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SOMMAIRE

Le systtme cardiaque exprime une grande variété de canaux potassiques. Le
potentiel membranaire durant le potentiel d’action cardiaque est responsable de
’activation ou I’inactivation des courants voltage dépendants. Le courant endogene Ik
est, partiellement, responsable de la repolarisation du potentiel d’action auriculaire. Il est
formé par les sous unités Kv3.1 et Kv1.5 chez le chien et 'homme, respectivement.
Leurs propriétés biophysiques sont trés similaires, par contre, leur pharmacologie differe.
Nos travaux ont consisté a étudier les bases moléculaires déterminant ces différences
pharmacologiques. Nous avons émis ’hypothése selon laquelle les différences dans les
séquences des bases moléculaires respectives des canaux endogénes sont responsables des
différences de la sensibilité aux différentes drogues entre le courant humain IKur et canin
IKur.d.

Nous avons comparé I’effet de la flécainide sur Kv1.5 et Kv3.1. Nous avons
confirmé que le canal encodé par Kv3.1 est plus sensible & la flécainide que celui encode
par Kv1.5. A I’aide de protéines mutantes, nous avons établi que la mutation d’un residu
du domaine S6 de Kv3.1 dans la position équivalente de Kv1.5 confére a celle-ci la
sensibilité a la flécainide observée pour Kv3.1. Nous avons démontré que les canaux
portant le courant I, encodés par Kv4.2 sont trés sensibles a la flécainide, tandis que ceux
formés par Kv1.4 sont relativement insensibles. L’introduction des mémes mutations
dans ces sous unités, qui codent le courant transitoire sortant cardiaque, produit le méme
effet. La modélisation de la région du pore, par homologie, a pu démontrer I’interaction
de la flécainide avec le canal.

Ainsi, ’étude plus détaillée des propriétés pharmacologiques des canaux
potassiques est nécessaire afin de pouvoir développer des antiarythmiques plus sélectifs
pour une cible, telle que loreillette, prolongeant la période réfractaire du potentiel

d’action et mettant fin a la fibrillation auriculaire sans affecter de fagon indésirable les

ventricules.

Mots clés : Electrophysiologie, canaux potassiques, repolarisation, pharmacologie, cceur,

structure fonction



SUMMARY

The heart expresses a great variety of potassium channels. The membrane
potential during the action potential is responsible for the activation and inactivation of
voltage-dependent currents. The endogenous current Ixur is partially responsible for the
repolarization of the atrial action potential. It is formed by Kv3.1 and Kv1.5 subunits in
dog and man, respectively. Their biophysical properties are very similar, however, their
pharmacology differs. Our work consisted of studying the molecular bases determining
these pharmacological differences. We put out the hypothesis that the difference in
pharmacology between the human Ik and its canine counterpart, Igy.d, 1S due to
differences in the molecular bases of their respective underlying subunits.

We first compared the effects of flecainide on wild type Kv1.5 and Kv3.1 channel
subunits expressed in Xenopus oocytes. We confirmed that the channel encoded by the
Kv3.1 subunit is more sensitive to flecainide than the channel encoded by Kv1.5. With
the use of mutant channels we were able to establish that mutation of a residue in the S6
transmembrane domain of Kv3.1 into the equivalent position in Kv1.5 confers flecainide
sensitivity similar to that seen for the wild type Kv3.1. It has been shown that channels
formed by Kv4.2 subunits are very sensitive, whereas, those formed by Kv1.4 subunits
are relatively insensitive to flecainide. Remarkably, introduction of identical mutations
into these subunits encoding the transient outward current had similar effects. That is,
when introduced into the insensitive Kv1.4 subunit the residue from the sensitive Kv4.2
subunit confers its characteristic flecainide sensitivity. ~We subsequently used a
homology model for the channels and were able to demonstrate the interaction of
flecainide.

Further study of the pharmacological properties of these potassium channels is
necessary in order to develop more specific antiarrhythmics to target the atria exclusively
prolonging the refractory period of the action potential and terminating atrial fibrillation

without having undesired effects on the ventricles.

Keywords: Electrophysiology, voltage-gated potassium channels, heart, pharmacology,

repolarization, structure function
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1 Electrophysiologie cardiaque

Dans le cceur, le couplage structural et fonctionnel de millions de cellules forme
la pompe qui livre le sang au reste du corps. Plusieurs types de canaux ioniques
différents jouent leur role dans ce processus complexe qui résulte dans le potenticl
d’action cardiaque. Le développement de techniques d’isolation de cellules cardiaques
adultes viables durant les années 1970(‘) couplé au développement de la technique de
voltage imposé rendit possible la mesure et la caractérisation de courants ioniques

transmembranaires présents dans ces cellules(*”).

1-1 Excitation électrique et 1a conduction du potentiel d’action

Le battement normal du cceur est déterminé par la propagation ordonnée de
stimuli électriques résultant en la dépolarisation rapide et la repolarisation lente qui
génére des potentiels d’action dans les myocytes. On retrouve des distributions
différentes de courants ioniques dans chaque type de cellule cardiaque et ensemble elles
produisent une séquence d’événements ordonnés allant du « pacemaker » nceud sinusal
au dernier potentiel d’action ventriculaire. Chaque région du cceur exprime des courants
différents, en quantités différentes, et par conséquent, on observe des morphologies de

potentiel d’action variées.
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Figure 1: Variations des morphologies du potentiel d’action dans différentes régions du
coeur. Représentation schématique du coeur et enregistrements de potentiels d’action de
chacune des régions du cceur en tenant compte de la séquence temporelle de la
propagation du stimulus électrique. RV: ventricule droit; LV: Ventricule gauche; SA:

nceud sinusal; AV: nceud auriculo-ventriculaire.(*)

Les nceuds sinusal et auriculo-ventriculaire ont des potentiels d’action plus lents,
tandis que les fibres de Purkinje, I’oreillette et le ventricule ont des potentiels d’action
plus rapides (Figure 1). Le nceud sinusal contient des cellules qui ont des propriétés
intrinséques de génération de courants pacemaker, et il est dépolarisé treés rapidement en
phase 4 du potentiel d’action.

Le potentiel d’action cardiaque typique peut étre divisé en cinq phases distinctes.
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0.2 sec

Figure 2 : Potentiel d’action cardiaque mettant en évidence les courants (Inas It
Ica, et NCX ) et sortants (Ix), Lo, Ixur, Ikr €t Ixs) €t les phases distinctes du potentiel

d’action cardiaque.

Chacune des phases est composée de courants entrants et sortants (incluant les
courants calciques, sodiques, potassiques et chlore), qui correspondent a la dépolarisation
et la repolarisation du potentiel d’action. La phase 0 consiste en une dépolarisation
rapide du potentiel de repos membranaire partant d’approximativement -80 mV a +40
mV et cette dépolarisation est déclenchée par I’influx d’un nombre important d’ions de
sodium via les canaux sodiques, créant le courant sodium (In.). La dépolarisation de la
phase 0 enchaine I’activation des courants sortants potassiques variés de la phase 1, tels

que le courant transitoire sortant (I;,) et le courant ultrarapide retardé a rectification (Ixur),
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qui sont trés sensibles aux changements électriques durant la dépolarisation. Cette phase
de la repolarisation rapide est suivie de I’activation des courants de la phase 2. Durant
cette phase les courants entrants tels que le courant calcique de type L (Ica) et la
composante retardée du courant sodique (Ina,1) contrebalancent les courants sortants tels
que Ik, et les courants a activation rapide et lente du courant retardé a rectification, Ik, et
Ixs. Cet équilibre, qui est typique du potentiel d’action cardiaque est plus connu sous le
nom de «plateau ». L’influx de Ca®" durant cette phase est essentiel au couplage
électromécanique du ceeur, puisque les ions de Ca** enclenchent le mouvement
contractile des filaments qui cause la contraction du muscle cardiaque. La phase 3 est la
période finale de la repolarisation, celle-ci est dominée par les courants sortants Ik, et Ixs.
Une fois la repolarisation terminée, le maintient du potentiel de repos en phase 4 est
contrdlé par le courant entrant a rectification (Ix;). Dans les régions ayant des propriétés
intrinséques de stimulation, telles que le nceud sinusal, le courant activé par
I’hyperpolarisation (If) est capable, au cours de la phase 4, de dépolariser les cellules

pour qu’elles atteignent le seuil du déclenchement d’un potentiel d’action.

1-2 Les courants dépolarisants

Le courant excitateur dépolarisant de I’oreillette, du ventricule et des cellules de
Purkinje est le courant sodique (In,). Il s’active rapidement et génére un courant large
qui produit une vitesse de conduction trés rapide. Le courant excitateur principal dans
les nceuds sinusal et auriculo-ventriculaire est le courant calcique de type L (Icat). IcaL
est plus petit et s’active plus lentement que Iy, et donc Ica produit une vitesse de

conduction plus lente dans ces tissus (Figure 1).
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1-2-1 Le courant sodium (Iy,)

1-2-1-1 Role physiologique

Ina est le courant dépolarisant du potentiel d’action de ’oreillette, du ventricule et
des cellules de Purkinje. 1l s’active rapidement en phase 0. L’intensité maximale de Ina
excéde, de loin, celle de tout autre courant cardiaque, causant une dépolarisation
extrémement rapide, permettant ainsi la propagation de I’excitation et la dépolarisation
synchrone a travers les tissus du cceur, afin d’¢jecter le sang des compartiments du coeur

d’une maniére efficace(’).

1-2-1-2 Propriétés biophysiques

Le courant Iy, de différentes espéces, notamment du rat(6), du chat(7), de
’homme(®), du chien(®), et de la souris('®), a été étudié et ses cinétiques de bases
semblent étre trés semblables. Les relations courant-voltage (I-V) atteignent leur
sommet entre -40 et -30 mV. La cinétique d’activation du I, est voltage dépendante.
Cette activation est aussi dépendante de la température puisqu’a 12 °C le courant prend
1.4 ms avant d’atteindre le sommet, tandis qu’a 22 °C cette valeur est réduite par
80%('"). La cinétique de dégradation du courant suit une fonction biexponentielle(®), la
constante de temps lente contribuant jusqu’a 20% de cette dégradation.

L’étude de la dépendance en voltage du « gating » et des propriétés cinétiques a
montré que les canaux sodiques cyclent entre trois états conformationnels : 1’état fermé,

I’état ouvert, et 1’¢état inactivé. Ces trois conformations sont, non seulement, importantes
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physiologiquement mais sont aussi importantes pour les interactions entre ces canaux et
les agents antiarythmiques. Comparés aux canaux sodiques du systéme nerveux, ceux du
systéme cardiaque sont cinétiquement plus lents; sont résistants a la tétrodotoxine (TTX)
et 2 la saxitoxine (STX) (dans le systéme cardiaque les canaux sodiques sont bloqués par
des concentrations dans les micromolaires tandis que dans le systeme nerveux ils sont
bloqués au nanomolaires)(‘%); sont sensibles au bloc d’ions divalents tels que le Cd** et le

Zn**; et sont plus sensibles aux anesthésiques locales tel que la lidocaine.

1-2-1-3 Propriétés pharmacologiques de Iy,

Le courant sodique (In,) cardiaque est encodé par Na,1.5('?). Les courants Na"
cardiaques sont la cible principale de la classe I des antiarythmiques tels que la
quinidine, la procainamide, la flécainide et la disopyramide. Les bloqueurs de canaux
sodiques réduisent ’ectopie auriculaire et ventriculaire en réduisant 1’excitabilité
cardiaque et sont efficaces dans le traitement de la fibrillation auriculaire par des
mécanismes incompris a ce jour(M). L’étude CAST (Cardiac Arrhythmia Suppression
Trial) a démontrée que le bloc de canaux sodiques en association avec la suppression de
la formation de complexes ectopiques, augmentait la mortalité subite dans une

population de patients ayant une maladie coronarienne( Ces effets sont dus a

1516y
|’action proarythmique provoquée par la suppression de ’excitabilité et le ralentissement
de la conduction dans le tissu myocardique ischémique('’). Suite & I’expérience de
CAST, 'usage('®'") et le développement de nouveaux bloqueurs de canaux Na* ont

diminué. Il reste encore a voir si ce sera possible de créer de nouveaux agents

antiarythmiques avec des propriétés de bloc du courant sodique incluant une réduction
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(ou I’absence) du risque proarythmique. Par contre, une stratégie utilisant des nouveaux
agents de la famille des arylpipérazines (notamment RSD 992 et RSD 1000('®)) pour
cibler les canaux sodiques situés dans des régions arythmiques atteintes d’ischémie a des
rythmes cardiaques pathologiques semble étre sélective contre les arythmies induites par
I’ischémie puisque ces agents ont des pK, qui se rapprochent du pH caractéristique du
tissu ischémique. Le RSDI1000 fut synthétis¢é afin d’étre sélectif au myocarde
ischémique en minimisant la concentration de 1’espéce cationique dans le tissu non
ischémique et, possiblement dans les tissus extra cardiaques. Ceci fut accomplit en
minimisant le degré d’ionisation a des pH physiologiques relativement aux niveaux
élevés de [H'] extracellulaire durant I’ischémie aigué du myocardique. Le RSD1000
contient un groupe N-morpholin qui contribue au pK, de 6.1. En milieu acide de pH
~6.4, la majorité du RSD1000 est dans un état ionisé, tandis qu’en milieu de pH 7.3, soit
neutre, cette valeur tombe a 5% de la valeur totale de RSD1000. Donc durant une
ischémie aigué du tissu du myocarde, ceci devrait emmener a une augmentation locale de

la concentration de I’espéce protonéisée du RSD1000.

1-2-2 Le courant calcique (Ic,)

1-2-2-1 Role physiologique

Les canaux calciques Ca®* jouent un réle important dans la dépolarisation des
pacemakers, le support de la conduction via le nceud auriculo-ventriculaire et le
maintient du plateau durant le potentiel d’action. Les canaux Ca®* sont responsables de

la morphologie du potentiel d’action et de ’excitabilité cellulaire. I, déclenche et



P

28

contrdle les processus régulateurs de la relache de Ca®" du réticulum endoplasmique qui
est impliqué dans le couplage excitation-contraction du myocarde(lg). De plus, ’entrée
de Ca?* via les canaux calciques traduit les signaux électriques en des événements

biochimiques et mécaniques primordiaux.

1-2-2-2 Les canaux Ca’ de type T et L

Les cellules cardiaques contiennent au moins quatre types de canaux calciques,
deux d’entre eux sont exprimés a la membrane(zom), les deux autres, notamment le canal
de rtelache de Ca®* et le récepteur IP; sont exprimés dans des membranes internes
responsables de la relache de Ca®" intracellulaire(**). Les canaux calciques de type L,
Icar (pour large ou longue durée) se trouvent dans toutes les cellules cardiaques et sont
responsables du courant entrant lent. Les canaux de type T (pour tiny ou transitoire)
semblent exister dans plusieurs types de cellules mammiféres cardiaques mais sont plus
importants chez le rat et le chat(**?*), les cellules du nceud sinusal du lapin(®®), et les
cellules de Purkinje canines(*®). Les propriétés de ces canaux de plus que leur
distribution ont menés a ’hypothése que les canaux Ca®* de type T jouent un role dans

I’activité pacemaker(****?).

Des résultats ont montré que ’entrée de Ca** via les
canaux Ca®" type T pourrait induire la contraction du muscle cardiaque par contre avec
une cinétique plus lente que celles observée quand le Ca®* entre via les canaux type LY.
11 a aussi été suggéré que le Ca®" entrant via les canaux type T pourrait déclencher la

relache de Ca®*(*®). 1l existe une différence importante entre les deux types de canaux

Ca®* exprimés a la membrane plasmique, et celle-ci est évidente dans la structure de la
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partie extérieur du pore des canaux, puisque les canaux de type T ne lient pas les

dihydopyridines.

1-2-2-3 Propriétés biophysiques

Les relations courant voltage ont une forme de cloche pour les canaux Ca** de
type T et L. Le potentiel de sommet du type L est entre -10 et +20 mV. Le canal de type
T atteint son sommet & approximativement 30 mV plus négatif que les canaux type
L(*?%7%), La densité du courant type T est approximativement un tiers & une demie de
celle du courant de type LY.

La dépendance en voltage de I’activation et I’inactivation des canaux Ca’" de
type L est trés semblable entre différentes espéces(zo). Le voltage auquel la moitié des
canaux de type L sont activés (Vi) est & peu prés -10 mV et son facteur de pente (k) -6
mV, tandis que le V;; est de -30 mV et le k de 6 mV pour I’inactivation. Ceci est trés
différent des valeurs pour les canaux Ca** de type T, puisque le Vy;; d’activation est
généralement 20 4 40 mV plus négatif et pour I’inactivation il est approximativement -70
mV avecun kde 4 a 6 mV.

L’inactivation de I, serait dépendante du temps. La décadence du courant Ca**
de type L proche du voltage maximal a été approximée avec des courbes mono- et bi-

32;33
)

exponentielles( , et une composante ultra-lente fut observée dans le tissu

cardiaque(34) et les myocytes isolés(**?%). En général, la dépendance des constantes
d’inactivation de Ic,. sur le voltage a un profile en forme de « U » avec son apex proche

du voltage maximal(’ 3,
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L’inactivation de Ic, est aussi médiée par la concentration intracellulaire de Ca*
(Ca®"). Le phénomeéne de I’inactivation induite par le Ca>* fut découvert dans plusieurs
types de cellules(*®) suite 4 sa découverte dans les Paramécies en 1980(°%). Dans le tissu
cardiaque mammifere 1’inactivation de Ica est dictée par les mécanismes de dépendance
sur le temps et le Ca2*(*®). Dans I’oreillette humaine, I’inactivation médiée par le Ca?®*
est plus importante que la composante dépendante du voltage(4°). A des potentiels
correspondants au plateau (0 & +20 mV), la composante Ca**-dépendante est responsable
pour approximativement 60% de I’inactivation totale durant des pulses de longueur du
potentiel d’action(*®). Le domaine moléculaire responsable de I’inactivation Ca®'-
dépendante est sans doute la région « EF » caractérisée par le motif hélice-boucle-hélice,
pouvant lier le Ca**, a proximité de ’entrée de la voie de conduction du canal(*").
Contrairement & Iy, I’inactivation du canal de type T ne differe pas dépendant de
I’espéce d’ion portant la charge, ce qui suggere que ce dernier n’est pas inactivé par le

Cai2+(4l)-

1-2-3 Le courant activé par I’hyperpolarisation (Iy)

Décrit en 1976 dans le noeud sinusal du lapin(*?), I est présent dans les cellules
de Purkinje(*), de loreillette(**), du nceud auriculo-ventriculaire(**%), et
ventriculaires(*’). Le courant I est non-sélectif et conduit par les ions Na" et K. De
plus, il peut étre bloqué par des ions de Cs". Iy est normalement activé par
I’hyperpolarisation a des potentiels en dessous de -35 a -40 mV dans le nceud sinusal(®),
approximativement -85 mV dans les myocytes de Purkinje, et -120 mV dans les

myocytes ventriculaires adultes. Puisque le potentiel de réversion de Iy est aux environs
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de -20 mV, le courant est dirigé vers I’intérieur de la cellule & des potentiels diastoliques
et donc il exerce un effet dépolarisant dans les cellules pacemakers suite & la
repolarisation du potentiel d’action. II joue aussi un role important dans la modulation
du rythme cardiaque en réponse aux transmetteurs du systéme nerveux autonome(*®).
Plusicurs études montrent que le courant Ir est un contribuant important a I’activite
pacemaker du ceeur intact(*?), et bien que les propriétés de I; soient bien congues pour la
génération de I’activité pacemaker, la question se pose : existerait-t-il d’autres courants

pacemaker?(5 0)

1-2-3-1 Base moléculaire

Les déterminants moléculaires de I; furent élucidés en 1997 dans le cerveau de
souris adultes(’'*). Les courants pacemaker sont formés de membres de la famille
(HCN) de protéines activée par I'hyperpolarisation et peuvent interagir avec les
nucléotides cycliques. Le tissu cardiaque exprime HCN1, HCN2 et HCN4(**),
Aucune des sous unités n’est capable de reproduire le courant Ir endogene a elle seule. 11
a 6té décrit que I’hétéromérisation de HCN1 avec HCN2(*") et avec HCN4(**) produit un
courant ayant des caractéristiques (cinétiques d’activation et sensibilité¢ a I’AMPc) plus
semblables au courant I; endogéne que celui produit par I’homomérisation de chacune

des sous unités.
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1-3 Les courants repolarisants

Une des caractéristiques clé de I’activité électrique dans toutes les régions du
ceeur est celle de la repolarisation lente du potentiel d’action. La durée du potentiel
d’action nerveux et du muscle squelettique est typiquement 2 a 10 ms et est relativement
indépendante de la fréquence de stimulation. Tandis que dans le coeur mammifere, la
durée du potentiel d’action peut varier entre 200 a 500 ms(’®). La longueur
caractéristique du potentiel d’action est majoritairement déterminée par les courants

repolarisants.

1-3-1 Les canaux potassiques

L’attention portée aux canaux potassiques est largement due a leur importance
fondamentale dans I’initiation et la modulation de la repolarisation du potentiel d’action,
en agissant en tant que substrats pour le contrble neuromodulateur de la fonction
cardiaque et aussi en servant de cible pour les agents antiarythmiques. Les canaux
potassiques représentent la classe la plus diversifiée de tous les canaux du cceur. Ces
canaux peuvent &tre classifiés dans quatre familles en se basant sur leurs propriétes
fonctionnelles et biophysiques : (i) Les courants potassiques transitoire ou de type A; tel
que I, (ii) les courants a rectification retardée; notamment Iy, et I, (iii) les courants a
activation ultrarapide a rectification retardee; IKur(Sg), (iv) les courants entrants a

rectification incluant; Ix;, Ixach €t IxkaTp.
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1-3-1-1 Le courant K transitoire sortant (Ito)

Le courant transitoire sortant I, s’active et s’inactive rapidement en réponse a la

4,60
).

dépolarisation du myocarde ( Des études ont démontré que I, était la somme

résultante de Io; et de . La premiére composante a été identifiée comme étant le

61-63

courant potassique 4-AP sensible(" "), calcium indépendant, et la deuxieéme le courant

chlorique activé par le calcium mais 4-AP insensible(**%).

Iio1 (simplement I, pour
raison de clarté) a été caractérisé dans les cellules du ventricule cardiaque chez le chat

(®®), 1e chien (%), la souris (*®), le rat (**"°) et chez ’homme ("'"*). De plus, il e été

trouvé dans les oreillettes de chien (7°), de rat (%™, de souris ("*") et chez I’homme

71;80-82
( )-

1-3-1-1-1 Role physiologique

Ii, est responsable de la repolarisation initiale (phase 1) du potentiel d’action et
détermine la hauteur du plateau du potentiel d’action, ainsi, influengant 1’activation
d’autres courants qui contrdlent la repolarisation, plus spécifiquement le courant calcique
de type L (Icar) et les courants retardés a rectification (Ix). Ce phénomeéne provoque
I’effet « spike » et « dome », qui est attribué aux cinétiques rapides de I’activation et

I’inactivation(®***

), dans le potentiel d’action observé (figure 1) dans les cellules de
I’épicarde et du mi-myocarde mais non de ’endocarde du ventricule(*’). Des différences
régionales dans la morphologie du potentiel d’action sont en partie dues a 1’hétérogénéité
de Im(85 '87). Une diminution de I, doit contribuer au prolongement de la durée du

potentiel d’action durant la défaillance cardiaque(***).
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1-3-1-1-2 Différences régionales

11 existe des différences significatives dans la densité et les cinétiques de I, dans
différentes espéces et régions du cceur de la méme espéce. Chez I’homme, le lapin et le
rat, la densité de I, est plus élevée dans loreillette que dans les myocytes du

ventricule(”;83 9091

). Tandis que chez la souris, par exemple, la tendance est justement le
contraire(’®). Dans le ventricule canin, la densité de I, a été reportée comme étant plus
haute dans les cellules de 1’épicarde et du mi-myocarde du coté droit que du coté

92,93

gauche("“""). L’hétérogénéité transmurale de la densité de I, a été démontrée comme

étant la cause de la différence transmurale de la morphologie du potentiel d’action dans

8587y et le ventricule droit humain(®®). 1l y a aussi plusieurs

le ventricule gauche du chien(
études qui ont montré que I, dans les myocytes de ’épicarde a une densité maximale
plus élevée et une cinétique de rétablissement plus rapide que dans les myocytes de
I’endocarde ventriculaire gauche chez ’homme("%**) et le chien(*”*®). La composante

rapide de I, a une plus basse densité de courant dans le ventricule droit du coté septal

que du coté de la paroi libre(").

1-3-1-1-3 Composantes de I,

Deux composantes biophysiques de I, ont été identifiées : la composante rapide
(Lo) et 1a lente (TIio,)®¥7°°%®). Les propriétés de la composante rapide suggerent que
celle-ci est composée des sous unités Kv4.2 et Kv4.3("). La composante lente a elle
aussi été caractérisée (différenciée par son rétablissement de I’inactivation 20 fois plus

83;97;100

lent que celui de I, ) dans I’oreillette du lapin ( ) et le ventricule de souris (*®).
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Les taux d’inactivation et de rétablissement de I, sont significativement plus lents dans
les cellules isolées de I’endocarde a comparer a celle de 1’épicarde, ce qui suggere que la
base moléculaire qui encode ces deux canaux sont des entités distinctes (*°).
Brahmajothi et ses collaborateurs ont démontré que chez le furet les sous unités Kv4.2 et
Kv4.3 étaient majoritairement exprimés dans les myocytes de prélevés de I’épicarde du
ventricule gauche que dans les cellules de ’endocarde et la sous unité Kvl.4 était
principalement exprimée dans les cellules de I’endocarde(’®). Cette hétérogénéité
d’expression n’est surtout pas mutuellement exclusive, les composantes rapides et lentes
sont retrouvés dans plusieurs espéces et dans les mémes régions tissulaires, c’est leur

importance relative qui donne & une région quelconque ses propriétés caractéristiques(4).

1-3-1-1-4 Bases moléculaires de Iy,

11 a été décrit que les sous unités Kv4.2 et Kv4.3 encodent la composante rapide
Lo, tandis que la composante lente I, est encodée par Kvl.4 (4). Ces deux especes
different dans leurs cinétiques d’inactivation. La sous unite Kv4.3 a été déterminé
comme étant la base moléculaire du courant transitoire sortant dans le ventricule humain
(719, et du chien ('®%). Ces sous unités sont exprimeés a des niveaux variables dans le
myocarde(m3 ). La quantité d’ ARNm de Kv4.3 diminue durant la défaillance cardiaque et
cette réduction est associée 2 la réduction de la densité du courant I,o, indiquant que la
régulation en baisse de ce courant se fait, au moins en partie, durant la transcription
(¥1051%% " par contre, la sous unité Kv1.4 représente Lo de I’endocarde humain (*7).
L’expression, dans un systéme hétérologue d’expression, de Kv4.3, Kv1.4 ou des deux

ensemble ne reproduit pas les propriétés observées du courant I, endogene (KO0,
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Quand la sous unité 3, KChIP2 est coexprimée avec Kv4.3, elle augmente la densité du
canal 2 la surface de la membrane et, par conséquent, I’amplitude du courant I, ralentie
Iinactivation, accélére le recouvrement post-inactivation, et déplace la courbe de
I’inactivation a 50% (V15 de I’inactivation) & des potentiels plus positifs (' 196 Ainsi,
les caractéristiques de Kv4.2/KChIP2 ressemblent de plus prés celles de I,. Dans le
ventricule humain, ’ARNm de KChIP2 est 25 fois plus abondant dans I’épicarde que
dans ’endocarde et ceci mime le gradient d’expression, tandis que I’ARNm de Kv4.3 est
exprimé a des niveaux équivalents a travers le ventricule. Donc la régulation
transcriptionnelle du géne KChIP2 est la déterminante primaire de I’expression de Il
dans le ventricule (‘). Dans les fibres de Purkinje humaines, la sous unité responsable
de P’expression du courant I, est Kv3.4, puisque lorsque exprimé dans des systémes
d’expression, les propriétés de cette sous unité sont plus semblables a celles de Iy

endogene des cellules des fibres de Purkiny e('%® 1,

1-3-1-1-5 Propriétés biophysiques

L’enregistrement macroscopique de I, démontre que sa relation courant-voltage
est linéaire. La conductance du canal unitaire dans les myocytes de Ioreillette et du
ventricule varie de 4 a 20 pS quand la concentration de potassium externe ([K'To) est de
5.4 mM(*%'3), et de 20 pS dans une solution de 75 mM [K']o dans les fibres de
Purkinje de mouton(**'"%).

L’activation de I, est un processus relativement rapide, dépendant du voltage.
Les constantes de temps d’activation maximale sont de I’ordre de millisecondes, celles-ci

semblent étre sensible au voltage et diminuent avec 1’augmentation de la dépolarisation.
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Le seuil d’activation varie entre -40 et 0 mV, et le Vi, varie entre -12 et +22
mv(sz;loo;ns;ns).

Plusieurs études décrivent la dépendance en voltage de I’inactivation a 1’équilibre
de I, par une courbe Boltzmann. Le Vi, de I’inactivation varie entre -85 et -14
mV(*'""). Le seuil d’inactivation a été décrit dans la littérature et plusieurs différences

61;100
)

en ressortent(''®). La progression de I’inactivation de L, a été décrite( par une

fonction monoexponentielle dans le ventricule de 1’homme(’) et par une biexponentielle

83;100
).

dans le cceur de lapin( Les constantes d’inactivation de la phase rapide sont

généralement dans 1’ordre de dizaines de millisecondes & une température de 37°C,
tandis que les constantes de temps de la composante lente sont de ’ordre de centaines de
millisecondes(*'®).

La plus grande variabilit¢ dans le gating de I, est dans les cinétiques de
réactivation. Le rétablissement de I, suivant son inactivation a été décrit comme étant

100

un processus mono- et bi-exponentiel("). Des études antérieures ont démontré que cette

cinétique peut varier de rapide (ordre de 10-100 ms) dans le ventricule de rat, et le

ventricule et oreillette de I’homme(’*%%'"

), 4 lent (ordre de centaines de millisecondes
allant jusqu’a 1 seconde) dans Doreillette de lapin, et dans le ventricule de lapin et de
chien(®**>'%). Drautres études ont montré des différences régionales dans les cinétiques

de myocytes ventriculaires de différentes régions du cceur.  Ceci serait du a

I’hétérogénéité de I, a travers le coeur (voir plus haut).
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1-3-1-1-6 Propriétés pharmacologiques de I,

Deux syndromes congénitaux de la mort subite cardiaque : le syndrome du long
QT (LQTS) et le syndrome de Brugada ont différentes étiologies, par contre, des
arythmies mortelles observées dans ces deux syndromes pourraient naitre due a
I’amplification des hétérogénéités électriques intrinséques(''?). Ces mémes mécanismes
seraient responsables des arythmies dans une variété d’autres cardiopathologies allant de
I’hypertrophie et I’insuffisance cardiaque (inculquant des mécanismes reliés au LQTS) a
I’ischémie et I’infarctus (mécanismes reliés au syndrome de Brugada)(''®). I, n’est pas
considérée comme une cible stratégique pour la découverte de nouveaux agents
antiarythmiques. Par contre, plusieurs agents antiarythmiques ont des effets sur I, et ces

effets varient dépendant du tissu ou de la région cardiaque étudiée.

1-3-1-2 Le courant sortant retardé a rectification (Ix)

Noble et Tsien ont décrit le courant retardé a rectification('?%). Dans les fibres de
Purkinje, les courants sortants dépendants du temps sont activés au cours du plateau du
potentiel d’action. Le terme « courant retardé » est né du fait que les conductances de
ces canaux s’activent lentement et avec un bref délai comparé a ’activation rapide des

+ + . L r vy . . -
courants Na® et Ca™. Depuis, des courants Iy ont été caractérisés chez le chien(">'*'"'2)

2

le chat (*2*), le rat (**), Ie lapin(**"'?"), la souris (°®7%'2813%) et chez I’homme ("*'"'*4).
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1-3-1-2-1 Réle physiologique

Ix contribue & la phase 3 du potentiel d’action des myocytes auriculaires, et
ventriculaires et des fibres de Purkinje. On croit aussi qu’il pourrait moduler I’activité
pacemaker par son déclin de conductance a des voltages diastoliques(135"4°). La
distribution hétérogeéne de Ixs (composante lente; voir plus bas) dans différentes régions

du cceur pourrait contribuer a I’hétérogénéité de la morphologie du potentiel

122

d’action('*%). 1l a été démontré, que les syndromes de long QT acquis et congénitaux

.y . . 4
sont associés avec une diminution de Ik, ou IKS(’ l).

1-3-1-2-2 Les composantes de Ik

Deux composantes ont été élucidées, en se basant sur les différences entre leur
cinétique d’activation, leur dépendance sur le voltage et leur propriété de rectification
(120;142), comme composantes principales du courant Ix. Au début de années 1990, une

étude a démontré qu’une composante était sensible a E-4031 et s’active rapidement, et

143;144

I’autre était insensible a E-4031 et s’active plus lentement( ). Ik peut étre disséqué

en deux composantes : Ik rapide (Ikr), l€ Ikgsiow (Iks:lent). On les distingue par leurs

différences pharmacologiques et électrophysiologiques (***).

1-3-1-2-2-1 La composante rapide (Ik,)

Ik, s’active et s’inactive rapidement, a des potentiels plus négatifs que Igs et

145

posséde une rectification vers 'intérieur trés marquée (" ). Cette rectification joue un
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rdle important durant la repolarisation du potentiel d’action ot il devient inactive (ouvert
mais non conduisant). Lorsque la membrane revient & des voltages plus négatifs, ce
canal fait la transition rapide de son état inactivé a son état ouvert et conduit plus de

courant ce qui fait repolariser la cellule encore plus rapidement (5.

1-3-1-2-2-1-1 Base moléculaire

Le courant Iy, est formé par la sous unité o HERG (human ether-a-go-go related
gene) qui est encodée par KCNH2('*").  Par contre Ik, et HERG different
remarquablement I’un de I’autre quand ces sous unités sont introduites dans un systeme
hétérologue d’expression(”s”w). La sous unité 8 nommé MiRP1 (encodée par KCNE2),
agit comme modulateur de plusieurs aspect du courant Ik, notamment : son gating, sa
régulation par la concentration externe d’ions K* et la conductance en canal unitaire (13
ag pS)(M&Mg), quand ces deux protéines sont exprimés dans des systémes hétérologues
d’expression tels que les ovocytes de Xénopes, les cellules mammiféres dites COS et
HEK (**%). Cette hétéromérisation a tendance & déplacer la courbe d’activation de HERG
vers des potentiels plus positifs et accélérer le taux de désactivation ainsi que médier
effet direct de stimulation par I’AMPc sur les canaux HERG/KCNEZ2. L’interaction
entre HERG et une deuxiéme sous unité 8 nommée minK (encodée par KCNE!) a eté
décrite comme augmentant I’amplitude du courant HERG dans des cellules
HEK293(**"). La contribution hétérogéne de Iy, 2 la repolarisation du potentiel d’action

152;153

peut étre importante pour la fonction normale du coeur ( ), par contre, des

changements hétérogénes a ce courant dans des conditions pathologiques peuvent
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accentuer la dispersion de la repolarisation et la période réfractaire dans le cceur, menant

4 la proarythmie (‘**'%).

1-3-1-2-2-1-2 Propriétés pharmacologiques de I,

I, est sélectivement bloqué par la dofétilide (**%), le E-4031, le sotalol et le
lanthanum (143;144). Les méthanosulfanilides bloquent I, du coté intracellulaire de la
membrane (7). Ce bloc se produit primordialement dans la configuration ouverte du
canal (**®). La dissociation entre la drogue et le canal se produit d’une manicre lente et

156

est généralement incompléte & des potentiels négatifs (). Ce phénomeéne meéne a une

occlusion du site de liaison pour la drogue et empéche la liaison d’autres molécules de la

drogue au pore (‘*'%).

Le bloc de HERG (I’isoforme humaine) differe
remarquablement comparé au bloc d’autres canaux potassiques voltage dépendants (Kv),
puisque ceux-ci ne partagent pas un large vestibule unique au HERG. Mitcheson et
collaborateurs ont montré que des séquences spécifiques dans le domaine
transmembranaire S6 et ’hélice du pore de HERG sont responsables pour son bloc
particulier, avec deux résidus aromatiques formant des points de contact pour les
bloqueurs liant la voie de conduction (**"). La plupart des agents antiarythmiques de
classe III présentement disponibles sont des inhibiteurs de Ik et sont associés a un
potentiel dangereux de syndrome QT long et une proarythmie manifestée en forme de
torsades de pointes (TdP) (*%?), qui peut mener 2 la fibrillation ventriculaire et & la mort
subite. Typiquement, les inhibiteurs de Ik, prolongent la durée du potentiel d’action a

163-167

des taux de stimulation plus lent ( ), un phénomeéne appelé dépendance inverse a

I’usage (reverse use dependence). Cette propriété minimise efficacité de ces drogues a
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des taux de stimulation rapides observés durant les arythmies, et puis, effectivement,
réduit I’habilité de ces drogues i mettre un terme aux tachyarythmies telle que la
fibrillation auriculaire (‘®®). Mais leurs effets promoteurs de TdP et de la mort subite
sont les raisons principales pour laquelle on ne se fit plus au bloc de HERG comme

mécanisme viable pour contrer la fibrillation.

1-3-1-2-2-2 La composante lente (Ik)

1-3-1-2-2-2-1 Base moléculaire et role physiologique

La composante lente du courant sortant retardé a rectification (Iks) est encodée

par les produits de KCNQI et de la sous unité auxiliaire KCNE! notamment KvLQT!1 et

minK, respectivement ('**'7%). Iy s’active & des potentiels plus positifs que Ik (143149,

171

Ixs joue un rble important dans la repolarisation ventriculaire (") et joue un r6le restreint

171
).

dans la fonction de I’oreillette et le nceud sinusal( La hauteur du plateau

ventriculaire du potentiel d’action résulterait en plus de I’activation de Ixs. Igs semble
&tre particuliérement important comme composante de réserve de repolarisation, quand
le courant sortant est réduit ou quand il y a augmentation du courant entrant, par exemple

lors du bloc de Ik, et de stimulation ‘B-adré:nergique(m;]73

). Iks pourrait étre une cible
intéressante pour des agents antiarythmiques, par contre son étude est rendue difficile

puisqu’elle est limitée par les manques de bloqueurs spécifiques.
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1-3-1-2-2-2-2 Pharmacologie de Ik,

Le dérivé du chromanol 293B bloc les courants exprimés par minK et non pas
ceux exprimés par HERG dans le systéme d’ovocytes de Xénopes. Dans les myocytes
ventriculaires de cochon d’Inde, le bloc d’Ixs avec le chromanol 293B prolonge la duree
du potentiel d’action d’une maniére indépendante de la fréquence, par contre dans les
myocytes ventriculaires de lapin, le bloc de Ixs se produit d’une maniére inversement
dépendante a la fréquence comme se fait le bloc de Ik, dans les deux especes (174173,
Chez le cobaye la haute densité de Ikxs en combinaison avec les cinétiques de
désactivation lentes permettent I’accumulation de Ixs & des rythmes cardiaques éleves
due au fait que le temps ne permet pas la désactivation compléte durant la période
diastolique (*"®). Cette observation a mené a la notion que la prolongation de la durée du
PA par des bloqueurs de Ig; pourrait étre importante non seulement dans la repolarisation

ventriculaire mais aussi dans la fonction du pacemaker ('"9.

Les résultats dans la
littérature se contredisent, puisque des résultats obtenus avec des bloqueurs de Iks
chromanol 293B ou L-735,821 donnent des prolongations variables du potentiel d’action
('™). Cette contradiction pourrait étre due aux différences régionales et entre différentes
espéces de I’expression de Iks.

Les cinétiques lentes de ce courant sont une raison pour laquelle son bloc pourrait
augmenter le risque des arythmies long QT acquises. Tandis qu’il pourrait y avoir des
formes d’arythmies particuliérement dépendantes de I’activation de Iks, notamment; la

forme familiale de la fibrillation auriculaire (‘’®), pour laquelle le bloc de Ixs pourrait &tre

trés utile.
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Une série de bloqueurs trés puissants et sélectifs de Igs les 3-acylamino-1,4
benzodiazépines, préviennent la fibrillation ventriculaire dans les modéles canins
d’infarctus myocardiques, causant un léger prolongement du segment QT et une
diminution de la dispersion réfractaire, un facteur de risque pour I’induction de
I’arythmie (‘™). L’azimilide bloque I, et Iks (%), et maintient I’effet classe III & des
taux de stimulation élevés ('*'). L’azimilide, ou d’autres agents comme ce dernier qui
ont une composante de bloc de Igs, pourraient prouver étre des antiarythmiques
intéressants avec une bonne mesure de sécurité, par contre ceci nécessite encore des

études cliniques plus approfondies.

1-3-1-2-3 Propriétés biophysiques

Les deux composants de Ix sont dépendants du voltage et du temps, de plus ils
sont trés sélectifs aux ions K*. Par contre ils different remarquablement 1’un de I’autre
dans certains aspects :

Premiérement, la relation courant-voltage de Igxs est linéaire, tandis que celle de Ik,
démontre une rectification entrante marquée, avec des courants maximaux atteints aux
environs de 0 mV, et une diminution de courant a des potentiels plus positifs(”“”143 144,
Deuxieémement, le seuil d’activation de Ik, est -40 mV, qui équivaut & un niveau 20 mV
plus négatif que celui de Ix(?*'*¥'**). De plus le Vi, et le facteur de la pente (k) de
’activation sont -14 mV et 6.5 mV pour Ix, et +19.9 mV et 12.7 mV pour Is,

respectivement, dans I’oreillette humaine('**).

Ces valeurs sont semblables a celles
observées dans le ventricule canin et humain. Leurs dépendances en voltage réagissent

différemment en réponse a une diminution de la concentration externe de Ca’*; la courbe
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d’activation de Ig, devient plus négative, tandis que celle de Iks est observée a des
potentiels plus positifs('*?). L’amplitude du courant I, est augmentée en absence de K*

183

extracellulaire, tandis que ’effet contraire est observé pour Ig( ). Leurs empreintes

digitales déterminées par leur conductance en patch «canal-unitaire » sont
d’approximativement 10-13 pS pour Ik, et d’environ 3-5 pS pour T 12612718418y

Les cinétiques d’activation et d’inactivation de Ik et Ixs peuvent étre décrites par
des fonctions monoexponentielles avec des constantes de temps allant de 20 a 200 ms
pour Pactivation (+20 mV a -30 mV) et la désactivation (-70 mV a -20 mV), dans le
cochon d’Inde(***'*). L’activation de Ixs est beaucoup plus lente que celle de I,. Dans
I’oreillette de I’homme, 1’activation de Ix peut étre décrite par une biexponentielle, tandis
que I’activation de chacune des composantes est décrite par des monoexponentielles avec
des constantes de temps allant de 100 ms a 400 ms de 0 & +60 mV pour Ik et de 600 ms

2 1100 ms pour Ix("**).

1-3-1-2-4 Différences régionales

Les densités de Ik, et de Igs varient énormément entre espéces, types cellulaires
du myocarde et régions du cceur. Dans certaines préparations de quelques espéces il

n’existe qu’une seule composante de Ix('2%'**'%),

Les densités de Ik, et Ixs sont
approximativement 2 fois plus hautes dans les myocytes de I’oreillette que dans ceux du

ventricule du cochon d’Inde(***'*"). La densité de Ik, chez le chien, dans les régions de

I’épicarde et de I’endocarde est plus haute que dans les cellules du mi-myocarde('*%).
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1-3-1-3 Le courant sortant ultra rapide retardé a rectification (Ix,,)

1-3-1-3-1 Role physiologique et base moléculaire

Le courant ultra rapide retardé a rectification est formé par une variété de sous
unités. Une variété d’ADNc ont été clonés qui encodent des sous unités de canaux
potassiques portant le courant Ix, quand ils sont exprimés dans des systémes
hétérologues. Ceux-ci incluent les clones reliés a la famille Shaker notamment, Kv1.2,

1.5, 2.1, et 3.1. Dans ’oreillette humaine il est composé primordialement par des sous

123

unités de Kv1.5 (**"), tandis que chez le chien par des sous unités de Kv3.1('>), par

192

contre I’importance de ces résultats est présentement controversé (7). Des expériences

ont été faites utilisant un oligonucléotide antisens dirigé contre Kv1.5, celles-ci ont

montré que la densité de I, était spécifiquement inhibée dans des myocytes auriculaires

59,116

humains( ). De plus, les sous unités Kv1.5 s’assemblent avec des sous unités Kv31.2

pour former Ik, dans ’oreillette humaine(m).

1-3-1-3-2 Propriété biophysiques

Ixyr est activé durant le plateau du potentiel d’action et doit jouer un rdle

116

important dans la repolarisation auriculaire (' °). Ce courant a un profile d’activation de

1165123
)

deux ordres de magnitude plus rapide que Ik;, avec une inactivation trés lente ( , et

pourrait &tre une cible intéressante dans la thérapie de la fibrillation auriculaire due a sa

distribution presque exclusive dans I’oreillette (> %1321,
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La conductance du canal unitaire de Ik, est approximativement 14 pS(*™) et
démontre une rectification entrante & des potentiels plus éleves que +30 mV.
I’inactivation se produit d’une maniére trés lente et n’est pas observée dans des
conditions physiologiques, de plus, le recouvrement post-inactivation se produit lui aussi
trés lentement mettant en évidence une dépendance, de ce canal, sur la fréquence(

195
)

1-3-1-3-2 Propriétés pharmacologiques de I,

La maniére la plus claire de distinguer les différentes sous unités est leur profile
pharmacologique et en particulier leur sensibilité aux bloqueurs de canaux potassiques
tels que le 4-aminopyridine (4-AP), tétraéthylamonium (TEA), la dendrotoxine (DTX) et
la charibdotoxine (CTX). Tous ces clones sont sensible au 4-AP mais different dans leur
sensibilité ; telle que la sous unité Kv3.1 est la plus sensible et la Kv2.1 est la moins
sensible. Les sous unités Kv1.2 et Kv1.5 sont insensibles au TEA tandis que Kv2.1 est
modérément sensible et Kv3.1 est trés sensible au TEA.

Les agents antiarythmiques de classe III, qui ont pour effet principal de prolonger
le potentiel d’action en bloquant les canaux K", sont trés efficaces dans la thérapie de la
fibrillation auriculaire. Le courant Ix, est une cible importante par son expression
exclusive a loreillette. Plusieurs des agents antiarythmiques ont des composantes de
bloc du courant Ixyr (196'199). Par contre ils ont également un effet sur d’autres canaux
exprimés au niveau ventriculaire. Le bloc de ces canaux serait indésirable puisqu’il
pourrait entrainer des risques proarythmiques. Des nouveaux bloqueurs sélectifs pour
Ioreillette, tels que le S1185, S9947 et le S20951 prolongent fortement la période

réfractaire de Ioreillette gauche (*®). Une des limitations de la valeur des bloqueurs de
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Txur €st que cette approche remonte le niveau du plateau du potentiel d’action, un effet
qui augmente Ik, et limite toute prolongation de la durée du potentiel d’action ). Tl a
été suggéré que la forme du potentiel d’action est un déterminant important de I’effet
prolongateur de I’inhibition de Ixur, et la forme courte et triangulaire du potentiel d’action
observée durant la fibrillation auriculaire est particulierement susceptible a la
prolongation par des bloqueurs de Ikur (®*®). Le bloc de ce courant engendre une
prolongation importante du potentiel d’action auriculaire humain(''®), canin('>), et de la
souris(m;lzs). Les propriétés pharmacologiques de Ik, varient entre I’homme et le chien

renforgant I’idée d’une base moléculaire distincte pour chacun des courants.

1-3-1-4 Courant sortant a rectification entrante (Ix;)

Durant le plateau du potentiel d’action cardiaque, la conductance membranaire
totale tombe a des niveaux négligeables. Due & cet état de basse conductance, de
minuscules changements ioniques peuvent avoir des effets profonds sur le déroulement
de la repolarisation. Le mécanisme principal par lequel la conductance membranaire est
réduite quand la cellule est dépolarisée est la dépendance au voltage du courant

potassique de fonds, soit le courant sortant & rectification entrante.

1-3-1-4-1 Réle physiologique

Ix; est essentiel au maintien du potentiel de repos et au contrdle de I’excitabilité

des cellules du myocarde. Ce canal laisse entrer les ions lorsque la cellule est

hyperpolarisée mais empéche leur sortie durant la dépolarisation. Le fait que ce canal
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puisse conduire facilement & des potentiels trés négatifs permet a ce demier de
repolariser (fin de phase 3) la cellule et maintenir le potentiel de repos (phase 4)

facilement sans trop épuiser la cellule durant les dépolarisations du potentiel d’action.

1-3-1-4-2 Base moléculaire

Depuis le clonage du premier Kir2(2°3

) la sous unité Kir2.1 (originalement IRK1)
est considérée comme la sous unité portant le courant Ig; cardiaque, puisque quand
exprimée dans des systtmes hétérologues d’expression, ses propriétés sont tres
semblables a celles du courant endogéne. Par contre, notre connaissance de la base
moléculaire est limitée. Il existe plusieurs conductances associées a Ik, notamment; 9,
21, 35 et 41 pS(2°4). Au niveau de ’ARN messager, Kir2.1 est la sous unité la plus
abondante avec des concentrations, au niveau du ventricule de plus de dix fois celles de
Kir2.2 et 2.3(**). Malgré la détection au niveau cardiaque des sous unités Kir 2.1, 2.2,
2.3 et 2.4, seul Kir 2.1, 2.2 et 2.3 semblent étre exprimées dans les myocytes
cardiaques(2°4;2°6'21°). La sous unité Kir2.1 est plus abondante au niveau du ventricule
comparé a I’oreillette, tandis que le contraire est observé pour la sous unité Kir2.3. Les
conductances en canal unitaire semblent varier durant le développement suggérant des

211,212
)-

changements basés sur le développement( Quatre différentes conductances

unitaires sont discernables dans les cellules de I’oreillette humaine, suggérant une
hétérogénéité moléculaire(**"). Supprimant Kir2.1 4 ’aide d’un oligonucléotide antisens
dirigé contre cette sous unité a démontré qu’il y avait un courant résiduel dans les

myocytes ventriculaires du rat, suggérant d’autres contributeurs a ce courant(2‘3). Dans

des souris manquantes complétement le Kir2.1 au niveau génétique, I, est absent(***).
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Par contre, le « knock out » du Kir2.2 ne réduit le courant Ix; que de 50%(394). Ces
résultats suggerent que la sous unité Kir2.1 est composante de la plupart des canaux I,
dans la souris, tandis que les sous unités Kir2.2 sont moins présents mais tout de méme
important dans la formation de Ix; en formant un hétéromére avec Kir2.1 (Kir2.1-

Kir2.2)(**.

1-3-1-4-3 Propriétés pharmacologiques I,

Le barium (Ba2+) bloque Ix; d’une maniére trés efficace, avec une concentration
inhibitoire (ICsp) de 20 uM(*®). Les bloqueurs de Ix; prolongent la durée du potentiel
d’action de loreillette, du ventricule et du nceud auriculo-ventriculaire, ils sont

également efficaces contre quelques tachycardies ventriculaires réentrantes(*'

). De plus,
les bloqueurs de Ix; induisent une dépolarisation de la membrane, un effet qui ralentit la
vitesse de conduction due & I’inactivation voltage dépendante des canaux Na' et qui
prolonge I’interval QT. Ces deux actions sont proarythmiques. A des taux élevés de
battement de cceur, la concentration K et la densité de Ix, augmentent, ceci produit un

raccourcissement de la durée du potentiel d’action. Dans ces conditions cet effet pourrait

contrebalancer I’efficacité des bloqueurs Ik, de prolonger la durée du potentiel d’action.
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1-4 D’autres courants repolarisants

1-4-1 Le courant potassique activé par I’acétylcholine (Ixacn)

1-4-1-1 Role physiologique

Dans le tissu supraventriculaire, 1’acétylcholine (ACh), relachée durant la

stimulation vagale produit ’activation de ces canaux par leur interaction avec le

215

récepteur muscarinique M2(“°). Cette interaction a pour effet de réduire la fréquence

cardiaque. Cette action est attribuée a 1’habilité¢ de I’ACh d’hyperpolariser la cellule en

ouvrant les canaux potassiques sortant a rectification entrante Ixach.

216

Une activité basale de ce canal a été observée en absence d’agoniste(” ) et il a été

suggéré que Ixacn pourrait agir comme courant sortant de fonds contribuant a la fonction

pacemaker(m).

1-4-1-2 Base moléculaire

Les canaux Ixacn ont été caractérisés dans les cellules sinusales(m) et
o219 . ) ) 220 . 221
auriculaires(“ ") du lapin, chez I’homme et le cochon d’Inde(*”™), le chien(“"), et les

fibres de Purkinje(*2°**%).

La famille de courants sortants a rectification entrante Kir3.x forme le canal

223

Ixkach. Il y en a 5 membres Kir3.1 a 3.5(°”). Le canal Igacy de ’oreillette est formé de

deux sous unités Kir3.1 et deux sous unités Kir3.4(***).
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1-4-2 Le courant sensible 2 ’ATP (Ixatp)

1-4-2-1 Réle physiologique et propriétés biophysiques

Le courant sensible a I’ATP (Ixatp) est un courant a rectification entrante activé

225

quand le niveau d’ATP cytosolique tombe a un niveau critique(“”). Donc des niveaux

physiologiques d’ATP inhibe ce courant. Son rdle est un de protection contre le stress

226

métabolique(“””) en couplant le potentiel membranaire de la cellule a son état

227;228

métabolique( ). Ce canal ne s’ouvre que rarement en conditions physiologiques

d’ATP, par contre, il s’ouvre presque constitutivement durant des périodes de déplétion

des niveaux d’ATP intracellulaire.

La conductance du canal unitaire est de 70 4 90 pS & des potentiels positifs(*>°).

Et donc, la relation courant-voltage de Ixatp démontre une faible rectification a des

potentiels positifs durant son activation, ce qui démontre que le canal persiste durant la

225,229,230

durée du potentiel d’action et donc le long du cycle cardiaque complet( ). llaété

aussi décrit que Ikatp est important dans [Peffet cardioprotecteur contre le

préconditionnement ischémique(**'%).

1-4-2-2 Base moléculaire

Depuis sa premiere description, Ixatp a €té caractérisé dans plusieurs types de

190;220,225;233-235 220 225

cellules notamment; le cochon d’Inde( ), ’homme(“"), le lapin(“**), et le

236;237
).

rat( I a de plus, été trouvé dans les cellules pancréatiques S, le muscle

squelettique, le systéme nerveux et le muscle lisse artériel(*%).
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Ixatp est formé de quatre sous unités Kir6.2 et quatre sous unités nommees
récepteur & la sulfonylurée 2A (SUR2A)(227;228). La sous unité Kir 6.2 confere
Pinhibition par PATP(*®), et la sous unité SUR2A contient le site liant la molécule
ATP(**). Contrairement aux expériences « knock-out » du canal Igach celles sur des
souris « knock-out » manquant la sous unité Kir6.2 n’exprimait plus de courant IxaTe

endogéne(w).



CHAPITRE DEUXIEME

STRUCTURE DES CANAUX VOLTAGE-
DEPENDANTS CARDIAQUES
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2 Structure des canaux voltage dépendants cardiaques

Suite 4 une panoplie d’études, il est clair que les myocytes individuels expriment
une quantité énorme de génes codant des canaux ioniques et que méme dans le coeur
normal, il existe une hétérogénéité des caractéristiques électrophysiologiques importante.
Plus récemment, le clonage de canaux ioniques et la fagon dont leur structure est reliée a
leur fonction nous a aidé 4 mieux comprendre ’origine des rythmes cardiaques normaux
et anormaux et comment mieux entreprendre différentes thérapies utiles au niveau

clinique.

2-1 Le canal sodique (In,)

Les courants sodiques furent enregistrés, en premier lieu, par Hodgkin et

242
).

Huxley( En utilisant la méthode de voltage imposé, ils démontrérent trois

caractéristiques clés des canaux Na': (i) l’activation voltage dépendante, (ii)

242

I’inactivation rapide, (iii) la conductance sélective aux ions Na*(**»). Depuis, des canaux

Na' voltage dépendants ont été clonés d’une variété d’espéces et de tissus et partagent un

degré remarquable d’homologie a I’ADNc original(**

). Dans le cceur humain le gene
codant le canal Na" est le SCN54(**). Quand ces ADNc sont introduits dans des
systémes d’expression hétérologue tels que les ovocytes de Xénopes ou un systeme

mammifere, des courants entrants, possédant des caractéristiques semblables a celles du

courant cardiaque endogéne, sont observés.
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2-1-1 Nomenclature

Les propriétés des canaux sodiques sont relativement semblables entre membre
d’une méme sous famille, ce qui n’est pas le cas pour les canaux potassiques et
calciques. Pour é€liminer toute confusion reliée & leur nomenclature originale, une
nomenclature plus organisée fut entreprise récemment(**’). Celle-ci est basée sur celle
utilisée couramment pour nommer les canaux Kv(**%). Une nomenclature semblable a
également été adoptée pour faire référence aux canaux Ca’" voltage dépendants(z‘”).

Pour les canaux sodiques, dans cetie nomenclature, le nom consiste de 1’ion
principal passant par le canal (Na") avec le régulateur physiologique principal (voltage)
indiqué (Na,). Le chiffre suivant le régulateur principal indique la sous famille du géne
(jusqu’a présent seulement Na, 1), et en suite le chiffre indiquant 1’isoforme spécifique du
canal (e.g., Na,1.5). Ce demnier chiffre indique 1’ordre approximatif de la découverte de
cette isoforme. Dans cette sous famille, neuf sous types ont été identifiés et ils partagent
tous plus de 50% d’homologie dans les domaines transmembranaires et extracellulaires.
La figure 3 démontre la haute homologie partagée par les membres de la sous famille

Na, 1.x.
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Figure 3 : Similarités de la séquence protéique des sous unités Navl.l a Navl.9 des

canaux sodiques voltage dépendants.(248)

2-1-2 Structure de la sous unité o de Iy,

La sous unité a de Iy, consiste de quatre domaines (I-IV), liés ensemble par des

segments intracellulaires. Chacun des domaines contient six hélices

o

transmembranaires (S1-S6) et une boucle qui plonge dans la région transmembranaire

entre les segments S5 et S6 et formant le pore (Figure 4).
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Figure 4 : Structure de la sous unité des canaux sodiques voltage dépendants. Schéma
représentant les quatre domaines liés contenant leurs six segments transmembranaires.

Illustrées aussi sont les sous unités B et les sites de glycosylation et de modulation de ces

canaux.(248)

Le segment S4 dans chacun des quatre domaines contient 5 a 8 résidus chargés
positivement, séparés par des intervals de trois acides aminés. Il est postulé que le
segment S4 agit comme détecteur de voltage et se déplace en réponse a un changement
de potentiel membranaire et donc entrainerait un changement de conformation de la
protéine pour ainsi ouvrir le pore afin qu’elle puisse laisser passer des ions. Ce concept
est supporté par des études utilisant la mutagenése dirigée et I’expression de canaux

mutants dans des systémes hétérologues d’expression (249). La courte boucle
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intracellulaire reliant les domaines III et IV sert de porte d’inactivation, se pliant dans le
canal, bloquant ainsi le pore de intérieur durant une dépolarisation soutenue de la
membrane.

Le pore du canal est formé par la région liant les segments S5 et S6 de chaque
domaine. Les bloqueurs du pore, la tétrodotoxine (TTX) et la saxitoxine, ont menés

directement a la découverte de ce pore et au filtre de sélectivité(>*®

). Des analyses
mutationnelles ont identifié un résidu dans le segment liant S5 et S6 du domaine I
comme étant crucial pour la liaison de ces bloqueurs(25 1. D’autres résidus semblables

ont été trouvés dans des positions analogues des quatre domaines(**?

). Deux anneaux
(un interne et ’autre externe) sont formés par ces résidus. Les anneaux confeérent au
canal sa sensibilité a la TTX et sa perméabilité sélective aux ions sodium. Ceci fut
démontré plus profondément, car lorsque les résidus formant I’anneau interne (DEKA)
furent remplacés par les résidus identifiés dans le filtre de sélectivité des canaux
calciques (EEEE), les canaux Na' devenaient perméables aux ions Ca®*(®).

L’ensemble des canaux sodiques étudiés & ce jour partagent les propriétés de
perméabilité et donc il est suggéré qu’ils ont tous un filtre de sélectivité en commun. Par
contre, 1’affinité de 1a TTX pour le canal sodique cardiaque est réduite de 200 fois suit au
remplacement d’une tyrosine ou une phénylalanine, & une position de deux résidus en
amont du premier résidu de glutamate du pore du domaine I des canaux du cerveau et du

muscle squelettique, a une cystéine dans le canal cardiaque(*****°

). Donc la substitution
d’un seul résidu confére un changement énorme dans la sensibilité de ces canaux aux

bloqueurs du pore.
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2-1-3 Structure de la sous unité 3 de In,

La sous unité o peut par elle-méme produire un canal viable 4 la membrane mais
ces canaux expriment une activation et une inactivation plus lentes qu’observées dans
des cellules isolées. Par contre, deux sous unités auxiliaires 3, qui en elles mémes ne
peuvent pas produire de canal sodique ont été clonés('?). La coexpression de a et 3 dans
des ovocytes de Xénopes produit des changements remarquables au courant,
notamment : une augmentation de I’amplitude, une augmentation du taux d’activation, et
un plus rapide rétablissement de I’inactivation(*"2%®). L’effet de la sous unité 3; est
médié par un plie (ressemblant a celui d’une immunoglobuline) dans son domaine

261-263
)

extracellulaire( Cette sous unités est supposée, d’aprés des études utilisant

différentes chiméres, interagir avec la sous unité « sur une boucle du coté extracellulaire
du segment transmembranaire S6 du domaine TV (365264,

Une propriété surprenante de la structure des sous unités B du canal sodique est
leur remarquable similarité avec la famille de molécules adhésives aux cellules (cell
adhesion molecule). Ces molécules médient les interactions cellule-cellule. Cette
similarité structurelle suggére une similarité fonctionnelle. 1l a été démontré que les
canaux Na® et la sous unité 3 lient les protéines de la matrice extracellulaire ténascine-C

et ténascine-R(*°°%%),

267;268

La sous unité §; cardiaque fut découverte( ), par contre, il n’est pas encore

clair si 1a sous unité B; est nécessaire pour reconstituer le canal sodique cardiaque('?).

2-2 Les canaux calciques

Les canaux calciques voltage dépendants agissent en tant que médiateur de

influx de calcium en réponse a une dépolarisation membranaire et régulent plusieurs



61

processus intracellulaires tels que la contraction, la sécrétion, la neurotransmission et
I’expression de génes. Leur activité est essentielle au couplage de signaux €lectriques a

la surface de la cellule et aux événements physiologiques intracellulaires.
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Canal Isoforme Courant Localisation Antagonistes Fonctions
Specifiques
Cavil.1 alS L -Muscle squelettique DHP -Couplage EC
PAA
BTZ
Cavi.2 alC L -Myocytes cardiaques DHP -Couplage EC
-Cellules endocrines PAA -Relache hormonale
-Neurons BTZ -Régulation franscription
-Intégration synaptique
Cavi1.3 alD L -Cellules endocrines DHP -Relache hormonale
-Neurons PAA -Régulation transcription
BTZ -Intégration synaptique
Cavi4g alF L -Rétine inconnu -Relache de
neurotransmetteur des
cellules rétinales
Cav2.1 alA P/Q -Terminaux nerveux w-ATX -Reléache de
. neurotransmetteur
-Dendrites
-Ca®" transitoire
dendritique
Cav2.2 alB N -Terminaux nerveux w-CTX -Relache de
. neurotransmetteur
-Dendrites
-Ca?" transitoire
dendritique
Cav2.3 alE R -Corps cellulaires SNX-482 -Décharge répétitive
-Dendrites
-Terminaux nerveux
Cav3.1 alG T -Myocytes cardiaques Aucun -Décharge répétitive
-Muscle squelettique -Pacemaker
-Neurons
Cav3d.2 alH T -Myocytes cardiaques Aucun -Décharge répétitive
-Neurons -Pacemaker
Cav3.3 all T -Neurons Aucun -Décharge répétitive

-Pacemaker

Tableau I: Classification, fonction physiologique et pharmacologie des canaux

calciques

benzothiazépines, ATX : agatoxine, CTX : conotoxine.

Ca,.

PAA :phénylalkylamines,

DHP :

dihydropyridines,

BTZ:
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2-2-1 Nomenclature

L’étude des canaux calciques a adopté une nomenclature semblable a celle

utilisée pour les canaux sodiques(**’)(voir TABLEAU I).
2-2-2 Structure des canaux calciques

L’analyse des propriétés biochimiques, de glycosylation, et d’hydrophobicité
mena a un modeéle comprenant cing sous unités distinctes encodées par plusieurs genes

(FIGURE 5)
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Figure 5 : Sous unités des canaux Ca,1. Composition et structure de la sous unité des

canaux calciques(adapté de Catterall et al. 2000)(**™).
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. . . e, + ’ I3 .
La purification initiale des canaux Ca®* démontra la présence des sous unités o, 8 et .
Ces expériences ont montré que les sous unités oy et § sont les substrats pour la

271;272

phosphorylation protéique dépendante de I’AMPc ( ). Une analyse plus détaillée

révéla qu’il existait une sous unité additionnelle nommeée o6 qui semble co-migrer avec
la sous unité oy (273’276).

La sous unité la plus large de ce complexe est la sous unité ¢y et elle contient la
voie de conduction, le détecteur de voltage, I’appareil de gating et les sites de régulation
par des seconds messagers, drogues et toxines.

Tout comme la sous unité oy du canal Na', celle du canal Ca®" est organisée en
quatre domaines homologues I a IV, chacun contenant six segments transmembranaires
S1 a S6 avec une boucle formant le pore entre les segments S5 et S6 de chaque domaine.
La boucle du pore, qui détermine la conductance, la sélectivité aux ions et le changement
de trois acides aminés dans les domaines I, III et IV est suffisante pour convertir un canal
sélectif au Na®* 4 un sélectif au Ca®*. Semblablement au canaux sodiques, un anneau de
résidus détermine la sélectivité aux ions Ca®*, par contre, pour les canaux Ca®* il s’agit
d’un anneau composé de quatre résidus de glutamate (EEEE)(*>).

La sous unité oy contient plusieurs sites de glycosylation et plusieurs séquences
hydrophobes(*’"), mais des études de biosynthése indiquent que celle-ci est une protéine
membranaire extracellulaire liée & la membrane par un lien bisulfure avec la sous unité
5(*™®). Malgré I’existence de tant de sous unités la diversité pharmacologique et
électrophysiologique des canaux calciques provient de la grande variété des sous unités

279

o(*"”). Ces sous unités récemment divisées en trois sous familles sont reliées par leur

structure et fonction (Ca,1, Ca,2 et Ca,3). Les canaux de type L sont médiés par la

1(280-283

famille Ca, ) des sous unités o5 (TABLEAU 1). Les canaux de type T sont
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médiés par la famille Ca,3(**). Ces derniers n’ont qu’une homologie de moins de 25%

au reste de cette famille.

2-2-3 Les canaux calciques de type L et T

Les canaux de type L et T possédent des différences remarquables entre eux. Les
canaux de type L requiérent une forte dépolarisation pour ’activation, ont une durée
d’activation prolongée, et sont la cible des antagonistes dihydropyridines,
phénylalkylamines et les benzothiazepines. Contrairement, les canaux de type T sont
activés par des faibles dépolarisations, ils sont transitoires et ils ne sont pas affectés par
les mémes antagonistes.

Leur pharmacologie est trés distincte. Les canaux Ca,1 sont la cible des
bloqueurs de canaux calcium couramment employés dans la thérapie des maladies
cardiovasculaires. Ces agents agissent a trois sites distincts, toutefois ils sont couplés
allostériquement. Les phénylalkylamines entre dans le pore du coté intracellulaire du
canal afin de le bloquer. Leur site récepteur est formé par des résidus du segment
transmembranaire S6 des domaines III et IV, une propriété qui ressemble au site

récepteur des anesthésiques locaux sur le canal Na+(285'287).

Les dihydropyridines
agissent comme activateurs ou inhibiteurs et par conséquent, on croit qu’ils agissent
d’une maniére allostérique pour ouvrir ou fermer le canal, plutdt que d’occlure le pore.
Leur site récepteur inclut des résidus du segment S6 des domaines III, IV et du segment
S5 du domaine III.

La famille Ca,3 des canaux calciques est insensible aux bloqueurs efficaces des

deux autres familles et il n’y a pas d’agent pharmacologique utile qui bloquerait les
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canaux de type T(*®). Le bloqueur mibéfradil, est un peut plus spécifique pour les
canaux de type T que pour ceux de type L.

Parmi les dix différentes isoformes de la sous unité o, seule Cay1.2 (o4 C) est
exprimée 4 des niveau importants dans le muscle cardiaque, constituant plus de 80% des
sous unités associées au canaux Ca®" type L(**). L’isoforme Ca,1.3 (D) est exprime
uniquement dans 1’oreillette mais a des niveaux significativement moins élevés(m). La
diversité des canaux calciques est compliqué par le fait qu’il y a quatre isoformes de sous
unités 8 (B a Bs) qui sont exprimés dans le cerveau de mammifere, mais jusqu’a présent
seule I'isoforme (3, est retrouvée en haute densité dans le muscle cardiaque(zgl).
L’association du complexe du canal Ca®" de type L avec une sous unité vy cardiaque n’a

pas encore été démontrée(zgs).

2-3 Les canaux potassiques

Les canaux potassiques (K*) représentent le groupe de canaux le plus diversifié.
Contrairement aux canaux Na' et Ca®*, oli quatre sous unités sont liées d’une maniére
covalente afin de former un canal fonctionnel, les canaux K s’assemblent d’une maniere
non covalente. Ce groupe de canaux K* peut étre divisé en trois groupes; dépendant de
leur différences structurelles et fonctionnelles: les canaux potassiques voltage
dépendants (Kv), les courants a rectification entrante (Kir) et les canaux a deux pores

(FIGURE 6).
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Figure 6: Vue de profile de la topologie des trois types de sous unités K. (A)
Représentation schématique de la sous unité o des canaux K" voltage-dépendants
composée de six segments transmembranaires (S1-S6) et du pore. Les protéines
auxiliaires telles que minK et MiRP sont aussi démontrées schématiquement. (B) Sous
unité o des Kir formés par deux segments transmembranaires M1 et M2 connectés par un
pore. La topologie du récepteur a la sulfonylurée qui interagit avec les sous unités o de
Kir6.x est aussi décrite démontrant ses différents domaines. (C) Représentation des sous
unités o des canaux de fond formés par quatre segments transmembranaires et deux

pores.(ws)

2-3-1 Clonage des canaux K*

Le géne encodé par Shaker fut isolé de la Drosophile en 1987(****). Utilisant

295,296

des probes homologues au Shaker trois autres génes K" furent isolés( ) et nommés
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Shab, Shaw et Shal. Chacun encodait des protéines partageant une haute homologie a la

protéine Shaker. Les homologues mammiféres des canaux Shaker, Shab, Shaw et Shal

sont les sous familles Kv1, Kv2, Kv3 et Kv4, respectivement(

la sous unité o du canal, mais d’autres sous familles ont été identifiées(

246

297-301
)

). Ceux-ci représentent

3

notamment, Kv5, Kv6, Kv7, Kv8 et Kv9, par contre ils sont des sous unités silencieuses

qui ne produisent pas de canal fonctionnel.

Courant Gene Canal Modulateurs Localisation
KCNALl Kvl.1 o-DTX, HgTX1 Neurones, coeur
KCNA2 Kv1.2 CTX, a-DTX Cerveau, coeur
Shaker < KCNA3 Kv1.3 AgTX2, o:DTX Lymphocytes
KCNA4 Kv1.4 UK 78282 Cerveau, coeur
KCNAS Kvl.5 4AP, clofilium Cerveau, coeur
KCNAG6 Kvl.6 o-DTX Cerveau
L KCNA7 Kvl.7 4AP, capsaicine Ceeur
Shab «1: KCNB1 Kv2.1 Hanatoxine, Cerveau, Coeur,
Kv2.2 TEA Reins, Rétine
KCNC1 Kv3.1 4AP, TEA Cerveau, muscle
Shaw KCNC2  Kv32 4AP, TEA squelettique
KCNC3 Kv3.3 4AP, TEA Cerveau
KCNC4 Kv3.4 4AP, TEA Cerveau, foie
Cerveau, muscle
squelettique
KCND1 Kv4.1 4AP
Shal { KCND2 Kv4.2 4AP, PaTX Cerveau, Coeur
KCND3 Kv4.3 4AP, PaTX
KCNH1 ERG Cerveau
Ether-a-go-go KCNH2 HERG E4031, Cerveau, Coeur
KCNH3  BECI dofétilide Cerveau
KCNH4 BEC2 Cerveau

Tableau II : Classification, localisation et pharmacologie des canaux potassiques Kv.
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Le premier membre de la famille des canaux a rectification entrante fut cloné en
19933392y Depuis, plus de dix ADNc de sous unités de canaux Kir furent isolés et

classifiés dans sept sous familles Kirl a Kir7¢®).

2-3-2 Structure des canaux K

Les canaux potassiques voltage dépendants partagent une topologie semblable a
un domaine des canaux Ca’" et Na" (FIGURE 6). Des études utilisant des toxines

spécifiques pour les canaux K' ont démontrées que ces canaux s’assemblaient en

304

tétraméres("" ), soit en homotétraméres (FIGURE 7) ou en hétérotétrameres.

Figure 7: Vue de I’assemblage des quatre sous unités de canaux K" voltage dépendants.
Les segments S4 (senseur de voltage) en rouge, et les domaines (S5-P-86) formant le

pore et la voie de conduction d’ions en jaune. Adapté de Nerbonne, 2000(%).

Une région de 114 acides aminés dans le N-terminus de Shaker a €té reportée

comme étant le site contenant les déterminants de la formation de tétrameres. La
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délétion de cette séquence abolit 1’expression de courants K'(**>?%"). Le pore H5 (pour
Kir) et la région P (pour Kv) sont extrémement bien conservés dans tous les canaux
X . . . . . . o 305:308-310
appartenant a la famille Kv et a la famille Kir. Il fut démontré par mutageneése( )
que le pore consiste de deux vestibules larges séparés par une région relativement
étroite(*').
Les canaux a rectification entrante n’ont que deux segments transmembranaires
M1 et M2 liés ensemble par leur équivalent du pore la région HS5. Par analogie au

Shaker ces sous unités se rassemblent en tétraméres, également. Ceux-ci pourraient

également former des hétérotétrameéres, comme décrit plus haut.

2-3-3 Sous unités accessoires

11 existe plusieurs sous unités 3 qui se couplent au sous unités formant le pore ()

312-315

qui ont été clonées dans le tissu cardiaque( ). La principale fonction des sous unités

8 est de moduler les propriétés des sous unités . De plus il a été démontré qu’elles
peuvent aussi moduler le transport 4 la membrane des sous unités of ).

Dans le cceur, trois sous unités 8 sont évidentes : minK (KCNE1), MiRP1
(KCNE2) et KChiP2. La derniére de cette série est une sous unité cytoplasmique, c’est-

a-dire, qu’elle n’est pas associée a la membrane comme le sont ses deux homologues,

minK et MiRP1 (FIGURE 6A).
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2-3-4 Relations structure-fonction des canaux K' voltage dépendants

2-3-4-1 Inactivation

Quand un membre de la superfamille Shaker est exprimé dans un systeme
d’expression hétérologue d’expression, deux profiles de courants émergents. Un groupe
de canaux (Kv1.4, Kv3.3, Kv3.4, Kv4.1, Kv4.2 et Kv4.3) s’activent et s’inactivent
rapidement, tandis que d’autres (Kvl.1, Kv1.2, Kvl.5, Kv2.1 et Kv3.1) s’activent

rapidement mais ont une inactivation lente ou inexistante.

2-3-4-1-1 Inactivation de type N

L’inactivation de type N est connue sous le nom de « ball and chain » et implique

316;317

la région N-terminale de la protéine( ). Contrairement & ’inactivation du canal

sodique, la particule responsable de I’inactivation rapide par occlusion de la voie de
conduction des canaux K' est située dans la région N-terminale de la protéine plus de

200 acides aminés en amont du premier segment transmembranaire S1('

). 1l est postulé
que le bout de la région N-terminale se déplace pour s’installer dans la voie de
conduction durant une dépolarisation ainsi occluant le canal & I’état ouvert mais non
conduisant. La délétion de cette région abolit ’inactivation, ce mécanisme est restaure
en ajoutant un peptide exogéne dérivé de la séquence du N-terminal du canal. Quatre
résidus formeraient la « balle » de ce complexe qui interagit, possiblement, avec le site

liant les segments transmembranaires S4 et SS(m).
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2-3-4-1-2 Inactivation de type C

Le deuxiéme type d’inactivation est nomme I’inactivation de type C(319

). Ce type
d’inactivation persiste méme aprés 1’élimination de ’inactivation du type N. Des études
montrent que des résidus extracellulaires du segment S6 seraient impliqués dans cette
inactivation lente. L’inactivation de type C implique un mécanisme de changement de
conformation impliquant la fermeture du pore(m). La validité de ce mécanisme est
appuyée, puisque lorsque le TEA est appliqué, [I’inactivation de type C est
significativement ralentie, suggérant une compétition entre le TEA et le site d’interaction

de ’inactivation de type CcC?).

2-3-4-2 Senseur de voltage et I’activation

Tout comme chez les canaux Na' et Ca®*, le segment transmembranaire S4
contient des résidus chargés a tous les trois résidus. Ce segment sert de senseur de
voltage, puisque des mutations de certains résidus causent un changement dramatique
dans la dépendance sur le voltage de 1’activation(322;323). Récemment, il a été démontré
que le segment transmembranaire S4 pourrait, durant la dépolarisation, subir une
glissement perpendiculaire & la membrane et exposer des résidus clés, causant le

mouvement du segment S5 et de la porte d’activation(324).
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2-3-4-3 La structure du pore

Des expériences de mutagenése ont démontré que le pore est compos¢ non
seulement de la région H5(**%), mais aussi en partie du segment S6 et de la séquence liant
le segment S4-S5(*2%3%7). Certaines portions du pore sont les plus conservées parmi tous
les canaux sélectifs au K.

Une séquence caractéristique GXG est présente dans le pore de tous les canaux K’
reportés, oi X représente une tyrosine (Kv), une phénylalanine (eag) ou une leucine
(TWIK-I)(m). Cette séquence, qui peut étre étendue a huit acides aminés TXXTXGYG
et qui correspond 4 la séquence TMTTVGYG de la famille Shaker, est trés conservee

dans tous les canaux K* clonés a ce jour (TABLEAU III).

2-3-4-4 Sélectivité des ions

En 1998, la structure cristalline de la région du pore fut élucidée a partir de
’homologie entre les canaux potassiques mammiferes et le canal bactérien Streptomyces
lividans (KcsA)(329). Ils ont trouvés que le filtre de sélectivité, la région responsable du
passage d’ions K et de I’exclusion d’ions Na®, est une structure ayant 12 A de longueur
et 34 A de largeur, avec des parois construites d’atomes d’oxygéne de la chaine

principale des résidus(??’).
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Kvl T M T T \% G Y G
Kv2 T M T T A" G Y G
Kv3 T M T T \% G Y G
Kv4 T M T T A" G Y G
Kv5 T M T T vV G Y G
Kv6 T M T T \Y G Y G
Kv7 T M T T v G Y G
Kv8 T M T T \% G Y G
Kv9 T M T T A% G Y G
HERG S L T S \% G F G
KCNQ T L T T I G Y G
Kirl T Q \Y% T I G Y G
Kir2 T Q T T I G Y G
Kir3 T E A T I G Y G
Kir4 S Q T T I G Y G
Kir5 T Q T T I G Y G
Kir6 A% Q \Y% T I G Y G
Kir7 T Q L T I G Y G
hTWIK-1 v L S T T G Y G
(pore 1)

hTWIK-1 S L S T I G L G
(pore 2)

Tableau III : Alignement de la séquence déduite de la région du pore de canaux K.

Ce pore constituant le centre de ce tétramére démontre une remarquable
variabilité le long de la voie de conduction. Le coté cytoplasmique consiste d’un long
tunnel rempli d’eau entouré majoritairement de résidus contenant des chaines non
polaires orientés vers 1’axe du pore. Le diamétre de ce conduit est suffisamment large

pour permettre le passage de cations complétement hydratés, et la nature hydrophobe de
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cette région pourrait faciliter le flux de cations en minimisant leur interaction avec les
résidus formants la paroi du conduit. Les cations échangent leurs eaux d’hydratation en

se déplacant le long de la voie de conduction.

A

- Dh
- - y ®

Figure 8: La voie de conduction des canaux K'. (A) Deux des quatre sous unités du
pore KcsA. Chaque sous unité contient une hélice externe (S5) et une hélice interne
(S6). La toile bleue démontre la densité d’électrons des ions K" et de I’eau le long du
pore. (B) Vue rapprochée du filtre de sélectivité (atomes d’oxygene carbonyl illustrés en
rouge) ayant un ion K" déshydraté a chacune des positions 1 4 4 et un ion hydraté dans la

cavité centrale (intracellulaire au filtre de sélectivité). Adapté de MacKinnon, 2003 0.

Le filtre de sélectivité est trés étroit et ne permet de passer que deux ions K*
complétement déshydratés, a la fois (dans ses quatre sites, chaque atome d’oxygeéne

n’hydrate qu’un ion K" 4 la fois) (FIGURE 8)(**%). 1l consiste de quatre ou cinq atomes
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d’oxygene carbonyl de la chaine principale des résidus de la paroi de chacune des quatre
sous unités (illustrés en rouge dans la FIGURE 8). Ces atomes d’oxygéne sont séparés
par 3 4 4 A pour former des anneaux qui remplaceront les eaux d’hydratation entourant
'ion K'. Puisque cette énergie est maximalement compensable par les atomes

d’oxygeéne uniquement pour les ions de la taille des ions K*, une plus haute énergie est

nécessaire pour laisser passer les ions Na*(*?).

2-3-4-5 Rectification entrante des canaux Kir

La rectification entrante des canaux Kir est le résultat du bloc, en configuration

2+(331;332 333;334

ouverte du canal, par le Mg ) ou les polyamines( ). 1l fut reporté que des

régions, en aval du segment M2, du C-terminal contiendraient les éléments structurels

nécessaires pour le bloc par le Mg®* de haute affinité(**’

). Cette région contient plusieurs
charges négatives et des régions d’hydrophobicité et pourraient contribuer a la liaison
des polyamines et des ions Mg®*. Un résidu glutamate du deuxiéme segment
transmembranaire M2 de Kir2.1 et particllement responsable du bloc par le Mg®*(**).
Une autre étude démontra que le glutamate en position 224 dans le C-terminal de Kir2.1
est un déterminant important de la haute sensibilité au Mg?* et aux polyamines et que la
neutralisation de charges négatives dans le M2 et le C-terminal réduit significativement

la sensibilité de ce canal au Mg?* et aux polyamines(**").
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MECANISMES DE BASE DE L’ARYTHMIE
CARDIAQUE



P

78

3 Les mécanismes de ’arythmie cardiaque

Toute déstabilisation des courants ioniques peut mener & des instabilités dans le
rythme cardiaque, causant ainsi I’arythmie. Les maladies qui rendent le myocarde
susceptible & I’arythmie incluent : la maladie de ’artére coronarienne, la péricardite, la
maladie congénitale du cceur, la maladie de la valve mitrale, I’hypertension, I’ischémie,
et la défaillance cardiaque. Il existe quatre mécanismes reconnus de I’arythmie
cardiaque.  Les post-dépolarisations précoces, les post-dépolarisations tardives,

I’automaticité anormale et la réentrée.

3-1 Les post-dépolarisations précoces (EADs)

L’activité se déroulant avant la repolarisation compléte du potentiel d’action est
considérée un EAD (pour early after depolarization). Généralement, ils prennent place
quand le potentiel d’action est prolongé, reflétant un déséquilibre dans les courants
formant le plateau, favorisant la dépolarisation (diminution du courant K" sortant ou

augmentation des courants entrants Na' ou Ca’*). Les EADs sont plus souvent observés

338 339

dans les fibres de Purkinje(’™") et les cellules M du ventricule("”") que dans I’oreillette ou

le tissu ventriculaire. Les EADs se prononcent durant la phase 2 et 3 du potentiel
d’action. Les EADs de la phase 2 sont plus importants que ceux générés durant la phase
3 puisque plusieurs études suggérent que ceux de la phase 3 sont plus rares et plus
difficiles & générer. Le déséquilibre du plateau favorisant la dépolarisation est du a la

131;340-343

diminution des courants sortants, notamment; Ig, Lo, €t Ix1( ). La prolongation de

la durée du potentiel d’action dans le cadre de cette diminution importante des courants
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sortants permet aux courants Ica. (EAD phase 2)(338:344-346) 1., rapide réactivé et NCX
(EAD phase 3)(**%) de déclencher une post-dépolarisation précoce. Si ces dépolarisations
atteignent le potentiel de seuil, une autre dépolarisation pourrait étre générée ou la
réentrée d’une vague stimulatrice pourrait étre induite et ceci pourrait continuer
indéfiniment(**’). Les EADs sont impliqués dans les arythmies des patients ayant un
segment QT prolongé (LQTS), dans lequel ce phénotype reflete une repolarisation
défectueuse. Les patients ayant le syndrome du long QT congénital expriment plusieurs
mutations dans les génes encodant les différentes sous unités des canaux K" : notamment;
KvLOTI (LQT1), HERG (LQT2), KCNE! (LQTS5) et KCNE2 (LQT6). De plus, des
mutations affectant 1’inactivation de la sous unité du canal Na®, Na,1.5 (LQT3) et des
mutations affectant la protéine d’ancrage ankyrin-B (LQT4) ont aussi été impliquées
dans la syndrome du long QT(348).

Des agents pharmacologiques ont aussi €té impliqués dans le syndrome du long
QT acquis(m). Les agents antiarythmiques de classe III (prolongeurs du potentiel
d’action) bloquent les courants repolarisants qui prédisposent ces patients & des torsades

350,351

de pointes (une arythmie ventriculaire polymorphique)( ) en mimant les défauts

fonctionnels du LQTS congénital.

3-2 Les post-dépolarisations tardives (DADs)

Les post-dépolarisations tardives peuvent survenir tot aprés la fin de la phase 3 du
potentiel d’action. Les DADs (delayed afterdepolarizations) sont présents dans le
ventricule, les fibres de Purkinje et I'oreillette et sont causes par la surcharge de Ca**
cellulaire qui cause la relache secondaire du réticulum sarcoplasmique (SR) suite a la

repolarisation du potentiel d’action(******). La relache spontanée de Ca®" prime Dactivité
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de I’échangeur NCX, qui échange un ion Ca®" sortant pour trois ions Na* entrant causant
un flux net entrant positif.

IcaL est la conductance la plus importante déterminant 1’influx de Ca?" cellulaire
et puisque la surcharge de Ca®* est la plus importante contribution & la formation des
DADs, Ica y joue un rdle primordial. Le systéme nerveux sympathique est souvent
activé dans la maladie du myocarde et méne & une augmentation du courant Ic,, cette
augmentation méne en suite, a la surcharge de Ca®*(® 5-3%8) " Les DADs sont important
dans la pathophysiologie des tachyarythmies associées a la toxicité de la digitalis(***%).
Les glycosides cardiaques peuvent également causer des DADs en inhibant la pompe

NaK, menant 4 une augmentation du Ca2” intracellulaire(’ 61:362y,

3-3 L’automaticité anormale

Le taux de formation d’impulsions spontanés est généralement plus rapide dans la
région pacemaker du nceud sinusal. L’automaticité excessivement rapide ou anormale
dans d’autres régions du cceur peut mener a des tachycardies ectopiques. Les fibres de

Purkinje sont particuliérement prone & 1’automaticité anormale sous I’influence de la sur-

364
).

stimulation sympa’chique(3 83y ou autre pathologie cardiaque( L’automaticité peut

aussi étre observée dans loreillette et le ventricule de cceurs atteints d’une maladie.

Tandis que ces régions n’expriment pas généralement d’automaticité, le potentiel

365-369

membranaire de repos devient dépolarisé durant la maladie( ), probablement un

résultat de la diminution de I’expression de Ixi("*"). Le potentiel de repos membranaire
plus positif facilite P’initiation d’un potentiel d’action par des dépolarisations

diastoliques(*"**"").
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3-4 La réentrée

La réentrée est un désordre de la propagation de I'impulsion et la cause de

plusieurs tachyarythmies cliniques(*™).

Il y a trois conditions pour la formation de
tachycardies réentrantes : (i) deux voies de propagation du potentiel d’action doivent €tre
jointes, (ii) ces deux voies doivent avoir des périodes réfractaires différentes et (ii1) un
équilibre approprié doit exister entre la période réfractaire et la conduction pour que la
réentrée, une fois initiée, soit soutenue. L’initiation de la réentrée se fait quand un

battement précoce (initié par un des autres mécanismes d’arythmie) excite une voie mais

arrive durant la période réfractaire d’une autre.

3-4-1 La fibrillation

Les formes plus complexes de réentrée, comme la fibrillation, incorporent de
multiples vagues de réentrée simultanées qui ne sont pas fixes dans le temps ou ’espace.
En général, le nombre de vagues de réexcitation pouvant &tre accommodé est déterminé
par la longueur d’onde de cette vague (donnée par le produit de la période réfractaire et

la vitesse de conduction)(*™).
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Figure 9: Schéma illustrant la taille de I’oreillette comparée au nombre de circuits

réentrant dépendant de leur longueur d’onde.

La fibrillation auriculaire est basée sur la réentrée de multiples circuits, et donc, I’état
réfractaire du tissu est un facteur important contrdlant 1’établissement de I’arythmie. Le
prolongement de la période réfractaire causerait 1’augmentation de la durée de la
longueur d’onde, et donc; limitant le nombre de circuits fonctionnels pouvant é&tre
accommodés dans I’oreillette, réduisant ainsi la chance du maintient de la fibrillation
auriculaire. La limitation majeure a cette approche est que la prolongation de la période
réfractaire a tendance a promouvoir des EADs. Pour cibler les périodes réfractaires de
tissus en arythmie sans promouvoir d’arythmie dans d’autres tissus, il est nécessaire
d’atteindre les tissus battant a de hauts rythmes ou cibler sélectivement le tissu atteint

(ex : oreillette).
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3-5 Le probléme de la proarythmie

La proarythmie résulte quand un agent antiarythmique développé pour cibler une
arythmie, paradoxalement, aggrave ou initialise une autre. Pour les bloqueurs des
canaux Na', par exemple, ils suppriment effectivement les complexes ectopiques dus a
I’automaticité anormale ou ’arythmie déclenchée, par contre ils peuvent augmenter le
risque d’arythmies réentrantes potentiellement fatales en réduisant la vitesse de
conduction. Les bloqueurs de canaux K' suppriment la réentrée en prolongeant la
période réfractaire d’un tissu, par contre, en faisant cela ils augmentent le risque de
développer des EADs qui peuvent menacer la vie de ’individu. Le plus grand obstacle
dans le développement de nouveaux antiarythmiques est d’obtenir une suppression
sélective du mécanisme d’arythmie impliqué sans déclencher d’autres formes

d’arythmogénese.
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L’étude des propriétés pharmacologiques des différents canaux cardiaques est tres
importante afin de pouvoir éventuellement développer des agents antiarythmiques plus
sélectifs ayant moins d’effets secondaires nuisibles.

Dans ce projet, nous nous sommes intéressés aux propriétés pharmacologiques des
canaux potassiques voltage dépendants. Nous avons comparé ’effet de la flécainide sur
Kv1.5, Kv3.1, Kvl.4 et Kv4.2. Nous avons pu déterminer que les sous unités une fois
exprimées dans un systéme hétérologue d’expression ont des propriétés de sensibilité a la
flécainide semblable a celles de leurs courants endogeénes observés dans des myocytes
cardiaques.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence les sites critiques pour conférer la
sensibilité des canaux potassiques voltage dépendants a la flécainide.

Un résidu leucine dans le segment transmembranaire S6 de ces canaux gouverne
cette sensibilité a la flécainide. Ce phénoméne fut mis en évidence en mutant le résidu
isoleucine des canaux insensibles a une leucine et observant une sensibilité a la flécainide
semblable a celle des canaux sensibles de type sauvage.

Ce mémoire illustre, pour la premiére fois, la base moléculaire de I’effet de la
flécainide et sert de base pour le développement d’autres molécules plus spécifiques ayant

moins d’effets secondaires.



CHAPITRE PREMIER

A SINGLE RESIDUE IN THE S6
TRANSMEMBRANE DOMAIN GOVERNS THE
DIFFERENTIAL FLECAINIDE SENSITIVITY OF
VOLTAGE GATED POTASSIUM CHANNELS

Ce manuscript a été resoumis a la revue Molecular Pharmacology suite a une demande

de révision par le commité éditorial.



88
A Single Residue in the S6 Transmembrane Domain
Governs the Differential Flecainide Sensitivity of

Voltage-gated Potassium Channels

DANIEL. HERRERA, AIDA MAMARBACHI, MANUEL SIMOES,
LUCIE PARENT, REMY SAUVE, ZHIGUO WANG, and STANLEY

NATTEL

From the Research Center and Department of Medicine (D.H., AM., ZW., S.N.),
Montreal Heart Institute and University of Montreal; Departments of Pharmacology
(D.H) and Physiology (M.S., L.P., R.S.), University of Montreal; Department of

Pharmacology and Therapeutics, (S.N.), McGill University, Montreal, Quebec, Canada.

This work was supported by the Canadian Institutes of Health Research, the Quebec
Heart and Stroke Foundation and the Mathematics of Information Technology and

Complex Systems (MITACS) Network.



89

Running title: S6 Domain Residue and Kv Blocker Sensitivity

Correspondence to: Dr Stanley Nattel, Research Center, Montreal Heart Institute,

5000 Belanger St E, Montreal, Quebec, Canada, H1T 1C8. Tel.: (514)-376-3330;

Fax: (514)-376-1355; [

Number of text pages: 17

Number of tables: 3

Number of figures: 8

Number of references: 47

Number of words in the Abstract: 225
Number of words in the Introduction: 362

Number of words in the Discussion: 1839

Abbreviations:

HERG = human ether-a-go-go-related gene

Ikur = ultrarapid-delayed rectifier currents

KcsA = streptomyces lividans potassium channel

Kv = voltage-gated K*

MthK = methanobacterium thermoautotrophicum potassium channel
PCRs = polymerase chain reactions

V., = half-maximal activation voltage

WT = wild-type



90

1 ABSTRACT

Flecainide has been used to differentiate Kv4.2-based transient-outward K*-currents
(flecainide-sensitive) from Kv1.4-based (flecainide-insensitive). We found that flecainide
also inhibits ultrarapid-delayed rectifier (Ik.) currents in Xenopus oocytes carried by
Kv3.1 subunits (ICso, 28.3+1.3 uM) more strongly than Kv1.5 currents corresponding to
human Ik, (237.1£6.2 uM). The present study examined molecular motifs underlying
differential flecainide sensitivity. An initial chimeric approach pointed to a role for S6
and/or carboxy-terminal sites in Kv3.1/Kv1.5 sensitivity-differences. We then looked for
homologous amino-acid residues of the two sensitive subunits (Kv4.2 and Kv3.1)
different from homologous residues for insensitive subunits (Kv1.4 and Kv1.5). Three
candidate sites were identified: two in the S5-S6 linker and one in the S6 segment.
Mutation of the proximal S5-S6 linker site failed to alter flecainide-sensitivity. Mutation
at the more distal site in Kv1.5 (V481L) modestly increased sensitivity, but the reciprocal
Kv3.1 mutation (L401V) had no effect. S6 mutants caused marked changes: flecainide
sensitivity decreased ~8-fold for Kv3.1 L4221 (to ICso 213+9 puM) and increased ~7-fold
for Kv1.5 I502L (to 35.6+1.9 uM). Corresponding mutations reversed flecainide-
sensitivity of Kv1.4 and Kv4.2: L392I decreased Kv4.2-sensitivity ~17-fold (from ICsg
37.446.9 to 628+36 uM); I547L increased Kvl.4-sensitivity ~15-fold (from 706+37 to
40.9+7.3 uM). Our observations indicate that the flecainide sensitivity differences among
these four voltage-gated K'-channels are determined by whether an isoleucine or a

leucine is present at a specific amino acid location.
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2 Introduction

Voltage-gated K'-channels of the Shaker family play an important role in governing
cardiac excitability (Roden and George 1997; Snyders, 1999). A variety of
antiarrhythmic agents target Shaker-based channels (Tamargo et al., 2004; Varro et al,
2004), and such actions are believed to contribute to their actions in man. The cardiac
transient outward current (I,;) subunits Kv1.4 and Kv4.2 differ in their sensitivity to the
antiarrhythmic drug flecainide, with Kv4.2 being much more sensitive than Kv1.4. This
difference has been used to probe the various contributions of Kv1.4 and Kv4.2 to native
I,, in the rat (Yeola and Snyders, 1997). Kv1.5, the principal ionic current underlying
human atrial ultra-rapid delayed rectifier current (k) (Wang et al., 1993; Feng et al,
1997) is a potentially interesting atrial-selective ionic target for drug therapy of atrial
fibrillation (AF) (Nattel et al., 1999). The dog counterpart, Ixurq, appears to have a
contribution from Kv3.1 subunits (Yue et al., 1996; Yue et al., 2000a), although the
importance of this contribution has recently been questioned (Fedida et al., 2003). In
previous work, we found Ik..q to be sensitive to flecainide (Yue et al., 2000b), unlike
human Iy, which appears resistant (Wang et al., 1995). In preliminary studies, we
observed corresponding differences in the flecainide sensitivity of Kv3.1 and Kvl.5
(Herrera et al., 2002), reminiscent of the differences typically observed between Kv4.2
and Kv1.4. The present study was designed to characterize flecainide block of Kv3.1 and
Kv1.5, and then to determine whether there is a common molecular basis for flecainide-
sensitivity differences between Kv1.4 and Kv1.5 on one hand, and Kv3.1 and Kv4.2 on
the other.

We began by constructing several chimeras of the Kv3.1 and Kv1.5 wild-type

channels to identify important domains of flecainide block in these channels. This was
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followed by site-directed mutagenesis of the identified domains to determine whether
specific residues might modulate sensitivity of these channels to flecainide. The results
of these studies pointed to a key role for the presence of leucine versus isoleucine at a
specific amino acid location. Finally, a mathematical model was applied to assess the
location and orientation of this amino acid in relation to key structures in the Kv3.1

channel molecule.
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3 Materials and Methods

3-1 Molecular Biology. Wild-type (WT) dKv3.1 (GenBank #AF153198), hKvl.5
(GenBank #XM_006988, kindly provided by Dr. Barbara Wible) and rKv1.4 (GenBank
#NM_012971, kindly provided by Dr. Barbara Wible), were cloned into a pSP64
(Promega, Madison, WI) and rKv4.2 (GenBank #S64320, kindly provided by Dr. Jeanne
Nerbonne) into a pRC-CMYV expression vector (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA) with identical restriction endonuclease sites flanking the clone in the polyclonal
region for ligating the digest product into the target vector.

For chimera construction we performed a series of polymerase chain reactions
(PCRs) with Elongase Enzyme Mix (Invitrogen Life Technologies) and respective WTs
as templates. For overlap extension of both products we used a third PCR and the
products of each of the previous reactions as the template. The synthetic oligonucleotide
primers used for the first reactions contained the ends of the chimera and the restriction
endonuclease sites for cloning into the expression vector (Table 1). The complementary
primer contained part of one clone and an overlap overhang for the overlap extension
PCR. The third PCR employed the end primers to create a continuous string of
nucleotides of the desired sequence. The final products and target vectors were digested
with appropriate restriction endonucleases (Table 1) and ligated with Quick T4 DNA

ligase (New England Biolabs, Beverley, MA).

For site-directed mutagenesis, PCR was applied, with a synthetic oligonucleotide
primer containing the desired nucleotide to create the point mutation upon translation.
Two complementary primers containing desired mutation and PCR primers flanking
unique restriction enzyme sites enclosed the region of interest. Two parallel PCR

reactions, each with a flanking primer and a primer containing the desired mutation,
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generated two DNA fragments with overlapping ends. After gel purification, both
fragments were annealed in a third PCR using the two restriction site flanking primers,
resulting in a fragment containing the desired mutation. The final PCR product was
digested with the flanking restriction enzymes, gel-purified, and TOPO-TA cloned into
the PCRII vector. All PCR-generated sequences were verified by double-stranded
sequencing. After sequence confirmation, the mutant was released from PCRII at
flanking restriction sites and ligated into pSP64 (or pRC-CMV) containing the coding
region for the respective WT from which the segments enclosed by the restriction enzyme

sites had been removed.

3-2 Oocyte Isolation. Frogs were anesthetized by immersion in tricaine
methanesulfonate for approximately 25 minutes. Oocytes were excised and immersed in
a 100-mm Petri dish containing Barth’s solution (mM): 100 NaCl, 2.0 KCl, 1.8 CaCl,,
1.0 MgCl,, and 5.0 HEPES, pH 7.4 (NaOH) at room temperature. Qocytes were
physically separated, then immersed (~60 minutes) in 7 ml of calcium-free Barth’s-
collagenase solution containing (mM): 82.5 NaCl, 2.0 KCl, 1.0 MgCl,, and 5.0 HEPES,
0.0247 g lyophilized collagenase type A (Invitrogen) and 0.0075 g trypsin inhibitor.
Oocytes were incubated in Barth’s solution containing penicillin (1000 U/L) (Invitrogen),
streptomycin (100 mg/L) (Invitrogen), kanamycin (100 mg/L) and sodium pyruvate (275
mg/L) (Sigma) for 12 hours at 15°C.

5’-Capped polyadenylated cRNA was prepared for each construct with the SP6
mMessage mMachine in-vitro transcription kit (Ambion) after cDNA linearization.
Xenopus oocytes were injected with ~1-1.4 ng/oocyte of cRNA using a microinjector and

stored for at least 12 hours in Barth’s solution containing antibiotics and 5% horse serum
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at 15°C. Oocytes were placed in a recording/perfusion chamber and perfused at 0.5
mL/min with (mM): 5.0 KCI, 100 NaCl, 2.0 MgCl,, 0.3 CaCl,, 10 N-2-

hydoxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid (HEPES), pH 7.4 (NaOH).

3-3 Data Acquisition and Analysis. Whole-cell currents were recorded at room
temperature with 2-electrode voltage-clamp.  Borosilicate-glass electrodes (outer
diameter 1.0 mm) filled with 3 M KCI (resistances 1-2 MQ) were connected to a
GeneClamp-500B amplifier (Axon). Current-injecting electrode resistance averaged 1.5
MQ. Voltage command pulses were generated with pClamp 6 software connected to a
12-bit Digidata 1200 analog-to-digital converter (Axon). A holding potential (HP) of -60
mV was used as in previous studies of native currents (Yue et al., 2000; Wang et al,,
1995). The effects of flecainide (Sigma) exposure were monitored with test pulses to +60
mV (in 10 mV steps). The inter-pulse interval was 10 seconds for all protocols and pulse
length is indicated in figure insets. Recordings were low-pass filtered at 1 kHz. Data
were analyzed with pClamp 6 (Axon Instruments) and are expressed as meantS.E.M.
Group comparisons were performed with ANOVA. If significant differences were
indicated by ANOVA, a t-test with Bonferroni’s correction was used to evaluate
differences between individual mean values. A two-tailed P<0.05 was taken to indicate

statistical significance.

3-4 Homology Modeling of the Kv3.1 Pore. Two models of the Kv3.1 channel were
generated using the KcsA (Streptomyces lividans) potassium channel (PDB: 1J95) and
the MthK (Methanobacterium thermoautotrophicum) potassium channel (PDB: 1LNQ)

channel structures as templates. The sequence alignment between the Kv3.1 pore-S6
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region, MthK and KcsA was performed with SAM-T02 (Hughey and Krogh, 1996).
Automated homology modeling was carried out with Modeller V6.2 (Sali and Blundell,
1993) and involved the generation of 150 models of the Kv3.1 channel pore for each
structural template. Model selection was based on the lowest objective function value
(roughly related to the energy of the model) provided by Modeller (Sali and Blundell,
1993) and on the RMS deviation between the atomic coordinates of the template relative
to the model. Energy minimization was carried out on the four best models using
Charmm (Brooks et al., 1983). The overall structural quality of the generated models was
confirmed by PROCHECK (Laskowski et al., 1993). Structural features of flecainide
were approximated using HyperChem 7.5 (Hyperchem, Gainesville, FL) and the AMBER

force field (Weiner et al., 1984).
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4 Results

4-1 Effects of Flecainide on Kv3.1 and Kv1.5. The effects of flecainide on Kv3.1 WT
and Kv1.5 WT were characterized by eliciting currents in response to pulses to potentials
ranging from -50 to +60 mV in increments of 10 mV from a holding potential of -60 mV.
Test pulses elicited rapidly activating outward currents with very slow inactivation in the
absence of flecainide (Fig. 1). Reduced current increments were seen for Kv3.1 at
potentials positive to +30 mV, compatible with inward rectification, as previously
described for dKv3.1 (Yue et al., 1996; Yue et al., 2000a). Flecainide (50 pM) caused
rapid decay of Kv3.1 currents upon depolarization, compatible with open-channel block,
and potently decreased end-pulse current amplitude (Fig. 1A). Overall, 50 pM flecainide
significantly inhibited dKv3.1 current at all voltages positive to 0 mV, with a mean
58.9+3.9% reduction at +30 mV (Fig. 1B). In contrast, the same concentration of
flecainide had little apparent effect on Kv1.5 currents (Fig. 1C), and mean Kvl.5 current
amplitude was not significantly affected (Fig. 1D). These observations indicate important
differences between Kv1.5 and Kv3.1 in their sensitivity to the drug.

Figure 2 shows the effects of the full range of drug concentrations on Kv3.1 and
Kv1.5. Figure 2A illustrates the effects of increasing drug concentrations on current
recorded upon stepping from -60 to +30 mV in single oocytes expressing each subunit.
Flecainide appreciably decreased Kv3.1 current at 20 uM and produced near-total block
of end-pulse current at 500 M. In contrast, Kv1.5 was minimally affected by 50 uM
flecainide and 500 uM drug produced just over 50% inhibition. Figure 2B shows mean
concentration-response data for flecainide inhibition of Kv3.1 and Kv1.5 at +30 mV. The

flecainide ICsps for Kv3.1 end-pulse current at +30 mV averaged 28.3+1.3 uM with a Hill
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coefficient (ny) of 0.91+0.1 in 11 oocytes, an order of magnitude less than the
corresponding value for Kv1.5 (237.1£6.2 uM, Hill coefficient 1.1+0.2 n=8 oocytes,
P<0.001). Figure 2C shows the percentage inhibition by two concentrations of flecainide
on Kv3.1 and Kvl.5 at different test potentials. Inhibition showed shallow voltage-
dependence for both subunits. At approximately equipotent flecainide concentrations (50
uM for Kv3.1, 500 uM for Kv1.5), block as a function of voltage is not significantly
different for the two subunits. Figures 2D and 2E show the activation curve for Kv3.1
and Kv1.5, respectively, based on an analysis of tail currents following 400-ms test pulses
to various activation voltages, before and after exposure to approximately equipotent drug
concentrations. The half-maximal activation voltage (Vi) of Kv3.1 was -1.7£0.4 mV
(slope factor 8.2+1.3 mV), and this was slightly shifted to -6.8+1.5 mV, (P<0.05; slope
factor 7.4+1.9 mV) after exposure to flecainide. For Kvl.5, the Vi, was -11.6+1.8 mV
(slope factor 7.2+1.8 mV) before and -16.9£1.9 mV (slope factor 7.4£1.9 mV) after 500

pM flecainide.

The rapid decay of current in the presence of flecainide suggests open-channel
blocking. Figure 3A (inset) shows the onset of Kv3.1 block as a function of time during
the pulse at three concentrations of flecainide. Block was a discrete function of time,
well-fit by exponential relations as shown, and accelerated at higher drug concentrations.
The regression lines in Fig 3A are an analysis of blocking kinetics as a function of drug
concentration. The blocking rate constant (K) was a linear function of concentration (C),
consistent with a standard blocking model, K= kys + kon[C] (Where ko and ko, are rate
constants for drug-receptor association and dissociation). K is obtained from best-fit
regression of the onset of block at each concentration to a single exponential function

B(t)=B, + Bu(1-exp[-Kt]), where B(t) is block at time t, B=block upon pulse onset and
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Big=steady-state time-dependent block. The dissociation constant (Kg) is given by Kog/kon
and the exponential block-onset time constant 7g at any concentration [C] is given by
1/(kon[C] + kofr), With the net rate constant K being 1/75. When this relation was analyzed
in each of 8 experiments with Kv3.1, we obtained a mean ko, of 1.4£0.1 uM'ls'1 and kot
of 39.845.3 5. The Kj estimated from kog/kon Of the kinetic analysis averaged 28.8+3.6
uM, in good agreement with the directly measured ICso (28.3 pM) as obtained in Fig. 2A.
Figure 3B shows corresponding data for Kv1.5. The results are qualitatively similar, with
lower blocking rates for a given concentration. For Kv1.5, k., averaged 0.30+0.02 uM s
' and ko 60.0£5.5 s (n=8 oocytes). Kj estimated from the kinetic analysis averaged
210.845.9 uM, once again in reasonable agreement with the directly measured ICso (237
uM). Table 2 shows the calculated rate constants. The time-dependent block onset in
Fig. 3A and B are compatible with open-channel block. This notion is further supported
by observations of crossover of control tail currents with those in the presence of blocking
drug concentrations for Kv3.1 (Fig. 3C) and Kv1.5 (Fig. 3D). Upon repolarisation in the
absence of drug, rapid time-dependent transition of channels from the open to the closed
state provides characteristic deactivating tail currents. In the presence of drug,
deactivation of unblocked channels is similarly rapid. However, for many open-channel
blockers, unblocking must occur in the open state, there is low affinity for the closed state
and drug-bound channels must unblock before closing. If a large fraction of channels
have been blocked during depolarization and the unbinding rate k¢ is fast enough,
channels may unblock through the open state upon repolarization and carry significant
current, thus slowing the apparent rate of deactivation. This process will be reflected in a
slower time course of the tail current, resulting in tail current ‘crossover’ (Armstrong,

1971). The tail-current time course was fitted by monoexponential relations (as shown by
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the solid lines fitted to the experimental data points shown in Figures 3C and D),
providing the mean data shown in Figure 3E. These results show that the rate of current
decay upon repolarisation was prolonged significantly in the presence of drug. Kv3.1
tail-current time constants increased from 54.842.7 ms (control) to 218.2+9.6 ms in
presence of flecainide 50 uM (P=0.0017, n=8 oocytes). Corresponding values for Kv1.5
before and after 100 pM flecainide were 115.6+£3.0 ms and 247.4+7.2 ms, respectively

(P=0.0173, n=8 oocytes).

4-2 Response of Kv3.1/Kvl.5 Chimeras to Flecainide. As an initial approach to
analyzing the molecular determinants of the differential flecainide sensitivity of Kv3.1
and Kv1.5, we constructed chimeras between the two subunits. Two sets of reciprocal
chimeras were constructed. Since we had already observed block of the wild-type
channels in their open configuration we decided to concentrate on the pore to C-terminal
region (see figure 3C, D and E). One set of chimeras involved the C-terminal distal to
position Asn-436 in Kv3.1 and Asn-518 in Kv1.5. Figure 4A, top panels, show typical
recordings before and after 50 uM flecainide in WT Kv3.1 and Kvl.5, whereas the
middle panels show corresponding recordings from Kv3.1 subunits with their C-terminal
replaced by those of Kv1.5 and Kvl.5 subunits with Kv3.1 C-terminal substitution.
There was clearly no major change in sensitivity. We therefore interchanged longer
segments of each subunit, involving the C-terminal distal to Met-414 in the Kv3.1 S6
segment and Lys-494 in the Kv1.5 S6. Figure 4A (bottom panels) show that flecainide
sensitivity was somewhat decreased for Kv3.1 subunits containing the S6+C-terminal
component of Kv1.5 and that sensitivity was increased for the corresponding Kv1.5

chimera. Figure 4B compares meantS.E.M. concentration-response data for the S6+C-
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terminal chimeras with those of WTs at +30 mV. Results for the chimeras clearly lie in a
position different from those of the WTs and close to each other. Mean ICsps at +30 mV
based on values calculated for each oocyte studied for WT and both sets of chimeric
constructs are shown in Fig. 4C. Whereas values for the C-terminal chimeras are
indistinguishable from WT, values for the S6+C-terminal chimeras are significantly
different from their respective WTs and not different from each other. These results
suggest that molecular motifs in S6 play a role in determining the flecainide affinity
differences between Kv3.1 and Kv1.5. We next proceeded to address the potential role of

specific amino acid residues in these drug affinity differences.

4-3 Effects of Mutating Candidate Amino Acids in Kv3.1 and Kv1.5 on Flecainide
Sensitivity. The results described above suggest that flecainide produces open-channel
block of both Kv3.1 and Kvl.5, with marked differences in affinity. We noted that
similar differences in flecainide affinity had previously been reported for Kvl.4
(Yamagishi et al., 1995), which like its Kvl subfamily co-member Kv1.5 is flecainide-
insensitive, and Kv4.2 (Caballero et al., 2003), which is typically flecainide-sensitive. In
addition, we noted that many of the amino acids that determine drug block of voltage-
dependent K'-channels are situated in the S5-S6 linker region or in S6 (Yeola et al., 1996;
Franqueza et al., 1997; Zhang et al., 1998; Caballero et al., 2002; Decher et al., 2004).
We therefore aligned and compared these portions of the sequences of rKv1.4, hKvl1.5,
dKv3.1 and rKv4.2 with one another. As shown in Fig. 5, there was a large degree of
homology among these subunits. At three positions (shown by boxes and symbols
corresponding to their respective position in the channel protein), amino-acid residues
corresponded for Kv1.4 and Kv1.5, on one hand, and for Kv3.1 and Kv4.2, on the other,

but differed between the sensitive and insensitive subunits.
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We therefore considered these three amino acid residues to be candidates to play a
role in the difference in flecainide sensitivity between the sensitive subunits Kv3.1 and
Kv4.2 and the insensitive subunits Kv1.4 and Kv1.5. We first used site-directed
mutagenesis to alter each of these amino acids in Kv3.1 to those in Kv1.5, and to alter the
amino acids in Kv1.5 to those in Kv3.1. Figure 6A illustrates the effects of several
flecainide concentrations on current at +30 mV in oocytes expressing WT subunits and
each of the point mutations. The response of Kv3.1 subunits with the 1389D mutation
was similar to that of the WT subunits shown immediately above. Similarly, Kv1.5 with
the reciprocal D469 mutation responded like Kv1.5 WT. The response of L401V Kv3.1
also resembled that of Kv3.1 WT, but the reciprocal V481L Kv1.5 appeared somewhat
more sensitive to flecainide than Kv1.5 WT. The mutations shown in the bottom panels
of Fig. 6A had quite striking effects. The L4221 mutation strongly decreased the

sensitivity of Kv3.1, whereas IS02L strongly increased that of Kv1.5.

Figure 6B shows the mean ICsos for each of the constructs studied at +30 mV. The
isoleucine/aspartic acid mutations did not alter the ICsp of either Kv3.1 or Kvl.5.
Whereas Kv3.1 L401V had an ICso indistinguishable from that of Kv3.1 WT, Kvl.5
V481L had a significantly lower ICso than that of Kv1.5 WT. The most striking changes
occurred with the isoleucine/leucine mutations in the S6 segment. The ICsp of Kv3.1
L4221 was dramatically increased from that of Kv3.1 WT and approached the value of
Kvl.S WT. Similarly, the ICso of Kv1.5 I502L was substantially decreased and
approximated that of Kv3.1 WT. The full concentration-response relations for flecainide
inhibition of the reciprocal isoleucine/leucine mutants and their respective WTs are
shown in Fig. 6C. They indicate that the S6 isoleucine/leucine mutants transformed the

flecainide-sensitivity phenotype of each subunit to resemble that of its opposite WT
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counterpart. Table 2 shows the rate constants for leucine/isoleucine mutants compared to
WTs, and indicate that like the WT channels, the main differences among the mutants
was in the kon, suggesting that the differences in drug sensitivity were due to differences

in drug access to the channel rather than stability of the drug-receptor complex.

4-4 Biophysical Effects of the S6 Isoleucine/Leucine Mutations in Kv3.1 and Kv1.5.
To evaluate changes in biophysical properties as potential mechanisms of altered
flecainide-sensitivity of the S6 Kv3.1 and Kv1.5 mutants, we assessed the kinetics,
activation voltage-dependence and reversal potentials of the currents carried by the
various constructs. As shown in Table 3, despite the substantial changes in flecainide-
sensitivity caused by the mutations, they did not affect the primary biophysical properties

of the channels.

4-5 Effects of Corresponding Mutations in Kv1.4 and Kv4.2. The striking changes in
Kv3.1 and Kvl.5 flecainide sensitivity caused by the S6 isoleucine/leucine mutations
suggest a crucial role in determining the flecainide sensitivity differences between these
subunits. To determine the role of the corresponding residues in Kv1.4 and Kv4.2, we
made the equivalent point mutations in these subunits. The results are illustrated in Fig.
7. Figure 7A (left panels) shows currents recorded upon voltage steps from -80 mV in
Kv4.2 WT, Kv4.2 with the S6 1L.492] mutation, Kvl.4 WT and Kv1.4 I547L. The right
panels show currents recorded from the same oocytes after exposure to 50 uM flecainide.
Kv4.2 WT was clearly flecainide-sensitive and Kv1.4 WT flecainide-insensitive. The

leucine to isoleucine mutation at position 392 abolished the response to 50 puM flecainide
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in Kv4.2, without obviously affecting current kinetics. On the other hand, the reciprocal
mutation in Kv1.4 substantially increased flecainide sensitivity. Figure 7B shows the full
concentration-response relations for the WT subunits and the isoleucine/leucine mutants
at +30 mV. The mutations clearly reversed the flecainide-sensitivity differences, with
curves for each point-mutated subunit superimposing on the curve of the opposite WT
subunit. Overall, Kv4.2 WT exhibited marked sensitivity to flecainide with an ICsy of
37.4+6.9 uM, compared to Kv1.4 WT which had an ICsp of 706.3+37.2 uM  (P<0.001
versus Kv4.2). The Kv1.4 I547L mutant ICsy was decreased to 40.9+7.3 uM (P<0.001
versus Kvl.4 WT), whereas the flecainide ICsp of the Kv4.2 L392I mutant was

628.3+35.5 uM (P<0.001 versus Kv4.2 WT).
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5 Discussion

In this study, we have evaluated the basis for pharmacological sensitivity differences
among four voltage-dependent K'-channel subunit channels. We find that a single,
relatively conservative amino acid difference in S6 accounts for the variations in

flecainide sensitivity.

5-1 Comparison with Previous Studies of Molecular Determinants of Cardiac Ion-
Channel Block. Replacing a leucine with an isoleucine in corresponding positions of the
S6 transmembrane domain conferred to the flecainide-sensitive channels Kv3.1 and
Kv4.2 a flecainide affinity like that of the insensitive subunits Kv1.4 and Kvl.5.
Mutating the equivalent isoleucine in Kv1.4 and Kv1.5 to a leucine conferred strongly-
increased sensitivity similar to that of Kv3.1 and Kv4.2. These subunits possess highly-

conserved S5, pore and S6 segments.

Several previous studies have examined molecular motifs in these subunits that
determine antiarrhythmic drug binding (Caballero et al, 2002; Decher et al, 2004,
Franqueza et al, 1997; Yeola et al, 1996). Yeola et al. (1996) were the first to examine
the determinants of quinidine binding in Kv1.5. They noted that residues in the S6
segment, specifically T507 and V514, are significant determinants of quinidine block.
Franqueza et al. (1997) showed that mutations at T507, L510 and V514 abolish
stereoselectivity of bupivacaine block of Kv1.5. Caballero et al. (2002) examined the
determinants of benzocaine block and low-concentration agonist activity on Kv1.5, and
found that mutations of T479, T507, L510 and V514 abolish agonist actions but increase

blocking effects. In a recent study, Decher et al. (2004) used alanine-scanning
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mutagenesis to examine the role of 23 amino acids in the K'-signature sequence and S6 of
Kv1.5 in sensitivity to the anthranilic acid derivative S0100176. Mutations at T479,
T480, V505, 1508 and V512 reduced drug sensitivity. An alanine mutation at 1502, the
critical site in the present study, slightly but significantly decreased sensitivity to
S0100176. The authors concluded that specific S6 and pore helix residues facing the
inner cavity form a binding pocket for S0100176. There is also evidence for a role of S6
residues in determining drug block of Kv1.4 channels. Substitutions at T529 alter
sensitivity to quinidine and 4-aminopyridine (4AP), with a phenylalanine substitution in
particular strongly reducing the affinity for quinidine (Zhang et al., 1998). Phenylalanine
substitutions in the leucine heptad repeat region of the S4-S5 linker region stabilize the

closed state of Kv1.4 and increase 4AP sensitivity (Judge et al., 2002).

There is evidence for an important role of S6 residues in governing drug block of
other cardiac voltage-gated potassium channels. Mutations at S620 and S631 impair C-
type inactivation of the rapid delayed-rectifier channel encoded by the human ether-a-go-
go-related gene (HERG) and attenuate verapamil block (Zhang et al., 1999). Changes in
HERG inactivation due to S6 mutations can be dissociated from alterations in blocking
drug affinity, suggesting a primary role for modulation of drug affinity rather than state-
dependent block (Lees-Miller et al,, 2000). An elegant series of studies from
Dr. Sanguinetti’s laboratory have revealed the structural basis for HERG block, with
cation-7 interactions involving critical S6 residues and tertiary nitrogens playing a central
role (Mitcheson et al, 2000; Fernandez et al., 2004). Similarly, S6 domain residues are
crucial determinants of drug block of the slow delayed-rectifier channel KvLQT1
(Seebohm et al., 2003), voltage-gated Na'-channels (Ragsdale et al., 1996; Sunami et al.,

1997), and L-type Ca**-channels (Hockerman et al., 1997).
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5-2 Model of Kv3.1 Channel Pore. We used molecular modeling to evaluate the
position of the critical leucine/isoleucine amino-acid residue in relation to key structural
components of Kv3.1. The results of structural modeling (according to the approach
described in the “Materials and Methods” section) are shown in Fig. 8. The overall
structure of the S5-pore-S6 region of Kv3.1 is illustrated in a ribbon representation, with
the surface of the 1422 and V425 residues colored in yellow and red respectively. The
V425 residue is seen as projecting inside part of the channel central cavity (Jiang et al.,
2002). This residue has been shown to participate in the binding of a large number of
inhibitory agents to several K channels, including the voltage-gated Shaker (Liu et al,,
1997) and the KCa3.1 (Wulff et al., 2001) channels. As the dimensions of the channel
inner cavity (10A) correspond to the computed length of a flecainide molecule, it is quite
conceivable that flecainide interacts directly with the hydrophobic residues of the channel
cavity, in particular V425. In contrast, the van der Walls surface of the key 1422 residue
appears to be projecting directly behind V425. Hence, our structural analysis does not
support a direct interaction between flecainide and the residue at position 422; therefore,
it is probably not part of the binding site per se. It is possible, however, that the L to I
mutation at position 422 induces a repositioning of the V425 residue, thereby modifying
the interaction between flecainide and residues such as V425 in the channel cavity.
Alternatively, as seen in the model in Figure 8, 1422 is located directly above the highly-
conserved G424 residue that is generally considered to act as a gating hinge. This residue
bends the inner helix by approximately 30 degrees in the crystal structure of MthK and is
believed to provide part of the S6 segment flexibility required for Kv channel opening. It
is thus possible that the L4221 mutation alters the flexibility of the G424 region, thus

modulating the rate at which flecainide has access to the channel inner cavity.
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Figure 8 also includes the position of the hydrophilic L401 (green) and 1389 (blue)
residues, mutation of which failed to alter flecainide sensitivity of Kv3.1. The 1389
residue is predicted to be located in the N-terminal end of the channel pore helix (blue)
whereas the L401 residue is seen as part of the selectivity filter. Because 1389 is more
exposed to the external than internal medium, mutating this residue is not expected to
affect the structure of the channel central cavity. However, according to the proposed
model, the leucine at position 401 could indirectly modify the position of the cavity-lining
T400 residue and thus affect flecainide binding. In fact, residues at positions equivalent
to T400 have been implicated in drug binding (see for instance Wulff et al., 2001).
However, mutation of 1401 is not likely to result in a significant change in the T400
orientation due to the high rigidity of the filter region.

The predicted positions of the 1389, L401, L422 and V425 residues depend on the
validity of our homology-based models. In this regard, it should be pointed out that the
structural features of the 1401, L422 and V425 residues are conserved whether Kv3.1 is
modeled with MthK (Figure 8) or with the closed KcsA channel structure as template (not
shown). The structure of the S6 segment above the gating-hinge glycine residue thus
appears to change minimally between the closed and the open conformation of K'-
channels, despite important structural changes in the C-terminal region of S6. However,
in the absence of a crystal structure for mammalian voltage-gated K" channels, we cannot
rule out the possibility that the orientation of the 1422 and V425 residues differs from
that predicted by the bacterial MthK and/or KcsA structures. Further studies to evaluate
the potential structural basis for the role of the isoleucine/leucine moiety in determining
flecainide sensitivity, as well as the importance of other residues in that region, would be

of interest.
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5-3 Potential Importance of our Findings. The difference in flecainide-sensitivity
between Kv1.4 and Kv4.2 is well-recognized and consequently flecainide has been used
as a tool to explore the potential molecular basis of native I, (Yeola and Snyders, 1997,
Han et al., 2000). Flecainide sensitivity differences have also been noted between canine
Ik With properties of Kv3.1 (Yue et al,, 2000) and native human Kv1.5-like I, currents
(Wang et al., 1995). The present study demonstrates a common molecular basis for these
sensitivity differences: the presence of a leucine rather than an isoleucine at a key S6
amino-acid position in the flecainide-sensitive subunits.

Atrial fibrillation is the most common clinical arrhythmia and its treatment remains
suboptimal (Nattel et al., 2002). Because of its atrial-selective localization, Kv1.5-based
human Ig, has been suggested to be a potentially-interesting target for new
antiarrhythmic drug development (Wang et al., 1993). The present study was designed to
shed light on the molecular determinant of reported differences seen between sensitive
and insensitive subunits. The identification of a key amino-acid determinant is an
important step in this direction. A better understanding of the molecular determinants of
the drug-sensitivity of Kv1.5 and related channels may help in the rational design of new

antiarrhythmic compounds.

5-4 Potential Limitations. The objective of this study was to determine the molecular
basis for the differences in flecainide sensitivity among four subunits involved in forming
native K'-channels for which discrepancies in sensitivity have been noted and studied
previously. We did not set out to establish the details of the molecular determinants of

the drug-binding site for each individual subunit. Although the latter issue is of great
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interest, it goes well beyond the scope of the present study. The S6+C-terminal chimeras
containing the S6+C-terminal of Kv3.1 or Kv1.5 moved the flecainide sensitivity towards
that of the subunit composition of the S6+C-terminal end. However, despite the fact that
the S6+C-terminal contained the leucine/isoleucine moiety conferring flecainide
sensitivity/insensitivity respectively in the respective wild types or point mutations, the
changes in drug sensitivity were less with the chimeras than for the point mutations. This
observation suggests that other molecular determinants in S6 and/or the C-terminus
influence drug sensitivity in the chimeras, and can partly offset the effects of the

leucine/isoleucine moiety.

The channel-blocking concentrations in this study are higher than those produced
therapeutically, as well as values published in studies analyzing the effects of flecainide
on Ik, g in isolated atrial cells and in vivo models of AF (Yue et al., 2000b; Wang et al.,
1992). This discrepancy is likely due to the well-recognized lesser sensitivity to blocking
drugs of channels expressed in Xemopus oocytes compared to mammalian cells
(Weerapura et al, 2002). Nevertheless, the mechanisms of channel block in Xenopus
oocytes are believed to be similar to those in other systems and Xenopus oocytes are
widely used as an expression system for the analysis of structural motifs for channel

block (Decher et al., 2004; Dibb et al., 2003; Perry et al., 2004; Wang et al., 2003).

We used molecular modeling to evaluate the position of the critical
leucine/isoleucine amino acid in relationship to key structural components of Kv3.1. We
recognize that this modeling does not clarify the details of flecainide binding. As
mentioned above, a full evaluation of the molecular structure of the drug-binding site
goes beyond the scope of this study. In particular, further work is needed to delineate the

amino acids that form the binding site and the mechanism of their interaction with the
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critical leucine/isoleucine residue that we identified. Nevertheless, we feel that it is
important to note the position of the leucine/isoleucine amino acid site in order to begin to
assess potential mechanisms of its involvement. Further work will clearly be needed to
reveal more of the details of flecainide's interactions with channels composed of Kv4.2,

Kv3.1, Kvl.4 and Kv1.5 subunits.

6 Acknowledgments

The authors thank Evelyn Landry and Xiaofan Yang for expert technical

assistance and France Thériault for excellent secretarial help with the manuscript.



112

7 References

Armstrong CM  (1971) Interaction of tetraethylammonium ion derivatives with the
potassium channels of giant axons. J Gen Physiol 58:413-437.

Brooks BR, Bruccoleri RE, Olafson BD, States DJ, Swaminathan S, and Karplus M
(1983) A Program for Macromolecular Energy Minimization and Dynamics
Calculations. J Comput Chem 4:187-217.

Caballero R, Pourrier M, Schram G, Delpon E, Tamargo J, and Nattel S (2003) Effects
of flecainide and quinidine on Kv4.2 currents: voltage dependence and role of S6
valines. BrJ Pharmacol 138: 1475-1484.

Caballero R, Moreno I, Gonzalez T, Valenzuela C, Tamargo J, and Delpon E (2002)
Putative binding sites for benzocaine on a human cardiac cloned channel (Kv1.5).
Cardiovasc Res 56:104-117.

Decher N, Pirard B, Bundis F, Peukert S, Baringhaus KH, Busch AE, Steinmeyer K, and
Sanguinetti MC (2004) Molecular basis for Kv1.5 channel block: conservation of
drug binding sites among voltage-gated K* channels. J Biol Chem 279:394-400.

Dibb KM, Rose T, Makary SY, Claydon TW, Enkvetchakul D, Leach R, Nichols CG, and
Boyett MR (2003) Molecular basis of ion selectivity, block, and rectification of the
inward rectifier Kir3.1/Kir3.4 K* channel. J Biol Chem 278:49537-49548.

Doyle DA, Morais CJ, Pfuetzner RA, Kuo A, Gulbis JM, Cohen SL, Chait BT, and
MacKinnon R (1998) The structure of the potassium channel: molecular basis of
K" conduction and selectivity. Science 280:69-77.

Fedida D, Eldstrom J, Hesketh JC, Lamorgese M, Castel L, Steele DF, and Van Wagoner
DR (2003) Kv1.5 is an important component of repolarizing K* current in canine

atrial myocytes. Circ Res 93:744-751.



ff__“\

113

Feng J, Wible B, Li GR, Wang Z, and Nattel S (1997) Antisense oligodeoxynucleotides
directed against Kv1.5 mRNA specifically inhibit ultrarapid delayed rectifier K*
current in cultured adult human atrial myocytes. Circ Res 80:572-579.

Fernandez D, Ghanta A, Kauffman GW, and Sanguinetti MC (2004) Physicochemical
features of the HERG channel drug binding site. J Biol Chem 279:10120-10127.

Franqueza L, Longobardo M, Vicente J, Delpon E, Tamkun MM, Tamargo J, Snyders DI,
and Valenzuela C (1997) Molecular determinants of stereoselective bupivacaine
block of hKv1.5 channels. Circ Res 81:1053-1064.

Han W, Wang Z, and Nattel S (2000) A comparison of transient outward currents in
canine cardiac Purkinje cells and ventricular myocytes. Am J Physiol (Heart Circ
Physiol) 279:H466-H474.

Herrera D, Yue L, Wang Z, and Nattel S (2002) Effects of antiarrhythmic drugs on
currents carried by dKv3.1 and hKv1.5. BiophysJ 82:585a. Abstract

Hockerman GH, Johnson BD, Abbott MR, Scheuer T, and Catterall WA (1997).
Molecular determinants of high affinity phenylalkylamine block of L- type calcium
channels in transmembrane segment IIIS6 and the pore region of the alphal subunit.
J Biol Chem 272:18759-18765.

Hughey R and Krogh A (1996) Hidden Markov models for sequence analysis:
extension and analysis of the basic method. Comput Appl Biosci 12:95-107.

Jiang Y, Lee A, Chen J, Cadene M, Chait BT, and MacKinnon R (2002) The open pore

conformation of potassium channels. Nature 417:523-526.



114

Judge SI, Yeh JZ, Goolsby JE, Monteiro MJ, and Bever CT Jr (2002) Determinants of
4-aminopyridine sensitivity in a human brain Kv1.4 K(+) channel: phenylalanine
substitutions in leucine heptad repeat region stabilize channel closed state. Mol
Pharmacol 61:913-920.

Laskowski BR, MacArthur MW, Moss DS, and Thornton JM (1993) PROCHECK: A
program to check the stereochemical quality of protein structures. J Appl Cryst
26:283-291.

Lees-Miller JP, Duan Y, Teng GQ, and Duff HJ (2000) Molecular determinant of high-
affinity dofetilide binding to HERG1 expressed in Xenopus oocytes: involvement
of S6 sites. Mol Pharmacol 57:367-374.

Liu Y, Holmgren M, Jurman ME, and Yellen G (1997) Gated access to the pore of a
voltage-dependent K* channel. Neuron 19:175-184.

Mitcheson JS, Chen J, Lin M, Culberson C, and Sanguinetti MC (2000) A structural
basis for drug-induced long QT syndrome. Proc Natl Acad Sci US A 97:12329-
12333.

Nattel S, Khairy P, Roy D, Thibault B, Guerra P, Talajic M, and Dubuc M (2002) New
approaches to atrial fibrillation management: a critical review of a rapidly evolving
field. Drugs 62:2377-2397.

Nattel S, Yue L, and Wang Z (1999) Cardiac ultrarapid delayed rectifiers, a novel
potassium current family of functional similarity and molecular diversity. Cell
Physiol Biochem 9:217-226.

Perry M, de Groot MJ, Helliwell R, Leishman D, Tristani-Firouzi M, Sanguinetti MC,
and Mitcheson J (2004) Structural determinants of HERG channel block by

clofilium and ibutilide. Mol Pharmacol 66:240-249.



f

115

Ragsdale DS, McPhee JC, Scheuer T, and Catterall WA (1996) Common molecular
determinants of local anesthetic, antiarrhythmic, and anticonvulsant block of
voltage-gated Na" channels. Proc Natl Acad Sci US A 93:9270-9275.

Roden DM and George AL Jr (1997) Structure and function of cardiac sodium and
potassium channels. Am J Physiol 273:H511-H525.

Sali A and Blundell TL (1993) Comparative protein modelling by satisfaction of spatial
restraints. J Mol Biol 234:779-815.

Seebohm G, Chen J, Strutz N, Culberson C, Lerche C, and Sanguinetti MC (2003)
Molecular determinants of KCNQ1 channel block by a benzodiazepine. Mol
Pharmacol 64:70-77.

Snyders DJ (1999) Structure and function of cardiac potassium channels. Cardiovasc
Res 42:377-390.

Sunami A, Dudley SC Jr, and Fozzard HA (1997) Sodium channel selectivity filter
regulates antiarrhythmic drug binding. Proc Natl Acad Sci U S A 94:14126-14131.

Tamargo J, Caballero R, Gomez R, Valenzuela C, and Delpon E (2004) Pharmacology
of cardiac potassium channels. Cardiovasc Res 62:9-33.

Varro A, Biliczki P, Tost N, Virag L, Hala O, Kovacs P, Matyus P, and Papp JG (2004).
Theoretical possibilities for the development of novel antiarrhythmic drugs. Curr
Med Chem 11:1-11.

Wang S, Morales MJ, Qu Y], Bett GC, Strauss HC, and Rasmusson RL (2003) Kvi.4
channel block by quinidine: evidence for a drug-induced allosteric effect. J Physiol

546:387-401.



M

116

Wang Z, Fermini B, and Nattel S (1995) Effects of flecainide, quinidine, and 4-
aminopyridine on transient outward and ultrarapid delayed rectifier currents in
human atrial myocytes. J Pharmacol Exp Ther 272:184-196.

Wang Z, Fermini B, and Nattel S (1993) Sustained depolarization-induced outward
current in human atrial myocytes. Evidence for a novel delayed rectifier K" current
similar to Kv1.5 cloned channel currents. Circ Res 73:1061-1076.

Wang Z, Pagé P, and Nattel S (1992) Mecahnism of flecainide’s antiarrhythmic action
in experimental atrial fibrillation. Circ Res 71:271-287.

Weerapura M, Nattel S, Chartier D, Caballero R, and Hébert TE (2002) A comparison of
currents carried by HERG, with and without coexpression of MiRP1, and the native
rapid delayed rectifier current. Is MiRP1 the missing link? J Physiol (Lond)
540:15-27.

Weiner SJ, Kollman PA, Case DA, Singh UC, Ghio C, Alagona G, Profeta S, and Weiner
P (1984) A new force field for molecular mechanical simulation of nucleic acids
and proteins. J Amer Chem Soc 106:765-784

Wulff H, Gutman GA, Cahalan MD, and Chandy KG (2001) Delineation of the
clotimazo/TRAM-34 binding site on the intermediate conductance calcium
activated potassium channel, IKCal. J Biol Chem 276:30240-30245.

Yamagishi T, Ishii K, and Taira N (1995) Antiarrhythmic and bradycardic drugs inhibit
currents of cloned K* channels, Kv1.2 and Kv1.4. Eur J Pharmacol 281:151-159.

Yeola SW, Rich TC, Uebele VN, Tamkun MM, and Snyders DJ (1996) Molecular
analysis of a binding site for quinidine in a human cardiac delayed rectifier K’

channel. Role of S6 in antiarrhythmic drug binding. Circ Res 78:1105-1114.



117

Yeola SW and Snyders DJ (1997) Electrophysiological and pharmacological
correspondence between Kv4.2 current and rat cardiac transient outward current.
Cardiovasc Res 33:540-547.

Yue L, Feng J, Li GR, and Nattel S (1996) Characterization of an ultrarapid delayed
rectifier potassium channel involved in canine atrial repolarization. J Physiol
(Lond) 496:647-662.

Yue L, Wang Z, Rindt H, and Nattel S (2000a) Molecular evidence for a role of Shaw
(Kv3) potassium channel subunits in potassium currents of dog atrium. J Physiol
527:467-478.

Yue L, Feng JL, Wang Z, and Nattel S (2000b) Effects of ambasilide, quinidine,
flecainide and verapamil on ultra-rapid delayed rectifier potassium currents in
canine atrial myocytes. Cardiovasc Res 46:151-161.

Zhang H, Zhu B, Yao JA, and Tseng GN (1998) Differential effects of S6 mutations on
binding of quinidine and 4-aminopyridine to rat isoform of Kv1.4: common site but
different factors in determining blockers' binding affinity. J Pharmacol Exp Ther
287:332-343.

Zhang S, Zhou Z, Gong Q, Makielski JC, and January CT (1999) Mechanism of block
and identification of the verapamil binding domain to HERG potassium channels.

Circ Res 84:989-998.



)

118

8 Figures and Figure Legends
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Figure 1: Flecainide inhibition of Kv3.1 and Kvl.5 currents expressed in Xenopus
oocytes (n=8 per observation). Kv3.1 (4) and Kvl1.5 (C) currents induced by
depolarization to potentials ranging from -50 mV to +60 mV from a holding potential of -
60 mV in the absence and presence of 50 uM flecainide. Inset shows the voltage-clamp
protocol used to elicit currents. Vertical scales represent 1 pA and horizontal scales 100
ms. Current-voltage relationships for Kv3.1 (B) and Kv1.5 (D) currents in the absence

(©) and presence of 50 uM flecainide (o) (** P<0.01, *** P<0.001 versus control).
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Figure 2: A, effects of four concentrations of flecainide on currents recorded in
representative oocytes expressing Kv3.1 and Kv1.5 (protocol in inset). Note that all
recordings before and after drug were in the same oocyte. Vertical scales represent 1 pA
and horizontal scales 100 ms. B, concentration-response curves for Kv3.1 and Kv1.5
(mean+S.E.M.) for effects of flecainide upon steps to +30 mV (n=8 per observation). C,
percentage reduction (meantS.E.M.) in Kv3.1 and Kvl.5 as a function of test potential at
50 and 500 pM flecainide. D, E, activation voltage-dependence of Kv3.1 and Kvl.5
currents under control conditions and in the presence of 50 and 500 puM flecainide
respectively, as determined based on the tail current at -30 mV following steps to each of
the voltages indicated normalized to the tail current after a step to +60 mV (n=8 per

observation).
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Figure 3: Time-dependent flecainide effects. A, B, meantS.E.M. blocking rate constants
(determined as illustrated in insets) were a linear function of flecainide concentration
(n=8 oocytes/data point). Insets: fractional inhibition of Kv3.1 (4) and Kv1.5 (B) current
produced by the flecainide concentration indicated relative to control (given by [(Icu-
Iriec)/Icu]) are shown as a function of time during voltage steps to +30 mV. Original data
are shown, as well as best-fit exponentials to determine the rate constants for block onset.
C D, tail currents were elicited upon repolarisation to -30 mV following pulses to +60
mV from a holding potential of -60 mV. Kv3.1 (C) and Kv1.5 (D) deactivation currents
(tail currents) in the absence and presence of the indicated flecainide concentration. E,
summary data (mean+SEM) of time course of deactivation in the absence and presence of
flecainide concentrations indicated in panels C and D (results were obtained in 8 oocytes

per construct).
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Figure 4: Effects of flecainide on currents carried by WT and chimeric subunits. A,
current recordings in absence and presence of 50 uM flecainide. B,
concentration-response curves for Kv3.1 WT, Kv3.1 with the Kv1.5 S6 and C-terminal
(Kv3.1/Kv1.5 S6+C-term), Kv1.5 WT and Kv1.5 with the Kv3.1 S6 and C-terminal
(Kv1.5/Kv3.1 S6+C-term). C, ICsgs for flecainide effects on currents upon application of
a pulse to +30 mV. (*P<0.05 versus Kv3.1 WT; 11 P<0.01 versus Kv1.5 WT, N ranges
from 6 to 8). Vertical calibrations are 1 pA and horizontal calibrations are 100 ms.
(Kv3.1/1.5C-term=chimera formed by substituting Kv1.5 C-terminal into Kv3.1;
Kv1.5/3.1C-term=chimera formed by substituting Kv3.1 C-terminal into Kv1.5).
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Figure 5: Amino-acid sequence comparison of the region between the beginning of the

S5-S6 linker and S6 in dKv3.1, hKvl.5, rKv4.2 and rKv1.4. Residues selected for

mutation analysis are boxed.
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Figure 6: A, effects of four concentrations of flecainide on currents recorded in

representative oocytes expressing WT and various mutant constructs of Kv3.1 (left) and

Kv1.5 (night) (voltage protocol in inset). Vertical calibrations are 1 pA and horizontal
calibrations are 100 ms. B, mean+S.E.M. ICsos for WT and mutant constructs (*P<0.05,

*#%P<0.001 versus. Kv1.5WT; 1P<0.05, +11P<0.001 versus Kv3.1 WT, n ranges from 6

to 8 per data point).

C, concentration-response curves for WT and isoleucine/leucine

mutants mean+S.E.M. for effects of flecainide upon steps to +30 mV (n ranges from 6 to

8 per data point).
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Figure 7. Effects of flecainide on I,-forming subunits. A, current recordings of Kv4.2
WT, Kv4.2 14921, Kv1.4 WT and Kv1.4 I547L in the absence (left panels) and presence
(right panels) of 50 uM flecainide (recordings before and after drug were always obtained
in the same oocyte). B, concentration-response curves for flecainide inhibition of
currents elicited by depolarization to +30 mV. Vertical calibrations are 1 pA and

horizontal calibrations are 100 ms.
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Figure 8: Homology model of the Kv3.1 pore. Structural model of the Kv3.1 pore region
obtained by homology modeling using the MthK crystal structure as template (PDB:
1LNQ). Top and side views of the predicted Kv3.1 channel S5-Pore-S6 region shown in
a ribbon representation. The channel selectivity filter is illustrated containing two K
ions (orange). The L422 (red) and the cavity lining residue V425 (yellow) are
represented as van der Walls surfaces. Only three of the four monomers have been
included in the side view representation of the channel for clarity. This model predicts
that the 1422 residue is positioned behind V425. As a result 1422 is not expected to face
the channel central cavity and thus to interact directly with flecainide. The position of the
hydrophilic L401 and 1389 residues has been marked in green and blue respectively. The
1389 residue is predicted to be located in the N-terminal end of the channel pore helix
(blue) whereas the L401 residue is seen as part of the selectivity filter. Mutation of these
residues is not expected to affect the structure of the channel central cavity where most

likely binding of flecainide takes place.
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Table 1: Primers used for chimera and point mutation construction

Clone

Primers and Annealing Temperatures in °

RES

Kv3.11389D

. CTGCCCCAACAAGATAGAGTTCAT
. CAGAAGCCATCGGGGATGTTCTTAAAGTGGG
. GTCATGGTGACCACGGCCCACCAGAAGCCATCGGGGA

C
57

55

Mscl
BstEIl

Kv1.5D4691

. AGCGGGGTCATGGCCCCGCCCTCT
. ACCAGAAGGCGATAGGGATGCTAG
. CATGGTGACCACTGCCCACCAGAAGGCGATAGGGATGC

=

F 60

Pmlil
BstEIl

Kv3.1L401V

. ATGACGACGGTGGGCTACGGAGAC
. GCCCGTGGTCACCATGACGACGGTGGGCTAC
. ATCGGATCCTCAAGTCACTCTCAC

IS

BstEIl
BamHI

Kv1.5V481L

. AGTGGTCACCATGACCACTCTGGGCTACGGGGA
. CATGATATCTCACAAATCTGTTTCCCGGCT

58

BstEIl
EcoRV

Kv3.1L422]

. GCACTGTGTGCGATAGCGGGCGTGCTG
. ATCGGATCCTCAAGTCACTCTCAC

Fs3

BstAPI
BamHI

Kv1.51502L

. TCCAGTGCCGTCTACTTCGCA

. AGGACCCCGGCGAGGGCACACAGCGAG

. GCTGTGTGCCCTCGCCGGGGTCCTCAC

. CATGATATCTCACAAATCTGTTTCCCGGCT

Fs7
Fs7

59

BstEIl
EcoRV

Kv4.2L3921

. GGCCCTGGTGTTCTACTATGT

. GACCAAGACTCCGCTAATTGAGCAGAT
. GGGTCTATCTGCTCAATTAGCGGAGTC
. ATAGTTTAGCGGCCGCGTCTTACAAAGCAGACAC

Fs3
149

54

BsmBI
Notl

Kv1.41547L

. GCAGAGGCAGATGAACCTACC

. TAAGACACCCGCAAGGGCACACAG

. GGGTCCCTGTGTGCCCTTGCGGGTGTC
. GATGGATCCTCAGACGTCAGTCTC

53
Fs2

54

Bsml
BamHI

Kv3.1/
Kvl1.5S6-
Cterm

BN — B W =D W =R WN =N =N =N =W R =W N —

W

4. ACGAATGAGCTCTCACAAATCTGTTTCCCGGCTGGT

. CAAGATAAGCTTATGGGCCAAGGGGACGAGAGCGAG
. CCCGGCGATGGCACACAGCGAGCCCACGATCATGCCG

. GACATGTACCCGCAGACGTGGTCCGGCATGATCGTGG

GACCACGTCTGCGGGTA

GCTCGCTGTGTGCCATC

Hindlll
Sacl

Kvl.5/
Kv3.156-
Cterm

N —

W

. CAAGATAAGCTTATGGAGATCGCCCTGGTGCCCCTG
. GCCCGCCAGCGCACACAGTGCTCCCACCAGCTTGCC

. GACATGAGGCCCATCACTGTTGGGGGCAAGCTGGTG

. ACGAATGGATCCTCAAGTCACTCTCACAGCCTCTGT

CCCAACAGTGATGGGCCT

GGAGCACTGTGTGCGCTG

Hindlll
BamHI

Kv3.1/
Kv1.5Cterm

. ATAGGGGCCCAGCCCAATGAC

. CACGATGACGGGCACAGGCAT

. GTTGAAGTTGGACACGATGACGGG

. TCCAACTTCAACTACTTCTACCACCGG

. ACGAATGAGCTCTCACAAATCTGTTTCCCGGCTGGT
. CCCGTCATCGTGTCCAACTTCAACTACTTCTAC

BstETl
Sacl

Kvl.5/
Kv3.1Cterm

AL PR WN=ONWK B WN =N

. TCCAGTGCCGTCTACTTCGCA

. GACGATGACGGGCACAGGCAG

. CCCAAAATTGTTGACGATGACGGG
. AACAATTTTGGGATGTATTACTCC
. ACGAATGGATCCTCAAGTCACTCTCACAGCCTCTGT
. CCCGTCATCGTCAACAATTTTGGGATGTATTACTCC

For b8

BstETl
BamH1

RES: Restriction Endonuclease Sites




TABLE 2 : Rate constants for wild-type and mutant channels.

Channel kon(UM™'s™) korr(s™) Kq (uM)
Kv3.1 WT 1.4+0.1 39.8+5.3 28.8+3.6
Kv3.1 L4221 0.37+0.05 73.2+4.5 202.7+11.7
Kv1.5 WT 0.30:0.02 60.0+5.5 210.8+5.9
Kv1.5 I1502L 1.1£0.3 36.7+1.6 35.4£1.9
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TABLE 3. Biophysical properties of wild-type and mutant clones
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Clone Vi (mV) k(mV) T-10mv T+30mV Viev
(ms) (ms) (mV)
Kv3.1 -1.7+0.4 8.2+1.1 19.4+1.5 3.9+0.5 -78+3.2
Kv3.114221 -2.1+0.5 8.0+1.5 18.7+1.9 3.5+0.9 -76%+4.8
Kvl.5 -11.6+1.8 7.2+1.2 9.8+1.1 2.7+0.3 -73+£3.4
Kv1.51502L -10.3+1.7 7.0£1.4 9.6+1.6 2.5+0.6 -74+4.6

Vi = 50% activation voltage; k = slope factor of activation curve; 7.jomv, 7+30mv =
activation time constants at -10 and +30 mV respectively, V., = reversal potential based
on reversal of tail currents following a 25 ms activating pulse to +30 mV
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Cette étude a tentée d’évaluer la base moléculaire des différences dans la
sensibilité 4 la flécainide parmi quatre sous unités formant des canaux potassiques
dépendants du voltage. On trouve qu’un simple résidu relativement bien conservé dans le
segment transmembranaire S6 joue un réle critique dans la sensibilité a la flécainide

intrinséque de ces canaux.

1 Comparaison a d’autres études des déterminants moléculaires du bloc de canaux

ioniques cardiaques

Le remplacement d’une leucine avec une isoleucine en position correspondante du
segment transmembranaire S6 confeére aux canaux sensibles Kv3.1 et Kv4.2, une
sensibilité 4 la flécainide comme celle des canaux insensibles Kv1.4 et Kv1.5. Cet effet
est réciproque et produit des canaux aillant une sensibilité semblable a celles de Kv3.1 et
Kv4.2 de type sauvage lorsqu’on introduit une leucine a la position de I’isoleucine.

Plusieurs études ont examinées les motifs moléculaires de ces sous unités qui

déterminent la liaison d’agents antiarythmiques. Yeola et ses collaborateurs(*’*

), étaient
premier 4 examiner les déterminants de la liaison de la quinidine au canaux produits par
la sous unité Kv1.5. Ils remarquérent que des résidus dans le segment transmembranaire
S6, notamment; la Thr505 et la Val512, sont déterminants du bloc par la quinidine. Une
autre étude démontra que des mutations a la Thr505, la Leu508 et & la Val512 abolissent
la stéréosélectivité du bloc de la sous unité Kv1.5 par la bupivacaine(375). Caballero et
al(*’) ont examiné les déterminants du bloc par la benzocaine et son effet agoniste sur

Kv1.5 a des basses concentrations. Ils ont trouvé que des mutations & la Thr477, Thr505,

LeuS08 et Val512 abolissaient ’action agoniste et réduisaient les effets bloqueurs. Une
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étude récente employant la méthode de mutagenese par substitution a 1’alanine pour

déterminer le role de 23 acides aminés, dans la séquence du filtre de sélectivité et le

segment S6 de la sous unité Kvl.5, dans la sensibilité a I’agent S0100176(*""), démontra

que des mutations a la Thr479, Thr480, Val505, 11e508 et Val512 réduisent la sensibilité a
cette drogue. Ainsi, une mutation & I’alanine dans la position I1€502, le site critique dans
notre modele, a eu I’effet de réduire la sensibilité de Kv1.5 4 S0100176. Ils conclurent
que des résidus spécifiques du S6 et de I’hélice du pore, faisant face au centre de la voie
de conduction, forment un complexe de liaison pour cet agent.

Le role du segment S6 comme déterminant du bloc des canaux Kv1.4 a déja éte
mis en évidence, une substitution & la Thr529 change la sensibilité de ce canal a la
quinidine et au 4AP. Lorsque des phénylalanines sont introduits le canal devient
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fortement insensible a la quinidine( Introduction de phénylalanines dans les

répétitions heptades leucine de la séquence liant le segment S4 au segment S5 tendent a

stabiliser le canal Kv1.4 en configuration fermé et augmente sa sensibilité au 4AP(C").

Des mutations aux résidus Ser620 et Ser631 abolissent I’inactivation de type C de
la composante rapide du courant potassique sortant retardé a rectification, de plus ces
mutations atténuent le bloc par la vérapami1(38°). Les résidus du S6 sont d’une

importance catégorique dans la détermination du bloc de la composante lente du courant
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potassique sortant retardé a rectification encodé par KvLQT1(*"), les canaux sodiques

voltage dépendants(3 82383y et les canaux calciques voltage dépendants de type L.
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2 Limites potentielles de nos études électrophysiologiques dans le systéme

d’expression d’ovocytes de Xénopes

Nous avons visé durant nos travaux 1’étude des propriétés pharmacologiques de
certains canaux potassiques. Nous avons décidé d’utiliser le systéme d’expression
hétérologue de I’ovocyte de Xénopes a cause de sa capacité de traduire I’ARN injectée en
protéines.

Ce systéme comprend quelques avantages. Premiérement, nous pouvons prélever
des centaines de cellules d’une grenouille durant une chirurgie. Cette chirurgie se déroule
sans complications et I’animal ne doit pas étre sacrifié. Donc une méme grenouille peut
nous procurer des milliers d’ovocytes sur plusieurs semaines d’expériences. Ces cellules,
une fois isolées sont facilement maintenues et peuvent survivre jusqu’a deux semaines in
vitro et peuvent étre soumise a plusieurs microponctures de microélectrodes et de pipettes
d’injection. Les ovocytes de Xénopes ont trés peu de canaux endogénes, et ceci permet
’étude d’un canal particulier en isolation presque parfaite. Puisque I’ARN utilisée dans
les expériences dans le systtme d’ovocytes est injectée directement dans le cytosol
cellulaire et cette ARN est traduite en protéine par la machinerie intrinséque de ’ovocyte,
’expression protéique est plus facilement contrdlable que par la transfection de cellules
mammiferes a I’aide de la lipofectamine. C'est-a-dire que I’injection d’une concentration
plus haute d’ARN se traduira en une plus haute expression de la protéine

Ce systéme d’expression, par contre, a tout de méme quelques désavantages; les
canaux endogénes, malgré leur petit nombre, peuvent interférer avec les mesures de
courant si ces derniers sont petits. Le processus de modifications post-traductionnelles

peut étre différent dans ’ovocyte comparé aux cellules natives. Donc les canaux
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pourraient fonctionner différemment dans leur environnement naturel. De plus, les
ovocytes peuvent démontrer une grande variabilité saisonniére telle que 1’expression des
canaux se fasse plus difficilement durant la saison estivale.

Malgré les désavantages, plusieurs études ont été publiées récemment dans des

377,385

revues scientifiques telles que Journal of Biological Chemistry( ) et Molecular

381,386

Pharmacology( ) trouvant que les courants exprimés dans les ovocytes ne different

pas beaucoup de ceux exprimés dans des lignées cellulaires mammiferes.

3 Directions futures

Dans cette étude nous avons pu élucider la base moléculaire de la différence de la
sensibilité a la flécainide des sous unités Kv1.4, Kv1.5, Kv3.1 et Kv4.2. Les canaux
exprimant une leucine seraient relativement sensible a la flécainide et les canaux montrant
une isoleucine seraient relativement insensible.

Nos études nous meénent a investiguer si cette stratégie ne pourrait étre utile dans
I’étude de la structure fonction d’autres canaux. Plusieurs questions nous viennent a
P’esprit. Est-ce que ce motif est commun pour tous les canaux Kv? Pouvons nous prédire
’effet de la flécainide sur certains canaux en portant attention a la nature du résidu dont
ses derniers expriment? Est-ce que la flécainide reconnait un motif spécifique sur
certains canaux plus que sur d’autres? Y aurait-il d’autres résidus importants sur la
protéine déterminant la sensibilité a la flécainide?

La figure 10 montre un alignement des séquences protéiques des canaux Kv.
Nous constatons immédiatement qu’il y a remarquable conservation du résidu en question

dans chacune des familles. Les membres des familles Kvl et Kv2 expriment une
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isoleucine, tandis que les membres des familles Kv3, Kv4 et Kv5 ainsi que Kv6
expriment une leucine, par contre la sous unité Kv6.3 exprime une valine. Un des
membres de la famille Kv7 contient aussi une valine et Kv8.2 exprime une alanine. II est
remarquable qu’une trentaine de sous unités aient une si haute homologie de ce résidu

dans le segment transmembranaire S6.
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Figure 1 : Comparaison des séquences protéiques des canaux Kv dans la région du pore
et du segment transmembranaire S6. Les résidus dans la position homologue, de chacune

des sous unités, a celle dont nous avons discuter lors de nos travaux sont en caractéres

gras.
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La séquence de HERG exprime une leucine a la position 646. Ceci donnerait a
HERG une sensibilité a la flécainide semblable a celle des sous unités Kv3.1 et Kv4.2.
Effectivement, il a été démontré que le canal HERG exprimé dans des cellules HEK293
est trés sensible 4 la flécainide (ECso = 3.91+0.68 uM)(**’). Malgré le manque
d’homologie entre HERG et d’autres canaux Kv sensible a la flécainide, la mutation de
cette leucine & une isoleucine pourrait étre intéressante afin d’étudier plus profondément
les mécanismes de bloc de la flécainide et voir si HERG perdrait sa sensibilité a la
flécainide, tel que s’est produit chez Kv3.1 et Kv4.2. La plupart des membres d’une
famille, contenant un résidu d’isoleucine tester a ce jour, démontrent une certaine
insensibilité a la flécainide. Par exemple, le ECsy de 1a flécainide sur Kv1.2 varie entre
200 uM(**¥*%%) a environ 1 mM(*°). Les données que nous introduisons dans ce travaille
nous menent a concevoir d’autres expériences, notamment I’analyse systématique de ce
résidu sur la variété compléte des canaux Kv. 1l serait intéressant de voir si la sensibilité
caractéristique observé dans les sous unités exprimant une leucine se traduirait aux
canaux insensibles (comme nous avons trouvé pour Kv1.5 et Kv1.4) si se résidu de
leucine serait introduit. La protéine KvLQT1 (Kv7.1) contient un résidu de valine 3 la
position d’intérét. Ce résidu difféere des deux groupes dont nous discutons, par contre,
’étude de la sensibilité de ce canal a la flécainide pourrait €tre intéressante puisque elle
montrerait I’effet d’un résidu autre que I’isoleucine ou la leucine a la position d’intérét.
D’une autre part, I’introduction d’une leucine/isoleucine en place de sa valine expliquerait
les effets de ces résidus, et pourrait démontrer plus clairement si la présence de
I’isoleucine/leucine introduit une prédictibilité de la sensibilité a la flécainide.

L’étude de la structure fonction d’un canal ou de I’interaction d’une molécule

avec un canal ne peut étre étudié en se basant sur un seul résidu en isolation. Le
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complexe est situé dans un milieu restreint et dans des conditions dynamiques (eg :
ouverture et fermeture du canal) incluant toutes les configurations que peuvent prendre
les canaux. Il est fort probable que la flécainide interagit avec d’autres résidus dans la
voie de conduction du canal. La mutation des résidus dans cette région du canal tels que
la thréonine et la méthionine & la base du pore, qui ont été décrit comme site d’interaction
pour d’autres agents ayant effet sur les canaux dans leur configuration ouverte. De plus le
« scanning » a ’alanine de la région incluant le pore et les segments S5 et S6 pourrait
clarifier le role de chacun des résidus dans cette région du point de vu sensibilité
pharmacologique.

Une idée ressortant de plusieurs études stipule que les résidus localisés dans le
pore et le segment S6 forment les sites d’interaction pour les peptides et les agents
bloquant le pore des canaux potassiques dépendants du voltage en configuration ouverte.
Tl est important de noter, par contre, que pas tous les bloqueurs d’un certain canal ne se
lient aux mémes sites récepteurs. I a été décrit que le bloc de HERG par la MK-499 est
trés affecté par une mutation 2 la valine-625, tandis que le bloc par la cisapride ni la
terfenadine ne fut affecté. Donc, méme si ces agents interagissent tous avec la tyrosine-
652 et la phénylalanine-656, ils différent dans leurs interactions avec des résidus situés
plus prés du filtre de sélectivite.

D’autres études seraient nécessaires pour déterminer si des agents autres que la
flécainide interagissent avec le résidu du segment S6. De plus il serait intéressant
d’étudier I’effet de I’introduction d’autres résidus telle que la valine sur la sensibilite de
ces canaux, puisque la valine ressemble plus  la leucine qu’a I’isoleucine.

Le modéle que nous rapportons en Figure 8 de la deuxiéme partie nous permet de

spéculer sur les différents résidus avec lesquels la molécule de flécainide pourrait
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interagir dans le canal. Par contre ceci n’est qu’une approximation. Souvent, les données
de la configuration structurelle d’une protéine et d’une drogue sont disponibles mais
rarement dans la méme étude. Des études récentes ont construit un modéle basé sur
I’homologie des canaux potassiques bactériens et y introduire la molécule
phannacologique(377). En suite ils ont pu minimiser les énergies d’interactions en
introduisant des paramétres de restriction dans leur modele digital. L’usage de cette
méthode pourrait étre intéressante dans notre modele afin de pouvoir mieux expliquer
P’interaction de la flécainide et le canal. Par contre il faudrait, en premier lieu, modeéliser
la molécule de flécainide. Une fois la drogue modélisée, I’étude systématique a 1’aide de
la mutagenése dirigée et la modélisation des interactions drogue-canal nous permettra de
mieux comprendre ces interactions et de synthétiser des molécules encore plus efficaces

ayant moins d’effet secondaires.

4 Conclusion

La différence de la sensibilitt & la flécainide entre Kvl4 et Kv4.2 est
généralement reconnue. Par conséquent la flécainide a été utilisce comme outil
d’exploration des bases moléculaires du courant Tio endogéne(wg;”l). Des différences de
sensibilité a la flécainide, ont également été notées entre les courants Ik, humain
(Kv1.5)('99) et canin (Kv3.1)(392). Nos expériences ont démontré qu’il existe une base
moléculaire commune déterminant les différences de sensibilité des canaux Kv.

La fibrillation auriculaire est ’arythmie clinique la plus courante et son traitement

laisse, encore, a désirer(393). Due 2 sa localisation exclusive a I’oreillette, le canal Iur
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humain est tenu comme une cible viable pour le développement de nouveaux agents

antiarythmiques(’ 16

). Une connaissance plus approfondie des déterminants moléculaires
de la sensibilité aux drogues de Kv1.5 et d’autres canaux pourrait aider au développement

rationnel de nouveaux composés efficaces.
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