using ImageJ, then analyzed using rou-

tines created specifically on Matlab. Baselines were first linearized and activation images re-

moved. The calcium transients were then identified and the traces averaged and analyzed. From 

the normalized transients, we extracted the maximum amplitude. 
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Electrophysiological recordings 

Somatic recordings of cultured pyramidal neurons were recorded in the whole-cell configuration 

of the patch clamp technique, using 4-5 MΩ borosilicate glass pipettes. Signals were acquired 

with a Multiclamp 700B amplifier (Molecular Devices; San Jose, USA), low-pass filtered at 10 

kHz, and digitized at 20 kHz. Cells were recorded in whole-cell configuration and maintained at -

70 mV. All voltages were corrected offline for liquid junction potential (of 14.5 mV).  

Neuronal cultures were maintained at 33°C in a medium containing (in mM): 120 NaCl, 20 D-

glucose, 10 HEPES, 3 MgCl2, 2 KCl, 2 CaCl2 at pH 7.4 with synaptic blockers (in mM): 0.01 

NBQX, 0.05 dAPV and 0.02 bicuculline. Internal solution contained (in mM): 120 K-Gluconate, 10 

KCl, 10 HEPES, 0.1 EGTA, 4 MgATP, 0.4 Na3GTP (pH adjusted to 7.4 with KOH). 

Input resistance (Rin) was determined in voltage-clamp according to Ohm's law by measuring the 

steady-state current induced by a -5 mV step for 1000 ms. The τ value was determined in current 

clamp by adjusting an exponential function to the capacitive response elicited by current injection 

(-25 pA). In case of GxTx application, cells were first recorded in control conditions, then GxTx 

aliquots were promptly thawed before use and pre-dissolved in ACSF before bath application.  

Input-output curves were generated by plotting firing frequency in response to 25 pA-step current 

injections ranging from -25 to +475 pA (0.8 s duration). All AP properties were determined from 

the first AP elicited at rheobase. Changes in AP waveforms were investigated by generating 

phase plots. Phase plots were constructed by plotting the time derivative of the somatic mem-

brane potential (dV/dt) versus the somatic membrane potential of the first action potential.  

All the analyses were performed offline using home-made codes in Matlab employing built-in 

functions, Chronux (Chronux Home) and FMAToolbox (FMAToolbox (sourceforge.net)) 

(Goutierre et al., 2019). 

 

Computational modeling 

We employed the multicompartmental model CA1 neuron proposed by Combe et al., 2018 (2018, 

ModelDB 244416) with some modifications. The original model includes a leak current, two fast 

Na+ currents (somato-dendritic and axonal), a delayed rectifier (DR), two A-type K+ currents (prox-

imal and distal), an M-type K+ current, a mixed conductance hyperpolarization-activated h-current, 

a T-type Ca2+ current, an R-type Ca2+ current, two L-type Ca2+ currents (somatic and dendritic), a 

slow Ca2+-dependent K+ (SK) current and a Ca2+- and voltage-dependent K+ (BK) current. The 

http://chronux.org/
https://fmatoolbox.sourceforge.net/
http://modeldb.yale.edu/244416
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distribution currents followed reported experimental data, with higher density of SK and BK con-

ductances in the apical dendrites from 50 to 200 μm from the soma, higher density of the L-type 

Ca2+ channels at distances > 50 μm from the soma, and the T-type Ca2+ channel density being 

only nonzero at distances > 100 μm from the soma (Poirazi et al., 2003; Magee, 2016).   

To specifically model changes in conductance of Kv2, we split the original DR conductance into 

two: 30% of the value was modelled with the original DR model, and 70% (gkdr2) modelled with a 

modified algorithm that took into account temperature-induced inactivation reported by Ranjan 

and coll (Channelpedia (epfl.ch), Ranjan et al., 2019) (see supplemental materials and Supple-

mental Fig. S6). We then systematically modified the conductance (gkdr2) and voltage dependence 

(V1/2) of Kv2-mediated currents. Morphology corresponded to cell Pc2b (Megías et al., 2001), 

which has 144 compartments (Fig. 5A). The specific capacitance was 1.5 μF/cm2 in the soma and 

apical dendrite. Axial and membrane resistivity were held constant in the apical dendrites. Syn-

aptic stimulation was modelled by including 45 excitatory synapses, containing AMPA and NMDA 

receptors (Combe et al., 2018), in apical oblique dendrites connected to the main apical dendrite 

between 250 and 450 μm from the soma (Fig. 7A).  

 

Statistical analyses  

Statistical analyses were done using GraphPad Prism 9 (Dotmatics). The tests that were applied 

are detailed in the main text. Images were prepared using Photoshop (Adobe Systems, USA).   

  

https://channelpedia.epfl.ch/


 

118 
 

Results 

 

Kv2.1 are thoroughly expressed in the brain but their expression are particularly high in cortical 

and CA1 pyramidal neurons (Vacher et al., 2008). We therefore chose cultured hippocampal neu-

rons as our model. Kv2.1 channels are composed of four α subunit polypeptides with six trans-

membrane segments (termed S1–S6). Channels can be homo or hetero-tetramers, forming for 

instance 2:2 tetramers with silent Kv6 subunits (Möller et al., 2020). Amino- and carboxyl-termini 

of α subunits are cytoplasmic, such that all extracellular domains are found within the transmem-

brane segments. To be able to identify mutant channels, we engineered fluorescently tagged 

chimeras of wild type (WT) and mutated α subunits, based on a GFP-tagged channel described 

in the literature. This modification does not impact the activity of the channel (O’Connell et al., 

2010). Therefore, all our constructs had a fluorescent protein inserted between the first and sec-

ond transmembrane loop. 

 

Y533* and R583* mutations shifted Kv2.1 distribution towards dendrites and reduced the 

size of Kv2.1 clusters 

We first assessed the consequences of expressing the mutated forms of Kv2.1 on the subcellular 

distribution of the channels. Neurons were co-transfected with GFP-tagged WT or mutated forms 

of Kv2.1, together with Homer-DsRed (Bats et al., 2007) to detect the presence of dendritic spines 

and thus identify pyramidal neurons. As Y533* and R583* are de novo mutations (Bar et al., 

2020), we did not silence the expression of the endogenous protein.  

We verified the expression of Kv2.1 chimeras at the plasma membrane by surface staining of 

GFP with Alexa647-coupled anti-GFP nanobodies. Confocal microscopy confirmed that the chi-

meric proteins are well expressed at the surface of cells and that mutated forms have a completely 

different distribution with respect to the WT protein (Fig. 1A). The average surface fluorescence 

decreased very rapidly along dendrites in case of WT, whereas this decrease was less important 

for both mutants (Fig. 1B). In more distal dendrites (> 100 µm from the soma) the remaining 

average fluorescence was ~7 % of the soma for the WT, ~44% for Y533* and ~63% for R583* 

mutants (Fig. 1B). It must be noted that the average fluorescence included here clustered and 

non-clustered channels and therefore it did not represent the Kv2 current density, that was de-

scribed as homogeneous at least in soma and main apical dendrite compartments by patch-clamp 

experiments (reviewed in Yuan & Chen, 2006). 
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Both mutations affect the PRC thus they were expected to abolish clustering. We used STORM 

super-resolution microscopy to characterize changes in clustering using the same strategy than 

above to label only surface channels. The use of this technique allowed us to evaluate the pro-

portion of channels that belonged to clusters, as well as to detect clusters whose size was below 

the optical resolution limit. We focused only on the top surface of the soma to be in optimal con-

ditions to describe clusters (a relatively flat membrane, Fig. 1C). The clustering behavior of Kv2.1 

was modified in the mutant-expressing neurons with a large decrease in cluster size (Fig. 1D1). 

However, clustering was not completely abolished and the proportion of mutated channels in 

clusters was still ~25% (Fig. 1D2). Mutated channels were still forming clusters but much smaller 

than WT ones (Fig. 1D1). 

An important issue is whether the expression of mutated Kv2.1 affected the expression and dis-

tribution of the endogenous protein. Using an antibody directed to an epitope in the C-ter that is 

missing in the mutated forms, we could immunolabel only endogenous Kv2.1 (Supplemental Fig. 

S1). We observed that its distribution was modified by the expression of mutants (Fig. S1AB). 

Whereas the average fluorescence of endogenous Kv2.1 was reduced by ~6 fold between prox-

imal and distal dendrites in non-transfected cells, the reduction was limited to ~1.5 fold in pres-

ence of mutated channels (Fig. S1C). Clustering of endogenous channels was also reduced in 

presence of mutated forms (Fig. S1D2). There were no significant changes of the density of chan-

nels, therefore mutations did not reduce cluster size by splitting them (Fig. S1E2). Thus, the ex-

pression of a mutant subunit had a dominant negative effect on endogenous Kv2.1 distribution, 

which could be explained by the formation of heterotetramers of endogenous and mutated Kv2.1. 

It has been reported that over-expressing WT channels increases clustering (Antonucci et al., 

2001). We confirmed this result observing larger clusters with no changes on the distribution along 

the dendrite (Fig. S1E1). Taken together, these results showed that the equilibrium between clus-

tered and non-clustered channels may be shifted to one or to the other side by expressing α 

subunits that present or not the PRC domain.  

 

Kv2.1 channels were highly immobilized in and out clusters and Y533* and R583* muta-

tions decreased their capture in clusters 

As biological membranes are fluid at physiological temperature, the formation of clusters rely on 

protein-protein interactions that immobilize or stabilize molecules by a diffusion-capture mecha-

nism (Ribrault et al., 2011, Fig. 2A1). Kv2.1 was shown to interact through a sequence in the PRC 
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with VAP proteins in the endoplasmic reticulum (ER), at plasma-membrane-ER junctions (Kirmiz, 

et al., 2018b) therefore these proteins could represent a scaffold to stop the lateral diffusion of 

Kv2.1.  

In homomers with four PRC, the probability of being stabilized by a scaffolding interaction would 

be maximal. However, when subunits missing the PRC (i.e., mutated subunits) form a channel, 

the lack of one or more PRC would lead to less and shorter stabilizations. We then sought to 

describe the composition of the population of Kv2.1 by examining their stabilization. The analysis 

of lateral diffusion is very convenient method to address this question (Renner et al., 2017), so 

we performed quantum-dots based single particle tracking (QD-SPT) to analyze the movements 

of surface WT or mutated Kv2.1-GFP.  

Kv2.1-GFP molecules were labeled with quantum dots (QDs) coupled to an anti-GFP antibody 

(QD-GFPGPI, Fig. 2A2). QD-GFPGPI were detected with a localization accuracy of 20-30 nm 

and tracked at 18 Hz. To detect stabilization periods, we applied the Pc analysis method devel-

oped in the lab (Renner et al., 2017). The packing coefficient parameter (Pc) gives an estimate of 

the degree of free movement that a molecule displays in a period of time, independently of its 

global diffusivity. Therefore, the thresholding of Pc can detect and localize temporary changes of 

diffusive behavior both in time and in space. Given the localization precision in our experiments, 

we set the threshold to detect stabilization at 4500 µm-2 (see materials and methods section, 

Supplemental Fig. S2). 

The difference in diffusive behavior between WT and mutated channels was striking: whereas 

most of WT channels were highly confined (stabilized), mutated ones alternate between free dif-

fusion and stabilized periods (Fig 2A3, Supplemental Fig. S2). These transient stabilizations could 

be due to statistical fluctuations of random movement, so we also analyzed the diffusion of a non-

related chimeric molecule (a1m, an engineered version of glycine receptor that is non-functional 

and lacks intracellular domains) that does not display any scaffolding interaction (Meier et al., 

2001).  

The distribution of diffusion coefficient (D) showed the presence of two subpopulations for the 

molecules analyzed, one very slowly mobile or immobile (D < 0.001) and the other more mobile 

(Fig. 2B). The differences between the different molecules studied arose from the proportion of 

molecules belonging to each group: it was 62.85 ± 12.25 %, 33.34 ± 9.28 and 19,68 ± 5,87 (mean 

± SD) for Kv2.1WT -GFP, Kv2.1Y533*-GFP and Kv2.1R583*-GFP, respectively and only 6.89 ± 

2.42 % (mean ± SD) for a1m (not shown). In case of a1m, we assumed that the slowly mobile 
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group represented the effect of non-specific interactions that slow-down diffusion. In case of Kv2.1 

chimeras, the percentage observed correlated well with their clustering.  

Pc analysis showed that most of WT channels were stabilized, that is, displayed at least one 

stabilization event during the recording (Fig. 2C); and remained stabilized ~55% of the time (me-

dian value, Fig. 2D1). Following the tendency observed in the distribution of D, Kv2.1Y533*-GFP 

and Kv2.1R583*-GFP were stabilized ~37 and ~25% of the time (Fig. 2C). Only ~5% of a1m 

trajectories had stabilization events, that spanned in total ~11% of the time (Fig. 2CD).  

Overall, most stabilized WT channels had several and more frequent stabilization events than 

mutated channels, whereas stabilized a1m mainly displayed only one (Fig. 2D2). The distribution 

of values of frequency (Fig. 2D2) and duration (not shown) of stabilization events were very large, 

what could be expected considering that Kv2.1 molecules had variable numbers of PRC. In addi-

tion, heterogeneity could arise from variable levels of phosphorylation.  

Altogether, these results agreed with a decreased clustering of mutants due to a reduced proba-

bility to engage scaffolding interactions. Data also hints to a population of Kv2.1 with variable 

combinations of α subunits, that would provide a subpopulation of channels that easily exchange 

between clustered and non-clustered distribution and a subpopulation that remain essentially 

clustered.  

As ~80% of WT channels were found in clusters, we expected to have a high proportion of stabi-

lized channels but also a small subpopulation of mobile ones. However, the overall D values of 

Kv2.1WT-GFP were much lower than those of a1m (Fig. 2B). As we could image the clusters 

thanks to GFP fluorescence, we sorted trajectories into those belonging to clusters and those not. 

The distribution of D of trajectories outside clusters was shifted to the right as expected (Fig. 2E). 

However, there was still a high proportion of stabilized molecules outside clusters (Fig. 2F) which 

suggests that Kv2.1 also established stabilizing interactions outside large clusters.  

In agreement with the results obtained with ICC (Fig. 1), trajectories of mutated channels popu-

lated proximal and distal dendrites (not shown). Interestingly, a recent report involved Kv2 in the 

control of bursting in CA3 pyramidal neurons, which suggest that these channels would participate 

to dendritic active mechanisms. The pioneer work of Du and coll. also suggested that Kv2 expres-

sion modulate Ca2+ transients in dendrites (Du et al., 2000). As Kv2.1 are high-voltage activated, 

they could participate to the regulation of the backpropagation of action potential. We investigated 

this possibility using glutamate uncaging and calcium imaging. 
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Blockade of Kv2 increases calcium transients in dendrites 

Spontaneous or evoked Ca2+ signals were detected in dendrites of primary hippocampal neurons 

co-transfected with GCaMP6f and tomato-tagged Kv2.1 (WT or mutated, Fig. 3A). To stimulate 

the cells, MNI-glutamate was uncaged by a short pulse of a 405 nm laser. We evaluated the level 

of photobleaching due to imaging and to the uncaging laser pulse (Supplemental Fig. S3B). As 

the amplitude of the peak was more affected than its width by photobleaching, we based our 

analysis on the full width at half maximum (FWHM). Even if the decrease of fluorescence between 

the first and the second imaging period was quite important, we reasoned that if blockade of Kv2 

increase Ca2+ transients as expected, photobleaching can only reduce the effect.  

Glutamate uncaging was followed by large fluorescence transients in the soma and dendrites. 

We verified that the power and duration of the 405 nm laser pulse was evoking signals with an 

amplitude in the order of the spontaneous ones (Fig. 3B), which probably are due to single AP. 

The contribution of Kv2 channels was evaluated using their specific blocker, Guanxitoxin-1E 

(GxTx, Herrington et al., 2006; Liu & Bean, 2014). We first validated the concentration used by 

patch clamp experiments. As reported previously on hippocampal slices (Liu & Bean, 2014), GxTx 

application (100 nM) initially increased the excitability of cells but also induced a faster entry into 

depolarization block (Supplemental Fig. S3A). It also increased the duration of APs and reduced 

the afterhyperpolarization (AHP) (Supplemental Fig. S3A). 

Ca2+ signals were normalized to the initial GCaMP6f fluorescence value F0. ΔF/F0 signals meas-

ured at different locations (proximal, intermediate and distal) along dendrites showed a significant 

enlargement of the transient in both cells expressing WT or mutant channels (Fig3C-D). The ratio 

between after and before GxTx application shows a comparable enlargement of the transient 

between WT and mutated Kv2.1 (Fig. 3E). 

These results show that even though Kv2 channels are slow to activate, they can contribute to 

the limitation of AP backpropagation into dendrites. Contrary to what we expected, the blockade 

of Kv2 had similar effects on cells transfected with WT and mutant channels. However, we were 

not able to monitor GCaMP6f far away from the soma, where the difference in Kv2.1 expression 

is maximal.  

The increase of Ca2+ signals was not limited to dendrites. Additional experiments using optoge-

netic stimulation using CheRiff channelrhodopsin provided similar results (Supplemental Fig. 

S3C). Fluorescence traces of the calcium dye CaTM3 were recorded at the cell body before and 

after GxTx application (Supplemental Fig. S3C2). The maximum amplitude increased after drug 
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application for WT and mutated Kv2.1 (Supplemental Fig. S3C3) in accordance with GCaMP6f 

results. To further characterize the functional effects of mutations, we performed patch clamp 

experiments to evaluate neuronal excitability.  

 

The level of clustering of Kv2.1 is correlated to neuronal excitability 

Whole-cell recordings from transfected and non-transfected neurons were obtained while block-

ing synaptic transmission (Fig. 4A). We detected inhibitory interneurons looking at the firing pat-

tern and the passive properties of the membrane, and we kept only cells that display features of 

pyramidal neurons. The majority of cells were identified as “regular-spiking” cells. In transfected 

cultures, we confirmed the identification thanks to the presence of Homer-DsRed puncta along 

dendrites, which correspond to dendritic spines. Input resistance was between 227-566 MΩ, τ 

between 26-77 ms and Cm between 85-154 pF (25-75% IQR, n = 30). Cells expressing WT or 

mutant channels had similar passive properties than non-transfected cells (not shown). 

Finally, we kept only cells that responded to prolonged, suprathreshold current pulses of incre-

menting amplitude with trains of APs with progressively increasing frequency. Although this was 

the case for at least four steps, we observed a large variability in terms of presence and position 

of the depolarization block (Supplemental Fig. S4). Considering each group, 56% of non-trans-

fected neurons had a depolarization block below the maximum injected current (475 pA), 52% in 

case of Kv2.1WT-GFP, 45% for Kv2.1Y533*-GFP and 35% for Kv2.1R583*-GFP.  

Counterintuitively, overexpressing Kv2.1WT-GFP increased excitability, as it can be observed by 

the higher slope of the frequency–current (F-I) curve (Fig. 4B1). This could be explained by two 

mutually exclusive situations. One possibility is that the overexpression of Kv2.1WT-GFP in-

creased Kv2 conductance in the cell, which would help to maintain high frequency firing. However, 

previous reports suggested that clustered channels are held in a low-conducting state (Fox et al., 

2013 and references therein), therefore the alternative explanation is that overexpression could 

decrease Kv2 conductance by increasing the proportion of clustered channels.  

In case of mutated channels, curves were shifted to the right meaning less excitability (Fig. 4B2). 

For injected currents below 225 pA, mutations reduced the frequency of firing (ANOVA with Fried-

man test, p<0.001). The appearance of the depolarization block was delayed happening at higher 

stimulation levels although the difference between WT and mutant channels was not significant. 

There was no significant change on the characteristics of the AP or its dynamics, visualized by 

phase plots (Fig. 4C).  
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One possible explanation of these results is that Kv2 conductance is increased when mutant 

subunits are expressed, may be because of the reduction of clustering. However, in case of Y533* 

it was reported a change in voltage dependence when expressed in HEK cells. Even if the results 

of this study were surprising, with a shift towards more depolarized V1/2 when the mutant was 

expressed alone, and towards negative V1/2 when expressed together with WT subunits, we could 

not exclude a combined effect of modified conductance and voltage dependence. 

To better understand the interplay between Kv2 conductance, voltage dependence and neuronal 

excitability, we made use of a biophysically detailed model of CA1 pyramidal neuron to analyze 

the consequences of systematically changing these parameters in controlled situations. 

 

Modelling the consequences on excitability of variable Kv2 conductance and voltage de-

pendence 

We modified an already published NEURON-based model of a CA1 pyramidal neuron (Combe et 

al., 2018) (Fig. 5A). The algorithm to calculate Kv2-mediated current was modified from the orig-

inal DR model to account for the inactivation of the model reported at near-physiological temper-

ature (Ranjan et al., 2019) using experimental data freely available on https://channelpedia.epfl.ch 

(Supplemental Fig. S5). In CA1 pyramidal neurons, Kv2 channels are responsible for ∼60–80% 

of the delayed rectifier current recorded at the soma (Du et al., 2000; Liu & Bean, 2014; Murakoshi 

& Trimmer, 1999). Thus, the DR conductance in the model was divided into one generic conduct-

ance (30% of the total) that remained unchanged, and one conductance representing Kv2 chan-

nels (gkdr2, 70% of the total, see materials and methods). Even if the immunolabeling of Kv2.1 

showed lower staining in dendrites at higher distance from the soma, this difference raised mainly 

from the differential presence of large clusters at the soma and proximal dendrites. Considering 

that clustered channels are in a low-conductance state, and given published patch clamp data 

(Yuan & Chen, 2006), we distributed gkdr2 homogeneously in all compartments. Following the 

literature (Kang et al., 2019; Liu & Bean, 2014; Misonou et al., 2005; Murakoshi et al., 1997; Park 

et al., 2006), we tested different combinations of gkdr2 (from 0 to 0.03 S/cm2) and V1/2 (from -20 to 

20 mV).  

In a first series of simulations, we analyzed the excitability of the model by simulating a patch 

clamp protocol injecting current into the soma to obtain a train of AP (Fig. 5A). As expected, 

input/output curves showed lower excitability when gkdr2 was increased or when V1/2 had negative 

values (Fig. 5BC). Rheobase was changed in almost all cases, except with positive V1/2 (Fig. 5C). 

https://channelpedia.epfl.ch/
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Higher values of gkdr2 decreased excitability and shifted depolarization block towards higher stim-

uli (Fig. 5B).  

Therefore, our patch clamp results are compatible with two situations: 1) mutants increase gkdr2 

or 2) mutants shift V1/2 to hyperpolarized values reducing gkdr2 in parallel.  

Besides controlling neuronal firing, Kv2 channels were recently involved in dendrite-dependent 

mechanisms responsible for bursting (Raus Balind et al., 2019). As the distribution of mutated 

channels is shifted towards dendrites, we sought to evaluate the effect of increasing Kv2 currents 

on the backpropagation of AP in the main apical dendrite. The model was stimulated again by 

injecting current into the soma (Fig. 6AB) but we tried two different protocols to obtain only one 

AP (protocol 1) or a train of AP (protocol 2). Fig. 6C-F shows examples of traces obtained with 

three values of gkdr2 (0, 0.005 and 0.01 S/cm2) and two values of V1/2 (10 and -10 mV) that repre-

sent typical results obtained with positive and negative V1/2. Larger gkdr2 and more negative V1/2 

reduced the peak voltage achieved in the distal part of the dendrite. This reduction was weak and 

only observable for negative V1/2 in the case of one AP (Fig. 6C) but it was noticeable after a train 

of AP at distances above 200 µm from the soma (Fig. 6E). Thus, the slow kinetics did not preclude 

a reduction in the backpropagation of AP, but this effect would likely be observable experimentally 

only during after firing of several AP. 

The repolarization of the membrane after one backpropagated AP (bAP) observed in a segment 

at ~250 µm from the soma (point X) was slowed down in absence of gkdr2 but the profiles obtained 

with other gkdr2 were similar (Fig. 6D). However, the response of the model to a short train of AP 

was more complex, in agreement with the results showed in Fig. 5. For higher gkdr2, firing was 

abolished in case of positive V1/2 but enhanced for negative V1/2 (Fig. 6F).  

 

Increasing Kv2 currents reduced the reliability of the model neuron  

Slow kinetics would also imply a kind of memory of the previous state of the membrane, and we 

could expect that the effect of Kv2 currents accumulate in time. The stimulation by current injec-

tion at the soma, even if it represents patch clamp experiments, it is not the ideal situation as 

synaptic activity imposes time-dependent complex patterns of membrane voltage fluctuation and 

activation of voltage-gated channels. Therefore, in the next series of simulations we simulated 

synaptic activity in apical dendrites. We placed 45 excitatory synapses, containing AMPA and 

NMDA receptors (Combe et al., 2018) at different positions along apical oblique dendrites at-

tached the apical trunk between 250 and 450 μm from the soma (Fig. 7A). We did not reinitialize 
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the random number generator of NEURON between trials, so we had the same sequence of 

synaptic activation in each trial.  

Firstly, we characterize the response to the model to increasing frequencies of synaptic stimula-

tion. In absence of gkdr2, the model fired AP at the same frequency than the stimuli from 25 to 70 

Hz, then it started to fail (Fig. 7B). In presence of gkdr2, the model started to fail at lower frequencies 

(Fig. 7B). The lower rate of success happened with the hyperpolarized V1/2 (Fig. 7B). Therefore, 

increasing Kv2 currents could reduce the reliability of neurons by decreasing the probability of 

reaching the threshold to fire a AP.    

 

Kv2 affected dendritic Ca2+ transients under sustained synaptic activation  

Next, we evaluated the consequences of Kv2 currents in dendrites, either using a protocol to 

obtain one AP (activating all the synapses once, protocol 1) or activating synapses ten times at 

40 Hz, to generate a train of AP (protocol 2) (Supplemental Fig. S6).  

Fig. 7 shows examples of the time course of membrane voltage (Vm) and Ca2+ currents at point 

X as before, for both protocols. The presence of Kv2 conductance reduced the afterdepolarization 

of dendritic spikes and Ca2+ transients, the effect being more important in case of multiple AP as 

before (Fig. 7C-F). As the effect on Ca2+ transients was complex (Fig. 7D2, F2), we calculated 

the area under the curve (AUC) for each combination of gkdr2 and V1/2 (Fig. 7G). When the model 

fired only one AP, increasing Kv2 currents reduced Ca2+ AUC but the gradient between the mini-

mum and maximum was limited (Fig. 7G1). In case of several AP, the extent of variation was 

more important and not always monotonic (Fig. 7G2). 

Taken as a whole, the model confirmed that varying Kv2 current has complex effects of on excit-

ability, making impossible to propose a simple statement about how modifying Kv2 channels will 

alter neuronal excitability. The model also pointed out that Kv2 channels could affect synaptic 

plasticity phenomena by acting on the backpropagation of AP, but that this effect could be signif-

icant only under conditions of sustained activity. 
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Discussion 

 

Kv2 channels, in particular Kv2.1, have a widespread distribution in the brain and provide a major 

component of neuronal delayed rectifier K+ currents. Despite this, their physiological roles are 

less well known than for other voltage-gated K+ channels, probably due to the relatively recent 

characterization of their specific blocker, GxTx (Hönigsperger et al., 2017; Liu & Bean, 2014). 

Moreover, their slow kinetics and high voltage activation, that preclude effects observable on a 

single AP, oriented early research towards roles independent from their channel function (Anto-

nucci et al., 2001; reviewed in Johnson et al., 2019).   

The recent description of an increasing number of mutations found in patients suffering from epi-

leptic encephalopathies drove new interest on these channels. Kv2.1 is unique among voltage-

gated potassium channels in its localization in clusters, which would reduce the conductance of 

the channel (Fox et al., 2013). We characterized two mutations that eliminate an important part 

of the C-ter, including the domain PRC responsible for clustering. Patients expressing these mu-

tations (non-inherited, with one exception) have mild epileptic phenotypes with cognitive impair-

ments with autistic behavior (Bar et al., 2020). 

Our data showed that the overexpression of mutated subunits, which are well expressed at the 

surface of the cell, reduced the proportion of clustered Kv2.1 as expected, but also redistribute 

channels into dendrites. Despite the lack of PRC domains, clustering was still present though at 

low level, most probably due to the heterotetramerization of mutated subunits with endogenous 

ones. This is likely the situation that would be found in patients, as they are de novo mutations 

affecting only one allele of Kcnb1 gene. Endogenous WT channels would assure the normal traf-

ficking of heterotetramers containing mutated subunits (Kang et al., 2019). A consequence of this 

was the change in distribution of endogenous Kv2.1 in presence of mutated subunits. The ob-

served modifications meant that Y533* and R583* acted as dominant negative mutations for the 

distribution of Kv2.1.  

In agreement with the hypothesis of heterotetramerization, SPT experiments showed that chan-

nels bearing mutated subunits have a diffusive behavior that was intermediate between WT chan-

nels and a non-related channel known to freely diffuse in the plasma-membrane. These results 

hint to the presence of a diverse population of Kv2.1 composed by the several possible combina-

tions of endogenous and mutated α subunits, together with the reported heteromerization with 
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silent subunits (Möller et al., 2020). From the distribution of diffusion coefficients, we could distin-

guish already two distinct populations of WT channels. The less mobile population could be con-

stituted by homotetramers, thus four C-termini with PRC domains, which were immobilized very 

efficiently by scaffolding interactions. The more mobile would be heterotetramers, for instance 

Kv2.1-Kv6 subunits, which would have only two PRC and thus are less often or less longer im-

mobilized. When mutated subunits were introduced, the proportion of tetramers with less PRC 

was increased, therefore the proportion of Kv2.1 belonging to each group changed accordingly. 

Therefore, whereas homomers were clustered most of the time, heterotetramers constituted by 

variable combinations of WT, silent (such as Kv6) and mutant subunits (if present) switched be-

tween clustered and free states.  Considering that Kv2 current would be essentially generated by 

non-clustered channels, we could expect a large diversity in terms of conductance and voltage 

dependence of individual channels, that would be influenced by mutated subunits (Kang et al., 

2019) or by phosphorylation (Park et al., 2006). This heterogeneity stresses the difficulty to find a 

good model to investigate the consequences of mutations, that should be ideally neurons instead 

of heterologous cells. Another consequence is the impossibility to fix a value of Kv2.1 conduct-

ance and voltage dependence that represents the ensemble of cells. 

Interestingly, the overexpression of WT subunits increased cell excitability. This is compatible with 

the described role of Kv2 channels in helping to fire AP at high frequencies. However, the results 

obtained with the model neuron showed that increasing gkdr2 conductance always decrease cell 

excitability. Alternatively, we could then explain the higher excitability of cells by a reduction of 

Kv2 currents due to increased clustering. If we consider that clustering in a dynamic process in 

which the equilibrium between clustered vs non-clustered fractions would depend upon the prob-

ability of binding to scaffolding sites, introducing Kv2.1 WT subunits in excess would mean in-

creasing the proportion of homomeric Kv2.1 that were very efficiently stabilized, as shown by SPT 

experiments. Thus, our data supports the second possibility.  

The results obtained with calcium imaging and patch clamp experiments on cultured hippocampal 

neurons were in good agreement with previous results (Antonucci et al., 2001; Guan et al., 2007; 

Hönigsperger et al., 2017; Liu & Bean, 2014). Using these results and others from the literature, 

we set a biophysical model that helped us to cope with the diversity of Kv2.1 subunit composition 

in cells by exploring a large number of combinations of conductance and voltage dependence. 

Interestingly, input/output curves suggest that, depending on Kv2 conductance and voltage de-

pendence, neurons could fire in a different window of stimuli.  
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Overall, the overexpression of mutant subunits did not introduce substantial modifications of the 

excitability analyzed by patch clamp, and there was no difference in Ca2+ signals evoked by low-

intensity glutamate uncaging. Indeed, the model hints to subtle changes on excitability that could 

change the window of optimal performance of the cell. Noteworthy, the C-ter mutants that we 

characterized are related to mild epileptic phenotypes and they are better described by their as-

sociation with cognitive impairments. 

Dendritic voltage-gated channels play a key role in the propagation of synaptic signals to the 

soma as well as the backpropagation of action potentials. Collectively, K+ channels are crucial 

determinants of dendritic active properties (Harnett et al., 2013; Hoffman, 2013; Hoffman et al., 

1997) and our results comfort an important role for Kv2 channels, despite their slow kinetics, not 

only in determining neuronal excitability under repetitive AP firing but also in regulating backprop-

agated AP.  

Our results are in agreement with a reduction of Kv2.1 conductance when it is clustered. They 

also hint that scaffolding interactions are labile, and several PRC are needed to efficiently cluster 

Kv2 channels. As soon as the number of PRC is reduced, channels would alternate more easily 

between stabilized and free diffusion states. Indeed Kv2.1 clustering is modulated by a number 

of stimuli, including excessive excitatory activity, hypoxia and ischemia (Misonou et al., 2004; 

Mulholland et al., 2008). The dephosphorylation of the channel disperses clusters and causes a 

hyperpolarized shift of V1/2 and this was proposed as a mechanism of neuroprotection (Misonou 

et al., 2005).  

The relationship between the results obtained here and the pathology is much less clear. We 

show that mutations related with epileptic encephalopathies had the same effect than the “neuro-

protective” declustering of Kv2.1. The discrepancy could raise from several reasons. On one 

hand, the neuroprotective effect could be observable only in extreme situations, such as the ex-

perimental procedures applied to reveal dephosphorylation and de-clustering of Kv2.1 (i.e., bath 

application of glutamate). Here we only analyzed pyramidal neurons; it would be important to 

investigate the role of Kv2.1 in inhibitory interneurons. 

Finally, the model suggests that increasing Kv2.1 conductance by changing gkdr2 and/or V1/2 could 

reduce the fidelity of the neuron. Interestingly, Combe et al., 2018 proposed that CA1 pyramidal 

neurons would be optimal to relay activity in the range of relatively low gamma frequencies, a 

property that was present in the model. They linked this property to K+ channels in dendrites, Ca2+ 

dependent (SK channels) or voltage dependent (Kv4), that would affect the amplitude of EPSPs. 
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Our results extend these observations showing that the modification of Kv2 slow DR conductance 

(i.e., by phosphorylation) could also modify cell reliability. This is also a prediction that could hold 

to C-ter mutated channels. 

In summary, despite the difficulty to seize the effects of changing Kv2.1 currents and the conse-

quences of mutations, our results predict that these channels are in a perfect position to modify 

the window of responsiveness of neurons, changing their reliability and/or their capacity to un-

dergo plasticity mechanisms.  
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Figures and figure legends 

 

Figure 1: The expression of Y533* and R583* mutant Kv2.1 redistributed channels into den-

dritic compartments. (A) Top panels: confocal images (maximum projections) of WT and mutant 

Kv2.1-GFP expressed in cultured hippocampal neurons, labeled with surface anti-GFP Alexa-647 

nanobodies. Bottom panels: higher magnification of the regions indicated by the white squares. 

Scale bars: 30 µm. (B) Average fluorescence intensity of Kv2.1-GFP staining as in A, in proximal 

(0-50 µm from soma), intermediate (50-100 µm) and distal (100-150 µm) dendrites, normalized 

to the average intensity at the soma (horizontal discontinuous line). Median and 10%-90% IQR. 

ANOVA with Friedman tests. ns: not significant; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. n = 10 to 11 

pyramidal neurons from 4 independent cultures. (C) Single-molecule localization microscopy 

analysis of clustering. Upper panels: Pointillistic and rendered images of STORM detections of 

surface Kv2.1 GFP labeled with anti-GFP Alexa-647 nanobodies. The focal plane corresponds to 

the top of the soma of cultured hippocampal neurons expressing WT and mutant Kv2.1-GFP. 

Lower panels: detection of clusters. The detected clusters appear in different colors. The area 

indicated by the black squares is shown at higher magnification at the bottom panels. Scale bars: 

1 µm. (D) Quantification of Kv2.1 cluster’s area (D1) and percentage of detections in clusters 

(D2). Median and 10%-90% IQR. Kruskal-Wallis with Dunn tests. ns: not significant; **p<0.01; 

****p<0.0001. n = 7 to 10 pyramidal neurons from 2 independent cultures.   
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Figure 2: Impaired immobilization of membrane channels carrying mutated subunits. (A) 

Analysis of lateral diffusion using single particle tracking and Pc analysis (Renner et al., 2017). 

(A1) Schematic of a possible diffusion-capture mechanism behind the formation of clusters and 

single particle tracking of Kv2.1GFP. Kv2.1 might be captured and immobilized in clusters by 

interactions with VAPA/VAPB proteins at ER-PM junctions (Kirmiz et al., 2018). (A2) Epifluores-

cence image of Kv2.1WT-GFP expressing neuron (cyan) labelled with antiGFP-QD (magenta). 

Scale bar: 20 µm. (A3) Examples of reconstruction of 75 s trajectories. In color: periods of stabi-

lization (immobilization) detected with Pc analysis (see Supplemental Fig. S2). (B) Cumulative 

frequency distribution of the diffusion coefficient D of Kv2WT-GFP (black), Kv2Y533*-GFP (red), 

Kv2R583*-GFP (blue) and a1m (green) trajectories. Kruskal-Wallis with Dunn tests. p<0.0001, n 

= 974-1658 trajectories. (C) Percentage of trajectories in B with at least one stabilization event 

(independently of the duration of the event). Each symbol represents one recording. Horizontal 

line: median value. Kruskal-Wallis with Dunn tests. ns: not significant; *p<0.05; ***p<0.001; 

****p<0.0001, n = 20-30 recordings. (D1-2) Analysis of the stabilization events for the trajectories 

in B. Percentage of time spent in stabilization events (D1, median and 10%-90% IQR) and number 

of stabilization events per minute (D2, violin plots). Kruskal-Wallis with Dunn tests. ns: not signif-

icant; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. (E) Cumulative frequency of D for Kv2.1WT 

colocalizing (in) or not (out) with Kv2.1WT-GFP fluorescent clusters. Mann Whitney test. 

p<0.0001, n = 747-1095 trajectories. (F1) Percentage of stabilized trajectories for the data in E. 

Each symbol represents one recording. Horizontal line: median. Mann-Whitney test. *p<0.05, n = 

20-30 recordings. (F2) Percentage of time spent in stabilization events for the trajectories in E 

(median and 10%-90% IQR). Mann-Whitney test. **p<0.01.  All data obtained from 3 independent 

neuronal cultures.   
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Figure 3. Dendrite Ca2+ transients are prolonged Kv2 blockade. (A) Epifluorescence image 

of a cultured hippocampal neuron expressing GCaMP6f and Kv2.1WT-tomato. Fluorescence was 

recorded at proximal  and more distal  positions on the dendrites. Scale bar: 10 µm. (B) 

Example of GCaMP6f fluorescence traces due to spontaneous activity (black arrows) or evoked 

by glutamate uncaging (green arrow). (C) Examples of GCaMP6f fluorescence traces evoked by 

glutamate uncaging before (ctrl, in black) and after application of Kv2 specific blocker Guanx-

itoxin-1E (GxTx, in red) at the 3 recorded positions. (D) Width (FHWM, in s) of evoked GCaMP6f 

fluorescence peaks before and after application of GxTx at proximal (D1) and distal (D2, D3) 

locations in a dendrite of a pyramidal neuron expressing WT or mutated Kv2.1. Wilcoxon tests. 

**p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. n = 15-17 pyramidal neurons from 4 independent cultures. 

(E) Ratio of change of the width (after/before) at proximal (E1) and distal (E2, E3) locations. Wil-

coxon tests. Median and 10%-90% IQR. Kruskal-Wallis with Dunn tests. ns: not significant. n = 

15-17 neurons 4 independent cultures.   
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Figure 4. The expression of WT and mutant Kv2.1 alters neuronal excitability. (A) Repre-

sentative membrane voltage traces in non-transfected or transfected pyramidal neurons as indi-

cated, obtained applying a depolarizing current pulse of 300 pA. (B) F-I curves in non-transfected 

vs Kv2.1WT expressing pyramidal neurons (B1); and for WT vs mutated Kv2.1 expressing neu-

rons (B2). n = 20-31 cells. (C) Mean phase plots of action potentials recorded on the indicated 

groups of neurons.  
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Figure 5. Simulations of varying Kv2 conductance on a biophysical model of CA1 pyrami-

dal neuron and its consequences on excitability. (A) Left panel: morphology of the cell used 

(pc2B, Megías et al., 2001) in NEURON simulation environment. The blue triangle represents the 

somatic position of the simulated patch clamp. Right panel: response of the model to a step of 

current injected into the soma (Iinj, 0.15 nA) during 500 ms. (B) Input/output curves obtained with 

the indicated Kv2 conductance (gkdr2) with a V1/2 of 10 mV (B1) or -10 mV (B2). (C) Input/output 

curves obtained with the indicated V1/2 and a conductance of 0.005 S/cm² (C1) or 0.01 S/cm² (C2). 
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Figure 6. Kv2 activity modulated backpropagated AP depending on the duration of AP 

trains and Kv2 voltage dependence. (A)  Schematic of the model highlighting the main apical 

dendrite (red line) and showing the positions of current injection (blue triangle) and recording 

(orange triangle, point X at 247 µm from the soma). (B) Two protocols of stimulation were used: 

a short pulse (4 ms, 0.2 nA) that elicited one AP (protocol 1) or a step (200 ms, 0.2 nA) that 

induced several AP (protocol 2). (C and D) Results obtained with protocol 1 and V1/2 of 10 (C1, 

D1) or -10 (C2, D2) mV. C1, C2: Peak voltage along the main apical dendrite in case of absence 

of Kv2 conductance (black) or gkdr2 of 0.005 (red) or 0.01 (blue) S/cm2. D1, D2: Membrane voltage 

vs time at point X for simulations with the conductance values described in C. (E and F) Results 

obtained with protocol 2 and V1/2 of 10 (E1, F1) or -10 (E2, F2) mV. E1, E2: Peak voltage along 

the main apical dendrite in case of absence of Kv2 conductance (black) or gkdr2 of 0.005 (red) or 

0.01 (blue) S/cm2. F1, F2: membrane voltage vs time at point X for the conductance values de-

scribed in E. 
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Figure 7. The responses of the model were strongly affected by changes in Kv2 conduct-

ance during sustained synaptic stimulation. (A) Schematic of the model with approximate 

positions of the simulated synaptic inputs (red dots, 45 locations on oblique branches of apical 

dendrites) and the recording point (orange triangle). (B) Model output in response to repetitive 

activation of synapses (10 times) at the indicated frequencies. The discontinuous line represents 

1:1 correspondence between the stimulation and the obtained frequency of AP. Curves corre-

spond to a simulation in absence (no gkdr2, black), or presence of Kv2 channels simulated with a 

conductance of 0.01 S/cm2 and V1/2 of -10 mV (red) or 10 mV (blue). (C and E) Responses to one 

AP fired after synaptic activation (protocol 1), in case of absence of Kv2 conductance (black) or 

gkdr2 of 0.005 (red) or 0.01 (blue) S/cm2 and V1/2 of 10 (C1, C2) or -10 (E1, E2) mV. C1, E1: 

Membrane voltage vs time at point X. C2, E2: Ca2+ transients at point X. (D and F) Responses to 

five AP fired after multiple synaptic activation (protocol 2), in case of absence of Kv2 conductance 

(black) or gkdr2 of 0.005 (red) or 0.01 (blue) S/cm2 and V1/2 of 10 (D1, D2) or -10 (F1, F2) mV. D1, 

F1: Membrane voltage vs time at point X. D2, F2: Ca2+ transients at point X. G1-2: Heat maps of 

the area under the curve (AUC) of Ca2+ transients at point X, for protocol 1 (G1) and 2 (G2) for 

the indicated combinations of gkdr2 and V1/2. 
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Supplemental Material and Figures 

 

NEURON mechanism to model Kv2 currents 

 

Kv2 channel model was implemented using the NMODL extension of NEURON (Carnevale & 

Hines, 2006). The algorithm (called mechanism in NEURON) was modified from the mechanism 

created by M. Migliore (2002) based on data from Zhou and Hablitz (1996) and using the equa-

tions proposed by Borg-Graham (1989) (ICGenealogy id 1869, ModelDB id 3660, https://icg.neu-

rotheory.ox.ac.uk/channels/1/1869, Podlaski et al. 2017). The algorithm was modified to include 

inactivation using scripts proposed by Poirazi et al. 2003. Kv2 current (Ikv2) was then modeled 

following a Hodgkin-Huxley-like formalism as follows: 

 𝐼𝑘𝑣2 = 𝑔𝑘𝑑𝑟2  𝑛  𝑙 (𝑉𝑚 − 𝐸𝑘 ) 

where gkdr2 represents the maximal Kv2 conductance, n and l the gating variables for activation 

and inactivation, respectively, and EK the reversal potential of K+. The dynamics of the gating 

variables were simulated by the ODE: 

𝑑𝑛

𝑑𝑡
=

(𝑛∞−𝑛)

𝜏𝑛
  

 
𝑑𝑙

𝑑𝑡
=

(𝑙∞−𝑙)

𝜏𝑙
  

 
where the activation and inactivation steady-state functions n∞  and l∞ , and their time constants n 

and l,  were given by 

𝑛∞ =
1

1+𝑒
(𝑉𝑚−𝑉1 2 n⁄ ) 𝑘𝑛⁄

  

 

𝑙∞ =  
1−𝑏

1+𝑒
(𝑉𝑚−𝑉1 2 l⁄ ) 𝑘𝑙⁄

+ 𝑏  

 

https://icg.neurotheory.ox.ac.uk/channels/1/1869
https://icg.neurotheory.ox.ac.uk/channels/1/1869
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𝜏𝑛 =  
𝑒

𝛾(𝑉𝑚−𝑉1 2 n⁄ )/𝑘𝑛

𝛼0𝑄10(1+𝑒
𝐴

𝑅𝑇
(𝑉𝑚−𝑉1 2 n⁄ )

)

  

 

𝜏𝑙 =  
𝑒

𝛾(𝑉𝑚−𝑉1 2 l⁄ )/𝑘𝑙

𝛽0𝑄10(1+𝑒
𝐴

𝑅𝑇
(𝑉𝑚−𝑉1 2 l⁄ )

)

  

 

 

All activation parameters except V1/2 n (modified between simulations) and the effect of tempera-

ture (Q10) were those of the original mechanism. Inactivation parameters were adjusted to obtain 

Ikv2 curves comparable to experimental data available on https://channelpedia.epfl.ch/wikipages/9 

(supplemental Fig. S5). 
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Supplemental figures 

 

Figure S1. Endogenous Kv2.1 was redistributed in presence of mutated α subunits Y533* 

and 583*. (A) Epifluorescence images of hippocampal cultured neurons co-transfected with WT 

or mutant Kv2.1-Dendra2 (top panels) and Homer-DsRed (middle panels), immunolabeled with 

an anti-Kv2.1 antibody targeting the C-ter absent in mutant subunits (bottom panels). Scale bar: 

20 µm. (B) Top panels: epifluorescence images of dendrites labelled with anti-Kv2.1 antibody (top 

panels) in non-transfected and transfected cells as in A. Bottom panels: merge images of anti-

Kv2.1 immunolabelling (magenta) and Homer-DsRed (cyan). Scale bar: 5 µm. (C) Quantification 

of anti-Kv2.1 staining along dendrites (average fluorescence, mean with SEM) in non-transfected 

and Kv2.1WT expressing neurons (C1) or neurons expressing WT or mutant Kv2.1-Dendra2 (C2). 

n = 27 to 30 pyramidal neurons from 3 independent cultures. (D). Total fluorescence in clusters 

for the cells in C1 (D1) and C2 (D2). Each symbol represents a cell (horizontal line: median value). 

Mann-Whitney (D1) or Kruskal-Wallis with Dunn tests (D2). ns: not significant; *p<0.05; 

***p<0.001, ****p<0.0001. n = 27 to 30 pyramidal neurons from 3 independent cultures. (E) Den-

sity of clusters along the dendrite (number of clusters/µm) for the cells in C1 (E1) or C2 (E2). Each 

symbol represents a cell, horizontal line: median value. Mann-Whitney (E1) or Kruskal-Wallis with 

Dunn tests (E2). ns: not significant. n = 27 to 30 pyramidal neurons from 3 independent cultures.   



 

154 
 

  

Fig. S1 



 

155 
 

Figure S2: Single particle tracking and detection of stabilization events by Pc analysis. 

Left: examples of typical trajectories of QD-bound Kv2.1WT (A), Kv2.1Y533* (B) Kv2.1R583* (C) 

or a1m (D). In color: segments recognized as stabilization events (one color per event) following 

Pc analysis. Left: position of the stabilization events on the trajectories. Right: Pc metric in time 

(one frame = 75 ms) for the trajectories on the left, showing the detection of stabilization events 

based on the thresholding of Pc. In these experiments, given the localization precision, the thresh-

old was set to 4500 µm-2. 
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Figure S3: Calcium imaging and Kv2 blockade. (A) Effect of the specific Kv2 blocker Guanx-

itoxin-1E (GxTx) on the excitability of cultured hippocampal neurons. Responses of pyramidal 

neurons to somatic current injection in patch clamp experiments. (A1) Input/output curve in py-

ramidal neurons, treated (GxTx) or not (control) with GxTx. Mean with SEM. (A2-4) Characteris-

tics of the first AP at rheobase: width (A2), amplitude (A3) and AHP (A4). Paired t-tests. *p<0.05; 

**p<0.01. n = 10 pyramidal neurons from 2 independent cultures. (B) GCaMP6f fluorescence 

photobleaching by glutamate uncaging with a 405 nm laser pulse. Examples of calcium transients 

evoked by glutamate uncaging before or after the addition of control solution (ACSF) to the cell 

media on proximal, intermediate and distal dendrite. The reduction of amplitude of the second 

peak was considered as the effect of photobleaching due to the uncaging laser pulse. (C) Opto-

genetic activation of pyramidal neurons. Epifluorescence image of a pyramidal neuron transfected 

with CheRiff (in green), WT Kv2.1-GFP (in blue), loaded with CaTM3 dye (in red) to monitor in-

tracellular calcium concentration. Scale bar: 25 µm (C1). Examples of CaTM3 calcium transients 

in the soma upon three activations of the CheRiff (C2). Quantification of the maximum amplitude 

of transients in pyramidal neurons transfected with WT or mutated Kv2.1. Wilcoxon tests. *p<0.05; 

**p<0.01. n = 12 to 18 pyramidal neurons from 5 independent cultures.    
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Figure S4. Heterogeneity of responses of cultured hippocampal pyramidal neurons. F-I 

curves of non-transfected cells (non t, A), Kv2.1WT-expressing cells (B) or cells expressing 

Kv2.1Y533* (C) or Kv2.1R583* (D). Grey thin lines: curves of individual neurons. Color lines: 

mean with SEM. 
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Figure S5. Simulation of Kv2 currents IKv2. The algorithm calculating Kv2 currents was tested 

by introducing Kv2 conductance into a cylindrical model cell constructed with NEURON (diameter 

= 30 µm, length = 30 µm) with standard passive properties (gpas = 10-4 S/µm2, Ra = 150 ohm/cm, 

Cm = 1µF/cm2) and EK = -85 mV. (A) IKv2 evoked by 10 mV steps from -80 mV to 50 mV (500 ms 

long, from 100 ms after starting the simulation). (B) Plot of the voltage dependence of steady-

state gating variables n∞ and l∞, for V1/2 n = 0 mV. (C) Plots of the voltage dependence of the 

activation (n, C1) and inactivation (l, C2) time constants. 
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Figure S6. Model output in response to repetitive activation of synapses. (A) Vm recorded 

at the soma in case of synaptic stimulation following protocol 1, in absence of Kv2 conductance 

(black) or gkdr2 of 0.005 (red) or 0.01 (blue) S/cm2 and V1/2 of 10 (left) or -10 (right) mV. (B) Vm 

recorded at the soma in case of multiple synaptic stimulation at 40 Hz (protocol 2), in absence of 

Kv2 conductance (black) or gkdr2 of 0.005 (red) or 0.01 (blue) S/cm2 and V1/2 of 10 (left) or -10 

(right) mV.  
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II. Etude de la colocalisation entre les clusters de Kv2.1 et les 

RyR du RE 

 

 Comme mentionné dans l’introduction, l’un des rôles non canoniques proposés des ca-

naux Kv2.1 est le rôle structurel que ceux-ci pourraient avoir dans les jonctions entre la membrane 

plasmique des neurones et le RE. Au niveau de ces points de jonction mis en évidence par mi-

croscopie électronique, les sous-unités de Kv2.1 interagiraient avec les protéines VAP du RE (B. 

Johnson et al., 2018; Kirmiz et al., 2018; E. W. Sun & De Camilli, 2018). Il a récemment été 

proposé que ces zones de contact soient impliquées dans la recapture du calcium et la signali-

sation calcique locale, notamment par la mise en évidence que les clusters de Kv2.1 et Cav1.2 

colocalisent dans des neurones hippocampiques cultivés dissociés (Fox et al., 2015). Cette proxi-

mité induirait la formation de microdomaines de signalisation facilitant la génération de signaux 

calciques très localisés. La dispersion des clusters de Kv2.1 mène à une réduction de la taille des 

clusters de RyR et de la colocalisation de ces derniers avec les Cav1.2 et inversement (Vierra et 

al., 2019). 

L’observation du clustering altéré dans le cas des sous-unités mutées, sous la forme de 

clusters de plus petites tailles, m’a poussé à me demander quel serait l’impact de la réduction de 

la taille des clusters de Kv2.1 sur les points de contacts avec le RE. J’ai donc émis l’hypothèse 

que la réduction de la taille des clusters de Kv2.1 réduirait la colocalisation avec les clusters de 

RyR au niveau du RE. Pour tester cette hypothèse j’ai donc transfecté des neurones pyramidaux 

avec des constructions Kv2.1WT, Y533* et R583* associés à une GFP et ai réalisé un double 

marquage contre la GFP et contre les RyR. 

Dans une première série d’expériences, j’ai utilisé la microscopie confocale en prenant 

des stacks d’images des neurones transfectées (Figure 19A). En ne considérant que le soma, 

ces images ont été analysées à l’aide du plugin DiAna sur ImageJ (Gilles et al., 2017) qui permet 

à l’aide d’un seuil de délimiter les clusters dans chaque plan focal du stack et de les reconstruire 

dans le volume pour une meilleure quantification de la colocalisation en 3D. Pour déterminer la 

proportion de colocalisation, j’ai compté le nombre de clusters de Kv2.1 colocalisés à au moins 

un cluster de RyR par rapport au nombre total de clusters de Kv2.1. Sur DiAna, la colocalisation 

inclut les objets qui se touchent, se chevauchent ou se superposent. Le pourcentage de clusters 

de Kv2.1 colocalisés diminue pour les mutations Y533* (4.51%, p < 0.0001) et R583* (3.45%, p 

< 0.0001) (Figure 19B). Cependant plusieurs points peuvent être soulevés lors de l’analyse de 
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ces images. De prime abord, il apparait une diminution significative de la colocalisation des mu-

tants par rapport au WT, mais il est intéressant de noter que le pourcentage de colocalisation de 

la condition WT n’est que de 22.19% ce qui ne semble pas retranscrire la forte colocalisation 

décrite dans la littérature. 

Figure 19. Etude de la colocalisation des clusters de Kv2.1 avec les clusters de RyR 

en imagerie confocale.  

(A) Projections maximales des stacks de microscopie confocale du marquage de 

Kv2.1-GFP, du RyR et merge (Kv2.1-GFP en vert et RyR en rouge) dans des neu-

rones hippocampiques en culture transfectés avec des constructions Kv2.1-GFP WT, 

Y533* et R583*. Barre d’échelle : 20 µm. 

(B) Quantification du pourcentage de clusters de Kv2.1 colocalisé à au moins un clus-

ter de RyR. n = 29 à 30 cellules sur 3 cultures indépendantes. Médiane et IQR 10% 

– 90%. Test KW et post-hoc de Dunn ; ns : non significatif ; ****p<0,0001.  

 

Le plugin DiAna permet de comparer la colocalisation obtenue à la suite des analyses 

réalisées à une colocalisation obtenue suite à 100 brassages aléatoires des clusters de l’image. 

De cette façon, l’analyse indique si la colocalisation est due au nombre élevé de clusters, comme 

cela est le cas pour les clusters de RyR. Le plugin indique alors de façon graphique si la coloca-

lisation des clusters de Kv2.1 et RyR est significativement différente d’une colocalisation aléatoire 

(Figure 20A1) ou non (Figure 20A2). Le résultat obtenu est hétérogène, avec une colocalisation 
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significative dans certaines cellules et pas dans d'autres. Dans la figure, cela correspond aux 

cellules classifiées en « colocalisé » et « non colocalisé » respectivement (Figure 20B). La quan-

tification du nombre de cellules montre une proportion de cellules dont la colocalisation est signi-

ficative, légèrement plus importante pour les cellules exprimant le Kv2.1WT avec 60% de colo-

calisation significative mais de façon inattendue cette proportion est également élevée dans le 

cas des Kv2.1 mutés, respectivement 50% et 40% pour le Kv2.1Y533* et Kv2.1R583* (Figure 

20B). 

 

Figure 20. Signification statistique de la colocalisation entre les clusters de Kv2.1 et 

RyR en imagerie confocale. 

(A) Graphes de la distribution cumulative des distances minimales des centroïdes 

entre les clusters de deux images. La courbe expérimentale en bleue montre la dis-

tribution pour les images expérimentales. La courbe rouge montre la distribution aléa-

toire moyenne des distances entre les clusters de RyR et de 100 images de Kv2.1 

obtenues après brassage. La courbe verte représente les intervalles de confiance à 

2,5 et 97,5% autour de la moyenne. Si la courbe expérimentale est localisée en de-

hors de l'intervalle de confiance à 95% de l'analyse de distance effectuée après ran-

domisation, la colocalisation est considérée comme statistiquement significative. 

(B) Quantification du nombre de cellules dont la colocalisation est considérée comme 

significative (« colocalisé ») ou non significative (« non colocalisé ») pour les neu-

rones Kv2.1-GFP WT ou mutés.   
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Une critique qui peut être émise ici est la segmentation des clusters de Kv2.1 mutés qui 

est particulièrement difficile sur ces images. Comme le montre les résultats de clustering des 

mutants (Figure 1 de l’article), ceux-ci sont capables de former des clusters de petites tailles qui 

ne sont que très peu résolus en épifluorescence classique. Avec un simple seuil d’intensité pour 

définir les clusters, il est alors difficile de différencier ces derniers du marquage diffus. 

Dans une deuxième série d’expériences, j’ai donc décidé d’utiliser la microscopie de su-

per-résolution pour accéder à la position la plus précise des clusters de Kv2.1 mutés. Pour accé-

der uniquement à la fraction des sous-unités de Kv2.1 exprimées à la surface, j’ai marqué la GFP 

dans des neurones transfectés avec les constructions Kv2.1-GFP avant fixation avec un nano-

corps anti-GFP puis le RyR après fixation. De cette façon, la proportion de détections du Kv2.1 

provenant du volume de la cellule est limitée, réduisant le bruit propre à ce type de microscopie 

et rendant l’analyse des clusters plus claire (Figure 21A). Le pourcentage de clusters de Kv2.1 

colocalisé en condition WT, 45,20% est supérieur à celui estimé en microscopie confocale. Ce 

pourcentage diminue pour les mutations Y533* (23,12%, p < 0.0008) et R583* (26,29%, p < 

0.0062) (Figure 21B). 

 L’utilisation des deux techniques de microscopie aboutit aux mêmes conclusions bien que 

les fourchettes de valeurs soient différentes. La proportion de clusters de Kv2.1 colocalisés à au 

moins un cluster de RyR est réduite dans les neurones exprimant les Kv2.1Y533* et Kv2.1R583* 

comparé au Kv2.1WT. En se basant sur l’étude de Vierra et al., 2019, un questionnement peut 

alors être posé sur le rôle proposé du Kv2.1 sur la signalisation calcique. Les auteurs ont montré 

qu’une dispersion des clusters de Kv2.1, entraine la dissociation des Cav1.2 et des RyR ce qui 

limiterait la recapture du Ca2+ dans les réserves calciques de la cellule et ne pourrait pas empê-

cher les augmentations excessives du Ca2+ cytoplasmique après de longues périodes d’activité 

neuronale (Vierra et al., 2019). Les mutations pourraient alors être causales aux troubles identi-

fiés par l’altération de cette fonction non canonique.  
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Figure 21. Etude de la colocalisation des clusters de Kv2.1 avec les clusters de RyR 

en microscopie de super-résolution.  

(A) Images pointillistes de la détection de clusters en différentes couleurs de Kv2.1 

(panels du haut) et RyR (panel du centre) dans des neurones hippocampiques en 

culture transfectés avec des constructions Kv2.1 WT, Y533* et R583* et images com-

binées des clusters de Kv2.1 en bleu et RyR en rouge (panel du bas). Les clusters 

colocalisés sont mis en évidence par des traits cyan s’ils sont superposés, ou verts 

s’ils sont sous le seuil de distance. Barre d’échelle : 2 µm. 

(B) Quantification du pourcentage de clusters de Kv2.1 colocalisé à au moins un clus-

ter de RyR. n = 10 à 12 cellules sur 2 cultures indépendantes. Médiane et IQR 10% 

– 90%. Test KW et post-hoc de Dunn ; ns : non significatif ; **p<0,01 ; ***p<0,001.   

 

 La principale et majeure remarque qui laisse penser que ces résultats peuvent être biaisés 

est la qualité et la difficulté d’obtenir un marquage de RyR convenable pour une analyse correcte 

des clusters. En regardant les images de microscopie confocale, il est aisé de se rendre compte 

que le marquage peut sembler non spécifique (Figure 19A). Malheureusement, l’utilisation 
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d’autres marqueurs du RE tels que la transfection d’une construction VAPA-GFP ou l’utilisation 

d’un anticorps ciblé contre VAPA n’a pas permis d’améliorer le marquage. Ici, il pourrait être in-

téressant d’utiliser la microscopie électronique (Rosenbluth, 1962) pour visualiser les points de 

contact à la membrane plasmique dans le cas des neurones exprimant un Kv2.1WT ou muté afin 

d’évaluer si la perte des clusters de Kv2.1 entraine la rétractation du RE.   
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III. Impact de l’activité neuronale sur l’état de phosphorylation du 

Kv2.1 

 

 La littérature propose que suivant l’état de phosphorylation de la queue C-ter des sous-

unités Kv2.1, leur capacité à former des clusters est modifiée. Or, il est également proposé que 

cette capacité soit liée à l’activité neuronale via des acteurs de phosphorylation ou de déphos-

phorylation de la queue C-ter (Misonou et al., 2004; Surmeier & Foehring, 2004). 

Sur la base de données préliminaires obtenues sur des neurones hippocampiques, j’ai 

donc poursuivi l’étude de l’impact de la modification de l’activité neuronale sur le clustering des 

canaux Kv2.1 dans les neurones hippocampiques et ai approfondi aux neurones corticaux. J’ai 

pour cela réalisé un marquage sur des neurones du cortex contre le Kv2.1 et contre l’enzyme 

GAD67 afin de pouvoir séparer les neurones pyramidaux et les interneurones (Figure 22A). Il est 

intéressant d’étudier les deux types cellulaires pour deux raisons. Premièrement comme expliqué 

dans l’introduction, les interneurones forment des clusters à taille finale à un stade de dévelop-

pement plus avancé que les neurones pyramidaux. Et deuxièmement, mes images d’épifluores-

cence semblent indiquer des clusters de plus forte intensité dans les interneurones (Figure 22A). 

Je me suis donc demandé si la modification de l’activité neuronale serait la même pour les neu-

rones pyramidaux et les interneurones. Pour modifier l’activité neuronale j’ai utilisé (1) la gaba-

zine, un antagoniste des récepteurs GABAA dont l’application aiguë in vitro sur tranches hippo-

campiques constitue un modèle d'épilepsie aiguë (G. A. Johnston, 2013; Müller et al., 2018) et 

(2) la TTX qui se lie aux canaux sodiques et inhibe l’efflux d’ions Na+ à travers ces canaux immo-

bilise, empêchant alors la génération des PA (Lago et al., 2015). 

L’application de gabazine sur des neurones pyramidaux hippocampiques ou corticaux 

montre une diminution du clustering des canaux Kv2.1 avec une intensité de fluorescence infé-

rieure à la condition contrôle (hippocampe p<0.0001 ; cortex p<0.0219 ; Figure 22B). Un effet 

contraire est observé à l’application de TTX avec une augmentation de la fluorescence des clus-

ters par rapport à la condition contrôle (hippocampe p<0.0070 ; cortex p<0.0001). Dans les inter-

neurones, l’application de gabazine ou de TTX n’a pas d’effet significatif sur le clustering du Kv2.1 

dans les deux populations neuronales observées (Figure 22C).  
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Figure 22. Changement de clustering du Kv2.1 lors de la modification de l’activité 

neuronale.  
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(A) Images d’épifluorescence de culture primaires d'hippocampe et de cortex, traités 

pendant 30 mins avec de la gabazine (10 µM) ou de la TTX (1 µM). Les neurones 

sont marqués contre Kv2.1 et GAD67. Sur la base du marquage GAD67, les neurones 

pyramidaux sont indiqués par une flèche rouge et les interneurones par une flèche 

bleue. Barre d’échelle : 25 µm. 

(B) Quantifications de l’intensité de fluorescence dans les clusters des neurones 

pyramidaux de l’hippocampe (B1) et du cortex (B2). n = 40 à 76 cellules sur 3 cultures 

indépendantes. Médiane et IQR 10% – 90%. Test MW ou KW et post-hoc de Dunn ; 

ns : non significatif ; **p<0,01 ; ****p<0,0001.   

(C) Quantifications de l’intensité de fluorescence dans les clusters des interneurones 

de l’hippocampe (C1) et du cortex (C2). n = 27 à 38 cellules sur 3 cultures indépen-

dantes. Médiane et IQR 10% – 90%. Test MW ou KW et post-hoc de Dunn ; ns : non 

significatif.   

 

Ces résultats confirment que l’activité neuronale joue un rôle sur la capacité du Kv2.1 à 

former des clusters de façon similaire dans l’hippocampe et dans le cortex, sur les neurones 

pyramidaux : une augmentation de l’activité diminue la formation de clusters et inversement. 

Cette régulation du clustering n’est pas effective sur les interneurones des deux populations.  

Pour déterminer l’état de phosphorylation des canaux Kv2.1 après modification de 

l’activité, j’ai procédé à des western blots sur des cultures cellulaires d’hippocampe et de cortex 

de rat soumises à l’application de gbz ou de TTX (Figure 23A). Dans les deux populations 

neuronales, l’application de gbz déphosphoryle les Kv2.1 avec un poids moléculaire de ~100 kDa. 

A l’inverse la TTX induit une phosphorylation des canaux Kv2.1 dont le poids moléculaire est de 

~120 kDa. Il est également important de noter que les conditions contrôles n’apparaissent pas 

comme des bandes « nettes » traduisant une variabilté de l’état de phosphorylation 

caractéristique au Kv2.1, au sein des populations neuronales (Figure 23B).  
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Ces résultats confirment la modification de l’état de phosphorylation du Kv2.1 en fonction 

de l’activité et établissent un lien de corrélation entre l’état de phosphorylation, la capacité à 

former des clusters et la dépendance au voltage des canaux Kv2.1.  

Figure 23. Changement de phosphorylation des sous-unités Kv2.1 suite à une 

modification de l’activité.  

(A) Immunoblots préparés à partir de lysats de culture primaires d'hippocampe et de 

cortex, traités pendant 30 mins avec de la gabazine (10 µM) ou de la TTX (1 µM). La 

prèmière colonne correspond aux poids moléculaires. La tubuline à été marquée 

comme témoin de charge à 55 kDa.  

(B) Graphique linéaire de l’intensité de fluorescence sur deux lignes indiquées par les 

flèches colorées en orange (~120 kDa, le poids moléculaire approximatif de Kv2.1 

phosphorylé) et bleu (~100 kDa, le poids moléculaire approximatif de Kv2.1 non 

phosphorylé).  

 

Pour vérifier que les résultats de la modification de la formation de clusters ne soient pas 

liés à une internalisation des canaux Kv2.1, j’ai utilisé des neurones transfectés avec des cons-

tructions Kv2.1-GFP WT ou mutés puis ai marqué la fraction de surface par des nanocorps dirigé 

contre la GFP. La fraction totale été évaluée par la fluorescence de la GFP. Le ratio entre les 

deux me permet alors de mettre en évidence une modification de la fraction de surface, telle que 

de l’internalisation, en regard du contrôle.   

La quantification de la fraction totale (Figure 24A) et le ratio entre l’intensité de fluorescence 

de surface sur le total (Figure 24B) en prenant compte des clusters mais également du marquage 
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diffus ne montre pas de différence significative entre les conditions d’activité neuronale. Les mo-

difications du clustering expliquées précédemment (Figure 22) ne sont donc pas dû à une inter-

nalisation des sous-unités de Kv2.1.  

Figure 24. Etude de l’internalisation des sous-unités Kv2.1 suite aux modifications de 

l’activité neuronale. 

(A) Quantification de l’intensité de fluorescence totale dans et hors clusters dans les 

neurones transfectés de cortex. n = 26 à 30 cellules sur 3 cultures indépendantes. 

Médiane et IQR 10% – 90%. Test KW et post-hoc de Dunn ; ns : non significatif.  

(B) Quantification du ratio de l’intensité de fluorescence de surface sur totale dans et 

hors des clusters dans les neurones transfectés de cortex. n = 26 à 30 cellules sur 3 

cultures indépendantes. Médiane et IQR 10% – 90%. Test KW et post-hoc de Dunn ; 

ns : non significatif. 

 

Suivant les données de la littérature, il est possible de spéculer que les sous-unités de 

Kv2.1, en réponse à l’activation, l’entrée de calcium dans la cellule et à l’activation de phospha-

tase, sont déphosphorylées au niveau de leur queue C-ter. Cette action aurait alors pour effet de 

réduire leur interaction avec les protéines VAPA du RE et conduirait à la declusterisation des 

canaux (Figure 7B) (Surmeier & Foehring, 2004). Mes résultats montrent alors que les sous-

unités ne sont pas internalisées mais reste à la surface de la membrane plasmique participant 

alors à la fraction qui diffuse librement hors des clusters. Cette fraction, est proposée comme 

étant celle qui conduit le courant K+ à l’inverse des canaux dans les clusters qui sont supposés 

comme dans un état de faible conduction (Fox, Haberkorn, et al., 2013). Puisque le courant Ikdr 

est alors renforcé par la participation de cette nouvelle fraction de canaux libres, il peut être 
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avancé l’hypothèse que cette déclusterisation agit comme un mécanisme de neuroprotection 

contre l’excitotoxicité des stimulations prolongées.  
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

 

Ces dernières années, l’identification de plusieurs mutations causales aux encéphalopa-

thies épileptiques, ont accru l’engouement sur le canal Kv2.1 et les publications sur sa fonction 

se sont multipliées (Bar, Barcia, et al., 2020; de Kovel et al., 2017). La principale caractéristique 

du canal est son expression de surface sous forme de clusters restreints au compartiment so-

mato-dendritique proximal et le segment initial de l’axone (Trimmer, 1991). Les propositions de 

rôles non canoniques qui en découlent comme organisateur structurel subcellulaire avec le RE 

(Kirmiz et al., 2018) ou d’interaction avec les microglies (Cserép et al., 2020) rendent compliquées 

les hypothèses sur l’impact que les mutations identifiées peuvent engendrer. 

Au cours de ma thèse, j’ai caractérisé deux mutations Y533* et R583* du Kv2.1. Ces 

mutants aboutissent à des protéines tronquées de la partie C-ter qui ne possèdent plus le do-

maine PRC responsable de la localisation de surface. Les patients présentant ces mutations ex-

hibent des symptômes cliniques avec de rares troubles épileptiques mais un retard développe-

mental important associé à des troubles autistiques (Bar, Barcia, et al., 2020). Le lien causal entre 

ces mutations et les troubles observés demeurent inconnus car les fonctions du canal sont encore 

à l’étude. Mes résultats indiquent que les sous-unités mutées s’expriment à la surface de la mem-

brane plasmique de neurones et ne sont plus restreintes comme le WT. Les sous-unités mutées 

ont une diffusion latérale accrue et sont capables de former des hétérotétramères avec des sous-

unités non mutées. Cette population de canaux mixtes forme des clusters de petites tailles et j’ai 

observé une diminution relative de la colocalisation de ces derniers avec les clusters de RyR. 

L’imagerie calcique confirme le rôle du Kv2.1 dans la modulation des transients calciques et ce 

de façon similaire entre le WT et les mutations. De façon intéressante, la surexpression du 

Kv2.1WT dans les expériences d’électrophysiologie, augmente l’excitabilité des neurones. Ceci 

peut être expliqué par l’introduction forcée des sous-unités transfectées dans les clusters qui ont 

été suggérés comme non conducteurs. Dans le cas des mutations, leurs expressions rendent les 

neurones moins excitables, bien qu’aucun changement significatif dans les caractéristiques du 

PA ou de sa dynamique ne soit noté. Comme présenté dans la littérature (Murakoshi et al., 1997; 

Park et al., 2006), mes résultats indiquent un changement de phosphorylation de la queue C-ter 

des sous-unités Kv2.1 avec l’activité neuronale qui est proposé comme impactant la dépendance 

au voltage des canaux. J’ai donc établi un modèle computationnel de neurone hippocampique de 

CA1, de façon à pouvoir étudier séparément l’interaction entre la conductance et la dépendance 
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au voltage. Le modèle montre des modifications subtiles de l'excitabilité qui pourraient changer 

la fenêtre de performance optimale de la cellule. 

 Mes conclusions suggèrent que les mutations pourraient altérer l’excitabilité via la modifi-

cation de la proportion de sous-unités de Kv2.1 présentes dans les clusters et que les canaux 

Kv2.1 ont un rôle clé dans le contrôle de l’excitabilité neuronale en contribuant aux propriétés 

actives des dendrites, rôle qui peut être modifié par des mutations ou la phosphorylation. 
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I. Majeures contraintes et limitations expérimentales  

 

I. A. Niveau d’expression et transfection  

 

Pour cette étude, le modèle biologique choisi correspond aux cultures primaires de neu-

rones de rat. Pour pouvoir exprimer les constructions chimériques Kv2.1WT ainsi que les muta-

tions, Kv2.1Y533* et Kv2.1R583* (Figure 18) il m’a fallu procéder à des transfections. Ce système 

présente l’avantage d’être similaire à la population de canaux présent chez les patients qui expri-

ment ces mutations de novo. En effet, la transfection induit l’expression de canaux Kv2.1 supplé-

mentaires aux canaux endogènes, déjà présents dans les neurones in vitro.  

Une remarque qui peut alors être soulevée correspond à la fluctuation du niveau d’ex-

pression des constructions dépendant de la transfection. Cette variabilité se devine sur les 

images de d’immunocytochimie de surface lors de la comparaison entre le marquage des sous-

unités mutantes et du WT (Figure 1 de l’article). Le niveau d’expression des constructions est 

variable entre cultures indépendantes et également entre les neurones d’une même culture. De 

plus, il faut prendre en compte que la transfection n’est pas une manipulation anodine puisque 

les transfectants lipidiques interagissent avec l’intégrité de la membrane plasmique, ce qui peut 

entrainer une mort neuronale importante. 

Aux vues de ces différences d’expression membranaire il serait intéressant d’étudier la 

stabilité des protéines lors de l’acheminement à la membrane. Ce questionnement engendrerait 

un résultat quantitatif de la proportion entre la fraction de protéines à la surface et la fraction de 

protéines dans la cellule.  Pour ce faire, des expériences de biotinylation de surface peuvent être 

réalisées mais ne sont pas compatibles avec le modèle d’étude utilisé. En effet, ce type de mani-

pulation nécessite un volume important d’échantillons biologiques ce qui n’est pas permis par le 

taux de transfection des neurones dans des cultures primaires. 

Des alternatives comme l’expression des constructions dans des systèmes hétérologues 

comme les cellules HEK ou l’utilisation de virus pour améliorer le taux d’expression des construc-

tions sont envisageables mais présentent également des limitations. Par exemple les systèmes 

hétérologues ne comportent pas forcément les mêmes régulations ou cascades de signalisation 

que les neurones.  
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I. B. Activation dans l’imagerie calcique 

 

Pour réaliser mes expériences d’imagerie calcique et comparer les transients calciques 

avant et après l’application de GxTx, les neurones ont été activés par une stimulation extérieure. 

J’ai utilisé deux paradigmes expérimentaux : (1) la libération de glutamate et la sonde GCaMP6f 

ainsi que (2) l’ouverture de la chanel rhodopsine Cheriff et la sonde CaTM3.  

Cependant, dans ces deux expériences le contrôle de l’activation des neurones n’a pas 

pu être mis en place. Il ne m’a pas été possible de connaitre le nombre de PA généré par les 

stimulations. Lors de la mise en place et de l’optimisation des protocoles expérimentaux, le ré-

glage des paramètres s’est fait de façon à s’approcher au maximum des mesures de transients 

calciques spontanés (Figure 3 de l’article). L’interprétation et la mise en relation avec les résultats 

d’électrophysiologie ou de modélisation est alors difficile, car les réponses sont très différentes si 

le neurone génère un PA, un burst ou si le neurone est entré en depolarization block.  

 Une expérience combinant l’enregistrement des transients calciques et du Vm permettrait 

alors d’avoir accès à ces informations manquantes. Il est envisageable de réaliser des enregis-

trements de patch clamp en même temps que l’enregistrement de la fluorescence des sondes 

calciques mais la modification du milieu intracellulaire reste à prendre en compte.  

 Une autre expérience possible mais qui n’a malheureusement pas pu être mise en place, 

consiste à réaliser l’enregistrement de la sonde calcique en parallèle avec une sonde sensible au 

voltage et d’acquérir simultanément les images. L’atout majeur des sondes sensibles au voltage 

est que sur des systèmes de microscope équipés de caméra adaptée, les cinétiques des sondes 

sont suffisamment rapides pour être utilisées avec un temps d’exposition de 1 à 2 ms. Or, ces 

temps d’acquisitions sont généralement atteints lorsque les zones de capture sont restreintes et 

la résolution faible. Il n’est alors pas possible d’imager des régions telles que les dendrites. Il 

faudrait également utiliser des sondes calciques dont les cinétiques seraient proches de celles 

des sondes sensibles au voltage pour pouvoir tirer un maximum d’informations.  
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II. L’utilisation d’un modèle in silico 

 

 Les modèles computationnels présentent des avantages indéniables. Les modèles bio-

physiques détaillés permettent l’étude fine des mécanismes contrôlant la décharge des PA et 

donc l’excitabilité neuronale (Herz et al., 2006).  

 Dans le cadre de mon travail, l’utilisation d’un modèle biophysique m’a permis de contour-

ner la grande variabilité biologique dont fait preuve le Kv2.1 par ses variables états de phospho-

rylation et donc sa pluralité dépendance au voltage. Mais également les différences de conduc-

tance proposées lorsque le canal est dans un cluster ou en hétérotétramères. En effet la littérature 

présente un grand éventail de valeurs pour ses deux paramètres (Guan et al., 2013; Kang et al., 

2019; Park et al., 2006), rendant difficile de trouver un modèle adéquat lors de l’étude des con-

séquences des mutations. De plus, il est impossible d’avoir accès à la mesure du V1/2 pour un 

échantillon biologique donné et de fixer une valeur de conductance et de dépendance au voltage 

pour Kv2.1 qui ne reflèterait aucunement la réalité biologique de l’échantillon.  

 Il est important de se rappeler que les modèles computationnels, bien qu’optimisés pour 

se rapprocher au maximum de la réalité biologique, n’offrent que des prédictions sur les méca-

nismes étudiés (Almog & Korngreen, 2016). Le modèle utilisé dans ce travail a lui aussi été mis 

au point pour prendre en compte la conductance et les cinétiques spécifiques du canal Kv2.1. 

Les résultats avancés par le modèle montrent une régulation fine de l’excitabilité neuronale par 

le Kv2.1 en réponse à des modifications de la dépendance au voltage et de la conductance. Les 

mutations étudiées, Y533* et R583*, résultent en l’expression de sous-unités tronquées où les 

nombreux sites de phosphorylation de la queue C-ter ne sont plus présents. Cet état peut être 

équivalent à l’état déphosphorylé du Kv2.1 dont il a été montré que le V1/2 est décalé vers des 

potentiels hyperpolarisés (Park et al., 2006). L’imagerie calcique qui n’annonce pas de différence 

significative entre le Kv2.1WT et les Kv2.1 mutés n’est pas en concordance avec les prédictions 

issues du modèle computationnel. Plusieurs explications peuvent éclaircir cette différence.  

En effet, la résolution temporelle des sondes calciques n’est pas suffisamment fine pour 

isoler les PA par conséquent les transients calciques sont issus d’un moyennage de l’activité. 

Dans ce cas, un changement du V1/2 ou de la conductance qui entrainerait un changement minime 

mais observable dans le modèle serait alors invisible pour les sondes calciques. De plus, comme 

mentionné précédemment la stimulation des neurones n’a pas pu être quantifiée, ce qui rend les 

comparaisons difficiles.  
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 Par ailleurs, chaque neurone possède sa signature d’expression de canaux ioniques 

propre et différente des autres. De façon intéressante, certains canaux ioniques ont des proprié-

tés similaires voire se chevauchant, favorisant la résistance de la fonction neuronale. L’expres-

sion des canaux dans un modèle computationnel est limitée et ne permet pas de représenter 

cette pluralité de canaux. En effet, lors de la phase d’optimisation des paramètres d’un modèle et 

dans un effort de réduire les coûts computationnels, les canaux modélisés sont réduits à ceux qui 

sont nécessaires au contrôle de l’excitabilité neuronale. De plus, au sein d’une même population 

de neurones générant le même comportement, les différents neurones peuvent présenter une 

variabilité dans les densités de conductances des canaux ioniques (Goaillard & Marder, 2021). 

Or, cette variabilité est inexistante dans l’utilisation de modèles biophysiques détaillés, qui répon-

dent toujours de la même manière une fois les paramètres fixés.  

 Des outils existent pour adapter les modèles biophysiques préexistants aux données ex-

périmentales pour un réglage des paramètres plus pertinent. De la même façon une approche de 

modélisation basée sur les algorithmes évolutifs, permet à présent de générer des populations 

de modèles qui représente la variabilité biologique. Dans ce travail, une perspective intéressante 

serait l’utilisation d’un modèle de neurone hippocampique en culture (car l’arborisation est diffé-

rente du tissu) optimisé à l’aide de mes données d’électrophysiologie. De même, la pluralité des 

valeurs de conductances ou de V1/2 du canal Kv2.1 pourrait poser comme un bon substrat à 

l’élaboration d’une population de modèle.  
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III. Le Kv2.1 et l’excitabilité neuronale 

 

 Dans les neurones, le Kv2.1 est impliqué dans la repolarisation des PA et spécifiquement 

lors de la décharge à haute fréquence (P. W. Liu & Bean, 2014). L'hypothèse générale formulée 

dans la littérature est qu’en l’absence des canaux Kv2.1, le Vm reste dépolarisé entre les PA, 

empêchant la réactivation des canaux voltage dépendants Na+ qui se sont inactivés à ce moment 

du cycle du PA (Guan et al., 2013; J. Johnston et al., 2008). Son implication dans la modulation 

des bursts, notamment l’augmentation du nombre d’activité en burst lors du blocage du Kv2.1 a 

également été avancée (Newkirk et al., 2021; Raus Balind et al., 2019). Dans les cellules de CA3, 

les bursts sont le résultat d'une interaction entre les entrées synaptiques et les conductances 

voltages dépendantes dans deux zones d'initiation des pointes séparées dans l'espace. Dans les 

cellules de CA3, il semblerait que le gradient d’activité du Kv2.1 dû à sa localisation somato-

dendritique proximale contribue à la modulation de la génération de bursts, notamment pour ré-

guler l'initiation et/ou le couplage de la génération de spikes dendritiques et somatiques (Raus 

Balind et al., 2019).  

Le canal Kv2.1 est décrit dans la bibliographie comme un déterminant clé de l’excitabilité 

des neurones. Proposé comme un régulateur homéostatique, son comportement de clusterisa-

tion ou declusterisation en fonction du changement dans l’activité neuronale est corrélée à un 

changement de V1/2 et de la conductance de ces canaux. 

 Une étude intéressante avance que les canaux Kv2.1 au sein des clusters seraient non 

conducteurs (Fox, Haberkorn, et al., 2013). A des densités spatiales élevées comme celles re-

trouvées in situ, les auteurs mesurent que 20% des canaux Kv2.1 de la cellule sont conducteurs. 

Comme mentionné dans l’introduction, la transfection entraine la surexpression des protéines. 

Les sous-unités de Kv2.1WT sont alors forcées dans les clusters ce qui augmente le nombre de 

canaux Kv2.1 dans un état non conducteur. Cette hypothèse explique les résultats obtenus en 

électrophysiologie où les neurones transfectés avec la construction Kv2.1 se retrouvent plus ex-

citable que les neurones non transfectés.  

 Cette proposition est la raison pour laquelle j’ai quantifié le pourcentage de détections 

clustérisées en utilisant la microscopie de super-résolution. Les quantifications montrent 80% de 

détections clustérisées en condition WT et à peu près 25% pour les deux mutations. En considé-

rant, la valeur notable de ce pourcentage en condition WT, il est intéressant de se demander quel 

est le rôle de ces canaux non conducteurs. Dans la littérature, deux hypothèses ont été formulées 

quant au  rôle des canaux non conducteurs : (1) ils peuvent représenter un réservoir à la surface 

de la cellule où les canaux sont stockés permettant d'augmenter rapidement le nombre de canaux 
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fonctionnels à la surface sans avoir à synthétiser des canaux de novo et à les transporter à la 

surface (O’Connell et al., 2010) et/ou (2) ils possèdent un rôle structurel comme plateforme d’in-

teraction dans l’établissement de points de jonction entre la membrane plasmique et le RE (Fox 

et al., 2015), lors de l’exocytose (Deutsch et al., 2012) ou en lien avec les jonctions microgliales 

ou niveau du corps cellulaire (Cserép et al., 2020). 
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IV. Hypothèses sur la causalité des encéphalopathies épilep-

tiques 

 

A. Par son rôle canonique de conduction des ions K+ 

 

 La pluralité des fonctions de Kv2.1 rend difficile la proposition d’hypothèses sur le lien 

causal entre les mutations et les encéphalopathies épileptiques. Les symptômes cliniques des 

EE liés à des mutations de Kcnb1 sont variés et ce même par des porteurs de la même mutation. 

Les mutations C-ter étudiées, Y533* et R583*, présentent des symptômes cliniques avec de rares 

troubles épileptiques, un retard développemental important et des troubles autistiques.  

 Mes résultats sur la fonctionnalité des canaux WT ou mutés, ne montrent pas de résultats 

flagrants sur une modification de l’excitabilité qui pourrait expliquer un phénotype épileptique. Au 

contraire l’expression des sous-unités mutées montrent une excitabilité légèrement réduite par 

rapport à la surexpression des sous-unités WT. De plus le modèle ne suggère que des change-

ments subtils de l'excitabilité qui pourraient modifier la fenêtre de performance optimale de la 

cellule. De façon générale, mes résultats montrent même que les mutations pourraient être équi-

valentes et avoir le même effet que les sous-unités non phosphorylées du Kv2.1. Or, ces der-

nières pourraient porter un rôle de neuroprotection, car déphosphorylées en réponse à l’activa-

tion, l’entrée de calcium dans la cellule et à l’activation de phosphatase, leur interaction avec les 

protéines VAPA du RE est réduite et conduirait à la declusterisation des canaux (Figure 7B) (Sur-

meier & Foehring, 2004). Puisque les sous-unités ne sont pas internalisées la fraction déclusté-

risée diffuse librement et est proposée comme étant celle qui conduit le courant K+ à l’inverse des 

canaux dans les clusters qui sont supposés comme dans un état de faible conduction (Fox, Ha-

berkorn, et al., 2013). Puisque le courant Ikdr est alors renforcé par la participation de cette nou-

velle fraction de canaux libres, l’hypothèse que cette declusterisation agit comme un mécanisme 

de neuroprotection contre l’excitotoxicité des stimulations prolongées peut être avancées. Or, 

dans ce cas, comment expliquer la pathologie ? 

 Bien que les mutations Y533* et R583* n’engendrent que de rares troubles épileptiques, 

il reste une zone d’ombre à éclaircir. La plupart de mes expériences comme l’électrophysiologie 

ou la modélisation ne s’intéressent qu’aux neurones pyramidaux. Il serait important d'étudier le 

rôle du Kv2.1 et de ses mutations dans les interneurones inhibiteurs. En effet, peu de littérature 

présente des résultats de l’impact du Kv2.1 dans les interneurones, pourtant mes résultats mon-
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trent une différence dans le comportement de clustering suite à la modification de l’activité neu-

ronale par rapport aux neurones pyramidaux. Si en condition d’augmentation d’activité, mimée 

dans ce travail par l’application de gabazine, il n’y a pas de perte de clustering des canaux Kv2.1 

dans les interneurones comme cela est le cas dans les neurones pyramidaux, la modulation entre 

la fraction de canaux dans et hors clusters n’est plus la même entre les deux types neuronaux. 

Les clusters denses (forts en fluorescence) observées dans les interneurones lassent présager 

que les canaux Kv2.1 sont généralement sous forme non conducteurs. Dans ce cas, l’expression 

de sous-unités mutantes dont la distribution est non restreinte, la diffusion latérale est accrue et 

réorganise les sous-unités endogènes plus loin dans l’arbre dendritique, augmenterait la fraction 

de canaux hors cluster donc proposés comme conducteur et augmenterait le courant Ikdr. Dans 

les interneurones, cette baisse d’excitabilité subséquente diminuerait l’inhibition dans le réseau 

et pourrait poser le substrat des activités épileptiques.  

 

B. Par son rôle non canonique structurel 

 

 Le rôle non canonique structurel du Kv2.1 ne peut être négligé. En effet, si les troubles 

épileptiques sont rares, alors d’autres mécanismes qui ne porteraient pas sur le rôle de conduc-

tion ionique du Kv2.1 peuvent être impliquées. 

 Une de ces fonctions, concerne l’établissement entre les points de jonctions de la mem-

brane plasmique et le RE. Mes résultats indiquent une baisse de la colocalisation des clusters de 

Kv2.1 mutés et les RyR. Dans ce cas, le couplage fonctionnel proposé entre les RyR et les Cav1.2 

qui se trouvent à proximité grâce aux clusters de Kv2.1 n’est plus opérationnel. La recapture du 

Ca2+ dans les réserves calciques de la cellule serait réduite et ne pourrait pas empêcher les 

augmentations excessives du Ca2+ cytoplasmique après de longues périodes d’activité neuronale 

(Vierra et al., 2019). Les mutations pourraient alors être causales aux troubles identifiés par l’al-

tération de cette fonction non canonique.  

 De plus, en prenant en compte le rôle de plateforme d’interaction pour les contacts micro-

gliaux avec le corps cellulaire des neurones, la dispersion des clusters de Kv2.1 via l’expression 

des sous-unités mutées impacterait ces interactions. Ces jonctions neurone-microglie semblent 

fonctionner comme des sites de communication qui sont rapidement modifiés en réponse à une 

lésion cérébrale (Cserép et al., 2020; K. Sharma et al., 2020). 
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C. Ou alors par les deux ? 

 

 Ces résultats sont à remettre dans le contexte des EE. Ces pathologies sont complexes 

et impliquent de nombreuses fonctions physiologiques en parallèle. La dimension des troubles 

développementaux n’est pas à négliger et semble difficilement explicable par soit une altération 

de l’excitabilité neuronale ou un défaut de la signalisation calcique localisée. Bien qu’il soit com-

pliqué d’expliquer les pathologies en essayant d’incorporer tous les rôles proposés du Kv2.1, 

surtout que certains d’entre eux ne sont pas encore bien documentés, séparer les rôles cano-

niques et non canoniques semble être une simplification qui ne refléterais peut-être pas la réalité 

biologique. Il serait prudent d’interpréter les résultats avec le recul nécessaire que ce type de 

caractérisation requiert.  
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ANNEXE 

 

 Au cours de ma thèse, j’ai poursuivi un projet que commencé lors de mon M2 sur une 

méthode d’analyse de clustering conçue pour des images issues de la microscopie de super-

résolution de molécule unique (SMLM, « Single Molecule Localisation Microscopy »). Nommée 

« Diinamic » pour « Density and Image INtensity Based Analysis Method for Identification of Clus-

ters », cette méthode d’analyse peut s’appliquer aux images de PALM et de STORM pour analy-

ser de façon robuste des échantillons divers. En super-résolution, le marquage non spécifique 

constitue un véritable problème lors des analyses de clustering car crée un bruit de fond important 

qui ne permet pas de délimiter facilement les clusters. Dans des échantillons tels que le soma, 

ce bruit de fond est d’autant plus important qu’un nombre important vient de l’intérieur du volume 

de la cellule, notamment en PALM. L’utilisation de Diinamic sur mes images de PALM comme de 

STORM m’a permis de facilement d’éliminer ce bruit de fond et d’identifier de façon fiable mais 

aussi versatile, les clusters des protéines d’intérêts.  

 De nombreuses méthodes de clustering existent mais sont le plus souvent adaptées à un 

type d’échantillon donné. Cette spécificité, couplée aux artéfacts qui surviennent dans le cas de 

la microscopie SMLM, rend difficile pour un utilisateur de faire un choix qui convient à son para-

digme expérimental. Diinamic est une méthode versatile qui se déroule en deux étapes : (1) une 

sélection de clusters candidats basée sur une segmentation de l’image, puis (2) l’identification 

des clusters selon un critère de densité. Pour évaluer l’efficacité de cette méthode, je l’ai comparé 

à la méthode DBSCAN (Pageon et al., 2016) sur des images de simulations stéréotypées issues 

d’un référentiel déjà utilisé pour comparer d’autres méthodes (Nieves et al., 2023) ou générées 

spécifiquement pour cette étude. Mes résultats montrent que Diinamic est performant et robuste 

dans la grande majorité des cas étudiés (dont la variété reflète la diversité biologique). De plus, 

l’alliance successive entre Diinamic et DBSCAN permet l’identification de structures particulières 

de petites tailles au sein même des clusters, les nanodomaines.  

 Ce travail fait l’objet d’un article : « Introducing Diinamic, a flexible and robust method for 

clustering analysis in single-molecule localisation microscopy » et a été publié en ligne dans le 

journal Biological Imaging issu de Cambridge University Press, paru en juillet 2023. Cette étude 

se conclut par une proposition de guide pour aider les lecteurs dans l’analyse de leurs données 

de SMLM.  
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