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Résumé
Le canal potassique dépendant de la concentration intracellulaire de calcium Kca3.l,

représente une toute nouvelle cible pour des agents pharmacologiques destinés à modifier le
fonctionnement des cellules épithéliales et alvéolaires. La connaissance de la structure
d’une protéine est une donnée essentielle pour la compréhension de l’action des agents
actifs qui modulent son activité. Puisque qu’il n’existe aucune structure cristallographique
du canal Ka3.l, notre approche a consisté dans un premier temps à créer trois modèles
tridimensionnels de la région du pore de Ka3.Ï basés sur les données cristallographiques
de trois canaux potassiques différents ; le canal MthK dépendant du calcium intracellulaire,
le canal Kvl .2 dépendant du potentiel membranaire et un modèle du canal KcsA dépendant
du pH intracellulaire. Ces modèles atomiques furent par la suite testés dans le cadre
d’expériences de SCAM (Siibstituted-Cvsteine Accessilitv MetÏiod) où chacun des résidus
du pore fut muté en cystéine et son accessibilité mesurée en utilisant des sondes
hydrophiles spécifiques (MTSET, MTSEA, MTSACE) au groupement thiol. Les résultats
des expériences de SCAM effectuées avec l’agent MTSET présentent une inhibition totale
pour les mutants V275C, T27$C et V2$2C suggérant que les résidus V275, T278 et V282
tapissent la paroi du pore lorsque le canal est ouvert. Les résultats des expériences de
SCAM avec les mutants A283C, V284C, V285C et A2$6C présentent une inhibition
partielle du courant suggérant que ces résidus sont accessibles à l’eau et qu’ils sont plus
éloignés de l’axe de conduction du canal. Afin de traduire les résultats obtenus par les
expériences SCAM en données structurales, nous avons entrepris de modéliser le complexe
canal-sonde au complet et de déterminer l’impact de la présence de la sonde sur le passage
des ions dans le pore. Trois modèles du canal Ka3.l dans sa configuration ouverte ont été
modèlisés à partir des structures cristallographiques des canaux KcsA, Kvl.2 et MthK. Les
agents thiolates MTSET, MTSEA et MTSACE ont également été modèlisés et incorporés
dans les modèles 3D du canal Ka3.l pour simuler des expériences de SCAM. Ce travail,
basé sur un modèle cinétique markovien de conduction des ions dans les canaux
potassiques, a nécessité le calcul de l’effet électrostatique de la sonde sur l’énergie libre de
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solvatation nécessaire à un ion K pour parcourir le pore du canal. La position de la sonde
dans ta structure du pore et le modèle cinétique de la conduction des ions, nous ont permis
de calculer l’effet de la sonde sur la conductance unitaire des modèles du canal Ka3.l. La
comparaison des résultats de SCAM, avec les prédictions de la conduction ionique pour
chacun des modèles atomiques, nous a permis d’identifier la structure cristallographique du
canal MthK comme étant celle qui rend au mieux compte des résultats expérimentaux. Les
prédictions des modèles du pore du canal Ka3.l basées sur les structures
cristallographiques du canal Kvl.2 et du canal KcsA sont incompatibles avec les résultats
de SCAM. De manière plus générale cette méthode permet de confronter la conductance
unitaire mesurée lors des expériences de SCAM avec un modèle atomique d’un canal.

Mots-clés : SCAM, diffusion ionique, énergie libre de solvatation, modélisation
moléculaire, Poisson-Boltzmann
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Abstract
The calcium activated potassium charme! of intermediate conductance Ka3.l S flOW

recognized as a key determinant of the control of vascular tone by the endothelium and to the
secretion of C1 ions in alveolar ceils. This channel constitutes therefore a new target for
pharmacological agents susceptible to affect the endothelium and/or alveolar ffinctions. There
is unfortunately no X-ray based structural data available for Ka3.Ï. This information is
however required for the design of phannacological agents aimed at controlling the channel
activity. b get more insight into the Ka3. 1 structure, we used the Substituted-Cysteine
Accessibility Method (SCAM) and computer based modeling to investigate the key
structural features of the S6 transmembrane segment of the Kca3. 1 channel. This segment
was chosen as it constitutes the chaimel pore region. The SCAM resuits obtained with the
thiol-modifying agent MTSET provided clear indication for a total current block for the
V275C, T278C and V2$2C mutants suggesting that V275, 127$ and V282 were lining the
channel pore in the open state. In contrast, resuits obtained with the A2$3C, V2$4C,
V2$5C and A2$6C mutants yielded partial current inhibition indicating that ail these
residues were water accessible and more distant from the channel central axis. In order to
translate the resuits from these SCAM experimens into structural data, three models of the
open Ka3.1 were first generated by homology modeling using the MthK, Kvl.2 and open
KcsA structures as templates. The thiol-reacting reagents MTSET, MTSEA and MTSACE
were next constructed in silico and incorporated into each of the channel proposed 3D
models as to simulate a SCAM experiment. The solvatation free energy of a K ion along
the channel central axis was finally computed and the resulting energy profile incorporated
into a Markovian kinetic model describing the diffusion of ions inside the Kça3.l channel
pore. A comparison of the SCAM results with the predictions of the unitary conductance
calcuÏated for each atomic model of the Ka3.l chaimel indicated that the Ka3.l structure
based on the MthK chaimel structural data best accounts for the SCAM experiments. The
predictions arising from the Ka3.l models based on the Kvl.2 and the KcsA charme!
structures were found in contrast to be incompatible with the results of our SCAM
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experiments. The computational procedure presented in this work constitutes therefore a
valid approach by means of which it is possible to compare the unitary conductance
measured during SCAM experiments with the atomic structure of a chaimel.

Keywords SCAM, ion diffusion, Poisson-Boltzmann, solvatation ftee energy, homology
modeling
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MTSEA (2-Aminoethvl) inethanethiosulfonate hydrobroinide
MTSES (2-stilfonatoethvÏ) methanethiosulfonate
1’1TSET [2— (triinethylanimonitim)ethvÏ] ,néthaneth iosulfonate
Na Ion sodium



PB Poisson-Boltzmann
2+Ph Ion divalent plomb

PDB Frotein Data Base
Rb Ion rubinium
RMS Root Mean Square
SCAM Substituted-Cysteine Accessiiity Method
TBA Tétrabuthylammonium
TEA Tétraéthylammonium
Ti Ion thallium
TM Segment transmembranaire
VUW Van der Waals
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I. INTRODUCTION

Dans cette introduction, nous allons commencer par poser le problème de la
diffusion d’un ion à travers la membrane. Nous ferons une rapide présentation des canaux
potassiques et plus particulièrement des canaux potassiques dont l’activation dépend de la
concentration de calcium intracellulaire. Puis nous décrirons le canal Ka3.l qui est l’objet
de notre étude ainsi que les cristallographies des canaux potassiques qui seront le support
de notre travail. Nous achèverons cette introduction par une discussion sur l’intérêt de
l’étude du canal Ka3.1.

A. Bases du transport membranaire

Les cellules sont délimitées par une membrane bi-lipidique qui constitue une
barrière sélective au passage des ions et des macromolécules. La membrane de la cellule
protège et offre un environnement contrôlé à toute la machinerie cellulaire. Parallèlement,

la membrane doit laisser passer les nutriments, les « déchets » et les signaux de
communication qui permettent à la cellule de réagir adéquatement à son environnement et
d’accomplir ses fonctions. Comment la cellule délimitée par une membrane peut-elle
laisser passer sélectivement les ions ou les macromolécules alors qu’elle est conçue pour
isoler et protéger la cellule ?

A.1. La membrane, ttne barrière infranchissable aux ions

Les membranes sont constituées par une double couche lipidique d’une épaisseur

de 40 à 50 À. L’existence de la partie non polaire au centre de la bicouche (Figure 1)
bloque pratiquement toute diffusion d’ions inorganiques (Kf, Na, C1, Ca2...) et freine
considérablement la diffusion de solutés organiques polaires. Seuls quelques solutés très
hydrophobes, par exemple les hormones stéroïdiennes, diffusent librement et rapidement

à travers la bicouche. Un calcul simple d’énergie montre que les membranes représentent
une barrière insurmontable pour les ions.
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Figure 1. Structure d’un phospholipide (sphingomyéline)
A. Les atomes de carbone sont colorés en bleu métallique, les atomes d’hydrogène en gris, les atomes
d’oxygène en rouge, l’atome de phosphore en jaune et en bleti foncé l’atome d’azote. Le phospholipide a
une partie polaire (hydrophile) liée à l’atome de phosphore et une partie apolaire (hydrophobe)
principalement constituée par deux chaînes d’atomes de carbone. Lorsque les phospholipides se constituent
en bicouche les parties apolaires se font face pour ne présenter à la solution que la partie polaire dii
phospholipide. B. Représentation schématique d’une double couche de lipides avec leurs têtes polaires
représentées en bleu et leurs queues hydrophobes représentées en jaune. C. Représentation des lipides dans
une bicouche lipidique.

L’énergie nécessaire pour transférer un cation de rayon r d’un milieu aqueux et

continu1, à l’intérieur d’une bicouche lipidique infiniment épaisse et de constante

diélectrique i,«=2, est donnée par l’équation de Bom (Schafer, Gunter et al., 1974).
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La constante diélectrique de l’eau est prise égale à 811,0=79.
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En; et 6H20 sont respectivement les

z2 2 ( ï constantes diélectriques dans le vide,
w = q

____

dans la membrane et dans l’eau
Ç “ “

q et Z la charge et le nombre de valence.
kT est l’énergie thermique.
r rayon de l’ion

Pour un ion potassique et pour une température T=298 K, l’équation de Born doirne une

barrière approximative de 100 kT (figure 2). Même en tenant compte de l’épaisseur de la

membrane, l’énergie que doit fournir l’ion est encore trop importante pour qu’il puisse la

traverser. Avec une membrane de 50 Â, nous aurions encore une barrière de 98 kT.

Comment dès lors les ions pe;tvent-iÏs traverser la membrane ?

120 711

100 592

80 g
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figure 2. Énergie nécessaire pour approcher le centre d’un cation (Z=+1) à la
surface d’une membrane lipidique.
La température T est égale à 298 °K, la constante diélectrique de la membrane est fixée à 2 et celle de l’eau
à 79. L’énergie, en fonction de la distance séparant l’ion de la membrane.

Cette problématique s’est posée dans les années 1882-1883, où le physiologiste

anglais Sydney Ringer, démontra la nécessité d’utiliser une solution contenant les ions

K, Na et Ca2 dans des proportions bien définies pour permettre le battement du coeur

2 Physiologiste anglais (Norwich 1835-1910 Lastingham, Yorkshire).
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d’une grenouille, la Rana telnporaria3, préalablement prélevée (Ringer, S., 1882). Au

cours du XXe siècle, les découvertes de l’implication des ions dans de nombreuses
• • 2+fonctions cellulaires n ont fait que prendre de I ampleur ; replication cellulaire (Ca ),

4- + - • 2+variation du potentiel membranaire (K , Na , Cl), activite musculaire (Ca ), messager
secondaire (Ca2), variation du volume cellulaire (K4-), sécrétion cellulaire (C1, K’).

A.2. Découverte des canaux ioniques

Les scientifiques posèrent dans un premier temps le problème en termes de

perméabilité membranaire en admettant qu’à certains moments les ions pouvaient «

soudainement » passer à travers la membrane et qu’à d’autres moments cela leur était

impossible. Cette vision du problème ne faisait aucune hypothèse quant au mécanisme

sous-jacent qui permettait « tout d’un coup » aux ions de passer. Suite à leurs travaux

Hodgkin4 et Keynes (Hodgkin, A. L. et aÏ., 1952) proposèrent que l’excitation et le retour

au repos du courant à travers la membrane de l’axone géant du calmar (Architeuthis)

pouvaient s’expliquer par la présence « de longs pores» traversant la membrane

(Hodgkin, A. L. et aÏ., 1955). Lorsque ces pores sont ouverts, ils permettent aux ions de

passer d’un côté à l’autre de la membrane générant ainsi un courant électrique. Ce modèle

fut définitivement confirmé par la cristallographie aux rayons X du canal potassique

KcsA en 1998 (Doyle, D. A. et ai., 1998).

Nous savons à présent que ces canaux ioniques sont des protéines trans

membranaires (puisqu’elles traversent la membrane) qui créent un «passage» pour les

ions et diminuent ainsi la barrière énergétique provenant de la membrane (Figure 3).

D’autres mécanismes de transport d’ions à travers la membrane ont été par la suite

découverts. La vitesse de diffusion des ions dans un canal ouvert est de 106 à 108 ions par

seconde ce qui est de 1 000 à 10 000 fois supérieure aux autres types de transporteurs

La Rana telnporaria est une grenouille assez commune en Europe.
Le Dr. Sir Alan Lloyd Hodgkin recu le prix Nobel de médecine en 1963.
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existant dans la membrane5 (cotransporteur, échangeur, pompe...). La Figure 3 présente

de manière schématique deux types de déplacements d’ions à travers la membrane.

Canal Ouvert Canal Fermé

1çJçr’

Transporteur

figure 3. Schéma de fonctionnement d’un canal et d’un transporteur
A. Schéma d’un canal dans son état ouvert et dans son état fermé. Le nombre d’ions (représentés en violet)
pouvant franchir la membrane est de l’ordre de 106 à 108 ions à la seconde. B. Schéma d’un transporteur qui
pennet également à des solutés de franchir la membrane. Le nombre de molécules pouvant franchir la
membrane est de l’ordre dc 100 à 1000 molécules à la seconde.

La diffusion des ions dans un canal ionique est un phénomène spontané. Lorsque

le canal est ouvert, les ions entrent ou quittent la cellule en fonction du potentiel

électrochimique de l’ion perméant. Le potentiel électrochimique d’un ion dépend du
potentiel cellulaire et de la différence de concentration pour cet ion entre l’intérieur et

l’extérieur de la cellule. Le mouvement des ions demeure passif en tout temps. D’autres

protéines comme les pompes ioniques déplacent les ions dans le sens contraire du

On peut aussi la comparer à la vitesse des électrons dans un fil électrique en cuivre qui est de l’ordre du
millimètre par seconde ce qui correspond (pour un canal de 10 nm de long) à l0 électrons par seconde.
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potentiel électrochimique. La pompe aux ions Ca2, par exemple, maintient une

concentration très faible de calcium dans la cellule avec une concentration de calcium de
l’ordre de 50 nM alors qu’elle est lmM dans le milieu extracellulaire.

Les canaux sont classés, dans un premier temps, en fonction de leur sélectivité aux
ions. On retrouve par exemple des canaux laissant passer préférentiellement les ions
potassium, le sodium, le chlore ou encore le calcium. Les canaux potassiques sont de loin
les canaux les plus sélectifs avec environ 1 000 ions K pour 1 ion Na et c’est de ce type

de canaux dont il sera question dans cette thèse.

A. 3. Caractéristiques des canattx potassiq ites

Les canaux potassiques sont des protéines ubiquitaires. La séquence de sélectivité6
la plus commune pour ces canaux et pour tous les ions confondus est7

TF’ > K > Rb » NH4 > Cs

Les canaux potassiques sont impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires

comme le maintien du potentiel membranaire, la réplication cellulaire, l’excitabilité des
cellules, la motricité, la régulation du volume cellulaire, le recyclage et la sécrétion d’ions

Un canal ionique n’est pas un système statiqtie d’atomes. Ainsi, certains atomes

ou groupes d’atomes peuvent changer de position au cours du temps et modifier la

structure du canal. Certains mouvements de l’ordre de la picoseconde peuvent contribuer

au processus de diffusion d’un ion. C’est particulièrement le cas lors de la diffusion des
ions dans le filtre de sélectivité des canaux potassiques. À une plus grande échelle de
temps

(—i
miliseconde ou plus), des modifications de structure peuvent fermer ou ouvrir le

canal, moduler sa conductance (état de sous-conductance), sa probabilité d’ouverture, sa

sensibilité pour un ligand, etc. De tels changements de configuration sont souvent couplés

à des stimuli physiques ou chimiques comme un changement du potentiel membranaire,

6 La séquence de sélectivité représente l’ordre des ions qui diffrisent le pitis rapidement à travers le canal.
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une variation locale de la concentration en Ca2, la liaison d’un ligand au canal comme
I’ATP ou une autre protéine, etc. Ce sont, par ces processus de régulation, que s’effectue
le contrôle cellulaire de l’activité des canaux ioniques et donc le couplage entre fonction
cellulaire et l’activité des canaux ioniques. L’activité des canaux peut aussi être modulée
par des agents pharmacologiques de types drogues ou toxines. Certains agents peuvent
être très sélectifs et n’inhiber qu’un seul type de canal alors que d’autres peuvent inhiber
une plus large classe de canaux (comme tous les canaux potassiques et sodiques par
exemple). De façon générale, tous les canaux potassiques sont inhibés par les ions Ba2 et
les ions Cd2 ainsi que par le tétraéthylammonium (TEA) depuis le milieu intracellulaire
ou extracellulaire et cela à des niveaux variables de concentration. D’autres toxines
peptidiques sont également capables d’inhiber les canaux potassiques, comme la
charybdotoxine (ChTx, avec 37 acides aminés) qui provient du venin du scorpion Leiitrt’s

qztinquestriatits8, ou la dendrotoxine (DIX, avec 59 acides aminés) provenant du Mamba
vert Dendroaspis angusticeps9. On peut constater qu’inhiber des canaux potassiques n’est

pas compatible avec la vie (sur terre t). La structure tridimensionnelle de plusieurs toxines

fut déterminés expérimentalement. Pour cette raison, les toxines ont été largement
utilisées comme sondes afin de déterminer les paramètres structuraux décrivant les
vestibules externes des canaux.

Les canaux potassiques peuvent être classés en plusieurs catégories fonctionnelles
dont les plus importantes sont:

• Les canaux activés par le voltage (K otttward recttfiers) : Ces canaux jouent un
rôle clef dans l’excitabilité cellulaire. Ils sont impliqués dans la génération des

Les ions T1, Rb et le Cs ne sont pas des ions physiologiques.
8 Un des scorpions les plus dangereux puisque sa piqûre est mortelle, présent en Afrique du Nord et au Moyen
Orient.
Un des serpents le pitis vénéneux au monde que l’on retrouve principalement en Afrique australe et

orientale.
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potentiels d’action10. Dans cette catégorie, on retrouve les canaux K (un prototype

très connu est le canal de type Shaker identifié chez la drosophile).

• Les canaux à rectification entrante (r inward rectfiers): Les canaux Kir
permettent de stabiliser le potentiel membranaire. Certains canaux Kir sont inhibés

par l’ATP ce qui couple l’énergie cellulaire et l’activité électrique.

• Les canaux qui sont activés par des ligands intracellulaires Dans cette
catégorie, on retrouve les canaux activés par le Ca2 et les canaux couplés aux
protéines G. Les canaux activés par le Ca2 intracellulaire permettent de longues
hyperpolarisations et sont également impliqués dans la régulation du volume
cellulaire, la motricité et l’excitabilité cellulaire. Les canaux présents dans cette
catégorie sont SK (Ka2.l, Ka2.2, Ka2.3), 1K (Ka3.l) et MaxiK (Kal.1).

Le canal Ka3.l auquel nous nous intéressons fait partie de la sous-famille des
canaux sélectifs aux ions potassiques dont l’activation dépend de la concentration du
calcium intracellulaire.

A. 4. Les canaux potassiq ties dépendants dtt calcium intracellulaire

Les canaux potassiques dépendants du calcium (Ka) possèdent des structures
particulières sensibles aux niveau de Ca2 intracellulaire de sorte que lorsque la
concentration d’ions Ca2 augmente dans la cellule, le canal s’ouvre pour permettre le
passage des ions K à travers la membrane. ils sont présents dans la plupart des cellules
de mammifères où leur principale fonction est d’établir un couplage entre les systèmes
utilisant le Ca2 comme messager secondaire et le flux des ions K qui régule les
propriétés électriques de la cellule. Trois types de canaux potassiques, dont l’activation
est dépendante de la concentration du Ca2 intracellulaire, ont été identifiés en fonction de
leurs propriétés de conduction et de leurs propriétés pharmacologiques (Vergara, C. et al.,
1998).
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NOM DU CANAL K1.I (BK) Kca3.1 (1K) Kca2.1, 2.2, 2.3 (SK)

SENSIBILITÉ AU CALCIUM K05=30iM (à 4OmV) K05= 300 nM K= 300 nM

CONDUCTANCE(*) 150-220pS 20-5OpS 5-lOpS

PROBABILITÉ

D’OUVERTURE OUI NON NON

DÉPENDANT DU VOLTAGE

DÉPENDANCE AU . Liaison à la Liaison à la
Intrinsèque

CALCIUM Calmoduhne Calmoduline

hétéro tétramère
SEGMENTS

composé d’unités a 6 1M (homo tétramère) 6 1M (homo tétramère)
TRANSMEMBRANAIRES

(7 1M) et(1 1M).

NOMBRE D’ACIDES
536-575 427 1194

AMINÉS

cellules endothéliales;
éiythrocytes; cellules neurones; cellules

DISTRIBUTION neurones, muscles épithéliales; monocytes; épithéliales; muscles
lymphocytes B et T; lisses.

muscles lisses immatures.

INHIBITEURS chaiybdotoxine;
.

. charybdotoxine apamine; scyllatoxine
PEPTIDIQUES ibériotoxine

INHIBITEURS DE . clotrimazole; TRAM
paxilline dequalinium; UCL 1684

SYNTHÈSE 34

1-EBIO; DCEBIO; CZ;

ACTIVATEURS NS 1619; DHS 1 ZOX; théophylline; 1-EBlO

caféine; IBMX

Tableau I. Tableau représentant les différences entre les 3 familles de canaux potassiques dépendants
du Ca2.

Une grande partie des informations données par ce tableau ont été relevées dans la publication du Dr. Jensen
(Jensen, B. S. et al., 2001). (*) Avec un potentiel membranaire de O mV dans des conditions symétriques de
150 mM KCI.

10 Le potentiel d’action est l’élément constittitif de l’influx nervetix.
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Cela inclut les canaux Kal.l (OU BK pOUf « Big »), Ka3.l (1K pour « Intermediate ») et

les Ka2.1, Ka2.2, Ka2.3 (SK pour « Small ») (Gutman, G. A. et aÏ., 2003).

Le canal Kal.l a une large conductance11 (150-220 pS) et son fonctionnement est

inhibé par la charybdotoxine et l’ibériotoxine. Ka3.1 a une conductance intermédiaire

(20-50 pS) et est inhibé par le clotrimazole (Rittenhouse, A. R. et al., 1997) et le

TRAM34 (Wulff, H. et al., 2001). Et enfin, les canaux Ka2.13 ont une faible

conductance de 5 à 10 pS (Kohler, M. et aÏ., 1996). À la différence des canaux de type

BK, la probabilité d’ouverture des canaux KCa2.X et Ka3.l est indépendante du potentiel

membranaire et leurs sensibilités aux ions calcium sont principalement dues à la présence

de la calmoduline liée sur la région C-terminale de la sous-unité principale de la protéine-

canal (Khaima, R. et aÏ., 1999). Les sites de liaison du Ca2 présents sur la partie C-

terminale du canal Kal.l participent à sa dépendance au calcium. Le Tableau I résume

les différentes caractéristiques des 3 types de canaux potassiques dépendants du calcium

(Jensen, B. S. et aI, 2001). Pour information, le canal Ka3.1 a porté différents noms

Sk4, KCa4, IKl, IKCal, IKCa et « putative gardos channel o.

B. Recension de la littérature : le canal Ka3.l
Nous avons vu dans le Tableau I que le canal potassique Ka3.l est un homo

tétramère dont chacun des monomères possède 6 segments transmembranaires numérotés

de SI à S6 (Figure 4). Sa probabilité d’ouverture dépend de la concentration
2+ 2+intracellulaire en ion Ca et sa sensibilite aux ions Ca est due a la presence d une

calmodulines liées à chacune des parties C-terminales des 4 monomères.

Mesurée dans des conditions symétriques de concentration en ion K.
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Figure 4. Structure secondaire du canal Ka3.l.
Les cercles représentent les résidus de la séquence en acides aminés du canal Ka3. 1. La membrane est
représentée par la bande jaune claire et les 6 segments transmembranaires sont mis en valeur dans des
rectangles. En jaune, ce sont les résidus cystéine endogènes, en rouge les résidus GYGD représentant le
filtre de sélectivité. La disposition des acides aminés correspond au profil d’hydrophobicité tel que défini
par Kyte et Doolittie (Kyte, J. et al., 1982).

La Figure 4 donne une idée de ce que nous savions sur la structure du canal autour de la
membrane en 1999 au point de départ des travaux de cette thèse. Dans la première

publication nous présenterons en détail les caractéristiques biophysiques du canal Ka3. 1

lorsqu’il est exprimé dans des oeufs de Xenopus leavis.

Les chapitres suivants reprennent l’historique de la découverte du canal Ka3.l tel

qu’il a été décrit par Jensen dans une revue de littérature (Jensen, B. S. et al, 2001) ainsi

qu’une recension de la littérature sur les implications du canal Ka3.l dans différentes

pathologies.
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3.1. Historique de ta découverte dit canal 1

Les premières descriptions d’une perméabilité membranaire aux ions K en
fonction de la concentration intracellulaire de calcium (et dont le flux d’ions était dû à la
présence du canal Ka3. 1) ont été rapportées chez le globule rouge durant les années
1940. Il a été observé que l’application d’un poison perturbant le cycle du glucose
cellulaire, dans des globules rouges créait une augmentation de l’efflux d’ions K de ces
cellules (Wilbrandt, w., 1940). Plus tard, vers la fin des années 50, un scientifique
hongrois, G. Gardés, démontra que cette fuite du potassium provoquée par le processus
d’inhibition était dépendante du calcium intracellulaire. Il fut alors admis que ce
phénomène n’était pas une conséquence triviale d’un empoisonnement de l’érythrocyte
mais représentait une propriété intrinsèque de la membrane des érythrocytes. L’activation
de la perméabilité due à la présence de calcium intracellulaire dans des érythrocytes fut

alors appelée phénomène ou expérience de Gardés. Dans les décennies qui ont suivi, les
résultats du Dr. Gardés ont été reproduits et étendus dans de nombreux laboratoires.
L’hypothèse faite sur les propriétés intrinsèques de la membrane d’érythrocyte fut

réellement admise lorsqu’il fut possible de montrer que l’on pouvait obtenir les mêmes
effets en utilisant des vésicules préparées à partir de membranes d’érythrocytes isolées
(Knauf, P. A. et al., 1975; Lew, V. L. et al., 1922; Yingst, D. R. et aÏ., 1984). Il fut
également démontré que le Pb2 pouvait créer les mêmes effets que le Ca2 (Riordan, J. R.
et aÏ., 1971). Une étape importante fut franchie lorsqu’il a été possible de contrôler la

concentration de Ca2 sous la membrane. La synthèse de l’ionophore’2 au calcium,
A23187, a permis de travailler avec des érythrocytes intacts’3, et de faire varier la
concentration de calcium dans la cellule sans perturber le métabolisme du globule rouge.
Suivant les premières observations faites par Gardés, les efforts se sont concentrés sur le

12 Un ionophore est une molécule soluble qui crée un passage dans la membrane et permet à une espêce
ionique de la traverser. Leur action a été identifiée avant de savoir comment ils agissaient au niveau
moléculaire.
Cela a également permis d’améliorer la reproductibilité des résultats.
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déplacement des charges (la diffusion des ions Kj associé au phénomène Gardôs. Le
docteur Ulrik Lassen à Copenhague mesura le potentiel membranaire à l’aide de
microélectrodes classiques en les insérant directement dans des érythrocytes géants
provenant de la salamandre j, Arnphizima means. À partir de cette expérience et dans ses
versions améliorées, il fut possible de mesurer les potentiels membranaires au repos (-15
mV) et lors d’hyperpolarisation de la membrane (durant la période d’efflux d’ions K, -60
mV) (Lassen, U. V. et aÏ., 1974; Lassen, U. V. et al., 1976). Il fut également démontré
que cette hyperpolarisation correspondait au potentiel d’équilibre de Nemst pour des
concentrations différentes d’ions K de part et d’autre de la membrane.

Même si les propriétés de l’effet Gardôs connues à cette époque auraient pu être
interprétées par une conduction des ions à travers un canal ionique, les résultats de ces
expériences furent interprétés comme étant dus à un transporteur (dans ce cas, l’ion ne
passe pas à travers un canal, mais il est transporté par une protéine d’un côté à l’autre). Ce
n’est qu’avec la possibilité de mesurer le potentiel membranaire, les flux nets et les flux
unidirectionnels des ions K (avec du potassium radioactif 42K) que le courant ionique à
travers la membrane fut identifié comme équivalent à un déplacement rapide d’ions dans
un canal. La diffusion libre obéit aux équations classiques des ratios du flux établies par
Ussing. Toutes déviations par rapport à ces équations donnent des informations
essentielles sur le mécanisme qui permet la conduction des ions dans les canaux. Ces
expériences ont démontré clairement que la diffusion des ions K dans l’effet Gardos
suivait une version modifiée de l’équation Ussing avec un ratio Kentrant/Ksortant élevé à une
puissance de 2,7 suggérant un processus de diffusion à la file indienne dans un canal.
Nous pouvons noter qu’en 1955, 3 années avant l’étude du phénomène Gardôs, Hodgkin
et Keynes (Hodgkin, A. L. et Keynes, R. D., 1955) précédés par les travaux de Ussing’5,
avaient décrit exactement ce comportement pour les flux unidirectionnels de K dans
l’axone de calmar. Ils ont été des visionnaires en expliquant que l’effet est dû à «un long

14 C’est une salamandre qui ressemble à une grande anguille d’eau et que l’on retrouve en Amérique du Sud et
sur la côte sud-est des Etats-Unis d’Amérique.
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pore » qui, lorsqu’il est ouvert, contient plusieurs ions K (au moins trois si l’exposant est

égal à 2,7) contraints de se déplacer en file indienne. Avec la cristallographie du canal

KcsA, leur hypothèse fut complétement vérifiée.

Après l’identification du canal Ka3.1 dans les érythrocytes par des méthodes

électrophysiologiques de type «patch-clamp» (Grygorczyk, R. et al., 1985), ce type de

canal fut identifié dans d’autres types de cellules comme les lymphocytes-T et B

(Mahaut-Smith, M. P. et aÏ., 1989). Le canal Ka3.1 a été (tardivement) cloné pour la

première fois par l’équipe du Dr. Ishii et al. en 1997 (Ishii, T. M. et al., 1997). Notre

laboratoire a également cloné le canal Ka3.l à partir de la séquence déposée dans

Genbank (Klein, H. et aÏ., 1999) et ses propriétés seront décrites dans la première

publication de cette thèse (page 56).

3.2. Implication physiologique dit canal Ka3. 1

De nombreux processus cellulaires d’importance clinique tels que la prolifération

cellulaire dans les cas de resténose post-angioplastie (rétrécissement des artères et des

vaisseaux sanguins), le contrôle par l’endothélium du tonus des muscles lisses vasculaires

(EDHF), et la sécrétion de C1 et d’eau dans les cellules de la trachée (fibrose kystique)

relèvent de l’activation d’un canal K activé par le Ca2 de type Ka3.l.

B.2.i Implication du canal Kca3.l dans le facteur hyperpolarisant dérivé de

l’endothélium (EDHF)

L’endothélium peut contrôler le tonus des muscles lisses vasculaires (MLV)

via des mécanismes autres que la sécrétion de NO. L’effet de ces mécanismes

produit une hyperpolarisation des cellules du MLV d’où la désignation EDHF.

Cette hyperpolarisation peut provenir selon certains auteurs (Busse, R. et al., 2002)

d’une sécrétion d’ions K ou d’un couplage électrique entre les cellules

endothéliales et des cellules de MLV avec lesquelles elles sont en contact. Cette

15 dont les travaux avaient commencé dans les années 1940.
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o

hyperpolarisation inhibe les canaux calciques dépendants du potentiel
membranaire, réduisant ainsi la concentration intracellulaire d’ions Ca2 pour
finalement relaxer les muscles lisses.

fa)

ç

Figure 5 Mécanisme proposé par Busse et al., 2002
Trends Pharmacol Sci. 23: 374-380.
Le schéma propose deux mécanismes possibles d’hyperpolarisation des muscles lisses vasculaires
par les cellules endothéliales. Chacun des deux mécanismes fait intervenir les canaux potassiques
dépendants du calcium, KCa3.X (IKa) et Ka2.X (SKa) a. Selon un modèle proposé l’ouverture des
canaux Kc’a3.x et Kca2.x entraîne une hyperpolarisation des cellules endothéliales qui est transmise
directement aux cellules des muscles vasculaires, b. Selon un autre modèle l’ouverture des canaux
Kca3.x et KCa2.X mène à une accumulation d’ions K dans l’espace entre les cellules endothéliales
et les cellules du muscle vaculaire. Cette accumulation a pour effet d’hyperpolariser les cellules du
muscle vasculaire par l’activation de l’échangeur Na/K et des canaux Kir2.l. Les cellities du
muscle lisse sont colorées en rose, et les cellules endothéliales sont colorées en orange.

Cette hyperpolarisation fait intervenir les canaux potassiques dépendants du
calcium. En effet un nombre important de travaux ont montré que la relaxation des
cellules de MLV pouvait être inhibée en présence de TRAM34 et d’apamine, des
agents inhibiteurs des canaux Ka3.Ï et Ka2.X.

La Figure 5 illustre quelques uns des mécanisme proposés. Ainsi après la
stimulation des cellules endothéliales (Figure 5.a), les acides
époxyeicosatriénoiques et leurs métabolites pourraient diffuser vers les cellules du

rnM.fls .,
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muscle lisse et activer les canaux de grande conductance BKa. L’hyperpolarisation
des cellules endothéliales due à l’activation des canaux SK et IKCa (les anciens
noms des canaux Ka2.X et Ka3.l ) peut également se propager le long des cellules
endothéliales ou vers les cellules du muscle lisse à travers des zones de jonctions.
La Figure 5.b présente le cas où les cellules endothéliales déclenchent une
accumulation d’ions K, dans l’espace entre les cellules endothéliales et les
muscles vasculaires. Cette accumulation serait suffisante pour hyperpolariser les
cellules MLV par un effet sur les canaux à courant rentrant Kir et/ou les pompes

+ +Na -K et ATPases.

B.2ii Implication du canal Ka3.1 dans les diarrhées sécrétoires

L’activation de la sécrétion des ions Cl provenant des cellules ciyptales’6
de l’intestin joue un rôle majeur dans la diarrhée sécrétoire. Ces cellules
épithéliales tapissent la lumière de la crypte et contiennent tous les canaux
ioniques, cotransporteurs, et les pompes pour un transport actif d’ions ainsi que
pour une sécrétion d’ions Na, C1 et des molécules d’eau. L’activation des canaux
C1 à la membrane apicale des cellules épithéliales de la crypte produit un flux
d’ion C1 dans la lumière de la crypte (figure 6.A). La différence de potentiel
transépithéliale est suffisante pour déplacer les ions Na ainsi que les molécules
d’eau, à travers la jonction épithéliale et permettre ainsi un transport net de sel et
d’eati vers l’intestin (figure 6.C). La sortie des ions Cl implique une accumulation
de charges positives dans la cellule. Pour maintenir le potentiel membranaire aux
conditions de repos pendant la sécrétion d’ions Cl, les ions Na et K sont alors
recyclés à travers la membrane basolatérale via les pompes Na7K/ ATPase et
aussi le canal Ka3.l (figure 6.B). Dans des conditions pathologiques, comme lors
de diarrhées sécrétoires ou suite à une infection par le virus du choléra, des

16 Vue de surface, la paroi interne de l’intestin semble percée de petits trous, les cryptes. Ce sont des
invaginations de l’épithélium de surface.
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protéines de type kinine’7 sont rejetées dans l’intestin des mammifères où elles
peuvent potentiellement activer la sécrétion des ions C1. Ainsi la bradykinine

stimule dans la crypte colique, aussi bien les chemins de signaux cellulaires

dépendants du calcium (et donc du canal Ka3. 1), que ceux qui sont dépendants de
l’AMP cyclique. Les sécrétions coliques dues à l’augmentation intracellulaire du
calcium (ou à la présence des protéines de type kinine) augmentent la conduction

des ions K du côté basolatéral (Ka3.1) et stimulent donc la sécrétion d’ions à

travers les canaux Cl dépendants de l’AMP cyclique du côté apical.

Les canaux, les transporteurs et les pompes opèrent dans la sécrétion

épithéliale de concert pour produire ces déplacements d’ions. L’inhibition d’une de
ces voies réduit du coup le transport trans-épithélial d’ions Ci ainsi que la
sécrétion des sels et des molécules d’eau associées. Le clotrimazole inhibe la
sécrétion dans les cellules d’intestin humain via l’inhibition des canaux Ka3.l. Le
clotrimazole inhibe la sécrétion d’ions Cl dans la muqueuse du colon des moutons

stimulée par la forskoline (installée dans des chambres Ussing18) par plus de 90%
et la sécrétion induite par la toxine du choléra est réduite par plus de 94% dans
l’intestin de souris. Le TRAM34 est un inhibiteur très spécifique du canal Ka3.1
qui a été développé par l’équipe du Dr. Chandy (Wulff, H. et aÏ., 2000). Il est
beaucoup plus sélectif que le clotrimazole puisqu’il n’a, par exemple, aucun effet
sur les canaux Ka2.1 et Ka1.X. Cette très haute sélectivité permet de cibler le
canal Ka3.l en interférant le moins possible avec les autres protéines. Son effet
d’inhibition pour le canal Ka3.l ainsi que sa haute sélectivité permet d’envisager

de l’utiliser comme outil pharmacologique (figure 6.D).

17 Les kinines sont des protéines du plasma sanguin qui influencent les contractions musculaires des vaisseaux
sanguins (vasodilatation lors d’tine réaction inflammatoire), affectent la pression artérielle, augmentent le flux
sanguin à travers le corps, augmentent la perméabilité des petits capillaires et stimulent les capteurs de
douleurs.
Ce modèle est adapté à une investigation fine du passage intestinal et de l’effet de principes actifs sur la

physiologie intestinale.
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Lumière de la crypte

L_..+°__iPrtie b Iatérf 1

2N’a 2K \ /2C’l Na K + 2KCellules épithéliales

Figure 6. Mécanisme de sécrétion des cellules épithéliales.
La cellule épithéliale de gauche décrit le mécanisme de sécrétion des molécules d’eau vers la lumière de la
crypte du colon. A droite, la même cellule contenant le TRAM34. un inhibiteur du canal K.ça3. 1, empêche le
recyclage des ions K. A. Diffusion des ions Cl à travers les cellules épithéliales vers la lumière de la
crypte. B. Recyclage des ions K et Na pour maintenir le potentiel membranaire de la cellule épithéliale. C.
Sécrétion des ions Na et diffusion des molécules d’eau dans la lumière de la crypte dues à la différence de
potentiel trans-épithélial générée par la diffusion des ions C1 dans la lumière de la crypte. D. L’introduction
du TRAM34 dans la cellule épithéliale inhibe le canal Ka3. 1 et empêche les ions C1 de diffuser à travers la
cellule épithéliale jusqu’à la lumière de la crypte.

B.2.iii Implication du canal Ka3.l dans la fibrose kystique (ou mucoviscidose)

Les cellules qui forment l’épithélium de la trachée dans les poumons
possèdent le même mécanisme de sécrétion que celui décrit pour la diarrhée
sécrétoire. La diminution ou l’absence de sécrétion des ions C1 en réponse à une
stimulation de la voie AMPc et une hyperpolarisation due aux ions Na sont les
caractéristiques de la fibrose kystique (appelée aussi la mucoviscidose). Pour les
malades, cela se caractérise par une insuffisance respiratoire due à une obstruction
des voies respiratoires. La fibrose kystique atteint les individus ayant une mutation

Partie apicale

Jonction occlusive \ A

A

Na

H20

TRAM34

Na

H20

sur le canal chlore dépendant de l’AMPc localisé à la membrane apicale des
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cellules épithéliales sécrétrices (une délétion du résidu phénylalanine à la position
50$ du canal CFTR). Une des stratégies étudiées pour soigner cette maladie est de
restaurer le flux des ions C1 en activant d’autres mécanismes de transport ionique.
Un de ces mécanismes pourrait être l’activation du canal Ka3. 1 qui est connu pour
stimuler la sécrétion du Cl à travers la partie apicale de la cellule. Le composé 1-
EBIO est connu pour provoquer l’activation du canal Ka3.l. De plus, son
introduction dans les cellules épithéliales T$4 provoque une sécrétion des ions Cl à
travers la partie apicale de la cellule épithéliale. Cette fois, c’est l’activation du
canal Ka3. 1 qui peut être une voie potentielle de traitement thérapeutique.

C. Structures cristallographiques de canaux potassiques
La création de nouvelles molécules par modélisation moléculaire et ciblées pour

réguler le canal Ka3.l nécessite de connaître la structure du canal. La connaissance de la
structure tridimensionnelle (3D) d’une protéine est indispensable pour comprendre le
mécanisme d’action de ses ligands et l’élaboration de nouvelles molécules
pharmacologiques. Or, il n’existe pas à ce jour de données cristallographiques du canal

Ka3.l. Par contre, d’autres canaux potassiques ont été cristallographiés et peuvent être
abondamment utilisés pour créer des modèles tridimensionnels du canal Ka3.l dans ses
configurations fermée ou ouverte. Par la suite nous établirons si ces modèles peuvent
rendre compte des résultats expérimentaux obtenus sur le canal Ka3. 1. Après un bref
rappel sur les premières structures cristallographiques réalisées nous décrirons les
structures cristallographiques des canaux potassiques.

La première structure cristallographique d’une protéine a été réalisée en 1958 avec
une résolution de 6 Â par le laboratoire du Dr. John C. Kendrew19 pour une protéine
soluble, la myoglobine (Kendrew, J. C. et al., 195$). Cette protéine sert de réserve
d’oxygène dans les muscles et est plus petite que l’hémoglobine. La structure
cristallographique de l’hémoglobine suivit en 1964 par le laboratoire du Dr. Max Perutz
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(Perutz, M. F. et al., 1964). Jusqu’à la fin des années 1980 le nombre de structures
cristallographiques n’excédait pas 40 par année avant «d’exploser» par la suite pour

atteindre 5507 nouvelles structures cristallographiques en 2004. À la date de rédaction de

cette thèse le site d’enregistrement des structures cristallographiques (sur le site de

Froteiii Data Bank) comptait 35 701 structures depuis 1972. Il est cependant plus difficile

d’obtenir une cristallographie d’une protéine membranaire lipophile. C’est pourquoi, la

première structure cristallographiqtie d’une protéine membranaire (le centre de réaction

photosynthétique) n’a été obtenue qu’en 1985 (Deisenhofer, J. et al., 1985) grâce aux

travaux des Drs. J. Deisenhofer, R. Huber et M. Hartmut20. Cette structure provenait de la

bactérie Rhodopseudomonas viridis et a été obtenue par diffraction des rayons X avec une

résolution de 3 À. Depuis la publication de la première structure cristallographique d’un

canal potassique en 1998 (Doyle, D. A. et al, 1998), l’étude de leur structure a permis de

mieux comprendre certains des mécanismes de la conduction des ions K communs à de

nombreux canaux potassiques. Nous allons décrire ces structures dans les paragraphes

suivants.

C.1. Structures des canauxpotassiques

Le canal KcsA présenté à la Figure 7 et à la Figure 8 a été le premier canal ionique

sélectif dont on a pu obtenir une structure cristallographique. C’est un canal potassique

provenant de la bactérie, Streptomvces lividans2’ et dont l’activation dépend du pH

intracellulaire. Il est généralement admis que la structure du canal KcsA correspond à la

configuration fermée du canal. Une première cristallographie aux rayons X a été obtenue

19 Les Drs. Max f. Perutz et John C. Kendrew ont recu le prix Nobel de chimie en 1962.
20 Les Drs. Johann Deisenhofer, Robert fluber et Michel Hartrnut partagérent le prix Nobel de chimie en
1988.
21 Ce sont des bactéries filamenteuses Gram vivant dans le sol. Elles connaissent une différenciation
morphologique unique chez les procaryotes qui aboutit à la sporulation et est accompagnée d’une
différenciation métabolique caractérisée par la production de métabolites secondaires présentant une
extraordinaire diversité de structures chimiques et d’activités biologiques (antibiotiques, antitumoraux,
immunosuppresseurs, herbicides, insecticides).
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en 199$ par l’équipe du laboratoire de R. MacKinnon22 avec une résolution de 3,2 À
(Doyle, D. A. et ai, 199$). À cette résolution, les ions K et les molécules d’eau n’étaient

pas présents dans la cristallographie. De nouvelles cristallographies de cette protéine ont

été réalisées par la suite avec une résolution de 2,1 À (Figure 8) en utilisant les anticorps
Fab et dans différentes conditions (Zhou, Y. et al., 2001).

Pour la lisibilité de la figure, nous n’avons représenté que deux monomères du tétramère. Coloré
en bleu, on peut identifier le segment TM1, en rouge le segment TM2 et en gris les hélices du pore. Les
atomes sur le filtre de sélectivité sont représentés sous leur fonne atomique avec en rouge l’atome
d’oxygène des groupements carbonyles et en violet les ions K occupant tous les sites de liaison de Sext à
S5 (le fichier de coordonnées PBD:1K4C a été utilisé pour la figure). Le vestibule est délimité par les
atomes des boucles extracellulaires et est représenté en pointillé. Le résidu GLY99 est représenté en jaune
sur le segment TM2. Les lipides de la membrane sont représentés par des sphères vertes avec leurs queues
hydrophobes en gris. La description des différentes zones du canal est discutée dans ce chapitre.

Boucle Boucle

Figure 7. Représentation en mode ruban de la structure cristallographique du canal
KcsA encastré dans une membrane lipidique.

22 11 a obtenu le prix Nobel de chimie en 2003.
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(‘.2. Description de ta structure cristallographique du canal KcsA

Le canal KcsA est un homo-tétramère de deux segments transmembranaires (dénommés IM1 et TM2).

Plusieurs régions sont rapidement identifiables par leur structure et leur fonction

dans la conduction des ions du canal.

C.2.i Segment TMJ

Le segment TM1 est directement en contact avec les lipides de la membrane

et le segment TM2. Aucun des résidus présents sur ce segment ne tapisse la paroi
du pore. Néanmoins, cette partie de la protéine sera également intégrée dans nos

modèles des canaux Ka3.l. Sa présence nous permettra d’évaluer l’accessibilité

des résidus qui ne sont pas orientés vers le pore.

C.2.ii Boucles extracellulaires et le vestibule externe

Les boucles extracellulaires, constituées de 11 acides aminés chacune
(ALA5O à THR61) forment, avec les atomes présents à l’entrée du filtre de
sélectivité, le vestibule externe. Le vestibule contient les sites de liaisons potassium

SO et Sext. La structure du vestibule externe du canal KcsA a déjà été utilisée

comme structure de référence pour créer un modèle de vestibule du canal Ka3.l.
Ce modèle a été utilisé pour comprendre la liaison entre la charybdotoxine

(Tableau I), avec les résidus du vestibule du canal Ka3.l. Une étude basée sur les
résidus chargés du vestibule, combinée à la mutation des résidus de la

charybdotoxine, a permis de créer un nouvel inhibiteur spécifique pour le canal

Ka3. 1, démontrant la proximité de structure du vestibule externe entre le canal
KcsA et le canal Ka3.1 (Rauer, Heiko et al., 2000). C’est également dans le
vestibule externe que l’on retrouve deux sites de liaison aux ions K.
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Méthode expérimentale. Diffraction par rayon X
Source: Streptomyces lividans
Première Publication: Dovle, D. A., Morais Cabrai, J., —

Pfuetzner, R. A., Kuo, A., Gulbis, J. M., Cohen, S. L.,
Chait, B. T., MacKinnon, R.: The structure of the
potassium channel: molecular basis of K conduction
and selectivity. Science 2SOpp. 69 (1998)
Fichier PDB: 1BL8 Résolution [Â]: 3,20
Date de Dépot: 23 Juillet 199$ R-Value: 0,280

CHRONoLoGIE
2001
1J95, 1JVM, KcsA avec le TBA (Tétrabutylammonium) en
présence d’ions K et en présence d’ions Rb, Résolution: 2,80 Â.

Complexe KcsA-Fab avec une forte concentration d’ions
K, Résolution: 2,00 Â.
1K4D, Complexe KcsA-fab avec une faible concentration d’ions
K, Résolution: 2,30 Â.
2003
j, Complexe KcsA-Fab avec Rb
Résolution: 2,40 Â.
1R3J, Complexe KcsA-Fab avec une haute concentration de Tl
Résolution: 1,90 Â.
1R3K, Complexe KcsA-Fab avec une faible concentration de TI’
Résolution: 2,80 Â.
1R31, Complexe KcsA-Fab avec présence d’ions Cs,
Résolution: 2,41 Â.

2004
1S5H, Complexe mutant KcsA-fab T75C en présence d’ions K,
Résolution: 2,20 Â.

2005
1S5H, Complexe mutant KcsA-Fab T75C en présence d’ions K
Résolution: 2,20 Â.
2BOB, Complexe KcsA-Fab en présence d’ions Ti* et de
l’inhibiteur TBA, Résolution: 2,76 Â.
2BOC, Complexe KcsA-fab en présence d’ions Ti et de
l’inhibiteur TEAS, Résolution: 3,01 Â.

2006
Complexe mutant KcsA-Fab en présence d’ions

K, Résolution: 2,50 Â. (Cordero, J. et al., 2006)

Figure 8. Représentations en mode ruban de la cristallographie du canal KcsA.
Coloré en bleu, nous pouvons identifier le segment TMY, en rouge le segment TM2, en blanc le filtre de
sélectivité et les hélices du pore. En violet les sites d’occupation des ions K et en rouge l’atome d’oxygène des
molécules d’eau présentes dans la cristallographie (PBD: 1K4C) A. Le canal KcsA vu du milieu extracellulaire.
B. Vue de profil du canal. C. Représentation de deux monomères du canal KcsA. D. Petite fiche d’information
sur la première structure cristallographique du canal KcsA ainsi que les autres structures du même canal
réalisées jusqu’à la rédaction de cette thèse. Lorsqu’il n’y a pas d’indication contraire, les fichiers PDB
proviennent de structures cristallographiques obtenues par le laboratoire de R. MacKinnon.

Canal Potassique KcsA

A.

B.

C.
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C.2.iii Les Pore Hetix

Les quatre segments sous forme d’hélices ci, appelées Pore Helix, (Figure 7)

situées autour du filtre de sélectivité forment un segment dipolaire qui pointent vers
le centre de la cavité et contribuent à stabiliser un cation monovalent au centre de la
membrane, dans le site de liaison potassique S5 (Roux, B. et al., 1999). L’effet
électrostatique des hélices est important comparé à ceux observés pour des
protéines solubles dans l’eau dû à la faible constante diélectrique dans la
membrane. Les atomes de ces hélices ci contribuent directement à la conduction
ionique du canal et devront être intégrés dans notre modèle du canal Ka3.l.

C.2.iv Filtre de sélectivité

Un filtre de sélectivité étroit d’une longueur de 12 À ne permet le passage
des ions K et des molécules d’eau qu’en file indienne. Cinq sites de liaison des ions
K ont été identifiés le site SO est à cheval entre le vestibule et le filtre de
sélectivité, les sites Si à S4 sont présents dans le filtre de sélectivité et S5 est au
centre du réservoir externe. Le site Sext est présent dans le vestibtile externe. Le
processus de diffusion permettant aux ions de passer d’un site de liaison à l’autre
sera abordé au chapitre « Méthodologie 2e partie ». Cette disposition des ions dans
le filtre de sélectivité fait intervenir la force de répulsion des ions dans le
mécanisme de conduction. C’est l’orientation des carbonyles23 des résidus présents
à l’entrée et dans le filtre de sélectivité qui permet la déshydratation des ions K et
la sélectivité aux ions K du filtre de sélectivité, pour un moindre coût énergétique
(Roux, B., 2005).

23 Groupement CG faisant partie du squelette des protéines.
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C.2.v Segment TM2 ou les biner HetLi

Les résidus du segment 1M2 forment et tapissent la paroi du vestibule
interne du canal dans lequel les ions K diffusent. C’est la disposition de ces
résidus sur ce segment (appelé S6 pour le canal Ka3.1) qui fait l’objet de la

présente thèse.

C.2.vi Réservoir

Au centre du canal, entre la partie cytosolique de la protéine et le filtre de
sélectivité, un réservoir d’un diamètre d’environ 7 À peut contenir une trentaine de
molécules d’eau et au moins un K localisé au centre du canal (qui est aussi le
centre de la membrane). Cette section est définie par les résidus du segment TM2
qui tapissent la paroi du réservoir. Les inhibiteurs connus, comme le TEA

(Lenaeus, M. J. et al., 2005) et le TBA (Zhou, Y. et aI, 2001), lorsqu’ils sont
introduits dans le milieu intracellulaire, vont se fixer dans cette région du canal et
inhiber la conduction des ions. Ils se lient aux atomes des résidus du segment TM2
et/ou à ceux du filtre de sélectivité présents dans le réservoir. Le réservoir rétrécit
comme un entonnoir, lorsque l’on se rapproche du milieu intracellulaire, pour
former une région étroite dénommée dans la littérature anglophone «bundle

crossing section ».

C.2.vïi Région étroite

Cette région sépare le réservoir du canal du milieu intracellulaire et obstrue
le passage des ions. Le rayon du pore dans cette région est réduit à 2,5 À. Cette
région est visible sur la f igure 8 A et la Figure 7.
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La première structure cristallographique du canal KcsA (basée sur le fichier de
coordonnées PDB:1BL$) a été construite en moyennant les coordonnées internes24 des
atomes constituant les 4 monomères. Les atomes de chacun des monomères sont donc
symétriques par rapport à l’axe de diffusion des ions.

C.3. Modèle du canal KcsA dans sa configuration ouverte (modèle de

Perozo)

En l’absence d’un modèle structural d’un canal potassique cristallisé dans sa

configuration ouverte, l’équipe du Dr. Eduardo Perozo, a créé un modèle de structure

ouverte (Figure 9) basé sur la structure cristallographique du canal KcsA (Perozo, E. et

aÏ., 1999) et sur des données provenant d’expériences faites par résonance

paramagnétique électronique25 (RPE). Ces données démontrent le rôle important que joue
le mouvement du segment interne TM2 articulé autour du résidu GLY99 dans les

structures ouverte et fermée du canal (figure 7). C’est à partir de ce résidu que l’on

observe une différence d’orientation du segment TM2 entre le modèle ouvert et le modèle

fermé du canal. Le modèle ouvert a été créé en utilisant les techniques de dynamique

moléculaire et de minimisation d’énergie avec des contraintes harmoniques permettant

d’augmenter progressivement le diamètre du pore intracellulaire de 3 À par rapport à la
structure du modèle fermé. C’était, jusqu’en mai 2002, le seul modèle atomique d’un

canal potassique dans sa configuration ouverte. Dans notre première publication, nous

avons utilisé cette structure pour comparer nos résultats expérimentaux réalisés quand le

canal Ka3.l est dans sa configuration ouverte.

24 Les coordomées internes définissent la structure d’une protéine en donnant la position d’un atome (angles
et distance) en fonction des autres atomes qui lui sont connectés.
2D La résonance paramagnétique électronique (RPE, EPR en anglais) aussi appelé la résonance électronique de
spin (RES) a été mise au point en 1945 pas Zavoisky. La RPE permet de mesurer avec précision le nombre de
centres pararnagnétiques sans endommager l’échantillon.
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Canal Potassique KcsA A.

Modèle théorique du canal ouvert

B.

Figure 9. Représentations en mode ruban du modèle ouvert du canal KcsA fait par
le laboratoire du Ur. Eduardo Perozo.
En bteu le segment IMI, en rouge le segment TM2, en blanc le filtre de sélectivité et les hélices du pore
(PBD:IK4C) A. Le canal KcsA oitvert vu du milieu extracellulaire. B. Vite de profil du canal. C.
Représentation de deux monomères du canal.

C.4. Description de ta strtzct;tre cristattographiqite du canalMthK

Suite à la cristallographie du canal KcsA, d’autres canaux potassiques ont fait
l’objet d’une cristallographie par la même équipe, dont le canal potassique MthK qui est

la première structure cristallographique d’un canal dans sa configuration ouverte (figure

10). De plus, comme le canal Ka3.l, l’activation du canal MthK dépend de la

Méthode expérimentale: RPE I
Source: Streptomyces lividans
Première Publication: Liu, Y.-S., Sompornpisut, P.,
Perozo. E.: Structure of the Kcsa Channel
Intracellular Gate in the Open State NaL$truct.BioL $
pp. $83 (2001)
Fichier PD3: 1JQ1, 1JQ2
Date de Dépot: 3 Août 2001
Résolution fÂJ: 3,20 R- Value: 0,280

C.
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concentration intracellulaire de calcium. Par contre, cette sensibilité est intrinsèque au
canal contrairement au canal Ka3.l où elle est couplée à la calmoduline.

Canal Potassique MthK
A.

.1
Méthode expérimentale. Diffraction par rayon X
Source: Methanothermobacter thermautotrophic
Première Publication: Jian, Y., Lee, A., Chen. J.,
Cadene, M., Chait, B. T., Mackinnon, R.: Crystal
Structure and Mechanism of a Calcium-Gated
Potassium Channel Nature 4l7pp. 515 (2002)
Fichier PDB: 1LNQ
Date de Dépot: 3 Mai 2002
Résolution /ÂJ: 3,30 R-Value: 0,301

4)

C.B.

Figure 10. Représentations en mode ruban de la cristallographie du canal MthK.
Seule la partie membranaire du canal MthK est représentée. En bleu le segment 1M 1, en rouge le segment
TM2, en blanc le filtre de sélectivité et les hélices du pore (PBD:1JQI). A. Le canal MthK vu du milieu
extracellulaire. B. Vue de profil du canal. C. Représentation de deux monomères du canal.

Le fichier de coordonnées PDB:1LNQ contient le canal MthK et son site intracellulaire

sensible au calcium. La cristallographie a été faite avec une faible résolution, et plus
particulièrement potir la partie transmembranaire du canal qui est faiblement résolue
(avec une résolution de 3,30 Â) puisque seuls les atomes du squelette sont donnés dans le
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fichier de coordonnées26. Il faut donc reconstituer la chaîne latérale des résidus du canal.
Le canal MthK a également été construit en moyennant les coordonnées internes des
atomes constituant les 4 monomères.

Dans les limites de la résolution des structures cristallographique, il n’y a pas de
changement majeur dans le filtre de sélectivité et dans les Fore Helix, entre le canal MthK

et le KcsA. Les principales différences entre les deux structures cristallographiques
s’observent au niveau des boucles extracellulaires, par un éloignement du segment TM1

par rapport à l’axe de diffusion et dans l’organisation du segment TM2.

C.4.i Boucle extracellulaire

La boucle extracellulaire du canal MthK contient 7 acides aminés de moins
que celle du canal KcsA (pour la comparer avec la boucle du canal KcsA voir à la

page 22).

C.4.ii Le segment TM2

À partir du résidu GLY83 (que l’on nomme aussi la glycine universelle, elle

est éqtiivalente au résidu GLY99 pour le canal KcsA et au résidu GLY274 pour le

canal Ka3.1), il y aune brisure de 40 degrés du segment TM2 (Figure 11). C’est
cette différence entre le canal KcsA et le MthK qui différencie l’état ouvert de

l’état fermé. Il n’y a pas de goulot d’étranglement dans le canal MthK. Comme on

peut également le constater sur la figure Il, une fraction moins importante du
segment TM2 (10 acides aminés de moins) a pu être obtenue dans la structure
cristallographique du canal MthK par rapport à la structure cristallographique du

canal KcsA.

26 Quelques atomes C sont également présents.
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Figure 11. Superposition des canaux potassiques KcsA, Kvl.2 et MthK.
A. Superposition du segment 1M2 d’un des monomères du canal KcsA (en violet), du modèle du canal
KcsA ouvert (en bleu claire), du canal Kv 1.2 (en gris) et du canal MthK (en vert). L’angle entre le segment
1M2 du canal KcsA et celui du canal MLhK est égal à 400.

C.5. Description de ta structure cristaltographiqute du canal Kvl.2

Au moment de la soumission de cette thèse la structure cristallographique du canal
Kvl.2 est la dernière cristallographie réalisée d’un canal potassique (Figure 12). À la
différence des autres canaux potassiques qui ont fait l’objet d’une cristallographie, le
canal Kvl .2 est un tétramère de 6 segments transmembranaires.

TM2
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Canal Potassique Kvl.2

B.

Figure 12. Représentations en mode ruban de la cristallographie du canal Kvl.2
Seuls les segments S6 et $5 sont représentés. En bleu le segment 55, en rouge le segment $6, en blanc le
filtre de sélectivité et les hélices du pore (PBD:2A79). A. Le canal Kvl.2 vu du milieu extracellulaire. B.
Vue de profil du canal. C. Représentation de deux monomères du canal.

L’activation de ce canal dépend du potentiel membranaire. C’est un canal appartenant à la
même famille que le canal de type Shaker. On constate encore une très grande
conservation dans la structure tridimensionnelle du filtre de sélectivité et des Pore Helix

du canal Kvl.2 par rapport aux autres structures cristallographiques déjà présentées.

Méthode expérimentale: Diffraction par rayon X
Source: Raftus norvegicus
Première Publication: Long. 5.3., Campbell,
E.B., Mackinnon, R: Crystal structure of a
mammalian voltage-dependent Shaker famlly K
channel. Science v309 pp.$97-903 (2005)
fichier PDB: 2A7 9
Date de Dépot: 05 Juin 2005
Résolution [ÂJ: 2,90 R-Value: 0,22

____________

C.
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C. 6. Description du fonctionnement dit filtre de sélectivité

32

La disposition des ions dans le filtre de sélectivité influence et modifie les champs
électriques perçus par un ion K’ dans le réservoir ou dans le vestibule du canal. II est
donc important de savoir comment les ions traversent le filtre de sélectivité. Cinq étapes
permettent d’expliquer la conduction des ions dans le filtre de sélectivité. Les schémas de

la Figure 13 dépeignent assez bien la conduction des ions à travers le filtre de sélectivité
des canaux potassique.

B

.‘

Si..

3.

o

Figure 13. Le cycle de diffusion des ions dans le filtre de sélectivité
«A. Le cycle de diffusion des ions commence dans une configuration qtii place deux ions dans le filtre de
sélectivité (S3, Si) alors qu’un seul ion est présent dans la large cavité hydrophile.B. Les ions se déplacent
ensuite de façon concertée vers un état qui place d’abord trois ions dans le filtre (54, S3, Si).C. Les ions
présents dans les sites S3 et Sl progressent vers les sites S2 et SO (site légèrement à l’extérieur du filtre de
sélectivité). D. L’ion présent dans le site SO s’échappe finalement dans le site Sexterne. E. Ce mouvement
entraîne le déplacement des ions logés dans les sites S2 et S4 vers les sites SI et S3 respectivement, le site
Si ayant été laissé vacant par l’ion qui est sorti. ». La figure et sa description ont été reprises après
autorisation de tous les auteurs et de l’éditeur (Parent, L. et aÏ., 2002).
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«La flèche en pointillé signifie que l’ion externe (S-externe) doit s’éloigner
du canal vers le milieu extracellulaire avant qu’un autre ion provenant du milieu
intracellulaire puisse pénétrer dans la cavité. Les ions sont ainsi revenus à la
configuration initiale et le cycle de diffusion peut se répéter. Les calculs de
Bernèche et Roux ont démontré qu’aucune de ces étapes n’implique des variations
d’énergie libre aussi importantes que celles qui sont associées aux fluctuations
thermiques spontanées observées dans tout système moléculaire. Les variations de
potentiel transmembranaire, mesurées pendant Je potentiel d’action par exemple,
suffisent à pousser les ions K vers l’extérieur sans que les ions aient à surmonter
des barrières d’énergie significatives qui s’opposeraient aux mouvements des ions.
Le canal potassique peut en conséquence conduire les ions très rapidement. »

La figure et sa description sont reprises de la publication27 (Parent, L. et al, 2002)
dans la revue franco-canadienne Médecine/Sciences ; une autre publication pertinente sur
le fonctionnement du filtre de sélectivité et la conduction ionique est disponible (Roux,
B., 2005). La représentation des états qu’occupent les ions dans le filtre de sélectivité sera
détaillée dans le chapitre « Méthodologie H » sous forme d’un processus de Markov.
Dans le processus de Markov, nous tiendrons compte d’états plus instables comme les
configurations [S5,S4,S2J et [S5,S4,S2,S01. C’est l’orientation des carbonyles des résidus
présents à l’entrée et dans le filtre de sélectivité qui permet la déshydratation des ions K
pour un moindre coût énergétique. L’ion K entre dans le filtre de sélectivité entouré
d’atomes d’oxygène des carbonyles qui se substituent aux atomes d’oxygène de la
molécule d’eau. La sélectivité ionique du filtre de sélectivité est principalement assurée
par les atomes des groupements carbonyles. Pour l’exemple, le site de liaison $2 est
entouré par $ groupements carbonyles. Ce sont leurs interactions, électrostatiques et de
van der Waals, avec l’ion présent en S2 ainsi que leurs interactions mutuelles qui permet
à la fois la conduction et la sélection ionique dans le filtre de sélectivité (Noskov, S. Y. et
al., 2004).

27 La figure et sa description ont été reprises après autorisation de l’éditeur.
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D. Justification de l’étude de la structure du canal Ka3.1
Malgré la mise en évidence du rôle important du canal Ka3.’ tant au niveau de la

régulation du tonus dans les muscles lisses vasculaires que dans les processus de sécrétion
des ions dans les cellules de la trachée, il n’existe aucune donnée quant à la structure du
pore et/ou de la région impliquée dans l’ouverture du canal Ka3.l. Ces données sont
pourtant essentielles afin d’élaborer une stratégie pharmacologique ciblée impliquant les
canaux Kça3.l. C’est dans ce contexte que nous avons entrepris une recherche dont le but
était de fournir une première description au niveau atomique de la région du pore du canal

Kca3.l.

Dans un cadre théorique, les simulations numériques à partir de structures connues

ou de modèles théoriques sont des outils pour mieux comprendre l’action des résidus (et
des atomes les constituants) dans des systèmes complexes et à une échelle inaccessible
expérimentalement. La structure atomique aide à comprendre les effets que peuvent avoir
des mutations (qu’elles soient contrôlées en laboratoire ou dues à des maladies

génétiques), des inhibiteurs, des activateurs ou d’autres ligands sur la structure et la
fonction d’une protéine. Elle permet aux biologistes expérimentateurs de mieux localiser

sur une séquence en acides aminés les résidus importants dans la fonction d’une protéine.

Un autre objectif est de donner des outils aux laboratoires pharmaceutiques

permettant de concevoir de nouvelles molécules (ou de mieux choisir parmi les molécules

déjà connues) dont la structure atomique est étudiée pour agir spécifiquement sur une
zone bien localisée d’un seul type de protéine afin de contrôler son activité.

E. Stratégie de l’étude de la structure du canal Ka3.1
La Figure 14 présente une synthèse graphique de la stratégie qui a prévalu pour

obtenir les résultats contenus dans les deux publications et dans le chapitre «Résultats

III ». L’intêret de cette figure est de présenter les liens entre les différentes parties
expérimentales et théoriques de cette thèse. Le but de cette thèse est de mieux
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comprendre le rapport entre la structure du segment $6 et la fonction de conduction du
canal potassique Ka3.l. Pour atteindre ce but, nous nous sommes donnés plusieurs
objectifs qui ont été séparés en trois étapes. Suit un résumé succinct des différentes étapes
de nos travaux qui sont détaillées dans la figure 14.
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E.1. Création des modèles du Canal Ka3.1

Correspondant aux chapitres Méthodologie I & Première publication (SC’AM,)

Nous ferons dans le chapitre « Méthodologie I » un rappel sur la technique

expérimentale du patch-clamp appliquée au SCAM et décrirons une technique de création

de modèles tridimensionnels. Pour créer des modèles tridimensionnels du segment S6 du

canal Ka3. 1, nous utiliserons les structures cristallographiques existantes de canaux

potassiques. Nous comparerons alors l’orientation des résidus du segment $6 de notre

modèle, aux résultats expérimentaux de SCAM présentés dans la première publication.

E.2. Definition des liTS

Correspondant aux chapitres : Méthodologie II & Dettxièmepttblication (MTS)

Pour mieux interpréter certaines des données provenant des expériences de patch

clamp, il nous faudra incorporer les atomes des agents MTS directement sur nos modèles

tridimensionnels. La deuxième publication définit ces atomes et présente une méthode

permettant d’évaluer leurs effets sur la conduction ionique du canal potassique KcsA. Le

chapitre «Méthodologie II» aborde les différents aspects théoriques utilisés dans la

deuxième publication.

E.3. Diffusion dans te Canal K3.1

Correspondant aux chapitres Méthodologie II & Résultats III

Nous incorporons les agents MTS directement sur les modèles tridimensionnels du

canal Ka3.l. Dans le chapitre «Méthodologie II» nous présenterons un modèle

cinétique de diffusion ionique du canal Ka3. 1, que nous appliquerons en présence et en

absence des agents MIS. Les valeurs calculées de la conductance ionique des modèles du

canal Ka3. 1 seront alors directement comparées aux valeurs expérimentales obtenues

dans la première publication.

C
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II. MÉTHoDoLoGIE 1ERE PARTIE

Dans l’introduction, nous avons exposé l’intérêt et le but des travaux présentés dans
cette thèse ainsi que dans les deux publications qui en font partie. Ce chapitre introduit les
travaux contenus dans la première publication. Nous traiterons des techniques utilisées pour
créer les modèles du canal Kça3.I. Le modèle du canal Ka3.l, dans sa configuration
fermée, sera défini à partir des données de la cristallographie du canal KcsA. Les modèles
du canal Ka3. 1 dans sa configuration ouverte, seront générés à partir du modèle ouvert du
canal KcsA fait par E. Perozo et des données cristallographiques des canaux MthK et
Kv 1.2. L’accessibilité et l’orientation des résidus du segment S6 des modèles numériques
seront comparées aux résultats expérimentaux de patch-clamp (avec la méthode du SCAM).

A. Modélisation par homologie

La question que nous nous posons n’est donc pas tant de savoir quelle est la structure
du canal Ka3.l mais de savoir si la structure du canal potassique KcsA dans sa
configuration fermée, et les structures des canaux KcsA, MthK et Kvl.2 pour la
configuration ouverte, peuvent expliquer les résultats des expériences de SCAM. La
modélisation par homologie est alors la méthode la plus adaptée puisqu’elle permet
d’obtenir un modèle atomique d’une protéine, dont la structure n’est pas connue, en
utilisant sa similarité de séquence avec des protéines pour lesquelles nous avons des
structures cristallographiques. Ainsi un logiciel de modélisation tel que Modeller permet
de générer de nombreux modèles tridimensionnels du canal Ka3.l à partir d’un
alignement de séquences entre le canal Ka3.l et les canaux KcsA et MthK dont les
structures ont déjà été résolues.

A.1. Alignement de séquences en acides aminés

L’alignement de séquences est la première étape pour construire un modèle
tridimensionnel d’une protéine par homologie. Il est généralement admis que 20% des
acides aminés doivent être identiques sur l’ensemble de la séquence pour pouvoir générer

(J des modèles fiables de la protéine étudiée, même si d’autres facteurs comme la similarité
des fonctions peuvent moduler ce critère de sélection.
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Ka3.1 KcsA MthK Kvl.2
du segment S5 au 22 % 24 % 26 %segment_S6Identité
du Fore Helix 30 % 28 % 33 %au_segment_S6

du segment S5 au 3$ % 43 %
segment_S6

_____ ______ _____

Homologie
du Fore HeÏix 46 % 47 % 49 %au segment S6

Tableau II. Identité et homologie entre la structure primaire du canal Ka3.l avec
celles des canaux KcsA, MthK et Kvl.2.
L’identité et l’homologie des différentes séquences sont calculées à partir des alignements présentés à ta
figure 15 en titilisant le serveur http://www.ebLac.ukiernboss/ahgn/index.html?

Dans notre cas, nous modélisons une protéine partageant la même fonction avec les
structures de références (des canaux potassiques) et dont l’identité avec les canaux KcsA,

MthK et KvÏ.2 est de l’ordre de 30 % lorsqu’elle est calculée entre la partie codant

le Fore Helix jusqu!à la fin du segment S6 (Tableau II).

Segment 55 +++Boucle++-ix<Pore
# 186 190 200 210 220 230 240
KCa3 j QVRFRHWFVAKLYMNTHPGRLLLGLTLGLWLTTAWVLSVAERQAVNATGHLSDTLWL
KcsA SALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAQLITYPRALWW
MthK PATRILLLVLAVIIYGTAGFHFIEG ESWTVSLYW
Xvi SKGLQILGQTLKASMRELGLLIFFLFIVILFSSAVYFAEADERDSQFPSIPDAFWW

Filtre de
sélectivité

Helix» Segment S6
# 243 250 260 270 280 290 299
KCa3 . 1 IPITFLTIGYCDWPGTMWGKIVCLCTGVMGVCCTALLVAVVARKLEFNKAEKHVH
Kc sA SVETATTVGYGDLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSFGLVTALATWFVGREQERRGH
MÈhK TFVTIATVGYGDYSPSTPLGMYFTVTLIVLGIGTFAVAVERLLEFL
Vvl AWSMTTVGYGDMVPTTIGGKIVGSLCAIAGVLTIALPVPVIVSNFNYFYHRET

- -

Figure 15. Structure primaire du canal Ka3.l et alignement des séquences en acides
aminés pour les canaux KcsA, MthK, Kvl.2 et Ka3.l
Les régions colorées en gris correspondent à la séquence utilisée pour réaliser la structure du modèle. La
numérotation des acides aminés est celle du canal Ka3.l. Un résidu coloré en bleu est identique à celui
porté sur la séquence du canal Ka3. 1. Le fond jaune sur le résidu glycine correspond à la glycine
universelle, GLY99 pour la séquence du KcsA et GLY274 pour la séquence du canal Kça3.l. Le filtre de
sélectivité aux ions K est reconnaissable par sa séquence GYGD. Le gap entre la séquence du canal Ka3.I
et ta séquence du canal MthK est dû à l’absence de grandes boucles extracelltilaires sur le canal MthK.
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La Figure 15 présente les alignements de séquences que nous utilisés pour créer les

différents modèles du canal KCa3. I. Pour déterminer l’alignement nous avons utilisé les

logiciels SAM-102, BLAST et Phyre. Ces logiciels d’alignement de séquences d’acides

aminés utilisent différents algorithmes.

• SAM-T0228 pour «Sequence Alignment and Modeling system », est basé sur le

modèle des chaînes de Markov cachées. Il prend également en compte la structure

secondaire et il identifie des parties transmembranaires des protéines

membranaires (Karplus, K. et al., 199$; Karplus, K. et al., 2001).

• BLAST29 pour «Basic Local Alignment Search Tool », est basé sur la

reconnaissance de regions de similitude entre les séquences plutôt que la recherche

du meilleur alignement. Cet utilise une matrice de substitution pour évaluer la

pertinence des mutations (Altschul, S. F. et aÏ., 1990).

• Phyre30, anciennement 3D-pssm31, utilise de nombreux critères pour comparer

une séquence en acides aminés avec les autres séquences de protéines dont la

structure est connue. Il utilise également Psi-Blast et compare la pertinence d’un

alignement en fonction de la position des acides aminés dans une structure

tridimensionnelle (Kelley, L. A. et al., 2000; Fischer, D. et aÏ., 1999).

La séquence GYGD est conservée à 90% pour l’ensemble des séquences primaires

des canaux potassiques connus. Cette séquence constitue le coeur du filtre de sélectivité

présent à l’entrée extracellulaire du canal. Les différents alignements réalisés avec ces

logiciels n’insèrent pas (ou peu) de gap entre la séquence GYGD du filtre de sélectivité et

les derniers résidus du segment S6 (la séquence LEF). Un gap dans l’alignement entre la

séquence du canal Ka3. 1 et la séquence du canal de référence, nous obligerait à modifier

28 http ://www.cse.ucsc .edu/research/cornpbio/HMM-apps/T02-guery.html
http ://www.ncbi.n1rn.nih.gov/b1ast/B1ast.ci?Jforrn= 1

° http://www.sb.bio.ic.ac.uk/—phyre/
31 http://www.sb.bio.icac.ukk3dpssin/
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le squelette du modèle par rapport à la structure de référence, c’est pourquoi nous n’avons
introduit aucun gap.

A.2. Création des modèles Ka3.1(KCSA) et Kca3.1(KcsA/EPR)
Pour créer les modèles du canal Kca3.l(KcsA) et Kca3.l(KcsA/EPR) nous avons

utilisé les logiciels Modeller (Sali, A. et al., 1993) et Charmm (Brooks, B. R. et al.,
1983). Ces deux modèles du canal Ka3.l font l’objet de la première publication et sont
également traités dans le chapitre « Résultats III ». Les fichiers d’entrée de Modeller sont
les fichiers de coordonnées atomiques des structures pour lesquelles une structure
cristallographique est disponible (le canal KcsA, ou le modèle du canal KcsA ouvert) en
format PDB (pour Protein Data Bank32) et un alignement de séquences entre ces
structures et le modèle que nous voulons créer (Figure 15).

Modeller utilise comme structure de départ le squelette33 de la (ou des) protéine(s)
de référence(s)34. Dans le cas du canal Ka3.l, nous avons utilisé deux structures ; soit
celle du KcsA pour le canal Ka3.l dans sa configuration fermée ainsi que celle du
modèle de Perozo pour la configuration ouverte du canal Ka3.l. Les configurations

spatiales des atomes des résidus de la cristallographie sont conservées si elles
correspondent à des résidus identiques entre les deux séquences. Modeller remplace les
résidus non homologues de la structure de référence par ceux du canal Ka3.l en utilisant
sa bibliothèque de rotamères. Le programme Modeller possède une bibliothèque de
structures de rotarnères donnant la position relative des atomes du radical d’un acide
aminé en fonction des résidus adjacents sur la séquence. Sa banque de structures se base
sur une série de 105 familles prises parmi 416 structures connues. Le squelette de la
structure initiale servant à générer des modèles est parfaitement superposable à la
structure de référence. Le modèle atomique initial créé, le programme Modeller applique
des contraintes de distance et d’angle entre chaque atomes en fonction de leur nature et de

La banque de données est disponible gratuitement sur le site Internet www.pdb.org.
Ou encore appelé en anglais le « backbone » qui contient les atomes de types C, Cri, O et N.
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leurs liaisons. Nous appliquons également des contraintes de symétrie pour obtenir un
homotétramère. Les atomes de chacun des monomères sont symétriques les uns par
rapport aux autres relativement à l’axe de symétrie Z (qui est aussi l’axe de conduction
des ions). Une fois toutes les contraintes fixées, une dynamique moléculaire classique
(chauffage, équilibre, simulation) est appliquée. La méthode Monte-Carlo est utilisée
pour générer des positions atomiques de départ légèrement différentes de la structure
initiale. Chaque dynamique moléculaire qui s’en suit permet de créer un modèle du canal
Ka3. 1 différent. Avec l’augmentation de la puissance de calcul des ordinateurs, il est
possible de générer plus d’une centaine de modèles rapidement35. Parmi tous les modèles
fournis par Modeller, il faut choisir ceux qui sont le plus pertinents, c’est-à-dire qu’en
absence d’information supplémentaire sur la structure atomique, ce sont les modèles qui
respectent le mieux les contraintes imposées lors de la dynamique moléculaire qui sont
conservés. La valeur de la fonction objective fournie par Modeller pour chaque modèle
créé, est un paramètre qui permet de comparer les différents modèles entre eux et de
mettre en évidence si le modèle satisfait correctement aux contraintes imposées. Plus la
valeur de la fonction objective est faible, meilleur est le respect des contraintes spatiales,
énergétiques et celles nécessaires pour imposer la symétrie du tétramère. Cette fonction
ne peut donc être reliée directement à l’énergie. La valeur de la fonction objective n’a de
sens que si elle est comparée à des valeurs obtenues pour les mêmes systèmes d’atomes
sur lesquels les mêmes contraintes ont été appliquées.

Lors des dynamiques moléculaires exécutées par Modeller, la structure peut
s’éloigner de manière significative de la structure initiale, pour permettre par exemple
l’arrangement des acides aminés insérés. Il est donc nécessaire de s’assurer de la qualité
du modèle; la superposition du squelette de la structure de référence au modèle Ka3. 1 en
est un bon indice. Nous cherchons à obtenir un modèle du canal Ka3.l qtli soit le plus
proche possible de la structure du canal KcsA pour la configuration fermée du canal et le

traduit par template en anglais
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plus proche possible du modèle de Perozo pour le modèle du canal ouvert. La déviation
des atomes dans les modèles du canal Ka3. 1 par rapport aux structures de référence peut
être obtenue en superposant les squelettes des structures de références à ceux des modèles

d’Ka3.1. Ce calcul est appelé RI\4S pour « RootMean Square» dont l’équation est:

N est le nombre d’atomes du squelette contenus
par chacun des modèles comparés.

RMS = I±(,.
— R

)2 (2) R1 correspond à la position de l’atome
“J N appartenant à la structure cristallographique.

r correspond à la position de l’atome appartenant
à la structure du modèle.

Plus la valeur de la RIVIS est faible et p]us les structures sont proches l’une de l’autre. La
superposition des deux structures permet également une évaluation visuelle de la structure
proposée puisque le squelette du modèle doit se superposer le plus possible à la structure
connue.

A.3. Création des modèles Kc3.1(MthK) et KCa3.1(KV1.2)

Pour les modèles du canal Ka3. 1 réalisés avec les structures de références du canal
MthK et du canal Kvl.2, nous avons préféré effectuer les minimisations et les
dynamiques moléculaires en utilisant le programme CHARMM plutôt que par le logiciel
Modeller dans l’optique de contrôler plus facilement les processus menant à la création
d’un modèle. Les modèles Ka3.1(MthK) et KCa3.1(KV1.2) font l’objet du chapitre
«Résultats III ». Le programme Modeller est toujours utilisé pour le choix de
l’orientation des rotamêres des acides aminés, mais cette fois un seul modèle est généré.
Nous n’utilisons donc plus la fonction objective.

Les atomes d’hydrogène ont été rajoutés à la structure en utilisant la fonction
HBUILD du programme CHARMM. Les chaînes latérales ont été optimisées avec
l’algorithme de minimisation, Newton-Raphson (ABNR). Nous avons utilisé des
contraintes harmoniques pour les atomes du squelette pour contrôler leur déviation et

Environ 2 heures avec un ordinateur de type PC possédant un microprocesseur P4 d’une fréquence de 3.0
GHz pour une protéine de 400 acides aminés
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conserver la structure secondaire du canal de référence. Une dynamique moléculaire de
Langevin de 5 ps avec un pas de 0,002 p5 a été également appliquée aux chaînes latérales
pour relaxer la structure. Pour tous les modèles, la validation de la structure a été faite en
utilisant des logiciels qui évaluent la qualité d’une structure atomique d’une protéine.

A.4. Validation du modèle

Cette étape consiste à vérifier si notre modèle atomique ne contient pas
d’aberrations énergétiques et si sa structure est compatible avec les structures déjà
connues. Nous avons utilisé deux méthodes différentes (et donc deux logiciels) pour
vérifier si nos modèles du canal Kça3.l ne contenaient pas des défauts de structure connu.

• Procheck36 : Cette méthode se base sur une bibliothèque des rotamères les plus
rencontrés dans les protéines. Elle compare les coordonnées internes des atomes du
modèle avec une bibliothèque constituée par des protéines ayant fait l’objet d’une
cristallographie. Cette méthode de vérification est très rapide, de l’ordre de la
minute (Morris, A. L. et aÏ., 1992; Laskowski, R. A. et al., 1993).

• ProQ37 - Protein Qua!ity Predictor Il est basé sur un moteur neuronal et des
données structurales comme la structure secondaire et l’accessibilité des résidus
(Cristobal, S. et al., 2001).

D’autres logiciels ont été utilisés de manière moins systématique.

• Prosa 200338 Cette méthode se base sur la comparaison de l’énergie interne et de
l’énergie d’interaction calculée par résidu entre le modèle et la structure de
référence (Sippl, M. J., 1993).

• Mot Probity39: Ce serveur Internet permet d’évaluer la qualité d’un modèle
atomique en identifiant, entre autres, les atomes trop proches les uns des autres
(Lovell, S. C. et aI., 2003).

36 http://wwv.biochem.ucl.ac.ukI—roman/procheckIprocheck.htrn1
http ://www.sbc .su.se/bom/ProQi
http://www.proceryon.con]Isolutions/prosa.html
http://kinemae.biochem.duke.edu/rno1probity/index-king.htm1
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Le modèle choisi est celui qui possède la plus faible valeur de la fonction
objective (uniquement pour les modèles Kca3.l(KcsA) et Kca3.l(KcsA/EPR)) et valeur
RMS pour la plus faible valeur énergétique. Il faut rester critique aussi bien sur la
structure du modèle que sur les résultats des logiciels qui les analysent, plus
particulièrement lorsqu’ils utilisent des bases de données. Leurs banques de données sont
principalement créées à partir de protéines globulaires. Or, les contraintes liées à la
membrane et au potentiel transmembranaire engendrent des structures qui seraient
difficiles, voire impossibles, pour des protéines globulaires. Le filtre de sélectivité en est
un bon exemple.

A. 5. Comparaison des structures et calcul de ta section efficace

La substitution des acides aminés du canal de référence par ceux du canal Ka3.’,
va modifier la surface de la protéine, la surface de la paroi du pore ainsi que ses propriétés
électrostatiques. Nous serons donc souvent amenés à comparer les différentes structures
des modèles du canal Ka3.l. Pour travailler et analyser les structures tridimensionnelles
de nos modèles, nous avons utilisé le logiciel CHARMM (Brooks, B. R. et ai, 1983) et le
logiciel VMD de visualisation des structures de protéines.

Pour comparer le pore des différents modèles du canal Ka3.Ï nous serons amenés
à calculer leur section efficace. Dans la première publication, le calcul de la section
efficace nous permettra de comparer le pore d’un modèle du canal Ka3.l dans sa
configuration fermée avec sa configuration ouverte. Dans le chapitre «Résultats III»
nous comparons les sections efficaces du pore de tous les modèles du canal ‘Ca3.’•

La section efficace est calculée dans un parallépipède rectangle, de 18 À de côté
(selon l’axe X et Y) et de 3 À d’épaisseur, selon l’axe Z. Le parallépipède est centré et
perpendiculaire à l’axe de diffusion des ions et l’axe Z est parallèle à l’épaisseur du
parallépipède. L’intérieur du parallépipède est constitué d’une grille dont les points sont
séparés de 0,5 À (selon les trois axes). Tous les points de la grille n’étant pas à l’intérieur

C
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Figure 16 Orientation des résidus du segment S6 par rapport à l’axe de diffusion.
La séquence primaire contenant les résidus mutés lors des expériences de SCAM (excepté la GLY274) a été
utilisée pour obtenir cette représentation de la distribution des résidus autour dii segment S6. La ligne
verticale noire sépare la partie du segment S6 exposée vers la cavité de l’autre partie qui est exposée vers le
segment S5. Le logiciel Antheprot a été titilisé pour cette représentation.

Les résidus faisant face à l’axe de diffusion des ions sont ceux qui tapissent le pore et ils
sont directement en contact avec les molécules d’eau que contient le pore. Ces résidus sont
susceptibles d’être accessibles et de réagir lors de nos expériences de SCAM. Les

du rayon de van der Waals d’un atome sont considérés comme occupant un espace vide.
Si le volume d’un espace vide est au moins égal au volume d’une molécule d’eau, il est
alors comptabilisé. En déplaçant le parallépipède le long de l’axe de diffusion nous en
déduisons la section efficace du pore du canal le long de l’axe de diffusion (Z).

A. 6. Prédictions des modèles du canal Kca3. 1

Les premières informations directement utilisables des modèles ont trait à la
disposition de chacun des résidus par rapport à l’axe de diffusion. La Figure 16 présente
la distribution des résidus autour du segment S6. Les résidus C276, C277, L2$O, L2$1,
V284 et R287 sont orientés vers le segment S5 et les résidus, V275, T278, A279, V282,
V285 et A286 sont orientés vers la cavité et donc vers l’axe de diffusion des ions.

Hydrophobe

•
• Hydrophile

Glycine
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informations structurales provenant des expériences de patch-clamp nous permettrons alors
d’évaluer la capacité de notre modèle à pouvoir expliquer les résultats expérimentaux.

B. Partie Expérimentale

Les développements en électrophysiologie, en particulier la mise au point dans le
début des années 80 de la technique du patch-clamp, a rendu possible l’étude des canaux
ioniques au niveau du canal individuel. Ces études ont permis, entre autres, de mettre en
évidence à la fois la diversité et l’universalité des canaux ioniques comme structure de
transport transmembranaire et de déterminer comment certains mécanismes de contrôle
qui régissent l’activité des canaux ioniques sont reliés à l’ensemble des processus
biochimiques qui ont cours à l’intérieur de la cellule. Les concepts fondamentaux à la

base de ce type de mesures ont, en grande partie, été élaborés lors d’études sur des
membranes artificielles à partir de molécules dites «formeurs de pore », dont la plus
connue est la gramicidine (Hladky, SB et aÏ., 1972).

Les expériences de patch-clamp permettent de façon générale de mesurer un
courant traversant la membrane. Ici, nous allons appliquer la technique du patch-clamp à
la méthode du SCAM afin d’évaluer la position des résidus du segment S6 par rapport à
l’axe de diffusion des ions.

3.1. Étectrophysiotogie . Le patch-ctamp

Puisque les ions sont des particules chargées, la diffusion des ions dans un canal
se traduit par un courant électrique. Le courant qui résulte de la diffusion de ions
monovalents par seconde à travers un canal est de l’ordre de 1,6 pA. La technique du
patch-clamp est la seule qui rend possible l’étude des caractéristiques des flux ioniques à
travers un canal unique.

Cette technique fut introduite d’abord par Neher et Sackmann en 1976 (Neher, E.
et aÏ., 1976; Hamill, OP et aÏ., 1981) et décrite dans sa forme améliorée en 1981 par

Hamill (Hamiil, OP et al, 1981).
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A B
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Figure 17. Montage expérimental du patch-clamp pour le canal Ka3.1
A. Le patch-clamp est une technique permettant de mesurer le courant à travers les canaux ioniques. La
microélectrode est posée sur la membrane d’une cellule qui exprime des canaux ioniques à sa surface. Un
ion qui entre dans la cellule est considéré comme un courant négatif, tin cotirant sortant est un courant
positif. B. La configuration de patch-clamp excisé (outside-out ou inside-out) permet d’éttidier un seul canal
tout en pouvant contrôler la concentration d’un côté de la membrane ainsi qtie le potentiel membranaire.

Cette méthode permet d’isoler électriquement une infime partie de la membrane cellulaire
en pressant sur la surface externe d’une cellule une pipette de verre dont la pointe, de
l’ordre de l.tm a été préalablement polie par chauffage. On obtient ainsi des résistances
de contact entre le verre et la membrane de l’ordre du l0 Ohms ce qui permet un rapport
signal/bniit suffisant pour détecter l’ouverture et la fermeture des canaux unitaires. Il faut
que le courant électrique qui traverse les zones de contact entre la pipette et la membrane
sont inférieur au picoampêre et rend alors possible la mesure des fluctuations de courant
inférieur à 0,2 pA à une fréquence de 1 ld-Iz ou plus. Un montage électrique extérieur
pennet d’imposer une différence de potentiel membranaire de valeur définie (Vm), et de
mesurer le courant I entre les électrodes dans le bain et la pipette. La configuration
excisée (ou appelé inside-ot,t en anglais) est obtenue en arrachant la microélectrode de la
surface de la cellule. Lorsque la microélectrode est soulevée, elle emporte un morceau de
membrane qui reste attaché à la microélectrode. Cette configuration permet de plonger la
partie intracellulaire de la membrane dans une solution dont nous pouvons contrôler la
composition (Figure 17.B).
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Figure 18. Exemple d’un enregistrement en canal unitaire
Sur cet enregistrement on observe l’ouverture et la fermeture d’un seul canal potassique Ka3.l. La
probabilité d’ouverture du canal dépend de la concentration de calcium intracellulaire (ici la concentration
de Ca2 est de 1,0 tM) avec une différence de potentiel imposé de -60 mV. La figure est tirée de la première
publication de cette thèse.

L’activité des courants ioniques peut dépendre du potentiel membranaire de même
que de la présence d’agonistes dans le milieu intracellulaire. Il est possible grâce à la
méthode du patch-clamp en configuration patch excisé de contrôler ces deux paramètres
expérimentalement (Figure 16). Les caractéristiques électrophysiologiques (courbe

courant-voltage, conductance unitaire, sensibilité au calcium) du canal Ka3. 1 sont
présentées dans la première publication de cette thèse.

B.2. Le protocole expérimental

Les oeufs d’une grenouille Xenopus Ïeavis sont obtenus suite à une incision
abdominale comme le montre la photo a) de la Figure 18. La grenouille a été
préalablement anesthésiée dans un bain de tricaine. Les oeufs sont extraits et débarrassés
de leur membrane folliculaire qui avait pour fonction de les irriguer en sang (c). L’ADN
du canal Ka3.l est co-injecté avec un plasmide codant pour protéine fluorescente verte
(GFP), dans le noyau des oeufs (d). Les oeufs sont alors conservés de 4 à 5 jours dans un
incubateur à une température constante de 18°C pour leur donner le temps d’exprimer
l’ADN injecté. Seuls les oeufs ayant une fluorescence verte sont gardés pour les
expériences. Si la protéine donnant une fluorescence verte aux oeufs a été exprimée, il y a
alors de grandes chances qu’il en soit de même avec la partie de l’ADN codant pour le
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canal. Inversement si la protéine de fluorescente n’a pas été exprimée il y a peu de chance

pour que le canal le soit. Cette procédure est utilisée pour éviter d’étudier des oeufs
n’ayant pas exprimé le canal Ka3.I. Avant d’utiliser l’oeuf, nous enlevons sa membrane

vitelline qui a comme fonction de lui donner une résistance physique. Cette opération
nécessite de plonger l’oeuf dans un bain hyperosmotique (un bain de mannitol) qui en
compressant la membrane plasmique de l’oeuf sur lui-même rend plus visible et accessible
la membrane vitelline. La membrane s’enlève alors à l’aide de micropinces sous

microscope optique. Une fois l’oeuf installé sur le montage de patch-clamp dans un bain
d’une solution de K2S04, une microélectrode est posée sur la membrane de l’oeuf (j). La
microélectrode est une micropipette qui contient une électrode en argent baignant dans
une solution ayant la même composition que celle du bain. Une fois la configuration
excisée obtenue, on déplace la microélectrode devant un système de perfusion. Sur la
Figure 19 (i) et (j) le système de perfusion est représenté par une série de tuyaux de verre
contenant chacun une solution différente. Ils peuvent par exemple contenir des agents
comme les méthanethiosulfonate (MTS). Des solutions contenant des concentrations

différentes de calcium libre permettront de vérifier si l’activité du canal est dépendante de
la concentration de calcium. Cela permet à la fois de vérifier que l’on a « le bon canal» et
de vérifier s’il est bien présent dans la membrane. D’autres solutions contiennent les
agents MTS qui ont été utilisés pour la présente thèse.
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Figure 19. Description
l’activité du canal Ka3.1.

Une petite cavité contient l’oeuf (g) dans
une solution de 200 mM de K7SO3. Une
succion constante évite que le bain ne
déborde (h et j).

Approches expérimentales

Une légère incision est pratiquée dans
l’abdornén de la grenouille anesthésiée (a)
pour en extraire les oeufs (b). La grenouille
est recousue puis réveillée.

Nettoyage des oeufs (c) et injection de
l’ADN du canal Ka3.l (il).

Le montage expérimental titilisé pour le
patch-clamp ; Il est constitué de deux cages
de Faraday et d’un système d’acquisition
des données (e). Une des cages contient les
différentes solutions du bain et l’autre l’oetif
et tout le matériel de mesure du courant à
travers la membrane de l’oeuf (t).

La microélectrode repose sur la membrane
et fonne un contact étanche dont la
résistance électrique s’éléve à plusieurs
giga ohms (î et k). En soulevant la
microélectrode nous arrachons le morceau
de membrane du reste de l’oeuf. Nous avons
alors la configuration de patch-clamp
« excisé » ou « inside—ozit » (j). C’est—à—dire
que la partie intracellulaire du canal est en
contact avec la soltition. Ensuite, nous
rapprochons la microélectrode du système
de perfusion (t). La perfusion (9
microtubules côte à côte) permet de
changer la solution « vue » par la
microélectrode en moins de 20 ms. La
microélectrode permet de maintenir une
différence de potentiel entre la solution
qu’elle contient et le bain.

rapide du protocole expérimental utilisé pour mesurer
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B.3. Le SCAM oit « Substitttted-CysteineAccessibitity Method»

Le SCAM est une méthode puissante pour étudier la structure des canaux

ioniques. Elle combine la mutagenèse dirigée et une modification chimique du canal. La

mutagenèse dirigée est utilisée pour muter en cystéine, le résidu cible. La modification

chimique est due à l’introduction d’un agent thiolate MTS. L’agent thiolate réagit

spécifiquement, en présence d’une molécule d’eau, avec l’atome de soufre du résidu

cystéine et s’y lie de manière covalente (f igure 20 A.). La présence de l’agent thiolate lié

à la cystéine est susceptible, si la cystéine est proche de l’axe de conduction des ions, de

perturber la diffusion des ions à travers le canal. La mesure de cette perturbation est faite

par des expériences de patch-clamp en configuration inside-otit. L’agent MTS joue le rôle

d’une sonde. Une sonde chargée positivement est perfusée dans le bain, et ne peut entrer

dans le canal qu’en passant par son entrée intracellulaire. Dans le canal potassique, le

pore est tapissé par les résidus du segment S6, mais la grande taille de la sonde ne lui

permet pas de passer à travers le filtre de sélectivité.

Au long de cette thèse nous avons utilisé quatre agents MTS différents ; le

MTSEI, le MTSEA, MISES et le MTSACE. Le MTSET et le MIEA sont chargés

positivement, le MISES est chargé négativement et le MTSACE est neutre mais polaire

(leur formule chimique est donnée dans la Figure 20 et leur structure tridimensionnelle

ainsi que leur distribution sont visibles à la figure 27). La charge positive du MTSET, en

fait une très bonne sonde pour suivre le même parcours que l’ion K même si la section

efficace du MTSET est légèrement supérieure à celle du rayon de van der Waals du K.

Le MISEA est également un agent oxydant chargé positivement (+1) grandement utilisé

mais sa plus grande perméabilité dans les lipides que le MTSEI peut l’amener à suivre un

autre chemin que de celui de l’ion K (Holmgren, M. et aÏ., 1996), nous lui avons préféré

le MISEI lorsque cela était possible.
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Figure 20. Réactions et formules chimiques du MTSET, MTEA, MTSES et du
MT$ACE
A. Réaction chimique du MTSET avec une cystéine et la formule chimique du fragment SET. B. Formule
chimique du MTSEA et du fragment SEA une fois que le MTSEA a réagi avec le résidu cystéine. C. Pour
information nous avons également représenté la formulation chimique du MTSES et du fragment SES une
fois que le MTSES a réagi avec le résidu cystéine. D. Formulation chimique du MTSACE et du fragment
SACE une fois que le MTSACE a réagi avec le résidu cystéine.
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L’analyse des courants mesurés en patch-clamp pour différentes cystéines mutées
sur le canal nous permet de comparer les effets de chacune de ces perturbations en fonction
de la position du résidu muté. La technique du SCAM permet donc d’évaluer l’accessibilité
relative des résidus sur le segment S6.

À partir d’un modèle atomique tridimensionnel de la position des résidus du
segment S6 par rapport à l’axe de diffusion, nous pouvons prédire la zone de mutation qui
fait face à l’axe de diffusion des ions. Après les expériences de patch-clamp nous
comparerons les résultats expérimentaux à notre modèle 3D du canal Ka3.l. Nous
essayerons de comprendre si les résultats sont compatibles avec notre modèle.
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A. Abstract

Cysteine scaiming mutagenesis (SCAM) and computer based modeling were used

to investigate key structural features of the S6 transmembrane segment of the calcium

activated K channel of intermediate conductance IKCa. Our SCAM resuits show that the

interaction of MTSET with cysteines engineered at positions 275, 278 and 282 leads to

current inhibition. This effect was state dependent as MTSET appeared less effective at

inhibiting IKCa in the closed (zero Ca2 conditions) than open state configuration. Our

resuits also indicate that the last four residues in S6, from A283 to A286, are entirely

exposed to water in open IKCa channels whereas MTSET can still reach 283C and 286C

with IKCa maintained in a closed state configuration. Notably, the internai application of

MTSET or MTSES caused a strong Ca2 dependent stimulation of the A283C, V285C

and A286C currents. However, in contrast to the wild type IKCa, the MTSET-stimulated

A283C and A286C currents appeared to be TEA insensitive, indicating that the MTSET

binding at positions 283 and 286 impaired the access of TEA to the channel pore. 3-D

structural data were next generated through homology modeling using the KcsA structure

as template. In accordance with the SCAM resuits, the 3-D models predict that the V275,

T278 and V282 residues should be lining the channel pore. However, the pore dimensions

derived for the A283-A286 region can flot account for the MTSET effect on the ciosed

A283C and A286 mutants. Our resuits suggest that the S6 domain extending from V275

to V282 possesses features corresponding to the iimer cavity region of KcsA, and that the

C-terminus end of S6, from A283 to A286, is more flexible than predicted on the basis of

the closed KcsA crystallized structure alone. According to this model, closure by the gate

should occur at a point located between the T27$ and V282 residues.

Key Words: cysteine, calcium activated potassium chaimel, chaimel pore, HeLa ceils.

C
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Abbreviations: EDHF: Endothelium Derived Hyperpolarizing Factor, EGTA: ethylene

glycol bis (f3-amino-ethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, HEPES: N-[2-

hydroxyethyl]piperazine-N ‘- [ethanesulfonicacid, MTS: methanethiosulfonate, MTSEA: 2-

Aminoethyl methanethiosulfonate hydrobromide, MTSES: Sodium (2-sulfonatoethyl)

methanethiosulfonate, MTSET: [2-(Tnmethylammonium)ethylJ methanethiosulfonate

bromide, TEA: tetraethylamonium]

B. Introduction

Calcium activated potassium channels of intermediate conductance (IKCa) play a

prominent role in a large variety of cellular events such as the EDHf-based regulation of

vascular tone y, the sustained efflux of C1 ions in secretrny epithelia (Singh et al., 2001;

Devor et aL, 1996) and the proliferation of T-lymphocytes (Logsdon et al., 1997; Grissmer
et aÏ., 1993; Jensen et al., 1999; Ghanshani et aÏ., 2000) and other ceil types (Rafle, 2000;

Langille et aÏ., 1986). IKCa channels belong to one of the three main classes of calcium

activated potassium channels (K(Ca2)) identified to date on the basis of their permeation

properties and pharmacology (Vergara et al., 1998). These include the charybdotoxin

(ChTX) and iberiotoxin sensitive MaxiK channels of large conductance (150-220 pS); the

20-50 pS IKCa channels inhibited by ChTX (Amara and Sonders, 1998) and clotrimazole

(Rittenhouse et aÏ., 1997) and the apamine-sensitive and -insensitive SK channels of small

conductance (< 10 pS) (Kohier et aÏ., 1996). MaxiK, SK and IKCa channels differ also in

terms of their permeation and gating properties. for instance, in contrast to the MaxiK, both

SK and IKCa channels are voltage insensitive and demonstrate a non-ohmïc current/voltage

relationship with a conductance two to three times higher for inward than outward currents.

Furthermore, the Ca2 sensitivity of the SK and IKCa arises from the Ca2-binding protein,

calmodulin, constitutively bound to the channels (Xia et al., 1998; Khairna et al., 1999),

and not as documented for the MaxiK channel from the direct binding of Ca2 to an integral

part ofthe channel structure (Schreiber and Salkoff, 1997).

C
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IKCa channels are mostly expressed in non-excitable celis (Rittenhouse et al.,
1997; Jager H. and Grissmer s., 2004; Gutman et al., 2003; Parent et aÏ., 2002) although
reports have documented the presence of IKCa in vascular smooth muscles where they

may contribute to muscle plasticity (Neylon et al., 1999). These channels have been

recently cloned from different tissue preparations (Logsdon et aÏ., 1997; Ishui et al., 1997;

Joiner et al., 1997; Vandorpe et al., 1998; Warth et al., 1999) leading to a gene product

comprising 425 to 427 amino acids with a predicted topology of six transmembrane

segments Si-56, and a pore motif betwecn 55 and $6. Amino acid sequence alignments

have revealed furthermore that the human IKCa channels identified so far are 42-45%

identical and 50-55% conserved as compared with SK channels, indicating that IKCa are

more closely related to 5K than MaxiK. Little is known however on the 3D-structural

organization of IKCa. Homology modeling and toxin binding studies have already

provided evidence for topological similarities between the external vestibule region of

IKCa and other K channels (Rauer et al., 2000). In addition, the crystal structure of the

rat SK2 calmodulin-binding domain (residues 395-430) has recently been reported,

enabling for the first time molecular modeling of the IKCa-calmodulin complex which

underlies channel gating (Vergara et al., 1998). However, despite the importance of

theses results, structural data conceming the IKCa channel pore and gating regions are

stiil lacking.

The first direct structural data for pore formation in K channels came with the

solved structure of the KcsA channel, a bacterial potassium channel with two

transmembrane domains (Vergara et al., 1998). In the crystal structure of the pore region,

the P loop of KcsA forms the ion selectivity filter and the a-helical M2 lines the long

inner vestibule between the selectivity filter and the cytoplasm. 0f equal interest is the

observation that on the intracellular side, the M2 helices are joined together by the

residues T107 and Ail 1 to form a pore with a diameter smaller than 4.5 À (Doyle et al.,

1998; Berneche and Roux, 2000). By analogy, these results suggest a key role of the 56
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segments to the pore formation in IKCa and a contribution of the residues in the C-

terminal segment of S6 to the channel gate.

The present study aims to investigate the structural features of the S6 segment

from an IKCa channel cloned from HeLa celis. Figure R1.l shows an alignment ofthe 42

amino acids spanning the S6 segment in IKCa, rSK2, KcsA and voltage-gated Shaker

channels. Although there is Jittie amïno acid identity between IKCa, Shaker and KcsA in

the S6 C-terminal region, it is possible to align the upper part by using the conserved

GYGD motif to constrain the entire alignment. This analysis indicates that there is a

correspondence between the valine and threonine at positions 275 and 27$ in IKCa and

the cavity-lining residues 1100 and F103 in KcsA. A similar equivalence also prevails

between the T278 and V2$2 residues in IKCa and the 1470 and V474 in Shaker, two

amino acids reported to contribute to pore lining (Holmgren et al., 1996b).

ÇOOOOGOOç

IKCa I250 j I I V V - G MW K I CL C T GM V CC T L A V VA R K L E F #291
rSK2 t359 SI i MV N YC KG CLLTGI M AGCT V AVVARKLEL #400
KcsA #75 V . LY V LW RL AVVVM A I TSFG VTAALATWFVG #116
MthK #59 y lys-S PL MYFTVTL I L GTF VA ERLLEFL IN #100
Shaker #442 V I M T - V G F W K G S L C V A V L T I P P V I V S N F N Y #483

R S6

Figure R1.1 Amino acid sequence alignment ofIKCa membrane segment.
The sequence alignment of the Pore + S6 region of IKCa, rSK2. KcsA and Shaker was based on the
conserved GYGD pore motif. Sequence sirnilarities of 100 % and 75% are shaded in black and gray
respectively. The S6 segment in IKCa is presented as extending from V266 to the A286.

1 +
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These observations strongly suggest that the region spanning from V275 to A2$6
in IKCa is most likely to play a crucial role in the IKCa charmel pore formation and
gating mechanism. The binding of one calmodulin molecule to two adjacent monomers as
described by Schumacher et aÏ., (2001) (Schumacher et aÏ., 2001) in their work on the
closely related rSK2 channel, argues however for structural changes in the IKCa 56
segment different from those prevailing during channel opening for voltage dependent
channels. A study was thus undertaken in which we examined the effects of the water
soluble MTS derivatives MTSES and MTSET on the single channel conductance and
gating properties of cysteine IKCa mutants for the region comprised between V275 and
A286. These results and the structural 3-D data generated by homology modeling using as
templates structures for the closed and open KcsA channel point toward distinct domains

for the S6 segment; a first region extending from V275 to V282 with features
corresponding to the inner cavity region of KcsA, and a second region in the C-terminus
end of S6, from A283 to A286 that would be more flexible than predicted on the basis of
the closed KcsA crystaltized structure alone.

C. Materials and metliods

Cl. Ctoning, sequencing and site directed mutagenesis ofthe IKCa

channet

IKCa channel cDNAs were obtained from HeLa ceils by PCR using two
oligonucleotides designed from the reported hKCa4 sequence (GenBank AF022150).
These two oligonucleotides (from 1-23 and 1270 to 1284) were chosen to yield a 1281 bp
fragment containing the entire coding sequence of the human IKCa channel. The PCR
fragments were cloned into the pMT2 1 matnmalian expression vector (Jorgensen et aï.,
1983b) and sequenced by the dideoxynucleotide chain termination method using the 17
Sequenase kit (USB, Cleveland, OH) with synthetic oligonucleotides as primers.
Sequencing the PCR product obtained from HeLa cells revealed a 100% identity with the
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sequences reported for the hKCa4, hIKi (GenBank AF022 150) and hSK4 (GenBank

AF000972) channels. Site-directed mutagenesis of IKCa channels were camed out using

the QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene). To obtain the 10 X/C

consecutive point mutations, amino acid changes were introduced by using 25 mer

mutated oligonucleotides (V275/C, T27$/C, A279/C, L280/C, L281/C, V282/C, A283/C,

V284/C, V2$5/C, A286/C) and wild-type IKCa as template. Ail mutations were

confirmed by sequencing the entire codon region in both directions on both strands.

C.2. Oocytes

Mature oocytes (stage V or VI) were obtained from Xenoptis Ïaevis frogs

anesthetized with 3-arninobenzoic acid ethyl ester. The follicular layer was removed by
incubating the oocytes in a Ca2-free Barth’s solution containing collagenase (1.6

mg/ml,Sigma) for 45 minutes. The composition of the Barth’s solution was (in mM): $8

NaC1, 3 KC1, 0.82 MgSO4, 0.41 CaC1,, 0.33 Ca(N03)2 and 5 HEPES (pH 7.6).

Defolliculated oocytes were stored at 1$ °C in Barth’s solution supplemented with 5%

horse serum, 2.5 mM Na pyruvate, 100 U/ml peniciliin and 0.1 mg/ml streptomycin.

Oocytes were smdied 3-5 days after co-injection of 0.92ng to 9.2ng of the cDNA coding

for IKCa in pMT21 and 1.3$ ng ofcDNA coding fora green fluorescent protein that was

used as a marker for nuclear injection (Jorgensen et aï., 19$3a).

Prior to patch-clamping, defolliculated oocytes were kept in a hypertonie solution

containing (in mM) 250 KC1, 1 MgSO4, I EGTA, 50 sucrose and 10 HEPES buffered at

pH 7.4 with KOH. The vitelline membrane was then peeled off using forceps, and the

oocyte was transferred to a superfusion chamber for patch-clamp measurements.

C.3. Patch-Ctarnp recording

Single chairnel recordings were carried out in the inside-out patch-clamp

configuration using an Axopatch 200A amplifier (Axon Instrument, Union City, CA).

Patch pipettes were pulled from borosillicate capillaries using a Narishige pipette puller
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(Model PP-83) and used uncoated. The resistance of the patch electrodes ranged from 4
to 10 MQ. Unless specified otherwise, the membrane potential is expressed as -Vp,
where Vp is the pipette applied potential. Data acquisition was performed using a
Digidata 1320A acquisition system (Axon Instrument, Union City, CA) at a sampling rate
of 2.0 kHz with filtering at 500 Hz. When requïred, the open channel probability, Po, was
estimated from current amplitude histograms on the basis of a binomial distribution as
described elsewhere (Morier and Sauvé, 1994). The stationarity of the control recordings
was tested according to the criteria defined in a previous work (Denicourt et aÏ., 1996).
Experiments were performed at room temperature (24 °C).

C. 4. Data anatysis

The water accessibility of the targeted cysteine residues was estimated from the

time constant of the MTS-dependent inhibition (t) or activation (ta) of the IKCa-induced

K currents, while structural changes resulting from MTS binding to the protein were

inferred from the change in current amplitude and open probability measured at the single

channel level.

o
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Figure R1.2 Characterization ofthe IKCa channel cloned from HeLa ceils.

A. Current/voitage properties of the IKCa channel rneasured in symmetricai 200 K2SO4 conditions. The
unitary conductance for inward and outward currents was estimated at 49 pS and 20 pS respectively. B.
Inside-out single channel recordings of the wild type IKCa channels expressed in Xenopus laevis oocytes
for internai Ca2 concentrations ranging from 0.1 jiM to 1.0 1iM. Experiments carried out in symmetrical
200 mM K,SO4, pH 7.4 conditions. The pipette potentiai was maintained at 60 mV throughout. Current
traces were filtered at 500 Hz and the letter c refers to the zero current ievel. C. Normaiized mean current
at a constant Vp of 60 mV from four different experirnents plotted as a function of the internai Ca2
concentration. The sigmoide curve was computed according to a Hill equation with [Ca]i/2 = 1.2 + 0.03
.tM and Hill coefficient of 4.3 0.4 (n=4).

The state dependency of the MTSET action was tested in site protection
experiments in which the moduiatory effect of MTSET on the open ciannel (3 jiM
internai Ca2j was measured after an initial MTSET application in nominally Ca2 free
conditions. Our approach consisted essentially in measuring the ratio <I>(test)/<I>(ctr),
where <I>(ctr) and <I>(test) correspond respectiveiy to the mean current values before
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and after MTSET application and washout in 3 i.tM Ca2, with (Figure R1.9 A) or without
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(f igure Ri .3) a pre-application of MISET in zero Ca2 conditions. Experiments in which

a MTSET pretreatment in Ca2 free conditions failed to modify the <I>(test)/<I>(ctr) ratio

as compared to control (no pretreatrnent) were interpreted as indicating a targeted

cysteine less accessible to MTSET when channeis are maintained in a closed state
configuration. Mean current values were computed using the QuB single channel

software (Qin et aÏ., 1996; Qin et al., 1997) and the rates of modification induced by

MTSET estimated from the time constants of inhibition (t) or activation (ta) obtained by

curve fitting to a single exponential the time integral of the unitary currents (Origin,

Microcal Software Inc., Nothhamton, MA).

Non stationary noise analysis on current transients during MTSET application was

performed by computing the current variance and mean value on successive short time

segments of equal length, To. This procedure generated for each record an ensemble of

Np ordered pairs [(ai, <I>i), ta2, <1>2), (a3, <1>3.),..., (aN, <I>Np)], with b Np equals to

the total length of the record. The ratios a2/<I> and a2!<1>2 were computed for each

interval b and analyzed in terms ofthe model presented in Appendix Ï.

C. 5. Solutions

The solution referred to as 200 K2S04 had a composition as follow (in mM): 200
K2S04, 1.8 MgC12, 10 Hepes buffered with KOH at pH 7.4. Sulfate salts were used to

avoid contributions coming from endogenous Ca2-dependent chloride chaimels and to
2+selectively chelate contaminant divalent cations such as Ba (maximum 0.5nM in 200

mM K2S04) . Solutions with submicromolar Ca2 concentration were prepared from 200

K2S04 solutions with 1 mM EGTA plus CaCl2. Unless specified otherwise we used

EGTA-free standard 200 K2S04 solutions with a contaminant free Ca2 concentration

estimated at 3 .iM. The final free Ca2 concentration for ail solutions was confirmed by

fura 2 measurements as described elsewhere (simoneau et aÏ., 1996). Solutions with 30

mM TEA contained 1.0 mM CaC12 plus 500 tM EGTA as to minimize contaminations by

divalent and trivalent cations due to use of TEA chloride at a high concentration. MTSES,



RÉSULTATS I : PREMIÈRE PUBLICATION (SCAM) 66

MTSET and MTSACE (Anatrace Inc., Maumee, OH, USA) were added directly into the

recording saline a few minutes prior to use. Our study was limited to the MTSET,

MISES and MISACE reagents as they were reported to be of comparable size and

membrane impemleant (Holmgren et aï., 1996b).

C. 6. Homotogy inodeling

C.6.i Open KcsA structure:

Coordinates of the open KesA structure were computed according to the

procedure descnbed elsewhere (Roux et aÏ., 2000). Briefly, a crude model was

constructed in agreement with the current data derived from electron paramagnetic

spectroscopy (EPR) implicating that the opening and closing ofthe channel involve

movements of the iimer helices which presumabÏy resuit in a change in the

diameter of the narrow pore lined by hydrophobie residues (Perozo et aï., 1999).

The model was refined using molecular dynamics and energy minimization in the

presence of artfficial harmonie energy restraints designed to increase the diameter

of the pore on the inner side by 3 À relative to the closed channel X-ray structure;

an additional restraint maintained the syrnmetry of the tetramer (Roux et aÏ., 2000).

Structural data for the closed KcsA channel were obtained from the protein data

bank 1BL8 file.

C.6.ii IKCa modeling:

Automated homology modeling was performed with Modeller V4 (Sali and

Blundeli, 1993) and involved the generation of 50 models ofthe IKCa channel pore

using either the open or closed KcsA channel structure as templates. Energy

minimization was carried on the model with the lowest objective function (roughly

related to the energy of the model) using Charmm (Brooks et aÏ., 1983).

Statistîcs : Resuits are presented as mean + S.E.M. Statistical significance between two

independent populations was inferred from Student&s t statistics and set at p<O.O5.
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D. Resuits

Dl. Characterization ofthe recombinant IKCa channet ctonedftom HeLa

cetts

The IKCa chairnel cloned from HeLa celis was first characterized in a series of
inside-out patch-cÏamp experiments carried out on Xenopus Ïaevis oocytes injected with
wild type IKCa cDNA. The single channel current voltage reiationship rneasured in
symmetrical 200 mM K2S04 is presented in Figure Rl.2A. The channel showed a clear
inwardly rectifying behavior with a unitaly conductance for inward and outward currents
of 49 ± 1 pS (n=3) and 20 + 3 pS (n=6) respectively. These values confirm that the basic
permeation properties of the recombinant IKCa are identicai to the native IKCa channel
in HeLa ceils (Parent et al., 2002). Inside-out single channel recordings measured in
symmetricai 200 mM K2S04 conditions for internai Ca2 concentrations ranging from 0.1
jiM to 1 jiM are presented in figure RI.2B. In these experiments the voltage was
maintained at -Vp = -60 mV throughout. Rising the internai Ca2 concentration from 0.1
tM to 1 tM significantly increased the single channel activity as seen by the greater
number of channel openings per s. The resulting dose-response curve is i]iustrated in
Figure R1.2C. The sigmoidal ctirve was computed according to a Hill equation with
[Ca]112 = 1.2 + 0.1 j.iM and a Hill coefficient of 4.3 ± 0.4 (n=4). Channel activity appeared
voltage insensitive as no significant changes in the chairnel open probabiiity were
detected for voltages ranging from -150 mV to 150 mV (data flot shown).
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Figure R1.3 Inside-out recordings illustrating the action of MTSET on IKCa
mutants.

Inside-out current records rneasured in symmetricai 200 mlvi K7SO4 + 3 j.tM internai Ca2 conditions. The
pipette potential was 60 mV throughout. The effect of the MTSET reagent on channel activity was estimated
from the ratio <I>(test)/<I>(ctr) where <1>(ctr) is the mean current measured in 3 iM Ca2 before dnig
application (iabeied une I in WT) and <I>(test), the mean current obtained at the same Ca2 concentration
(iabeled une 3 in WT) following the sequential washout of the drug with a Ca2 containing (3 tM) (iabeted
une 2 in WT) and a Ca2 free 200 mM K2S04 solution. The drug was systematically applied for five minutes
with a total washout period of 2 minutes. This procedure insures that the observed effects of the MTS
reagents are resuiting from a covaient binding of the drug to the targeted cysteine, and flot from non-specific
channel interactions with the open or ciosed channel. Strong inhibition (> 75%) of chaimel activity was
observed with V275C, T278C and V282C following expostire to MTSET (5 mM) for 5 min. with a complete
inhibition recorded with the V275C and V282C mutants. The V284C channel showed a maximal inhibition
of 50% despite a steady state current value reached after 45 s. Notably, MTSET caused an increase in inward
currents when appiied on the A283C, A286C and to a iesser extent V285C mutants. The current increase
remained Ca2+ and clotrimazole sensitive, niling out nonspecific effects of MTSET. There were no
significant variations in mean currents with A279C suggesting that this residue may not MTSET accessible.
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D.2. Effects ofMTSET on S6 segment residues

Inside-out recordings were first undertaken to determine which residues within the

V275 to A286 S6 segment are accessible to MTSET (10 Â X 5.8 Â) (Kuner et aÏ., 1996)
applied intemally. As seen in Figure RI .3, control experirnents performed with wild type

IKCa recombinant channeis showed only a transient inhibition of channel activity that

couid be recovered after washout of the drug. With the exception of L280C and L2$ 1 C

which failed to yield detectable single channel events aï! the IKCa mutants tested

appeared functional and displayed an inward rectifying behavior. Figure Ri .3 provides

direct evidence that the interaction of MTSET with V275C, T278C, V282C and V284C

leads to a significant inhibition of channel activity when the channel is maintained in the

open state. In contrast, the covalent binding of MISET to A283C, V285C and A286C

caused an increase of the IKCa currents. There was no significant effect of MTSET on the

A279C mutant, suggesting either that the 279C residue was not accessible to MTSET or

that the MTSET-279C interaction was silent. Globaily, the recordings presented in Figure

Ri.3 support a structural model where ail the residues of the S6 segment from V282 to

A286 are freely accessible to water from the cytoplasmic side of the membrane when the

chaimel is in the open state.
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Figure R1.4 Effects of MTSET on IKCa channel mutants.

A. Histogram representation of the mean current ratio <I>(test)/<l>(ctr) obtained with MTSET for the
amino acids spanning the V275-A286 domain. WT refers to the wild type form of 1KCa. Experiments
perfonned in 3 1iM intemal Ca2 (open channel). A ratio of 1 indicates a total absence ofMTS-dependent
effects on channel activity. C276 and C277 refer to endogenous cysteine and are labeled as ‘. Similarly,
experiments could not be performed on the L280C and L281C mutants due to the absence of detectable
single channel events in these cases. B. Colunm representation of the modification rate for tEe MTSET
dependent channel inhibition and/or activation expressed in M’s* With the exception of V285C (2.0 +
0.5 s1M1 (n=5)), modification rates for MTSET interactions were higher for tEe residues within the
A283-A286 56 region with values of 17 ± 0.5 s1M1 (n=2), 17 ± 0.4 s’M’ (n=5) and 54 ± 0.1 s1M’
(n=2) for A283C, V284C and A286C respectively as compared with 7 ± 0.8 s1M’ (n=4) for 275C, 2.5 ±
1.5 s’M1 (n=6) for T278C and 2.9 + 2 s1M1 (n=4) for V282C. These resuits show that A286 is the
residue most accessible to MTSET within the S6 segment extending from V275 to A286.

A characterization of interaction MTSET-IKCa mutants is presented in Figure

RI .4. As seen, a near total inhibition of channel activity was recorded with the V275C
and V2$2C mutants, with <I>(test)/<I>(ctr) ratios of 0.05 ± 0.01 (n=5) and 0.12 ± 0.06
(n=4) respectively. MTSET appeared however less potent at inhibiting the T278C and
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V284C channels. This was particularly clear with the V284C mutant for which we found

a steady state mean cuiTent ratio <I>(test)/<I>(ctr) of 0.45 + 0.10 (n=5), as compared with

0.25 ± 0.07 (n=7) for T278C. As mentioned earlier, the interaction MTSET-A283C, -

A2$6C and to a lesser extent -V285C caused a drastic increase in IKCa channel currents.

The MTSET-induced current increases remained Ca2 sensitive (0.1 - I tM) and could be

inhibited by clotrimazole (50 iM) (data flot shown), indicating that channel activation did

flot resuit from a nonspecific effect of MTSET on the channel structure. The estimated

<I>(test)/<I>(ctr) ratios ranged from 1.6 ± 0.2 (n=5) for A285C to more than 20 + 4 (n=4)

for A283C, suggesting a distinct structural organization for the residues located within the

A283 to A286 S6 region (Figure R1.4A). 0f particular interest is also the observation that

the rate of modification for the interaction MTSET-V285 residue was more than 10 times

smaller relative to rates estimated for the A283C, V284C and A286C mutants (figure 4B).

This observation is compatible with V285 being less accessible to MTSET relative to the

neighboring A283, V2$4 and A286 residues. In addition, the rates of modification for the

A283C, V284C and A286C channels were significantly higher as compared with the

residues located between V275 and V2$2. Globally these results provide evidence for a

maximum accessibility to MTSET at the level ofthe cysteine at position 286.

C
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Figure R1.5 Non stationary noise analysis of the interacttion MTSET-IKCa mutants

Relationship between the current variance G and the mean current <I> during MTSET application
illustrated for the V275C, A283C, V284C and V285C mutants. <I> and cr were measured on successive
time periods of 1 s for A2$3C, V284C and V285C and 0.5 s for V275C. The V275C mutant displayed a
constant a2/<I> (left panel right scale) ratio despite an important decrease in <1> (Ieft panel left scale),
indicating an important inhibition of the channel unitary current. This proposai is also supported by the
fact that the ratio oI<i>2 (right panel) increases in this case with a time constant equal to -ri, the
inhibition time constant measured for <I>. A similar noise pattem was also observed with the V284C
mutant, although in this case the variations in Œ2/<l> and G2/<I>2 can be accounted for a partial inhibition
of the channel unitaiy current pitis a decrease in channel open probability. A different noise behavior is
however observed with the A283C and V285C channels. The decrease in a/<I>2 observed with A283
coi-relates the increase in mean cunent with the a2/<1> ratio remaining constant for time > 7.5 s. This
noise pattem would be compatible with a system where P6> P0 with Po and P6 «1, thus supporting a
model whereby the action of MTSET consists either to increase the channel open probability or recruit
suent A283C mutants The results obtained with V285C follow a similar pattern. although in this case the
fact that the measured variation in a!<I>2 is more important than the mean current increase favors a
system where P6>P0 with P0 «1.

The mechanisms underlying the MTSET-dependent channel inhibition and/or

activation were next ïnvestigated through single ciairnel and noise analysis. The resuits

presented in f igure Ri .5 confirm that the ratio a2 (current variance)/<I> (mean cunent)

remained nearly constant (from -0.7 to -0.8) during MTSET application on V275C

despite an important time dependent decrease of the chaimei mean current value (see
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Appendix-1). Also, the ratio G2!<1>2 increased with a time constant equal to t , the mean

tirne of macroscopic current inhibition. The resuits presented in Figure Ri .5 thus support

a model whereby MTSET causes a total inhibition of the V275C mutant, resuiting in a

graduai decrease in the number of active chaimels. Such a mechanism was confirmed

through direct singie channel recordings where the binding of MTSET was seen to
irreversibiy biock the V275C channels with the unbound channel open probabiiity, P0,

remaining unchanged. A similar noise pattem nameiy; a constant a2/<I> ratio coupied to

a time dependent increase in G2/<I>2, was also obtained with the T278C and V282C

mutants (data flot shown). In the former case our resuits support a combined action of

MTSET involving both a decrease in open probabiiity plus a near compiete (> 70%)

chaimel block. These observations contrast with the noise data derived for the residues

located within the C-terminus end of S6 (A283 to A2$6). More specifically, the binding

of MTSET to either 283C, 284C, 285C or 286 produced a partial and flot total inhibition

of the channel unitary current amplitude (f igure Ri.6). for instance, the unitary current

amplitude, I, measured at —i40 mV for the A2$6C mutant was estimated at 3.1 pA in the

presence of MTSET as compared with 7.4 pA before MTSET application. Also, the

observation of a MTSET-dependent increase in mean current for the A283C, V285C and

A286C mutants requires that the action of the thiol reagent includes to overcome the

partial inhibition in unitary conductance, either an increase in the channel open

probability or an augmentation of the total number of active IKCa channels or both. For

instance the four fold decrease in a2/<I> for the A283C mutant following internai

MTSET application can in part be accounted for by the 65% inhibition in unitary current

amplitude measured at the single channel level, the remaining MTSET-dependent

decrease in cy2/<I> ratio being attributable to an increase in the chaimel open probability

(Figure Rl.6).
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Figure R1.6 Single channel analysis of the effect of MTSET on IKCa channel
mutants.

A. Inside-out single channel recordings obtained from IKCa mutants under low Ca2+ conditions at an
internaI MISET concentration of 5 mM. The applied voltage -Vp corresponded to -140 mV throughout.
Large negative potentials were used in these experiments to optimize the signal to noise ratio, the current
jump amplittide at -60 rnV being barely detectable (< 0.3 pA) after MTSET treatrnent except for the
A286C mutant. The action of MTSET on 2$3C and 286C is seen to result in a substantial increase in
open channel probability, in accordance with the increase in mean current observed with the A283C and
A286C mutants. B. Bar graph representation of the effect of MTSET (5 mM) and MTSES (5mM) on the
unitary cttrrent amplitude of IKCa mutants. I(MTSET) and I(ctr) correspond to the unitary cunent
amplitude measured at -140 mV in the presence or absence ofMTSEI or MTSES (5mM) respectively. *

refers to endogenotis cysteine or non functional mutants as mentioned in fig.4. A ratio of I indicates an
absence of MISET- or MISES- based effect on the channel unitary conductance. As seen, internai
application of MTSET caused a near inhibition of the unitary current amplitude for the V275C, 1278C
and V2$2C mutant channels. A partial inhibition ranging from 40 ¾ (V284C) to 70% (A2$3C) xvas
observed with mutants obtained by cysteines substitution of the residues in the C-terminal region of S6
(A283-A286). In contrast, the application of the negatively charged MISES reagent on A2$6C resulted
in an increased unitary cunent amplitude. Ihese observations suggest that that the presence of charged
groups at the cytoplasmic entrance of the pore can modulate the exit rate of K+ from the channel cavity
into the cytosolic solution.
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More importantly, the 20 fold decrease in G2/<I>_ ratio estimated in this case

correlates well with the magnitude ofthe observed increase in mean current from —0.7 pA

to —16. pA , suggesting a system where PB>PO with P8 and Po «Ï (see appendix 1).

These resuits can thus be interpreted in tenns either of a drastic change in the overa]1

number of active channels, or as increase in open probability (see Figure Ri.5 and

appendix 1). A similar noise behavior was obtained with the A286C mutant (data not

shown), although in this particular case the single channel recordings presented in Figure

Ri .5 support a MTSET-dependent current stimulation based mainly on an increase in

open probability without an augmentation in the overall number of chairnels. The noise

pattern for the V285C channel is also consistent with an action of MTSET mediated by

effect on the chaimel open probability with PB> Po and Po «1, rather than the activation

of suent V2$5C channeis. In support of this proposal is the 4.5 fold MTSEY-dependent

reduction in the channel closed probability (i-Po) calculated from the 9 fold decrease in

cf/<I> ratio for a 50% reduction in unitary current amplitude, and the 20 foid decrease in

a2/<i>2 ratio despite a maximum 180% increase in mean current value. Finally, the time

independent a2/<I> ratio and the relatively modest increases a2/<I>2 shown in Figure

Ri.5 for the V284C mutant, added to the 40% inhibition unitary current measured in this

case (Figure Ri .6) provide evidence for an effect of MTSET involving mainly both a

partial inhibition of the channel unitary conductance and a two foid increase of the

channel closed state probabiiity. Globally these results indicate two distinct regions in S6

namely: a region extending from V275 to V282 where a total inhibition of channel

activity was observed, and a second region from A2$3 to A286 with the interactions

MTSET -A283, -A286 and to a lesser extent -V285 leading to channel activation.

MTSET-protection experiments were also conducted in which the pore structure

of the MTSET-activated A283C and A286C mutant channels was investigated using the

hydrophilic blocking agent TEA as probe. The control inside-out recordings presented in

Figure Ri.7 show that the internal application of 30 mM TEA caused a near total block (>
79%) of the wild-type IKCa culTents. These results confirmed previous observations
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reported on the effect of internai TEA on the IKCa channeis present in human red biood

celis (Dmm, 1998). In contrast, there was no TEA-dependent biock of the A283C and

A286C currents foiiowing stimulation by internai MTSET. In fact, the percentage of

TEA-reiated inhibition decreased from more than 79% + 4 (n=6) for the wiid-type IKCa

channel to iess than 6.5% + 4.6 (n=3) for the MTSET-stimuiated A283C mutant (Figure

R1.7D). These observations strongly suggest that, in addition to an important effect on
channei gating, the binding of MTSET to the cysteine engineered at position 283 or 286

ieads to a narrowing ofthe pore such that TEA can no longer reach its blocking site.

A
I500MI O 500vM

TEA

B
500p.M I

A283C MTSET

500ÈtM loi 500M
A286C TEA

Figure R1.7 Protection by MTSET of TEA block for the A283C and A286C
mutants.

A. Inside-out current recording illustrating the blocking action of TEA (30 mM) on the wild type IKCa
channel. B. Inside-out recording demonstrating the lack of TEA-dependent block with the A283C mutant
afier application of MTSET. C. Inside-out recording illustrating the reduced effectiveness of TEA on the
A286C mutant stimulated by MTSET. D. Histogram summarizing the effects of TEA on the wild type
IKCa channel (WT), and on the A283C and A286C mutants activated by MTSET. WT channel was
blocked at 79% + 4 (n=6) whereas the blocking effect of TEA was reduced to 6.5% + 4.6 (n=3) for the
A283C + MTSET mutant and to 27% + 7 (n=3) for the A286 mutant stimulated by MTSET.
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Figure R1.$ Effects ofMTSES on IKCa mutants.

Inside-out current records rneasured in symmetricai 200 mM K,SO4” 3 j.tM internai Ca2 conditions. Ihe
pipette potential was 60 mV throughout. In contrast to MTSET, MISES failed to cause over a 5 min
period a significant decrease of the V275C-induced currents. As observed with MTSET however, MTSES
succeeded in strongly inhibiting the V284C mutant and to stimulate the inward currents generated by
A283C and A286C. Aiso iiiustrated are MTSES protection experiments performed on V275C and A286C
where MISES (5 mM) was applied prior MTSET (5 mM). These experiments confirmed that a cysteine at
position 275 is not accessible to MTSES and that the binding ofMTSET to 286C prevents the interaction
MTSES-V286C.

D.3. Influence ofthe charge on the MTS-channet interactions

Experiments were next performed to evaluate if the presence of a positive charge

on MTSET influences the interactions between MTSET and the cysteines engineered at

positions 283 to 286. Inside-out recordings with the negatively charged MTSES reagent
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are presented in Figure R1.8. As illustrated, ail the mutants generated by cysteine
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mutagenesis for the residues spanning the A283 to A286 S6 domain were sensitive to

MISES. For instance, Figure Rl.$ shows a MTSES-based inhibition of the V284C

channel activity resulting in a mean <I>(test)/<I>(ctr) ratio of0.21 ± 0.04 (n=7). Also, as

observed with MISET, internai applications of MISES caused large increase of the

A283C and A2$6C related currents with <I>(test)/<I>(ctr) values ranging from 3.0 + 0.6

(n2) (A286C) to more than 7.0 + 3 (n=4) (A283C). Notably, the single channel

recordings presented in figure R1.6 show that the application of MTSES on A286C

resulted in a 50% increase in unitary current amplitude from a value of 8.0 pA in control

conditions to 12 pA after MISES treatment. Ihese resuits contrast with the 60 % unitary

current inhibition measured with A286C when MISET was used as thiol modifying

agent. Finafly, experiments in which MISES was applied before MTSET on A286C

channels failed to demonstrate an additional stimulation by MTSET (Figure Ri .8). The

recordings in figure R1.8 also indicate that in contrast to MISET, the V275C mutant was

not significantly affected by MTSES (<I>(test)/<I>(ctr) = 0.95 ± 0.2: n= 3). In fact,

experiments in which MTSES was applied prior to MTSEI showed no evidence for

MISES protecting V275C against the inhibitory action of MTSET (Figure Ri .8). These

results clearly indicate that the accessibility of the 275C residue to MTS reagents of

comparable size is charge specific, with channel inhibition being limited to the positively

charged MISET only. Ihe internai application of MTSES succeeded however to block

the T278C mutant with a I(test)/I(ctr) values of 0.27 + 0.01 (n=3) (data flot shown).

Globaily, these resuits demonstrate that the amino acids from T278 to A286 are

significantly more accessible to the negatively charged MISES reagent relative to

V275C, for which a large difference in chaimel inhibition potency was observed between

MISET and MISES.

D.4. State dependent effect ofMTSET

Experiments were next conducted in which the action of MISET in 3 jiM internai
2+ . . . . . 2+Ca conditions was tested after an initial MISEI exposure in nominally Ca -free

o
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conditions. Typicai recordings are presented in Figure R1.9A. As seen, MTSET could
inhibit the V275C mutant whether the channeis were initially exposed to MTSET in zero
internai Ca2 conditions (Figure R1.9) or flot (Figure R1.3). Similarly, there was no

significant differences in the <I>(test)/<I>(ctr) ratios measured for the T278C and V2$2C
mutants with (Figure R1.9) or without (Figure R1.3) MTSET preconditioning in zero
internai Ca24. These observations provide evidence for the 275C, 278C and 282C residues
becoming less accessible to MTSET in the closed as compared to the open IKCa channel
structure.

State dependent MTSET interactions were also recorded with the V2$4C and
V285C channels. There were no significant differences in <I>(test)/<I>(ctr) ratios
relative to control (no MTSET pre-treatment) whether the V284C or V285C mutants

were initially exposed to MTSET in zero Ca or not. In contrast, the stimulatory action of
MTSET on the A283C and A286C mutants clearly appeared state independent with
MTSET activating both channeis when applied in zero internai Ca2 conditions. More
important a second MTSET application in the presence of 3 iM internai Ca2 failed in
these cases to initiate an additional current increase (data not shown). These resuits
suggest that the residues at positions 283 and 226 are accessible to MTSET independentiy

ofthe channei open-ciosed configuration.
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Figure R1.9 State dependent action ofMTSET.
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A. Inside-out recordings showing the state dependency of the MTSET action on IKCa mutants. The
accessibility to MTSET of the substituting cysteine was estimated in MISET protection experiments as
discussed in Materials and Methods. The applied potential was maintained at -60 mV throughout. B.
Bar graph representation of the ratio [<I>(test)/<I>(ctr)] rneasured with (closed) or without (open)
MTSET preconditioning in zero intemal Ca2+ conditions. The <I>(test)/<I>(ctr) ratios obtained for the
second MTSET application in the perfusion protocol illustrated in figure 9A were estimated at 0.02 +.006
(n=3) for V275C, 0.26 +. 0.02 (n=2) for T278C, 0.16 + 0.06 (n=3) for V2$2C, 0.54 +0.05 (n2) for
V284 and 2 + 1 (n=3) for V285C respectively. These values are not significantly different from the
<I>(test)!<I>(ctr) ratios rneasured without an initial MTSET exposure in zero intemal Ca2+. In contrast
the <I>(test)/<I>(ctr) values estimated for A283C and A286C mutants decreased drastically from 19 + 5
(n5) and 10 + 0.54 in the absence ofMTSET preconditioning in zero extemal Ca2+, to 1.0 + 0.05 (n=5)
and 1.0 + 0.02 (n=3) for the perfusion protocol illustrated in 9A. These observations support a model
whereby A283 and A286 rernained accessible to MTSET in conditions where channels were maintained
in the closed state.
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D.5. Homotogy modeting

An analysis of the structural features of the S6 transmembrane segment in IKCa

was performed by homology modeling using as templates the closed rigid KcsA channel

structure obtained by X-ray crystallography (Doyle et al., 199$) and a computer derived

structure for KcsA in the open state (Roux et aÏ., 2000; Perozo et al., 1999). Surface and
ribbon representations of the open IKCa S5-P-S6 regions are illustrated in lOB and 1OC

respectively while a surface representation of the closed IKCa channel S5-P-S6 structure

is presented in YOA. A surface representation ofa single S6 segment for the open channel

is also illustrated in lOB. The open and closed channel models first predict that with the

exception of the Cys at position 267 which faces the selectivity filter, the endogenous

cysteines at 269, 276 and 277 should be oriented away from the pore lumen (yellow in

1OC). Most interestingly, the models for the open (lOB and fOC) and the closed (1OA)

channel suggest that V275, T27$, and V282 are lining the channel pore with the V275

and T27$ residues contributing to a central inner cavity similar to the one described for

KcsA. The A279 residue should also be facing the pore lumen, but this prediction is not

supported by our SCAM experiments. Finally, the V284 and V285 residues are shown to

be oriented directly opposite to the pore lumen, in contrast to the A286 side chain which

is directed towards the pore central axis. A color representation of the MTSET

modification rate for channel inhibition and/or activation is superimposed on the closed

and open IKCa channel structures. Clearly, residues flot predicted to be facing the pore

lumen (A2$3, V2$4 and V2$5) turned out to be accessible to MTSET. This is particularly

true for the valines at position 284 and 285 respectively. In addition there is no structural

conelation between the slow (blue) and intermediate (orange) rates of modification and

the orientation of the residues relative to the pore central axis. For instance, the residue

V284 which is predicted to be opposite to the pore lumen led to a rate of modification the
magnitude of which was comparable to that of the cavity lining residue V275. Notably,

the fastest rate of modification (red) was obtained by cysteine substitution of the A2$6
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residue, which should be Ïocated according to the open IKCa structure at the complete
end of $6 facing the pore lumen. The pore cross section area computed for the closed
channel structure is presented in Figure Ri. bD. The results of these calculations reveal
that the channel cavity should be extending from V272 to T27$, with a maximum muer
width of approximately 10 À at the level of V275. A cavity of that size could easily
accommodate a single MTSET molecule which averages a cross diameter of 5.8 À
(Kuner et al., 1996). Hence for that region, our models based on the closed and open
KcsA structures agree with the MTSET resuits. The correlation between the data and the
models however decreases for residues in the C-terminus end of $6 region. Indeed, the
closed channel structure predicts a cross section area for the 279-292 region too small (<2

À) to account for the state independent effects of MTSET observed with A283C and
A286C (Figure R1.9). Homology modeling provided finally information on the location
of the putative gate by comparing the predicted structures for the closed and open IKCa
channel (Figure R1.ÏOA and R1.ÏOB). Whereas the cross section area of the pore differed
by approximately 25% at the level of the cavity between the open and closed channel
structures, important differences in the pore iimer diameter are predicted between these
structures starting at T27$ (figure R1.1OD). These qualitative considerations would thus
support important structural changes at the level of the T278-V2$2 residues during
gating.

E. Discussion

This is the first report attempting to describe some of the structural features of the
inner pore region of an IKCa channel. Our results clearly suggest functional differences
between the residues located in the C-terminal region of S6 (A283 to A286), and those
located from V275 to V282. In support of this conclusion are the single channel
observations that MTSET totally blocked the V275C, T27$C and V2$2C IKCa mutants
while inhibiting partially channels where cysteines were substituting for the residues in
the C-terminus end of S6 (A2$3 to A286). Furthermore, the interaction of MTSET with

C
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the cysteines at positions 283, 286 and to a lesser extent 285, led to a strong channel

activation and to a narrowing of the channel pore as revealed by the absence of TEA

block on the MTSET-stimulated A283C and A2$6C mutants. The negatively charged

MTSES could also affect channel gating following binding with cysteines in the C-

terminal region of S6, and interact with residues up to T278. Finally, the action of

MTSET on the A283C and A2$6C mutants was found to be state independent in contrast

to V275C, T278C, V282, V284 and V285 which showed a reduced MTSET accessibility

for the closed IKCa structure.

E. 1. Limits ofthe present study

Several assumptions are attached to the interpretation of cysteine mutagenesis. It

is assumed for instance that the cysteine substitution does flot dramatically alter the

protein structure as to expose endogenous cysteines which would normally be buried. The

S6 segment of IKCa contains four of the nine chaimel endogenous cysteines over a ten

amino acid span covering the C267 to the C277 domain. We cari not currently rule out a

possible contribution of those endogenous residues to the MTS-based effects reported in

this work. for instance, the conservative substitution of the cysteine at position 276 by a

serine led to a non ftinctional channel, indicating that the C276 residue is critical for

channel proper functioning. Similarly, the C276 and C277 are located adjacent to the key

V275 and T278 residues and might have contributed to the effects measured with the

V275C and T278C mutants. The possible contribution of an auxiliary protein that wouÏd

be MTSET sensitive can not also be currcntly ruled out. In fact, the presence of an

auxiliary protein has already been emphasized in a recent work on the regulation by ATP

ofthe IKCa channel (Gerlach et aÏ., 2001). Such an interaction is flot expected however to

modify the chaimel permeation properties, but may alter chaimel gating.

Our resuits show a transient non covalent inhibition by MTSET of the wild type

IKCa chanel. A non covalent MTSET-dependent current inhibition has also been reported

for the Kir6.2 channel by Cui et aÏ., (2002) (Cui et al., 2002). It has first to be noticed
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that we neyer obseiwed a parti&1 recovery from a non covaent biock foilowing MTSET or

MTSES removal in ail the experiments performed according to the protocois iiiustrated in

Figure R1.3 and Figure R1.9. Furthermore the perfusion protocol we used to measure the

effect of MTS reagents includes an extensive washout period in zero and standard 3 jiM
internai Ca2. This procedure insures that the estimated <1>(test)/<I>(ctr) ratios reflect an

irreversible binding of the reagent to a targeted cysteine residue and not a transient non

covalent interaction. A transient current biock of the wild type IKCa by MTSEI is

however to be expected if MTSET can diffuse up to the chaimel inner cavity. This

proposai is in fact supported by the observation that MISET biocked the V275C mutant

(Figure R1.3). The absence of a non covalent MTS contribution to the experiments

illustrated in Figure R1.3 and Figure R1.9 can thus be seen as an indication that the

covalent binding of MIS reagents to a targeted cysteine iocated between the cytoplasmic

channei entrance and the V275 residue impairs the access of a MIS molecuie to the

cavity region, thus preventing a non covalent MTS-based action. As such, the observation

that the binding of MISET to A283C and A286C impaired the biocking action of TEA

(Figure R1.7) provides indirect evidence that the binding of MTSET with residues in the

C-terminal end of S6 can in deed limit the access of molecules such as MISET to the

channel pore.

E. 2. The V2 75- V282 region

The amino acid alignment presented in Figure RI.1 iocates the V275 and 1278

residues of IKCa within the structurally identified hydrophobic lined cavity defined by

the 1100 and F103 residues in KcsA. The V275 and 1278 residues in IKCa are therefore

expected to contribute to the hydrophobic lumen of the IKCa channel cavity. This

proposai is confirmed through homoiogy modeling which predicts that V275, 1278 and

V282 shouid be facing the pore lumen with C276 and C277 opposite to the pore. The

possibility of V275 lining the channel inner cavity bas aiso been inferred from a

molecular analysis of the interactions between IKCa and triarylmethanes such as
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clotrimazole (Wulff et aÏ., 2001). The pore cross section area for the open IKCa structure
cornputed for the V275-V2$2 domain yielded values ranging from 2$ À2 to 44 À2, with a
cavity about 10 À wide at the level of V275. Clearly, the dimensions of the pore in the
cavity should be suitable to accommodate at least a single MTSET molecule of 5.8 À
diameter and a theoretical cross section area of 26 À2 (Kuner et aÏ., 1996). These
computational resuits are thus compatible with the observed total block ofV275C, T278C
and V282C measured at the single channel level in the presence ofMTSET. The absence
of an inhibitory action on V275C by MTSES is also expected as a structural analysis of
the MTSES reagent iocates the negatively charged moiety of the molecule approximately
7 À from the reactive atom, directly inside the channel inner cavity for a MTSES
molecule bound to 275C. Also the observation that MTSES succeeded at inhibiting the
T27$C mutant indicates that the IKCa channel can accommodate a negatively charged
group up to a point conesponding to the V282 residue located 7 À below 278C. It follows
that the valine at position 282 can not formally be a constitutive part ofthe chaimel muer
cavity as the presence of a negative group inside the cavity is energetically unfavorable
(Roux et al., 2000; Roux and MacKinnon, 1999). finally, the MTSET-dependent
inhibition of the V275C, T278C and V282C mutants was found to be irnpaired when the
channel was maintained in the closed configuration (zero Ca2 conditions). These
observations and the differences in pore dimensions from L280 to A2$6 between the
closed and open IKCa channels, support an IKCa model where the channel cavity
becomes less accessible to MTSET upon chaimel closure.

E.3. TheA283-A286 region

The region comprising the residues A2$3 to A2$6 in 56 is distinctive in many
ways. First, ail the residues between A283 and A286 were found to be sensitive to
MTSET in the open channel configuration. The C-terminal region of 56 (A283-A2$6) is
unlikely therefore to be embedded in the membrane where the accessibiÏity to MTSET
would be restricted. Second, one of the key observation of the present study concerns the

e
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increase in current triggered by MISET and/or MISES when applied to the A283C,

A286C and to a lesser extent V2$5C mutants. The A283C, A286C and V285C channels

clearly remained Ca2 and clotrimazole (data flot shown) sensitive, indicating that the

observed current stimulation did flot resuit from some deleterious modifications of the

channel structure. if, as suggested (Wulff et al., 2001), the inhibitory action of

clotrimazole on IKCa involves binding to residues in the channel inner cavity, the

observation that clotrimazole and flot TEA (figure Rl.7) block the MTSEI-activated

A283C and A2$6C currents suggests that clotrimazole has access to the cavity region

through a hydrophobie pathway. In addition, this stirnuiatory action required the presence

of internai Ca2 and was flot charge dependent as sirnilar effects were measured with

MISET, MISES and the neutral MIS reagent MISACE (data flot shown). More

importantly our results indicate that the binding of MTSEI or MISES to A283C and

A286C either activated suent IKCa channel mutants that did flot contribute to the K

current before application of the thiol modifying agent, or caused in increase of the

chairnel open probability such that Po « P with Po «1. The single channel recordings

presented in Figure Rl.6 for the A286C mutant better support in our opinion a model

whereby Po « PB, suggesting that most of the observed current noise behaviour can be

explained in terms of an increase in open probability. We can flot however currently rule

out the possibility that the A2$3C, and to a lesser extent, the A286C IKCa mutants

represent a “nindown” form of IKCa which can be reactivated by MISEI or MISES.

Notabty, the MISEI-dependent increase in current intensity recorded with A283C and

A286C appeared to be state independent, thus providing evidence for a pore structure in

which the A2$3 and A286 residues are accessible to the hydrophilic MTSEI reagent

when IKCa channels are in a closed state configuration. Important changes in MISEI

accessibility were however observed with the V284C and V285C mutants indicating that

V284 and V285 become exposed to water following channel opening. Ihese observations

support a structural model whereby the S6 region from A283 to A286 undergoes an

important reorganization during gating.

C
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An additional feature of the C-terminus end of S6 concems the contribution of
electrostatic effects to the MTSEI- and MTSES based changes in unitary cunent. Our
resuits indicate that the binding of the positively charged MTS reagent MTSET to the

cysteines substituting for the residues A283 to A286 leads to a 40-70% inhibition of the

unitary current amplitude. In contrast, we observed an increase in unitary cunent
amplitude with the A286C and A283C (data flot shown) mutants after treatment with the
negatively charged MTS reagent MISES. These results strongly suggest that the

variations in K currents related to the presence of either MTSET or MTSES at positions

283 through 286 involved electrostatic interactions such that the presence of a charged

group near the cytoplasmic entrance of the pore affects the exit rate of K from the cavity

into the cytosolic solution.

E.4. Mode! ofthe S6 segment

Several conclusions on the structural organization of the IKCa S6 segment can

also be drawn on the basis of the results presented in this work. For instance, the SCAM
data relative to the C-terminal segment of S6 (A283-A2$6) challenge the predicted
structures for the closed IKCa channel derived from homology modeling using a jgjd
representation ofKcsA. The observation that the residue A283 was accessible to MTSET

for the closed IKCa chaimel argues for a pore structure in which the C-terminal of S6 is

wider than predicted from a rigid closed KcsA structure. In fact, the proposed closed

IKCa model predicts that the pore sectional area for the region extending from A279 to

K292 should be less than 2 À2. In addition, modeling of the closed A283C and A286C
mutants indicates that the cysteines at positions 283 and 286 should be in contact with the

pore lumen, implicating that MISET needs to diffuse inside the pore to reach the targeted
cysteine residues. As such, the observation that the binding of MTSET to A283C or

A286C impaired the blocking action of TEA argues for a nanowing of the channel pore
resulting either from a direct occlusion by MTSET of the pore lumen or from a

dispiacement of the S6 segment substantial enough as to decrease the pore cross section

C
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area. In the former case, the resuits obtained with TEA provide evidence for a structure of
the S6 segment where the A283 and A286 residues are facing the pore lumen in
accordance with the closed and open models proposed for IKCa. Our resuits also indicate

that MTSET caused a greater protection against TEA block with the A2$3C than A286C
mutant. This observation can be interpreted as indicating that the channel pore in the open
state is wider at the level of the A2$6 as compared with the A2$3 residue. The
calculations presented in Figure R1.lO D do flot however predict important variations in
cross section area at the level ofthe A283 and A286 residues. The absence ofcorrelations
between the solvent exposure calculations (Figure RI.1O) and the SCAM results, in
particular the state independent action of MTSET with the A283C and A286C mutants,
strongly suggest in our view that the similarity-based models derived from the jgjd
closed form of KcsA do not provide a valid description of the C-terminus end of the S6
segment (residues 283 to 286).

A better correlation between the SCAM resuits for the A283-A286 $6 domain and
the closed KcsA structure can however be achieved if it is hypothesized that the C-
terminus end of $6 is highly flexible. If present, this flexibility could account for the
observation that MTSET reached the pore lining 283C residue in conditions where the
A2$3C mutant was maintained in a closed state conformation, and that the pore is wider
at A286 as compared with A2$3. Furthermore, the cross section calculations presented in
Figure R1.1O predict littie variations in pore dimensions between the open and closed
states within the $6 region extending from K264 to T278. The resuits of these
calculations argue therefore for strong structural constraints for the T264-K278 $6
segment not present within the A283 —A286 domain. The data derived from hornology
modeling and SCAM experiments would thus support a model in which the domain
extending from V275 to V282 possesses features corresponding to the inner cavity region
of KcsA, and where the C-terminus end of $6, from A2$3 to A286, is more flexible than
predicted on the basis of the closed KcsA crystallized structure alone. Under these

C
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conditions, the channel hypothetical gate can flot be located down the A283 residue, and
should be at a point restricted to a region extending from V27$ to V282.

A

C

Computer modelization of the IKCa channel using either the closed or open KcsA channel structure as
tempiate. Surface and ribbon representations of the open IKCa S5-P-S6 region are iilustrated in B and C
respectively. Panel B also includes a surface representation of a single S6 segment for the open chamel.
The molecular surface comptited for the closed IKCa S5-P-S6 region is presented in A. According to the
proposed tuodels, the residues V275, 1278 and V282 are lining the pore lumen resulting in a cavity 10 À
wide at the level ofV275. Also, the endogenous cysteines (yellow in 9C) at positions 269, 276 and 277 are
presented as facing opposite to the pore lumen, whereas the C267 residue is predicted to be oriented
towards the selectivity filter. A color representation ofthe MTSEI modification rate for channel inhibition
and/or activation is superirnposed on the closed and open IKCa channel structures. Residues with slow (<
5 M 1s), intermediate (5 Ms1 to 20 M’s) and fast (> 80 Ms ) rates of modification are colored in
blue, orange and red respectively. Ihe pore lining residue A286 is seen as being the rnost accessible (red),
whereas resjdues with the slowest rates of modification (blue) turned out to be located either inside (T278)
or opposite to the pore lumen (V285). Panel B also illustrates that ail the residues from A283 to A286 are
accessible to MTSET irrespectively of their orientation relative to the pore central axis. D. Cross section
area for residues 264 to 292 cornputed for the open and closed IKCa structures. Z refers to the channel
axial distance with Z = O at V275. The closed channel structure predicts a central cavity extending from
residues 272 to 278. The cross section area for residues spanning the 282 to 286 region appeared under
these conditions too small to accommodate an MTSET molecule of 5.8 À diameter assuming a rigid
structure for JKCa. A flexible structure exiending below V282 can however account for the SCAM resulis.

D

Co
oo

o
o

-20.4 -15.0 -10.8 4.5 -1.6 3.0 8.4 14.5

op.n
—dod

292 288 284 280 276 272 268 264
residue 8

figure R1.1O Homology modeling of the IKCa.
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The possibiiity of a highly flexible region near the channel gate was aiso recently
proposed for the Shaker channel (del Camino and Yellen, 2001). It was argued in this
case that closure of the gate was taking place between the residues at positions 474 (282
IKCa) and 478 (286 IKCa), with the region below 478 showing considerabie flexibility.
Furthermore resuits of blocker protection experiments on the Shaker V476C mutant have
led to the proposai of a “bent S6” model whereby a bent in the inner S6 transmembrane
segment is introduced at the level ofthe P473-V474-P475 residues (del Camino D. et aï.,
2000). IKCa lacks a similar P-X-P motif that could disrupt the S6 helical structure, the P-

V-P sequence in Shaker conesponding to the L2$l-V282-A2$3 sequence in IKCa (Figure
R1.l). Our resuits are nevertheless in agreement with the findings reported for the Shaker
chaimel which assign to the P473-P475 region (L2$l-A283) a determinant role to the
channel gating process. f inally, it is clear that in our case the stimulation by MTSET of
the A283C, V2$5C and A2$6C channels will require a model whereby A283, V2$5 and
A286 participate activeiy to the coupling mechanism relating the Ca2-dependent
conformational change of calmodulin to the actual opening of the pore.

F. Conclusion

GlobalÏy our resuits would support a model of the S6 transmembrane segment of

IKCa where the region extending from V275 to V282 can be correctly approximated by
the crystal structure of the KcsA chaimel. The structural features of the C-terminal region
of S6 appeared however more compatible with a flexible structural model of KcsA, with
A283 and A286 participating to the activation process.

G. Appendix

Let us consider a system consisting of N identical channels reacting with MTSET
according to the following ineversible kinetic scheme:

IKCa + MTSET —* IKCa8.
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Let flo stand for the number of unbound channels and Po, 10 the associated open channel
probability and unitary current amplitude. 1f the interaction of MISET channel leads to a
change in current amplitude (‘B) and open probability PB, the current mean value <I> at any

time during MTSET application will be given by:

<I> = flPJ0 + flBFBIB,

where n8 is the number of channels bonded to MTSET given by N1
- no. Similarly, the

variance at any time will correspond to:

G2 = n0P0( 1 -P0)102 + nBPB( 1 -P8)I8

According to this model, the application ofMTSET should lead to a time-dependent

change in c/<I> from an initial value equal to b (1 - Po) to a final steady-state value given

by ‘B (1
- PB). Similarly, the o /<1>2 ratio is expected to vary from (I - P0)/N1P0 to (1 -

PB)/NPB in a time-dependent maimer.

In conditions where the binding of MTSET causes a total inhibition of the channel

unitaly current amplitude, (‘B = O) the ratio a2 1<1> is predicted to be time independent with

a value equal to

whereas the ratio G2 /<I>2 will be given by:

(i—F)i
— (1—i)

(j)2
- Q) -

p

The ratio a /<1>2 will be independent of the unitary current amplitude and increase with a

time constant equal to that measured for the current inhibition process.

In conditions where the binding of MTSET resuits in an increase of the channel

open probability such that PB» Po with Po « 1, the ratio G2 1<1> becomes approximately

equal to:

=

Q) P51N,—no \ B) B
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This equation predicts that the contribution of the first term will decrease with an apparent

time constant faster than the observed relaxation time for current activation, with cr/<I>

reaching a constant value corresponding to (1 - P8) 18. Under these same conditions the

ratio G /<1>2 will decrease from -i/P0N1 to (1
- PB)/PBNt, resulting in a (a2 /<1>2)bCforc

MTSET/(G /<I> )aftcr MTSET value greater than expected from the ratio P8 /P0 computed from

the variations in mean current alone.

Finally, a current noise pattem where (G2 /<I>2)beforc MTSET/(G2 /<I>2)after MTSET

PO/PB, with PO/PB computed from the variations in mean current may be indicative of a

system in which both Po and P8 « I or where the total number of functional charmel

varies from Ntinitiai to Ntflnal with littie variation in unitary current I and open probability P0.

These systems cannot be discrirninated on the basis ofa noise analysis alone.

Note added in proof The structure of the calcium-activated MthK K channel determined

recently by X-ray crystallography shows that the intracellular entrance of the pore bas a

diameter of—12 À, in good qualitative agreement with the current modeling ofIKCa (Jiang

et aï., 2002a,b).
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IV. CoNcLusIoNs PRÉLIMINAIRES

Les expériences d’accessibilité du MTSET sur les résidus cystéine des différents

mutants Ka3.l nous permettent de découper la structure du canal en 3 parties, en fonction

du degré d’inhibition du courant par le MTSET. La première partie, correspond à la cavité
interne formée d’hélices ci (les mutants 275C au 278C). Les résidus 275C et 278C sont
accessibles et donnent une inhibition complete du canal après introduction du MTSEI. Par
contre les cystéines endogènes ne réagissent pas avec l’agent MISET (sur le canal
sauvage). Ce résultat s’explique facilement sur la base de notre modèle tridimensionnel du

canal Ka3.l, ces résidus étant orientés vers le segment S5 et donc peu accessibles aux
agents MTSET. La seconde section du canal ne réagit pas avec l’agent MTSET ou ne

permet pas l’expression du mutant (résidu 279 à 281).

La troisième section du segment S6 s’étend du résidu 282 jusqu’au résidu 287. Cette
section est caractérisée par une accessibilité de tous les acides aminés même si l’ajout du
MTSET donne des résultats différents sur la conduction du canal: inhibition totale du
courant pour le mutant A282C, une inhibition partielle pour les mutants 283C, 285C et
286C accompagnée d’une augmentation de la probabilité d’ouverture pour les mutants
283C et 286C. Le modèle tridimensionnel que nous proposons permet d’interpréter
clairement les résultats d’accessibilité du MTSET quand il donne un résultat clair, comme
une inhibition totale du canal (275C, 278C et 282C). Par contre il est plus difficile, sur la

simple base de la position du résidu dans le modèle tridimensionnel du canal Ka3.l,
d’évaluer le degré d’inhibition partielle attendu pour un résidu. Dans la suite de cette thèse

et plus particulièrement dans la deuxième publication, nous allons établir une méthode
permettant d’évaluer plus finement la perturbation du MTSET sur la conductance d’un
canal à partir de sa représentation tridimensionnelle. Pour cette étude nous allons utiliser un
canal dont la structure est connue, le canal KcsA.

C
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V. MÉTHODOLOGIE 2E PARTIE

Ce chapitre a pour objet d’introduire les théories et les méthodologies qui ont été
utilisées pour obtenir les résultats présentés dans la deuxième publication et le chapitre «
Application atix modèles du canal 1».

Une absence d’effet, ou une inhibition totale du canal après introduction des agents
MTS dans le milieu intracellulaire est facilement interprétable. Par contre, il devient moins

évident d’interpréter les résultats expérimentaux donnant une inhibition partielle de la

conduction du canal. Si nous voulons comprendre les effets des agents MTS sur la

conduction des ions dans le canal Ka3.l, il nous faut incorporer les molécules MTS à notre

modèle atomique et évaluer leurs effets perturbateurs sur la structure et la diffusion des
ions. Dans ce chapitre, nous allons établir la méthodologie permettant de créer et d’insérer,

un modèle atomique des résidus cystéine liés à une molécule MTS. Nous serons alors en
mesure d’évaluer la perturbation due à la présence du MTS sur la conduction ionique et de
la comparer aux mesures expérimentales.

Pour établir notre méthodologie il est souhaitable d’utiliser un canal dont la
structure est connue, comme le KcsA, plutôt qu’un des modèles du canal Ka3.l dont la

structure n’a pas encore été validée. De plus, puisque le complexe Cystéine + MISET a

déjà fait l’objet d’une cristallographie, à la différence des autres agents MIS, il sera utilisé

comme modèle pour définir tous les autres agents MIS. Les sondes, MTSET, MTSEA et

MISACE seront donc définies et liées aux cystéines de la structure cristallographique du
canal KcsA. Une fois le MTSET incorporé dans le canal KcsA, nous déterminerons son
effet sur la conductance du canal et nous comparerons nos résultats aux données
expérimentales déjà publiées. Nous évaluerons alors si la perturbation sur le courant

ionique est due à leur volume et/ou à leur charge. C’est l’objectif de la deuxième

publication, finalement nous appliquerons cette méthode sur le canal Ka3.l dans le
chapitre « Application aux modèles du canal Ka3. 1». Nous avons utilisé deux méthodes
différentes pour calculer la conduction ionique dans les canaux potassiques. La première
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méthode sera utilisée dans la deuxième publication pour calculer ta conduction ionique du
canal KcsA. Elle se base sur des mesures expérimentales du courant du canal KcsA en
fonction de la concentration extracellulaire de l’ion K. La seconde méthode sera utilisée
pour le canal Ka3. 1 dans le chapitre «Application aux modèles dt canal K03. 1» et prend
en compte le mécanisme de diffusion des ions dans le filtre de sélectivité.

A. Création et insertion des complexes Cys-SET, SEA et SACE
Pour pouvoir simuler la position et le déplacement des atomes, il faut définir les

relations qui lient tous les atomes entre eux. Les coordonnées internes définissent les
distances, les angles et les angles diédraux entre chaque atome d’une molécule. Les
charges partielles de tous les atomes doivent également être définies. Pour cela, nous nous
référons à la publication de (A.D.Mackerell, Jr. et aï., 1998) qui établit comment les
atomes des résidus ont été définis et intégrés au champ de force de CHARMM.

A.1. Création des complexes Cys-SET SEA et SACE

Deux structures cristallographiques de la protéine Sortase B. de la bactérie
Staphvlococcus Aureits contiennent le complexe Cysteine + MTSET (Cys-SET). L’une a
une résolution de 1,75 À (PDB:YQWZ) et contient également des molécules d’eau, trois
ions nickel et un ion sulfate localisé proche du pseudo-résidu Cys-SET. Une seconde
structure a été obtenue avec une résolution de 2,50 À (PDB:YQXA) et contient également
un peptide G1y3 proche du pseudo-residu Cys-SET (Zong, Y. et al., 2004). Dans ces deux
structures, les atomes du complexe Cys-SET partagent les mêmes distances inter-
atomiques, ainsi que les mêmes angles et diédraux. Ils sont également localisés dans un
espace assez restreint (Figure 21). La principale différence entre ses deux structures se
situe au niveau du carbone bêta et de la liaison disulfure. L’angle formé par les atomes

C,3 S S est égal à 150° dans le fichier de structure PDB :YQWZ à comparer à un angle

de 1000 pour la structure 1QXA, ce qui est plus proche de la valeur définie dans
PARMM22 pour les ponts cystéine, 103,3°. Une étude plus approfondie de
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l’environnement des complexes Cys-SET montre que dans la cristallographie IQXA, le
peptide G1y3 est en contact avec le complexe Cys-SET, pouvant ainsi générer des
contraintes additionnelles à la configuration de ce dernier. C’est pourquoi, pour définir
nos acides aminés artificiels, on choisira plutôt le fichier cristallographique 1QWZ pour
extraire toutes les coordonnées internes.

Les charges partielles ont été reprises à partir des groupements d’atomes
identiques déjà définis dans CHARMM. Ainsi pour le pseudo résidu Cys-SET, les valeurs
des charges partielles du groupement triméthylammonium ont été reprises du résidu
RESI:NC5 (un analogue du éthyl tétraméthylammonium) définie dans le fichier de
paramètres PARM27 du champ de force de CHARMM. Pour cela, nous nous sommes
servis des mêmes paramètres utilisés pour définir les charges partielles des résidus
présents dans le fichier de paramètres PARM27 du champ de force de CHARMM
(Brooks, B. R. et ai, 1983).

Il n’existe pas de structures cristallographiques qui permetraient de définir les
pseudo-résidus Cys-SEA et Cys-SACE. Pour les définir, nous allons utiliser les atomes du
pseudo-résidu Cys-SET que partagent les pseudo-résidus Cys-SEA et Cys-SACE. Pour
les autres atomes nous utiliserons les paramètres définis par défaut dans le fichier de
paramètre PARM27.

C
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o

A. Protéine entière, les acides aminés sont colorés dans un dégradé de couleurs commencant par le rouge
pour les acides aminés de la partie N-terminale jusqu’en bleu clair pour les derniers acides aminés proches
de la partie C-terminale. Les atomes du complexe Cys-SET sont représentés en mode CPK et sont agrandis
sur la figure suivante B. Les atomes jaunes et rouges sont cetix d’une molécule de SO4 proche de la tète
chargée du fragment SET représenté en mode licorne. C. Superposition des atomes du fragment contenu
dans la cristallographie et en orange les atomes du fragment SET développé dans cette thèse.

Figure 21. Surface de la protéine Sortase B de Staphytococcus Aureus telle qu’elle est
définie dans la structure cristallographique contenue dans le fichier PDB:1QWZ.



MÉTHODOLOGIE 2E PARTIE 103

A.2. Insertion des complexes MTS sttr une cystéine

Une fois tous les atomes définis, il reste à insérer le pseudo-résidu sur une cystéine
déjà présente sur une protéine. Les atomes du groupement SET (tel que défini sur la
Figure 20 du chapitre précédent) sont crés et liés à l’atome de souffre de la cystéine
auquel on aura préalablement supprimé l’atome d’hydrogène. L’énergie de la
configuration adoptée par les atomes du pseudo résidu Cys-SET est calculée après avoir

optimisé les coordonnées du modèle par minimisation d’énergie. On applique sur les

atomes du groupement SET une rotation d’un angle de 50 autour de l’axe formé par les
atomes Carbone-Soufre (voir la Figure 20). L’énergie de la configuration adoptée par le
pseudo résidu est de nouveau calculée après 200 pas d’optimisation par minimisation

d’énergie. Ce processus est répété pour un tour entier autour de l’axe de rotation. Une

seule configuration des atomes du pseudo-résidu Cys-SET est conservée, celle de plus
basse énergie. Le squelette ainsi que tous les autres atomes de la protéine à l’exception

des atomes du pseudo-résidu et des atomes d’hydrogène restent immobiles lors de
l’optimisation. Ce processus est utilisé pour parcourir le maximum de configurations

possibles autour des atomes du résidu muté. Cela permet également d’éviter que les
atomes du pseudo-résidu inséré ne se trouvent piégés dans la protéine (Figure 22). Cela

peut être le cas lorsque le résidu muté est dans une région fortement encombrée par les

atomes des autres résidus.

Dans le cas où plus d’un pseudo-résidu doit être inséré sur la protéine, le premier

pseudo-résidu est inséré tel que décrit précédemment. Les autres pseudo-résidus Cys-SET

sont par la suite insérés de manière symétrique par rapport au premier pseudo-résidu. Les
pseudo-résidus sont ensuite relaxés lors d’une dynamique moléculaire de 5 ps puis
optimisés par une minimisation d’énergie de 200 pas (ABNR).

o



MÉTHODOLOGIE 2E PARTIE 104

Figure 22. Superposition de toutes les configurations initiales adoptées par le
pseudo-résidu Cys-SET lors de son insertion sur le résidu A282C.
L’ion K* en représentation de van der Waals est localisé au centre du réservoir d’un modèle du canal Ka3. 1
dont les résidus sont représentés en mode ruban. Cette « fleur » colTespond à la superposition de 72
configurations du fragment SET du pseudo résidu Cys-SET. Chacune des configurations est obtenue par
rotation de 5% autour de l’axe formé par les atomes C1-S.

Durant tous les processus de dynamique moléculaire ou de minimisation, le solvant
n’est pas représenté de manière explicite mais implicite par l’intermédiaire de la constante
diélectrique et le paramètre de friction 340• Le paramètre Ç3 simule la friction exercée
par le solvant sur les atomes du pseudo-résidu. Les résultats de cette méthode ainsi que sa
sensibilité à la constante diélectrique seront présentés et discutés dans la publication qui
suit ce chapitre.

B. Modèle de diffusion à un ion

Nous sommes intéressés à calculer la conduction ionique à travers un modèle du
canal Kça3.l avec et sans la présence des MTSET liés aux cystéines. Dans ce but, il nous
faut un modèle théorique de diffusion des ions dans les canaux potassiques. Nous allons
utiliser le formalisme des chaînes de Markov qui décrit Je processus de diffusion d’un ion

40 La constante diélectrique agit lors des minimisations et pendant la dynamique moléculaire, aLors que le
paramètre 3 n’agit que lors des dynamiques moléculaires.
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par une succession de transitions entre différentes configurations des ions dans les sites de

liaison. Les ions suivent une trajectoire par sauts discrets, aléatoires dans l’espace et

continus en fonction du temps. Chacun des états discrets du processus de Markov définit

une configuration possible d’occupation des sites de liaison par plusieurs ions ainsi que le

chemin qui relie les configurations les unes aux autres. Un taux de transition définit le

passage d’une configuration à une autre.

B.1. Calcul dit flux ionique dans un canal à tin site de liaison

La figure 23 présente le cas simple où le canal possède un seul site de liaison Sl

qui peut être occupé ou libre. Puisque le flux est le même partout dans le canal, nous le

calculerons entre le milieu extracellulaire et le site de liaison Si. Soit C0 la valeur de la

concentration de l’ion du côté extraceltulaire, C la valeur de la concentration du côté

intracellulaire et k124t la probabilité qu’un ion occupe le site $1 depuis le milieu

intracellulaire à l’intérieur d’un temps At (k12 est le nombre moyen de sauts par seconde

pour un ion pourAt qui tend vers 0) l’équation du flux d’occupation du site s’écrit:

P(vide,t + A,’) = P(vide,t) (1— C0yk37At — C1yk17At) + P(occtipé, t) (k71At + k73At) (3)

où le terme y représente ici un facteur qui tient compte de la relation entre la

concentration du substrat en solution et la concentration de ce même substrat près de

l’entrée du canal. L’équation différentielle s’écrit

dP(vide, t)
= —p (vide, t)(C0yk37 + C17k17) + P(occupé,t) (k,1 + k73) (4)

Les conditions du régime stationnaire imposent que

dP(vide,t) Conditions dulim =0 (5)
dt regime stationnaire

P (vide, t) + P (occttpé, t) = 1 (6) Système conservafif

o
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Canal à 1 site de liaison

k12 k13
Milieu Milieu

intracellulaire 4 S 11 extracellulaire
k1 k31 LJc0

figure 23. Exemple d’un mécanisme de conduction d’un ion à travers un canal
La dynamique de conduction des ions à travers le canal à un site de liaison, peut être décrite par un chemin
réactionnel avec un site de liaison Si séparant le milieti intracellulaire du milieu extracellulaire. En I l’ion
est dans le milieti intracellulaire, en 2 l’ion occupe le site de liaison S 1 et enfin en 3 l’ion est présent dans le
milieu extracellulaire. Des taux de transition k1 sont définis entre le site de liaison et les milieux 1 et 3.

Nous réécrivons les expressions de P(vide) et P(occupé) dans le cas du régime
stationnaire

P(vtde,c13)= - -3 (7)k.,3 + k, + C0yk3, + C17k17
de même

Cyk,+C.yk,F(occzlpe,ofJ) o 3 i

k,3 + k,1 + Ç,’k3. + c.7k1,

Puisque le flux est indépendant de la position il en résulte que

J = C0yk12P(vide, oc) — k, 1F(occupé, ct) (9)

et

C’0yk32k13—1yk12k,1
(10)k,3 +k, + c07k3, + cjyki,

Le potentiel de Nemst est donné par l’équation

kT tc
(11)

q LC
Nous réécrivons l’expression du flux
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C yk, k , 1 — k,k,3 _vIkBT
-l k,1k3, J (12)

k,, + k2 + C07k3, + c7k1,

Il est possible de simplifier cette expression en développant les taux de transition. La
géométrie du canal et la présence de charges électriques qui pourraient influencer le
mouvement de l’ion sont contenues dans les taux de transition k1,1. L’expression du taux
de transition k,1 est donnée par la théorie du taux absolu de réaction pour passer de l’état
I à l’étatj:

= _zXG,J/kT_qAyf,/kBT
(13)

Les termes AG1 représentent la barrière d’énergie à surmonter pour un ion passant du site

j au site j. Les termes A représentent la différence du potentiel transmembranaire entre

le site de liaison i et le sommet de la barrière d’énergie précédent le site j. kBT est
l’énergie thermique de l’ion à la une température T donnée. Le facteur pré exponentiel Z)

est le facteur de transition universel41 indépendant du potentiel. Le potentiel

transmembranaire A a pour effet de modifier le taux de transition entre l’état occupé et
l’état libre. Le principe de microréversibilité impose, en absence de gradient de
concentration et de gradient de potentiel membranaire, que le produit des taux de
transition décrivant un chemin fermé soit égal au produit des taux de transition du chemin
dans le sens inverse. Dans un modèle à un ion la condition de microréversibilité entre les
états de configuration [Si libre] et [Si occupé] s’écrit selon l’équation suivante.

V est le potentiel membranaire
kB la constante de Boltzmann

Condition de k32k21 = _17kaT
l4 T la température

microréversibilité k,k12 q la charge de l’ion
k sont les taux de transition définis

à la Figure 23

Dans la théorie des états de transition, ce facteur est égal à KkbT/h mais son évaluation dans les liquides
fait l’objet de beaucoup de discussion. Ce tenue est à relié à la facilité de mobilité de l’ion (interaction avec
les autres atomes...). Le facteur pré exponentiel est souvent un facteur arbitraire.
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De l’équation (10) et (14), nous en déduisons une nouvelle expression du flux:

yk,1k,Ç (l_ethh/k8T)

(15)
k,3 + k,1 + Çyk3, + Cyk,

C. Détermination de la conduction dans le canal Ka3.l
Dans ce chapitre, nous allons développer la théorie de conductance pour l’appliquer

aux canaux potassiques et plus particulièrement aux modèles du canal Kc3.l.

C.1. Sites d’occupation des ions K dans tin canalpotassique

La région du pore des canaux potassiques possède 7 sites de liaison aux ions K
numérotés de dans le milieu extracellulaire à S5 au centre du canal (Zhou, Y. et aï,
2001). Chacun de ces sites de liaison correspond à une position d’équilibre qu’occupent

les ions K durant le processus de diffusion à travers le canal. Les sites Si à 54 sont
présents dans le filtre de sélectivité, les sites S et SO sont situés dans le vestibule
extracellulaire alors que le site de liaison S5 est localisé dans la cavité centrale du canal.
Plusieurs ions sont présents simultanément dans le filtre de sélectivité. Nous sommes

alors dans le cadre d’une diffusion multi-ions, où les ions peuvent interagir les uns avec
les autres.

C
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o

figure 24. Représentation atomique des sites de liaison des ions K dans le modèle
de canal de Ka3.l.
Le modèle du canal Ka3.l, réalisé avec la structure du canal MthK, est représenté sous forme de nibans et
les atomes des résidus du filtre de sélectivité (résidu 250 à 255) sont représentés sous leur fonTie atomique
(CPK). Tous les sites de liaison de Sext à S5 sont représentés par une sphère bleue de t Â de rayon.

C.2. Conduction « ,rnttti-ions » :forinatisme de Markov

Nous étudions maintenant une diffusion à la file indienne avec plusieurs ions
simultanément présents dans le canal. Nous allons également utiliser le formalisme des
chaînes de Markov qui décrit le processus de diffusion d’un ion par une succession de
transitions entre différentes configurations des ions dans les sites de liaison.
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Filtre de sélectivité

Réseoir Vestibule externe

Milieu tS4 , si Milieu
Intracellulaire “-- \‘—— “—-- “— -— Extracellulaire

7øke

I ï ••( .J( .‘ —k

___————

k k3 ke/f I k,f I

k

• • ‘IJ.

Figure 25. Mécanisme cinétique de conduction d’un ion K à travers un canal
potassique.
La dynamique de conduction des ions à travers ie canal, peut être décrite par une sticcession de
configurations représentant les états d’occttpation des sites de liaison qui débute par l’occupation du site S5
et finit par l’occupation du site SO pour les ions provenant du milieu intracellulaire (flux sortant).
Inversement pour les ions provenant du milieu extracellulaire le cycle débute par l’occupation du site 50 et
finit par l’occupation dtt site S5 pour pénétrer dans la cellule (flux entrant). Cette figure est inspiré de la
publication de (Banderali, U. et al., 2004).

La Figure 25, définit les configurations possibles d’occupation des sites de liaison
(SO à S5) par plusieurs ions ainsi que les chemins qui les relient les configurations les
unes aux autres. Un taux de transition définit le passage d’une configuration à une autre.
Le modèle cinétique de la Figure 25 présente l’essentiel du mécanisme de diffusion des
ions K dans un canal potassique tel qu’il a été décrit dans les travaux de Bemèche et
Roux (2003), pour le canal KcsA pour des concentrations ioniques compatibles avec les
concentrations expérimentales (une solution de l4OmM de KC1). C’est également ce

modèle qui a déjà été utilisé par notre laboratoire dans la publication du Dr. U. Banderali

I
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et al. (2004), pour décrire la cinétique du canal Ka3.1. Selon ce modèle, le courant
sortant correspond à la séquence de configuration des ions [S3,Sl] ÷-* [S5,53,S1] —>

[S4,S2,SOj —* {S4,S2] puis retour à la configuration [S3,Sl]. Un K peut tenter de sortir
du canal pour autant qu’il atteigne un des sites de liaison situés à une des extrémités du
canal (SO ou $5). La diffusion d’un K, provenant du milieu intracellulaire jusqu’au
centre du canal (S5), correspond respectivement aux états [$3,51] et [S5,S3,Sl]. Pour les
configurations [S5,S4,S2] et [S5,S4,S2,S0], le modèle considère également la possibilité
de l’occupation du site 55 quand le site 54 est occupé. Un factetir d’interaction noté f
(avec f<0) a pour ce cas été introduit, pour tenir compte du changement dans les taux
d’entrée et de sortie k et ke due à la présence d’un K en S4.

Dans l’hypothèse de l’état stationnaire, le flux dans le canal de type sauvage, calculé
entre les configurations [S4,S2] et [S3,S11, est donné par la relation suivante.

J = k,F[S4, S2]— k1P[s3, si] (16) j est le flux net d’ion

Où P[S4,S2] et P[S3,Sl] sont respectivement les probabilités que le système soit dans la
configuration {S4,S2] ou dans la configuration [S3,Sl]. La constante k1 définit le taux de
transition entre la configuration {S4,52] et [S3,Si]. Inversement k7 est le taux de
transition entre la configuration [S3,Sl] et [$4,52]. Les expressions du flux J calculées
pour chaque état de configuration des ions présenté à la figure 25, donne un système à 6
équations. Les conditions de microréversibilité réduisent les dimensions du système
d’équation et imposent les conditions liant les différents taux de transition. Le principe de
microréversibiiité impose que le produit des taux décrivant un chemin fermé, comme par
exemple [S5,S3,S1] [S5,54,S2] et [S3,S1] —> [$4,S2], soit égal au produit des taux de
transition du chemin dans le sens inverse (en absence de gradient de concentration et de
potentiel membranaire). La condition de microréversibilité entre les états de configuration
[S3,S1] et [S5,S3,S 1] s’écrit selon l’équation suivante.

C
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VN est le potentiel
d’équilibre de l’ion.

V est le potentiel
membranaireCondition de k k k k _(/ /k Te 1 o 6

= e N if B kB la constante demicroreversibilite pour 1 î 1 1 (17) Boltzmannle systeme a la figure 25
T la temperature
k sont les taux de

transition définie à la
figure 25

Comme nous l’avons vu dans la relation (13), les taux de transition dépendent de la
différence de potentiel entre les deux configurations qu’ils relient.

C.3. Dépendance en voltage des taux de transition

Le profil du potentiel membranaire est intégré au modèle cinétique. La figure 26

présente la variation du potentiel électrique le long de l’axe de diffusion des ions (Z)

calculée dans le modèle du canal Ka3.l (MthK). La différence de potentiel entre la cavité
(z = O À) et le milieu cytosolique (z = -30 À) est inférieure à 16% du potentiel
membranaire alors que près de 80% de la chute de potentiel est localisé au niveau du filtre
de sélectivité. La variation du potentiel entre les différents sites de liaison des ions K
présents dans le filtre de sélectivité [S2-Sl], [S3-S2] et [S4-S3] est de l’ordre de 23 % du
potentiel transmembranaire total. Les plus faibles variations du potentiel sont entre les
sites SO et Si avec une variation de 5% et entre les sites de liaison 50 et Sext où aucune
variation du potentiel n’est prédite. La variation du potentiel entre le site liaison présent
dans le filtre de sélectivité S4, et le site de liaison présent au centre du réservoir (S5) est
de 10 %. Nous n’avons pas observé de variation significative du potentiel
transmembranaire pour les mutants cystéine du canal Ka3. 1 par rapport au profil du
canal de type sauvage avec et sans les agents MTS insérés sur les cystéines.

C
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Figure 26. Variation du potentiel membranaire au travers du pore du canal
potassique Kc53.1(MthK).
Le potentiel transmembranaire a été calculé avec le module PBEQ du logiciel CHARMM où toutes les
charges des atomes et des ions ont été fixées à 0. figure inspirée de la publication du Dr. U. Banderali et aï.
(2004).

Nous utiliserons donc ces valeurs pour tous les modèles du canal Ka3.i(MthK)
mutant. Le système d’équation suivant décrit la dépendance en voltage des taux de
transition présentés à la f igure 25.

k1 k1 (0) e_O23(1T9T k6 = k6 (0) _{a/2_O.23)1/ksT

k, = k, (o) e°2’7 k, k, (0) e05_91/’1

k3 = k3 (0) _O.23[’/ksT k = k (0) _O.5(I_a)V/ksT (1$)
k4 = k4 (0) e023c11’T k0 = (o)
k5 = k, (o) (a/2-O.23)qV/k8T k = k (o)

Le potentiel membranaire ressenti par un ion en $3 est de l’orde de 0,53V (où V est le
potentiel membranaire) et de 0,08 V en Si (Figure 26). Le potentiel ressenti par la
configuration [S3,S1] est de 0,61 V. De la même manière on déduit de la Figure 26 que le

o
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potentiel ressenti par la configuration [S4,S2] est de 1,08V. La différence de potentiel
entre ces deux configurations est de 0,47 V. On suppose également que la variation du
potentiel est symétrique. Les taux de transition k1 et k2 contient alors une variation de 23
% du potentiel membranaire total. Il en est de même pour les taux de transistion k2 et k3. a
représente la fraction du potentiel membranaire entre le site de liaison S5 et le milieu
extracellulaire. 11 est introduit pour tenir compte du mouvement des ions entre le site de
liaison $5 et SO (Figure 25) dans les taux de transition k5 et k6. Il est également introduit
dans les taux de transition k et ke pour tenir compte du mouvement des ions dans le site
de liaison S5 depuis le milieu intracellulaire. Les taux de transition k(O) sont calculés pour
une différence du potentiel membranaire nulle avec a=0,$4.

(‘.4. Dépendance en énergie des taux de transition

L’expression générale des taux de transitions donnée par l’équation (13) relie
également le taux de transition avec l’énergie des configurations. Pour les taux de
transition k et k1 la dépendance en énergie est donnée par (Agmon, N. et al., 1983;
Bemeche, S. et aÏ., 2003) et s’écrit selon l’équation suivante (Stephan, W. et aÏ., 1983).

k (o) (19) kB la constante de
e

Boltzmann

k o’ — Sk° _(w[s3,sl]_w[s5,s3,sI])/2k81 T la température
j —

e (20) q la charge de l’ion

où S une constante qui rend compte du nombre d’ions présents à l’entrée du pore par
mole d’ions en solution. Ici les taux de transition kL,° et k1° représentent le nombre de fois

que l’ion se présente à la barrière. W[S5,S3,S1] correspond à l’énergie libre du canal
lorsque les ions sont dans la configuration [S5,S3,S1] et W[S3,Slj à l’énergie libre du
canal lorsque les ions sont dans la configuration [S3,S1]. La différence d’énergie
W[S5,S3,S1]-W[S3,S1] définit alors l’énergie libre de solvatation nécessaire pour
transférer un ion provenant du milieu intracellulaire vers le site de lisaison S5 quand les

ions dans le filtre de sélectrivité sont dans la configuration [S3,S1]. Cependant, les taux

d’entrée dans le canal du milieu intracellulaire vers le site de liaison S5 et du milieu
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extracellulaire vers le site $0, sont respectivement liés à la concentration du milieu
intracellulaire C et extracellulaire C0 de sorte que les taux k et k0 (Figure 25)
correspondent à un nombre de transition par seconde par mol alors que k0 est un nombre
de transition par seconde. Ainsi Ck1 correspond au taux d’entrée pour qu’un ion
provenant du milieu intracellulaire soit présent en S5 et k0C0 le taux d’entrée d’un ion
extracellulaire en SO. Les expressions (19) et (20) correspondent au formalisme
développé par Stephan et al. (1983). Pour le site de liaison SO nous avons

k (0) = (21)

k0 (0) Sko0e4S250l4S2W2ÂBT (22)

Ici la différence d’énergie entre les configurations [S4,S2] et [S4,S2,S01 définit l’énergie
nécessaire pour transfèrer un ion provenant du milieu extracellulaire (conepondant à tin
ion à l’infini) au site de liaison $0 localisé à l’entrée extracellulaire du canal. Pour un ion,
cette différence d’énergie est dominée par la force électrostatique et peut être interprétée
comme la contribution électrostatique à l’énergie libre de solvatation d’un ion. Pour
simplifier les expressions des équations nous exprimons la différence d’énergie en terme
d’une différence d’énergie libre de solvatation AG1t0i0(zs5).

Az\G0 (zs5) = ï’ç., [53, Si] — ï4’Ç1., [ss, 53,51] (23)

AAGC (z50) Ï’J’Ç.1 [53,51]
—
W [53, 51,50] (24)

La différence d’énergie libre L\AG11’tdec calculée entre les différentes configurations sera
développée plus en avant dans ce chapitre.

C.5. Calcul des taux de transition k°

Des relations (21) et (22) nous en déduisons l’expression des taux de transitions k0°
et lc0.
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= k (0) e_tzs5)//2T (25)

Sk = k1 (o) ec5)/2T (26)

Les valeurs de k(0) et k1(0) sont calculées en ajustant les paramètres ke(0), k,(0), k(O),
k(0), kj(0), k(0), k3(O), k(0), 1(5(0) et 1(6(0) pour reproduire la courbe expérimentale
courant-voltage du canal sauvage à partil- de l’équation (16). En connaissant les valeurs de

ke(O) et k(0) de même que MGeiec nous pouvons dès lors obtenir une estimation des
taux de transition intrinseques k° et Sk10. Ces valeurs seront utilisées pour calculer les
taux kJ(0) et k(0) en conditions où le profil d’énergie aura été modifié par la
présence du MIS. En effet, les probabilités des différents états du système contiennent à
eux seules toutes les variables physiques qui caractérisent la diffusion dans le canal
potassique. Elles s’expriment en fonction des tous les autres paramètres du système ; les
taux de transition, la variation du potentiel transmembranaire, les énergies des
configurations et les concentrations ioniques C0 et C. Leurs expressions seront déduites
du système d’équations. Nous avons utilisé Mathématica pour résoudre ce système
d’équations.

C. 6. Déteinination de t’inJhtence des agents liTS sur le courant ionique

En présence d’un mutant cystéine du canal Ka3.l sur lequel des agents MIS ont
été insérés, les taux de transfert kCMTS et k1’ s’écrivent selon les équations suivantes.

kAITS
— k° G(zs5)/2kBT (27)e — e e kB la constante de Boltzmann

kMTS = k (0) e5V21T (28) T la température

où les taux de transferts ke° et ont été développés en utilisant les expressions données

aux équations (25) et (26). Comme le suggèrent les équations (27) et (2$), la
détermination des taux de transition ke5” et k/” impose de connaître la valeur des taux
de transition dans le canal Ka3.l de type sauvage et la différence d’énergie libre de
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solvatation pour les configurations [S3,S1] et [S5,S3,Sl] en présence des MTS. Le calcul
de ces variables va être développé dans les paragraphes suivants.

D. Calcul de la contribution électrostatique à l’énergie libre de

solvatation

Dans les paragraphes précédents, nous avons démontré l’utilité du calcul du profil
d’énergie libre de solvatation d’un ion K pour en déduire la conduction ionique. Ce
profil d’énergie correspond à l’énergie que doit fournir l’ion pour traverser le canal. Dans
cette partie, nous allons rappeler la définition de l’énergie libre et détailler la méthode de
calcul choisie.

D.1. CalcttÏ de l’énergie libre

L’énergie libre est une variable thermodynamique. Elle est exprimée par la fonction
de Helmholtz (A) ou avec la fonction de Gibbs (G). L’énergie libre de Helmholtz est
appropriée pour des systèmes constants en nombre de particules (NVT), en température et
en volume alors que l’énergie libre de Gibbs est appropriée pour un système constant en
particules, température et pression (NPT). Dans notre cas, c’est l’expression de Gibbs qui
s’applique.

p quantité de mouvement
d’un atome

G(p ,r) = kBT ln( ffdpVdre
.r )/kBT (e.v r))

(29) r position d’un atome
H énergie interne
N indice des atomes
p dégénérescence des états

Le calcul de la valeur absolue de l’énergie libre est difficile (voire impossible), car
cela suppose de connaître l’expression de l’énergie interne H du système à l’équilibre.
Même en utilisant les simulations dynamiques, il est difficile de connaître l’énergie
d’équilibre correspondant au minimum d’énergie absolue dans un profil énergétique
comprenant de nombreux minima locaux. Ceci est particulièrement vrai pour de grosses
molécules où le nombre d’atomes augmente le nombre de variables. II est par contre
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possible de calculer une différence d’énergie libre entre deux systèmes proches. Nous
définissons H2 comme l’énergie interne du système d’atomes X et H) l’énergie interne du
système d’atomes Y. Si le système X et le système Y ne diffèrent que par l’introduction
d’une petite perturbation42, nous pouvons alors supposer que la différence d’énergie entre
les deux systèmes n’est due qu’à cette perturbation. Nous calculons donc toujours des
différences d’énergie qui peuvent s’écrire selon l’équation suivante.

AG (x = G (y) — G (x) = —kBT ln(e )/hBT)
(30)

De la même manière, pour calculer la contribution électrostatique à l’énergie libre
d’un soluté, le paramètre de couplage X est introduit sur la charge des atomes. Nous
calculons la différence d’énergie induie par une variation de la charge du soluté passant
de O (avec X=0) à q (avec X=l) par une incrémentation de 0,1 du paramètre X. Une
dynamique moléculaire de 15 ps est réalisée entre chaque incrémentation du paramètre X.
Cette méthode classique de calcul de l’énergie libre sera utilisée dans la seconde
publication pour calculer la contribution électrostatique à l’énergie libre des pseudo
résidus.

D.2. Énergie libre de solvatation

L’énergie de solvatation correspond au travail thermodynamique réversible pour
transfèrer un soluté du vide vers l’intérieur d’une phase aqueuse infinie. Cette énergie est
utilisée pour repousser les molécules du solvant et créer une cavité pouvant recevoir la
molécule étudiée (ou un ion). Une fois la molécule dans le solvant, sa présence va générer
des interactions avec le solvant qui va se réorganiser autour de la molécule pour
minimiser les énergies d’interaction. Ce sont ces différentes composantes de l’énergie
libre de solvatation que décrit l’équation suivante.

42 Attention x et e n’ont pas forcement la dimension d’une distance. Cela peut être n’importe quelle des
variables du système que l’on étudie (comme la charge d’un atome par exemple).
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i\G = AGcaijt 1- AG I’Div+ AG élec (3 1)

Le premier terme AGeavité, correspond à la contribution stérique pour créer une cavité dans
le solvant. Dans le cas de l’eau, c’est l’énergie nécessaire pour écarter les molécules d’eau
afin d’obtenir un espace vide correspondant au volume de la molécule que l’on introduit.
Une fois la molécule dans la cavité, l’interaction de dispersion de van der Waals AGr’DW

est une interaction favorable à la solvatation. Cette interaction a un coût énergétique qui
est contenu dans le terme. finalement, les atomes du solvant et du soluté possèdent des
charges partielles qui vont interagir et imposer une réorganisation du solvant autour de la
molécule. Cette réorganisation du solvant dépend de l’interaction électrostatique et va
donc également donner lieu à un coût énergétique qui est contenu dans le tenue
Dans le cas de l’eau, il y aura une réorganisation des liaisons oxygène-hydrogène des
molécules d’eau entre elles et avec le soluté. La réorganisation des molécules du solvant
et donc l’énergie libre de solvatation dépend aussi bien de la forme et de la charge du
soluté que des propriétés du solvant qui l’entoure.

Différentes méthodes numériques permettent de calculer une différence d’énergie
libre pour un système de particules. Les deux méthodes les plus connues et couramment
utilisées sont le calcul de la différence d’énergie libre par intégration thermodynamique et
par perturbation thermodynamique. Ces méthodes nécessitent de nombreuses simulations
numériques, en présence d’un système complet d’atomes où le solvant et les lipides sont
représentés de manière explicite. Dans notre cas, c’est-à-dire pour un canal inséré dans
une membrane lipidique, cela représente tin nombre important d’atomes (supérieur à
10 000 atomes). Un nombre important d’atomes peut être un handicap insurmontable eu
égard au temps de calcul nécessaire. Les paragraphes suivants développent cet aspect et
introduisent une autre méthode de calcul de l’énergie libre de solvatation basée sur une
représentation continue du solvant et des lipides.

o
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D.3. Rappel sur teprinc4e de ta dynamique moléculaire

Lorsque l’on ignore les effets quantiques, chaque atome d’une molécule est
considéré comme une masse ponctuelle dont le mouvement est déterminé par l’ensemble
des forces exercées par tous les autres atomes en fonction du temps. Les intervalles de
temps (ou pas d’intégration notés At) de chaque cycle de dynamique sont suffisamment
courts, environ 0,2 fs pour que l’on puisse considérer les forces inter atomiques
constantes. Les simulations de dynamique moléculaire introduisent donc la dimension du
temps dans l’étude des molécules. Cette évolution temporelle (trajectoire) d’une molécule
est décrite par les équations de mouvement de Newton.

a1 est le vecteur accélération de la particule j
r’,t est le vecteur position de la particule i

in1a1, =—VU(rI,,r21,...,rNf) (32) àl’instantt.
U la fonction énergie potentielle
rn la masse de la particule j
N le nombre d’atome du système

où la fonction d’énergie potentielle U dépend de la position de chacun des atomes et
contient toutes les interactions pertinentes du système étudié. La position de la particule j
à l’instant t+At est déduite de l’accélération a et de la position de la particule i à l’instant
t+At et t-Ai’. Cette équation, appelée algorithme de Verlet, est obtenue en faisant la
somme de deux développements limités de Taylor à l’ordre 2 de la postion, de la particule
i au temps t+At et au temps t-At.

r est le vecteur position de la
2 particule j à l’instant t

r = r + + y1 est le vecteur vitesse de la
IJ+A( (t 2m, particule ï à l’instant t

F 2
(33) F,, la force exercée sur l’atome j à

r. = r. — y. Ai’ + “ l’instant t,,t—/Xt ii 2m1 m la masse de la particule ï
AI le pas d’intégration (le plus

petit intervalle de temps)
De l’addition de ces deux équations, on en déduit la position de la particule à l’instant

C
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f. iV2
2r,,

—

+ (34)
in’

L’inconvénient de cette méthode est le nombre important de degrés de liberté qui
augmentent très vite avec le nombre de particules. Le calcul de la force F implique un très
grand nombre d’interactions inter atomiques. Plus le nombre d’atomes est important et
plus la simulation va être longue à calculer. Dans ]e cadre d’une simulation d’un canal
ionique, ces techniques nécessitent un temps important de calcul quand les molécules
d’eau ainsi que les lipides sont explicitement représentés. De plus, la diffusion d’un seul
ion à travers un canal potassique demande des dynamiques moléculaires d’au moins 5 à
10 ns. Ce qui peut représenter plusieurs jours de calcul, même avec des ordinateurs
rapides. Il est également difficile à partir des trajectoires simulées des atomes, d’en
déduire les principes fondamentaux qui caractérisent le système d’atomes ou le processus
de diffusion. Ils nous a donc fallu limiter le nombre de degré de liberté sans altérer les
variables microscopiques (Le. la position des atomes) à partir desquelles il nous sera
possible d’extraire des variables macroscopiques mesurables. Une méthode de calcul de
la contribution électrostatique à l’énergie libre de solvatation basée sur le modèle continu
de Boni et prenant en compte la forme de la surface de la protéine a été tout d’abord
développée par les Drs. Wastson et Warwicker en 1983. La contribution du laboratoire du
Dr. Benoît Roux a été de définir les rayons de Boni avec une fonction de distribution
radiale (Nina, M. et aÏ., 1997; Nina, M. et aÏ., 1999). Cette méthode représente le solvant
et la membrane par des constantes diélectriques ce qui lui permet d’être plus rapide
devant les méthodes qui tiennent compte de manière explicite les atomes du solvant et de
la membrane. Nous réduisons ainsi le nombre d’atomes présents dans notre système. De
plus, puisque nous étudions la solvatation d’un ion K, il est possible de déduire la
contribution électrostatique à l’énergie de solvatation en résolvant l’équation de Poisson
Boltzmaim plutôt qu’en réalisant de longues dynamiques moléculaires. C’est cette
méthode que nous avons utilisée pour calculer le profil de la contribution électrostatique à
l’énergie libre de solvatation d’un ion qui pénètre dans un canal potassique. Dans les
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paragraphes qui suivent nous allons détailler cette théorie en commençant par le modèle
de Bom tel qu’il a été développé par Max Born en 1920.

D.4. Le modèle continu de Boni

Selon le modèle de Bom (Born, M. Z., 1920), la contribution électrostatique à
l’énergie libre de solvatation d’un ion entouré d’eau est égale à:

,, est la constante diélectrique de
AG q H l’eau

elec
— 2RjOfl\E, J (35)

q est la charge de l’ion
R,, est le rayon de Bom de l’ion

où q est la charge de l’ion, R107, son rayon de Born et c,, la constante diélectrique (une
constante macroscopique) de l’eau liquide. Cette expression correspond à un travail
électrostatique réversible nécessaire pour charger un ion dans un milieu diélectrique. Une
simple application du modèle de Bom indique que la contribution électrostatique à
l’énergie libre de solvatation pour un ion est de l’ordre de 100 kcal/mol en accord avec les
résultats expérimentaux. Le succès du modèle de Bom démontre ainsi que l’énergie libre
de solvatation d’un ion dans l’eau est largement dominée par la contribution
électrostatique provenant de la polarisation du puissant solvant diélectrique qu’est l’eau.
Le modèle de Born a ensuite été étendu par Kirkwood (Kirkwood, J. G., 1934) et Onsager
(Onsager, L., 1936) pour l’appliquer à une distribution de charge arbitraire à l’intérieur
d’une cavité sphérique.

D.5. Une vision microscopique dit modèle de Rom

Nous souhaitons étendre le modèle de Bom pour des molécules ayant de
nombreux atomes, comme les protéines. À cette fin nous allons maintenant nous

intéresser au sens de la constante diélectrique et à sa signification à une échelle

microscopique.

La constante diélectrique est introduite pour tenir compte de l’atténuation exercée
par le solvant au potentiel électrique associé à une charge. L’eau est un solvant avec uno
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dipôle très puissant. Les charges partielles distribuées sur les atomes d’hydrogène et
l’atome d’oxygène orientent la molécule d’eau en fonction des autres charges présentes
dans son environnement immédiat incluant les atomes des autres molécules d’eau. Les
valeurs du rayon de Born ne dépendent donc pas uniquement des propriétés de l’ion lui-
même mais également du solvant. La contribution électrostatique de l’énergie libre de
solvatation peut être calculée comme le travail réversif nécessaire pour charger un ion
plongé dans le solvant selon l’intégration thermodynamique de Kirkwood (Kirkwood, J.
G., 1934).

Pour un ion
t\Géiec (36) q la charge de l’ionq (q’) U énergie potentielle du système

U est l’énergie potentielle contenue par les molécules du solvant qui entourent l’ion. Au
niveau microscopique, la détermination du potentiel U suppose de connaître la position de
toutes les charges du solvant. Nous réécrivons l’équation (36) en développant l’expression
du potentiel U et en nous intéressant maintenant, non pas à la contribution électrostatique
à l’énergie libre d’un ion, mais d’un soluté contenant plusieurs atomes indexés par le
paramètre i. La détermination du rayon de Bom des atomes pour un soluté va être
influencée par leur charge partielle ainsi que par la présence de tous les autres atomes du
soluté qui vont contribuer à modifier la distribution et la conformation des atomes du
solvant.

/ Pour un soluté
— ‘ / qq1 \ qj charge de l’atome j (molécule)

AGéiec —
d%

r. — r. / (37) qj charge de l’atomej (solvant)
I 1 r position de l’atome j

r position de l’atomej
Dans l’équation (37), l’énergie libre correspond toujours à une différence d’énergie entre
deux états, lorsque le soluté est complètement chargé (X=l) et lorsque le soluté n’est pas
chargé (X=O). Avec le paramètre X, l’expression de l’énergie potentielle de l’équation (36)
s’écrit alors comme U) = ÀU1 + (1- À) U0. Puisque les positions des atomes du solvant

C
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(ri) peuvent varier, on préférera réécrire l’équation (37) en utilisant la fonction de

distribution moyenne des charges du solvant (Peiec tr))).

(pélec(r))() =(i(ri —r)) (38)

Nous réécrivons l’équation (37) avec l’expression de ta fonction de distribution moyenne
des charges.

ï pe,ec(r) densité électronique
AGéiec = j d%q fdr

r — r
(r))(2) (39) q la charge de l’ion j

r position des atomes du solvant
r- position de l’atome j du soluté

Il est possible d’exprimer la différence d’énergie libre avec le champ de réaction P1-. Ce

terme correspond à l’énergie potentielle électrostatique appliquée sur l’atome i par tous
les autres atomes du système, j. La relation suivante donne l’expression du champ de
réaction moyen.

= 4fr2dr’(p (r))) (40)

On réécrit la contribution électrostatique à l’énergie libre de solvatation en fonction du

champ de réaction.

AGeiec = j’U%q1 (vrf)(,) (41)
Pour un soluté

q la charge de l’atome t

En réalité la fonction de distribution de charges du solvant est localisée autour d’une

région microscopique et limitée dans l’espace. Dans le cas d’un ion, il a été démontré
(Roux, B. et aÏ., 2000) que la distribution moyenne des charges du solvant est une
fonction « très piquée» et centrée pour une distance rR1011. Pour les autres valeurs de r, la
fonction de distribution des charges est proche de zéro. Ce rayon définit la distance
séparant le centre de l’ion jusqu’à ce que l’on rencontre les premières charges du solvant.
Nous faisons l’hypothèse qu’il en est de même pour les atomes constituant les protéines.
Il est alors possible d’étendre la définition du rayon de Born utilisée pour les ions, aux
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protéines, en définissant pour chacun de leurs atomes un «R équivalent ». Le rayon de
Bom permet de passer d’une vision microscopique à une valeur macroscopique
puisqu’elle permet de définir la barrière diélectrique entre le solvant et l’intérieur de
l’atome. Le rayon de Born appliqué à tous les atomes d’une protéine définit la surface
délimitant la constante diélectrique appliquée aux atomes chargés à l’intérieur de la
protéine et la constante diélectrique représentant le solvant. L’hypothèse d’une fonction
de distribution centrée en R1 nous permet de simplifier l’expression (40) du champ de
réaction.

Pour un atome

K’jrf)(À) S41dlr(Péicc (r))(2) (42) E la constante diélectrique dans
‘o leau

R1 rayon ionique de l’atome j
On peut alors donner une approximation de l’équation (41). L’intégrale peut être résolue
pour une surface fermée. Or selon le théorème de Gauss, la densité de charge <p&/eL(r)>(),

d’une charge 2q contenue dans une surface fermée entourée par un solvant avec une
constante diélectrique est égale à q/&1. L’intégrale de l’équation (42) est alors égale à

%q, (1/ç —1) et on peut réécrire l’expression du champ de réaction ainsi que celle de

l’énergie libre.

(qJif) L_L_i (43) Champ de réaction

I a 1 Contribution électrostatique àz\G;,,. 1 I (44)£ 2 , R1 J l’énergie libre

Le rayon de Bom d’un atome est une constante semi-empirique qui (à travers les
molécules du solvant) dépend aussi bien de la charge de l’atome, de sa position dans la
structure du soluté que de la structure du solvant. La valeur du rayon ionique de Bom ne
peut être transférée d’un environnement à l’autre. Il n’y a pas d’équivalence directe avec
le rayon ionique de Pauli qui est déduit de l’analyse de cristaux de sels.

C
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Il est possible d’appliquer cette méthode pour calculer la contribution
électrostatique à l’énergie libre d’une protéine. Pour cela le rayon de Born doit avoir été
calculé pour tous les atomes des résidus. Ces calculs ont été réalisés par l’équipe de
Benoît Roux (Nina, M., Beglov, D., et Roux, B., 1997). Cette méthode fut appliquée avec
succès pour étudier les propriétés de conduction du canal KcsA43. Nous avons utilisé cette
même méthode pour calculer les rayons de Born des pseudo-résidus Cys-MTS et évaluer
sa contribution électrostatique à énergie libre.

Dans les paragraphes suivants, nous allons présenter comment déterminer le rayon
de Boni pour chaque atome des pseudo-résidus dans des simulations où l’eau est
représentée de manière explicite. Une fois les rayons de Boni déterminés, nous comparons
la valeur de l’énergie libre de solvatation de chacun des pseudo-résidus obtenue par le
modèle de Boni avec une autre méthode où l’eau est explicitement représentée.

D. 6. Calcul dit rayon de Rom appliqué aux atomes des complexes Cys

SET Cys-SEA et Cys-SACE

La méthode précédente impose de définir les rayons ioniques de Boni pour tous
les atomes des pseudos résidus Cys-SET, Cys-SEA et le Cys-SACE. Pour cela nous
reprenons le protocole développé par le laboratoire de Benoît Roux (Nina, M., Beglov,
D., et Roux, B., 1997; Nina, M., Wonpil, I, et Roux, B., 1999) tel qu’il a été utilisé pour
définir les rayons ioniques de Boni des atomes des acides aminés. Les pseudo-résidus
sont insérés sur un tripeptide Ala-(Cys-X)-Ala. Le tripeptide (N)-acétyl-(Cys-SET)-(N’)
méthylamide (CH3-CO-NH-C(C2H4S2R)-CO-NH-CH3), sous sa forme non
zwitterionique, a été choisi pour représenter un modèle de squelette de protéine.

43 . . . .De plus amples details sur le modele de 3m-n et son application pour I etude de la conduction des canaux
ioniques sont disponibles dans la publication de Benoît Roux (Roux, B. et aÏ., 2004).
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Figure 27. Représentation atomique des pseudo résidus MTSET, MTSEA,
MTSACE.
Chaque pseudo résidu est présent au centre du peptide ALA-Cys-X-ALA. Les atomes d’oxygène sont
colorés en rouge, les atomes de soufre en jaune, les atomes d’hydrogène en blanc et les atomes de carbone
en bleu clair et d’azote en bleti foncé.

Comme nous l’avons vu précédemment, c’est la distribution radiale moyenne des charges
des atomes du solvant autour de l’atome que l’on étudie qui permet de définir le rayon de
Born. La distribution radiale moyenne des charges du solvant est obtenue lors d’une
dynamique moléculaire de Langevin de 800 ps appliquée à un des tripeptides présentés
sur la f igure 27. Le tripeptide est entouré d’une goutte d’eau constituée d’au moins 300
molécules d’eau. L’effet des molécules d’eau éloignées est inclus par un potentiel de
frontière (spherical soïvent bondaiy potential) SSBP (Beglov, D. et aI., 1994).
L’enregistrement des trajectoires des atomes des molécules d’eau permet alors de calculer
la distance entre le centre de l’atome, dont on calcule le rayon de Bom, et le centre des
atomes des molécules d’eau qui portent les charges partielles O(-0.834) et H(0.417). Nous
déduisons la distribution moyenne des charges en réitérant ce processus pour chaque
configuration du solvant autour des atomes du pseudo-résidu contenu dans le fichier de
trajectoire. La valeur initiale du rayon de Bom correspond à la distance pour laquel la
distribution radiale moyenne des charges n’est plus égale à zéro.

o

A. C.
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figure 2$. Représentation d’une goutte d’eau (1000 molécules d’eau) contenant le
pseudo-résidu Cys-SET.
Le peptide ALA-CysSET-ALA (un acide aminé artificiel) est au centre d’une goutte d’eau, contenant plus
de 1000 molécules d’eau. Les atomes d’oxygène sont colorés en rouge, les atomes de soufre en vert, les
atomes d’hydrogène en blanc et les atomes de carbone en bleu clair et les atomes d’azote en bleu foncé.

Une fois tous les rayons de Bom des pseudo-résidus calculés, nous calculons leur
contribution électrostatique à l’énergie libre de solvatation en utilisant le modèle continu
de Born. Ces valeurs sont comparées aux valeurs de la contribution électrostatique à
l’énergie libre de solvatation calculées lors d’une dynamique moléculaire, par la méthode
des perturbations dont le principe a été décrit dans Je paragraphe «Calcul de l’énergie
libre ».

La valeur du rayon de Born est une variable semi-empirique que nous ajustons pour
obtenir les valeurs obtenues par la technique des perturbations. Les valeurs initiales des
rayons de Bom restent néanmoins très proches des valeurs calibrées avec un écart
maximum de 5%. Cette partie des travaux sera discutée dans la seconde publication deo
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cette thèse. L’annexe 1V présente les valeurs des rayons de Born calculés pour tous les
atomes des pseudo-résidus.

D. 7. CaÏcttt de ta contribution électrostatique à l’énergie libre de

solvatation en utilisant te modèle continu de Rom

Les rayons de Bom ont été définis pour tous les atomes des acides aminés et nous
les avons calculés pour chacun des pseudo-résidus; Cys-SET, Cys-SEA et Cys-SACE.
Comme nous l’avons établi à l’équation (43), la contribution à l’énergie libre de
solvatation At\Geïec d’un système d’atomes, dépend directement de la différence du
champ de réaction calculé en absence ( =1) et en présence du solvant (=8O). Le champ

de réaction du solvant est obtenu en soustrayant le potentiel coulombien calculé dans le

vide (AG1) au potentiel calculé dans un milieu diélectrique représentant l’eau (i\G8o).

AAGéïec i\G=8o — (45)

Les différentes contributions électrostatiques à l’énergies libre AG sont calculées pour un

système d’atomes selon l’équation suivante.

q- la charge de l’atome j
j la constante diélectrique du

MGéiec =q1b8(r,) (46) milieu
q(rj) potentiel électrostatique à la

position r de l’atome 1.
ç(r,) est le potentiel électrostatique calculé à la position r1 obtenu en résolvant l’équation

de Poisson-Boltzmann (PB) numériquement.

Équation de Poisson-Boltzmann
e(r) la constante diélectrique en r

V[s(r)Vq5(r)_ic2 (r)çb(r) = _4, (,) (47) ç(r) potentiel électrostatique en r
r) valeur de la constante de

Debye-H{ickel en r
psys(r) la distribution de charges en r

Les charges partielles associées aux atomes de la protéine, ainsi que celles de l’ion, sont
distribuées à chaque point d’une grille tridimensionnelle enveloppant complètement le
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système d’atomes. La valeur du potentiel électrostatique est calculée en chacun des points
de cette grille en résolvant numériquement l’équation (47) en utilisant le module PBEQ
(1m, W. et aï., 1998; Roux, 3., Bernèche, S., et 1m, W, 2000) du programme de
dynamique moléculaire CHARMM (Brooks, B. R. et al, 1983). La méthode des
différences finies, utilisée pour résoudre numériquement l’équation de Poisson
Boltzmann, est détaillée dans l’annexe II (Warwicker, J. et aL, 1982). La constante
diélectrique de l’eau a été fixée à 80 et celle de la protéine est égale à 1 pour rester
cohérente avec la valeur de l’énergie libre calculée par la méthode des perturbations.

D. 8. Calcul du profit de ta contribution électrostatique à l’énergie libre de

solvatation sur t’axe de diffusion d’un canalpotassique

Dans la deuxième publication et dans le chapitre «Résultats III », nous allons
calculer la contribution électrostatique à l’énergie libre de solvatation d’un ion K
lorsqu’il parcourt l’axe de conduction d’un canal potassique depuis le milieu
intracellulaire jusqu’à la position z (notée AL\Geiec,i(Z)), selon l’équation suivante.

AAG;iec (z) = AG1 (z) — AG — (48)

AG(z) correspond à la contribution électrostatique à l’énergie libre de solvatation
calculée pour le canal et l’ion lorsque celui-ci occupe la position z. z\G est la différence
d’énergie libre de solvatation du canal sans l’ion et AG1 est la différence d’énergie libre de
solvatation de l’ion dans la solution intracellulaire. Az\Géiec.j(z) définit l’énergie libre
nécessaire pour faire passer un ion du solvant à la position z.

La figure 29 présente le modèle Ka3.1(MthK) inséré dans un environnement
diélectrique représentant le solvant et les lipides. La partie hydrophobe de la membrane
est représentée par un parallépipède (en vert sur la Figure 29) de 25 À d’épaisseur centré
en z=0 avec une constante diélectrique égale à m2• Le pore du canal est défini par un
cylindre d’eau avec une constante diélectrique égale à =80, d’une hauteur de 25 À
centré sur l’axe de diffusion des ions (l’axe Z). Le rayon du cylindre d’eau n’est pas
important tant que la protéine détermine l’interface diélectrique (Figure 30). Il a été fixé à
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ci

16 À pour les modèles du canal Ka3.1(MthK) et Ka3.l(KC5A/EPR) et à 12 À pour le

modèle Ka3.1(KV1.2). Le solvant présent dans le milieu extracellulaire (z>+12.5 À) et le
milieu intracellulaire (z<-12.5 À) est également représenté par une constante diélectrique

égale à E;=$O.

Figure 29. Représentation en trois dimensions d’un modèle de canal Ka3.l
incorporé dans une membrane
Le canal est inséré dans une membrane de 25 À d’épaisseur représentée par une constante diélectrique de 2.
Un cylindre de 16 À de rayon est incorporé le long de l’axe Z avec une constante diélectrique de 80. En
dehors de la membrane le solvant est représenté par une constante diélectrique de 80. Les atomes d’oxygène
sont colorés en rouge, les atomes d’hydrogène en blanc et l’ion K localisé dans le site de liaison SI est
coloré en brun. Pour la clarté de la figure, seulement deux monomères du canal sont représentés.

La constante diélectrique à l’intérieur de la protéine est égale à 2. La frontière définissant

l’intérieur et l’extérieur de la protéine est définie par sa surface moléculaire44 définie avec

une sphère de 1,4 À. Il est important de noter que c’est d’abord le parallépipède

représentant la membrane, qui est inséré, puis le cylindre d’eau et enfin la protéine. La

méthode d’insertion de la protéine dans une membrane diélectrique est présentée à la

j

L,Ç.

Ç
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J

Figure 30. Incorporation du canal dans une membrane diélectrique (réprésentation en
2 dimensions)
a) Une membrane de 25 À d’épaisseur et parallèle au plan (XY) est définie par une constante diélectrique
égale à 2. Le solvant de chaque côté de la membrane est défini par une constante diélectrique égale à 80. b)
Un cylindre d’eau de 25 À de longueur, défini par une constante diélectrique égale à 80 est inséré dans la
membrane et centré autour de l’axe Z. Le rayon du cylindre n’est pas important tant que la protéine détermine
J’interface diélectrique. c) La protéine est incorporée dans la membrane autour de l’axe Z. Une constante
diélectrique égale à 2 est définie à l’intérieur de la protéine.

Figure 30. Nous présenterons les profils d’énergie libre dans la deuxième publication

ainsi que dans le chapitre qui la suit.

a)
Eniembrane 2

+ 20 80

b) j

e)

€membrane 2

La surface moléculaire est la surface définie par une sphère que l’on fait «rouler» stir la surface accessible
de la protéine.
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A. Summary

The Substituted Cysteine Acessibility Method (SCAM) has been extensively used

to obtain topological information on the structure of membrane proteins. In this work we

propose a molecular description of the Cys-SET, Cys-SEA and Cys-SACE complexes

formed by the reaction of a MTSET, MTSEA or MTSACE reagent with a cysteine

residue. To provide the framework for electrostatic calculations based on an electrostatic

continuum approach, a Born radius was computed for each of the atoms of the Cys-SET,

Cys-SEA and Cys-SACE pseudo-residues and used to define the dielectric boundary

between solute and solvent. Our calculations first show that the electrostatic contribution

to the Cys-SET and Cys-SEA solvation free energy is within the range expected for

charged amino acids such as Arg and Lys. Simulations of SCAM experiments on the

KcsA channel revealed in addition that the binding of a single MTSET or MTSEA to the

Y82C mutant should be sufficient to cause a 50% inhibition of the inward unitary

currents. Similar simulations carried for T85C mutant led in contrast to an absence of

significant current inhibition. These results are in agreement with the reported

experimental SCAM data obtained on the Y$2C channel, supporting the proposed

computational procedure to predict the outcomes of SCAM experiments.

Key Words: thiol reagent, site-directed mutagenesis, potassium channel

Abbreviations: MIS: methanethiosulfonate, MTSEA: 2-Aminoethyl

methanethiosulfonate, MISES: (2-sulfonatoethyl) methanethiosulfonate, MTSET: [2-

(Trimethylammonium)ethyl] methanethiosulfonate, MTSACE: [2-aminocarbonylethyl]

methanethiosulfonate.
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B. Introduction

The Substituted Cysteine Accessibitity Method (SCAM) has been extensively
used to study the structural features and conformational changes in ion chaimcls and co
ion transport proteins (12)• In essence, SCAM experiments consist in mutating, one at a
time, selected amino acids of a protein to a Cys and measuring the susceptibility of the
substituted Cys to reaction with small, charged, thiol-reactive reagents such
methanethiosulfonates (MTS). In SCAM experiments involving ion-channels, the
chemical modification of a cysteine engineered at a location important to either ion flow
or channel activation is likely to produce measurable changes in the chairnel conduction
and gating properties detectable through electrophysiological measurements. These
effccts can in tum be interpreted in terms of a structural model of the charmel and/or
provide information on the structural changes occurring during chaimel activation (3)• As
the binding rate of a MIS molecule to a targeted cysteine is much faster with ionized S
than un-ionized SH groups (Figure R2.1), the formation of a disulfide bond between a
MTS molecule and a cysteine residue is predicted to be limited to SH groups at least
partly exposed to a water accessible environment. Ihis property and the fact that most
SCAM studies on ion channels have been performed using charged reagents such as
MTSEI (+), MTSEA (+) or MTSES (-) render the SCAM approach particularly well
suited to provide information on the nature of the amino acids lining a chaimel ion pore.
for instance, in conditions where the binding of a MIS reagent resulted in a total current
block, it is typical to conclude that the MTS molecule prevented ion flow through
electrostatic interactions and/or steric hindrance (4)• Ihe translation of SCAM results into
structural data is far less straightforward when the current is partly altered but flot
completely inhibited. b relate SCAM resuits to a structural model it is then essential to
establish how the presence of a charged reagent such as MISET can affect the channel
structure and conductance properties.

C
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Figure R2.1 Formation of the Cys-SET, Cys-SEA and Cys-SACE pseudo-residue.
Chemical reaction schemes illustrating the formation of the positively charged Cys-SET (A.) and Cys-SEA
(B.) and netitral Cys-SACE (C.) pseudo-residues plus sulfonic acid. The atoms constituting the Cys-SET,
Cys-SEA and Cys-SACE pseudo-residues are Iabeled according to their patch CHARMM defmition. The
atom names are the the “chemical type” narnes, but flot the atom position narnes. The text refers to atom
names that are flot shown in the figures.

In this article we present the first atomic description of the molecular complexes

produced by the reaction ofthe MTSET (Cys-SET), MTSEA (Cys-SEA) or the MTSACEo
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(Cys-SACE) reagents with a cysteine. A Bom radius was also estimated for each of the

atoms of the Cys-SET, Cys-SEA and Cys-SACE complexes, as a mean to calculate for

each of these pseudo-residues, the electrostatic contribution to the solvation free energy

and the effects of Cys-charged MTS complexes on ion flux as well. We show that this

computational procedure satisfactory accounts for the effects of MTSET on the KcsA

channel with MTSET predicted to cause a total current block ofthe Y82C channel mutant

as observed experimentally (5)• The electrostatic nature of the interaction between the

positively charged MTSET reagent and ion flux was confirmed with simulations involving

the neutral MTSACE reagent with the Y82C mutant. It is concluded that the proposed

computational methodology constitutes a valuable tool to predict the outcomes of SCAM

experiments on ion channels.

C. Theory and metliods

C.1. Creation ofthe Cys-$ET Cys-SACE and Cys-SEA complexes

CHARMM (6) patches, termed Cys-SET, Cys-SACE and Cys-SEA, were

designed using the ali-hydrogen PARM27 potential function parameter set (7) to define

the atom complexes formed by the reaction of a MTSET, MTSEA or MTSACE reagent

with a cysteine residue. The patches create a covalent link between the sulftir atom of the

cysteine and the suifrir atom of the SET, SEA or SACE fragments (Figure R2.1). The
side chain of the Cys-SET pseudo-residue consists in a positively charged

tetramethylammonium group coimected to a cysteine by a neutral methyl thiol group. The

atom definition and partial charge associated to each of the atoms of the cysteine and

disulfure bond were derived using the PARM22 ail-atom parameter set defined for the

cysteine residue (Figure R2.2 A.B.). The charge distribution used for the

(trimethylammonium)-ethyl atom group was obtained from the structure of the

tetramethylammonium ethyl (CHARMM residue naine NC5), a molecule already defined

in the PARM27 ail-atom parameter set which is analogue to the SET fragment.

C
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Figure R2.2 Schematic and molecular representation of the Cys-SET, Cys-SEA and
the Cys-SACE pseudo-residues
A. Schematic diagram of the tripeptide N-acetyl-X-N’-methylamide, CH3-CO-NH-CH(C2S2H4R)-CO-NH-
CH3. which was used as mode! structure to represent a protein backbone wïth atoms labeled according to the
ali-hydrogen PARMM22 parameters set. R corresponds to the side chain of the Cys-SET, Cys-SACE or Cys
SEA pseudo-residues. B. Partial charge distrib ution for the Cys-SET, Cys-SEA and Cys-SACE complexes.
C. CPK representations of the tripeptide N-acety!-X-N’-methy!amide with the Cys-SET, Cys-SEA or the Cys
SACE complex in C. a, C. b and C. c respectively. Sulfur, hydrogen, oxygen, carbon and nitrogen atoms are
colored in ye!low, white, red. gray and b!ue respectively. The dimensions of Cys-SET. Cys-SACE and Cys
SEA psetido-residues with side chains can be accornmodated into a cylinder of 2 A radius and 8.0 À in tength
for Cys-SET, 1.5 À radius and 6.3 À IH !ength for Cys-SEA and 6.6 for Cys-SACE.
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The applicability of this charge distribution to the Cys-SET complex was tested for the C2

(figure R2.1) atom included in the tetramethylammonium ethyl group using Gauss03. The

isolated mode! compound was optimized at the HF/6-3 IG(d) level. The resuit obtained with

Gauss03 confirmed the validity of the charge distribution based on the PARM27 ail-atom

parameter set. The torsion angles and distances between each atom of the

trimethylammonium ethyl atoms group were derived from data coming from two X-ray

crystal structures containing the Cys-SET complex (Table R2.1).

CHARMM parameter Cys-SET
Bond À
SG-S5 2.2100
S5-C1 1.4749
C1-C2 1.5660
C2-N2 1.5211
N2-C3 1.4494
Angle degree

SG-S5-C1 () 109.6
S5-C1-C2 () 119.6
C1-C2-N2 (X6) 105.6
2C-N2-C3 (X7) 108.0
Dihedral degree

CB-SG-S5-C1 0.0
SG-S5-C1-C2 0.0
S5-C1-C2-N2 180.0
C1-C2-N2-C3 0.0

Table R2.1 Structural parameter set for the Cys-SET, Cys-SEA and Cys-SACE
pseudo-residues.
The bond distance, angles and the optimized torsion angles of the SET fragment atoms group were derived
from data coming from a X-ray crystal structure (PDB: 1QWZ structure file).

The crystal structure of the Sortase B protein (SrtB) from S. Auretis complexed with

MTSET was solved at a 1.75 À resolution (PDB:1QWZ) whereas the structure of
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SrtBAN3O complexed with the two active site inhibitors MTSET and E-64, was determined

at a resolution of 2.50 À (PDB:YQXA) (8) Both structures yielded approximately the same

inter-atomic distances, bond angles and dihedral angles for the trimethylammonium group

of the Cys-SET complex. The two structures differ however on the value of the bond angle

CB-SG-S5 (Figure R2.1 B.) between the C3 carbon atom and the atoms of the disulfur

bridge, with 100° for the Sortase B structure compared to 150° for the SrtBN30 complex.

The former estimate is doser to the default value of 103.30° included in the PARI\422

parameter set for these atoms. The observed variation between the two CB-SG-S5 angles

could be due to the difference in X-ray resolution between the two structures andlor the

close contact between G1y3 and the disulfur bridge in the Sortase B structure. When there

were no equivalent parameters in the PARM27 parameter set, the inter-atomic distances,

bond angles and dihedral angles for each atom of the Cys-SET complex were extracted

from the PDB:1QWZ structure file.

An identical procedure was followed to create the Cys-SEA and Cys-SACE

complexes resulting from the binding of a MTSEA or MTSACE reagent to a cysteine

residue. The group of atoms which included S5 and Cl (Figure R2.1) of the Cys-SET

CHARMM parameter set is identical for ail MIS reagent and was therefore used to

describe the Cys-SEA and the Cys-SACE pseudo-residues. The Cys-SEA pseudo-residue is

positively charged with an aminoethyl group (CHARMM residue name ETAM)

substituting for the trimethylammonium group of Cys-SET (Figure R2.1 B.). The charge

distribution associated to the atoms ofaminoethyl group was obtained from the structure of

ethanolamine, an analogue molecule already defined in the PARM27 ali-atom parameter

set. In contrast to the other, the Cys-SACE pseudo-residue is neutral but polar with a 2-

aminocarbonylethyl group which is analog to the asparagines sidechain in CHARMM

(Figure R2.1 C.). Ihe inter atomic parameters were extracted from the PDB:YQWZ

structure file when there were no equivalent parameters in the PARM27 alI-atom parameter

set.
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C.2. Insertion ofthe SETPatch on theprotein

The initial atomic coordinates of the SET fragment were taken when possible from

the atomic coordinates of the atoms which formed the residue to be substituted. Following

the application onto the targeted cysteine of the first CHARMM Cys-SET patch, a

minimization procedure ofthe Cys-SET complex was performed (ah other atoms except the

hydrogen atoms were fixed) in which 300 adopted-basis Newton Raphson (ABNR) (9)

minimization steps were computed before a final energy calculation. This procedure was

repeated several times with the rotation angle around the CB-SG axis varying from 0 to
3600 in 5° step. The conformation leading to the lowest energy was retained. This

computational procedure was chosen to avoid the Cys-SET complex to be trapped in

unrealistic configurations while exploring a maximum number of possible configurations.

b generate structures of the KcsA channel containing multiple MTSET molecules, the

additional Cys-SET were inserted to be symmetrical relative to the initial Cys-SET , which

was then relaxed with a 5 p5 Langevin dynamic where ail the atoms of the pseudo-residue

were free to move and 200 step of energy minimization (ABNR). The minimization

procedure was performed with the dielectric constant (EPS) set to 11 (see discussion

below). The non bonded were truncated at 15 À.

C.3. Sotvation free Energy ofCys-SET Cys-SEA and Cys-SACE

The solvation free energy of the Cys-SET, CYS-SEA and Cys-SACE complexes

was computed using the free energy perturbation technique (1Ol1) implemented in the PERT

module of CHARMM (12) The non-zwitterionic tripepeptide (N)-acetyl-(Cys-SET)-(N’)

methylamide (CH3-CO-NH-CH(C2S2H4R)-CO-NH-CH3), was chosen as representative

model of the protein backbone, with R taken as the SET, SACE or SEA atom groups

respectively (figure R2.2 A.). The tripeptide was hydrated in a sphere containing at least

300 TIP3P water molecules (13) A spherical solvent boundary potential (SSBP) including a

reaction field contribution calculated from the Kirkwood multipolar expansion (14) was

C
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used to approximate the influence of the surrounding bulk water (15) The free energy of

charging a molecule was calcuÏated using the coupling parameter 2 varying from 0.05 to

0.95 in step of 0.10. A 15 ps Langevin dynamic was performed for each value of 2 as to

sample the system configuration space. The differences in electrostatic solvation free

energy were combined using the weighted histogram analysis method (WHAM) (16). The

number of water molecules was sufficient to provide more than three hydration shelis of

explicit water around the Cys-SET, Cys-SACE or Cys-SEA pseudo-residues. for each

system, the solvent molecules and the protein side chain were initially relaxed through a

200 step (ABNR) energy minimization with the backbone geometry maintained in an

extended conformation followed by a 50 p5 of Langevin dynamic performed at a constant

temperature of 300 K for equilibration. A a friction constant equivalent to a relaxation time

of 5 ps1 applied to the oxygen atoms of the water molecules. The geometiy of the water

molecules remained fixed using SHAKE (17) and the integration step was set at 0.002 p5.

The uncertainty ofthe free energy perturbation resuits was estimated at 0.5 kcal/mol (18)

C.4. Radial distribution functions for Cys-$ET Cys-SACE and Cys-SEA

A $00 ps Langevin dynamics simulation was performed to compute the average

radial solvent charge distribution function for each individual atom of the pseudo-residue

SET, SACE or SEA fragment (except for hydrogen atom) using a sphere of at least 300

TIP3P water molecules. The initial value of all the Bom radii was taken as the distance

where the average radial solvent charge distribution function is equal to zero before the first

peak (Figure R2.5). The atomic radii were then refined to quantitatively reproduce the

resuits from free energy simulation with explicit water. Electrostatic contributions to

solvation free energy obtained from the continuum model were independent of the

hydrogen radii as hydrogen atoms were completely enclosed in the atomic sphere of the

other atoms (18)

C
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C. S. Macroscopic continuum etectrostatic catcutation ofthe Cys-SET, Cys

SACE and Cys-SEA complexes

The solvent reaction field was obtained by subtracting the Coulomb potential

computed in vacuum (AG=1) from the total electrostatic potential computed in a medium

representative ofwater (AG8o).

AAGeiec= AG80 — AG1 (1)

The electrostatic contribution to the free energy AGeiec of an ion of charge q011 at a given

position r was calculated as

!\Geiec = 1q10,7b(r) (2)

where qr) is the electrostatic potential at r obtained by solving the Poisson-Boltzmann

(PB) equation numerically according to

V[s(r) V(r)]
- 2(r) (r) = -4p, (r) (3)

with (r) the space dependent dielectric constant, Kthe Debye length and ‘s the space

charge distribution function. The solute with associated atomic charges was mapped onto

a three-dimensional cubic grid. The total electrostatic potential was calculated at each

point of the grid by solving equation (3) using finite-difference methods with the PBEQ

module (1920) of the biomolecular simulation program CHARMM (6)• The numerical

calculations were carried out using a standard relaxation algorithm (21)• The dielectric

boundary between the solute and the solvent was constructed on the basis of the set of

atomic Born radii derived from the average radial charge distribution functions of the

explicit solvent around the solute molecules. The dielectric constant of the surrounding

continuum was set to 80. for consistency with the free energy perturbation with explicit

solvent, the dielectric constant in the interior ofthe solute was set to 1.

C
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C. 6. Modeting ofthe KcsA channet

The atomic coordinates of the KcsA channel were taken from the crystai structure

of the potassium KcsA channel solved at 2.0 À resolution (PDB:1K4C) (22)• This

structure measured in IOOmM KC1 conditions revealed four K ion binding sites in the

selectivity filter (Si to S4), two additional sites SO and S located in the channel

extracellular vestibule and a last binding site (Scav) in the channel central cavity. The

present work wiil focus on the propriety of S as this site is representative of the K

concentration prevailing in the chaimel external vestibule. A system with K ions in Si,

S3, Scav and a water molecule in S2 was considered. Polar hydrogen atoms were added

according to the HBUILD script in CHARMM except for the G1u71 which was

protonated (23)

C. 7. Etectrostaticfree energy contribution catcutation atS

The center of the KcsA chairnel pore was oriented along Z-axis and the entire

channel structure was inserted in a 25 À thick (from z=-12.5 À to z=+12.5 À) membrane
represented by a stmctureless continuum medium with a dielectric constant of 2. In this

configuration, z=0 corresponds to the ion binding site in the channel central cavity. It was

also assumed that the protein interior had a dielectric constant of 2. A 8.0 À diameter

cylindrical aqueous pore with a dieÏectric constant of 80 was cut-out from the planar slab

before overlaying the channel structure. The ionic concentration of the solution was set to

200 mM. The energy profile was calculated for two different ion configurations in the

selectivity filter. In the first configuration, the ion occupancy state ofthe selectivity filter

consists in two K ions in Si and S3 separated by a water molecule in S2. In the second

configuration the two K ions are located in S2 and S4 with two water molecules in Si

and S3 respectively. A sphericai probe of 1.4 À radius was used to create the molecular
(contact+reentrant) surface at the protein-soivent dielectric boundary. The electrostatic

C
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contribution to the free energy coming from the transfer of a K ion from the bulk

solution to a position z was calculated as:

L\AGeIec.i(z)= I\G( — — (4)

where AGI(, is the electrostatic energy of the channel with a K ion at the position

z (xy0), AG the electrostatic energy of the channel with no ion at z, and AG( the

electrostatic energy of the K ion in the bulk solution. Continuum electrostatic

calculations were performed as described above using a two step procedure, first with a

spacing of 1.0 À (180 points, with periodic boundary conditions in the membrane plane),

followed by calculations focused around the main region with a grid spacing of 0.5 À.
The potassium ion probe was moved along the Z axis and for each z displacement (Az) a

100 step minimization (ABNR) was performed where ah the atoms of the Cys-SET

complex were free to move taking as starting configuration the Cys-SET constructed

before the addition of the potassium ion probe. The same procedure was used for the Cys

SEA and Cys-SACE pseudo-residues.

D. Resuits

D.1. Artificiat amino acid definition

Ours calculations show that the dimensions for Cys-SET, Cys-SACE and Cys

SEA pseudo-residues from the C alpha atom to the center of the most distance heavy

atom of the side chain can be accommodated into a cylinder of 2 À radius and 8.0 À in
length for Cys-SET, 1.5 À radius and 6.3 À in length for Cys-SEA and 1.5 À radius with

6.6 À in length for Cys-SACE (Figure R2.2 B.). To validate the intemal parameters used

to describe the Cys-SET complex and test the protocol for inserting a SET molecule onto

a cysteine residue, we compared the structure predicted on the basis of our computational

approach to the X-ray data obtained for the Cys-SET complex in the Sortase B proteins.

Our calculations were based on the 1QXA and IQWZ PDB structure files in which ail the

atoms of the SET group and water molecules were deleted before applying the
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CHARMM patch. In this case the SET fragment was initially patched in an extended

conformation. Our computational procedure for the insertion of a SET fragment includes

an energy minimization and Langevin dynamic procedure which requires to set a value

for the dielectric constant (EPS). To determine to what extent the structural

conformations of the Cys-SET complex depends upon our choice of EPS, the

conformation of the Cys-SET speudo-residue was calculated for dielectric constant o
ranging from 1 to 82 after insertion according to the protocol described previously.

Figure R2.3 presents a contour plot of Cys-SET potential energy computed for 1 $2

as function of the RMS deviation between the heavy atoms of the predicted Cys-SET

structure and the structural data obtained by X-ray diffraction (PDB:1QWA).

.s1200

P 1800

2600

3300

4000

Dielectric
constant e

Figure R2.3 Contour plot of the Cys-SET potential energy as a function of the RMS
deviation from the X-ray coordinates obtained for the Cys-SET of the Sortase B.
Potential energy and atornic coordinates were cornputed for 1 c0 80 (with fbeta set to 26). for RIVIS value
within the resolution ofthe X-ray data (1.75 À) the configurations which yielded energies below 5.5 kcal/rnol
(horizontal gray line) were obtained with 5 eo 25.

As seen for RMS value within the resolution of the X-ray data (1.75 Â) the

configurations which yielded the lowest energies and were obtained with 5 25. Aso

RMS (A)
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standard protocol for Cys-SET insertion we used equal 11 (figure R2.4). We concluded

on the basis on these resuits, that the internai parameters describing the Cys-SET compiex

and the proposed protocol for inserting an SET on a cysteine can mimic the binding of a

MTSET moiecule onto a cysteine residue.

Figure R2.4 Superposition of the computed Cys-SET pseudo-residue to the Cys-SET
complex from the Sortase B. X-ray crystallography.
Ruban representation (gray) of the MTSET binding side in Sortase B with the Cys-SET group colored in
green. The predicted Cys-SET structure (in brown) was computed with ao=ll. The RMS deviation between
the two structures was estimated at 0.6 À.

D.2. Atomic Rom Radii associated to the atonis ofthe Cys-SET Comptex

The values reported for the optimized atomic Bom radii caicuiated for ail the atom

styles of the standard amino acids indicate that the water structure near identical groups is

very similar (18) The same iist of Bom radii was used therefore to described the atom

groups already documented for amino acids that are present in the Cys-SET, Cys-SACE

and Cys-SEA pseudo-residues. For instance the Figure R2.5 A presents the average charge

distribution function for the SG atom ofthe Cys-SET, Cys-SACE and Cys-SEA complexes.
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As seen, the resulting function is identical to the one reported for the sulfiir atom ofthe Cys
and Met amino-acid. An identical procedure was applied for the atom types CB and for the

backbone atoms. for atom groups flot documented for the standard amino acids the Born

radii (Cl to C5, N2 for SET, Cl, C2 and N2 for SEA and Cl, C2, C, O, N2 for SACE)

were computed as described in Material and Method (see Figure R2.5 B).

003

003t C
002

Q Q
t 001

000
t t
.2 0

.1! -002
G) QL.. L..1— L.. -003o o

-004

-000Q.. 0.. 1,0 .5 20 2.5 3,0 35 40 45 50

r (À)

Figure R2.5 Rom radius determination.
Average radial charge distribLition related to the spatial organisation ofwater molecules was computed for the
SG (a) and C2 (b) atoms of tue Cys-SET, Cys-SEA and Cys-SACE pseudo-residue as described in Material
and Methods.

The validity of the Born radii used to describe the Cys-SET, Cys-SEA and Cys

SACE complexes was also confirmed through the calculation of the solvation free energy

for each of these pseudo-residues. The electrostatic contribution to the solvation free energy

for the three complexes was computed according to an electrostatic continuum approach

where the van der Waals atomic radius of each atom was substituted by an equivalent Boni

atomic radius which defined the dielectric boundary between the solute and the solvent (1$)

As seen in Table R2.2 the electrostatic contribution to the solvation free energy of the

charged Cys-SET and Cys-SEA complexes calculated for a continuum medium well

reproduced the resuits from free energy perturbation molecular dynarnic simulations with

values of the -6 1.5 kcal/mol and -75.3 kcal/mol respectively. In contrast to charged pseudo
residue, the neutral pseudo-residue Cys-SACE is characterised by a less negative solvation
free energy value equal to -18.3 kcal/mol.

Cys.SET
Cys-SEA
Cys.SACE

211A

- _

,•34 A,

C2

r(À)
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PB (kcal/mol)
Atom
SG, S5
cl
C2
C3

C4, C5
01
N2

-61.6 -18.3
Born Radius (À)

2.00
2.06

2.34 2.11
2.20

- 1.54
2.82 2.32

B.
WHAM (kcal/mol)
P3 (kcal/mol)

Table R2.2 Atomic Born Radii of the Cys-SET, Cys-SEA and Cys-SACE pseudo
residues.
Atomic Bom radii were derived from solvent electrostatic charge distribution tested against free energy
perturbation methods in an explicit solvent (sec Figure R2.5). The charged Cys-SET (A.) and Cys-SEA (B.)
pseudo-residues are within the range reported for the charged amino acids arginine and lysine with -66.0
kcal/rnol and -72.9 kcal/rnol respectively. The electrostatic free energy calculated for the Cys-SACE (A.)
pseudo-residue (-18.0 kcal/mol) is in agreement with the values reported for neutral polar amino-acids such as
the tryptophan. f inally calculations of the standard free energy by a perturbation technique (WHAM) or
through the Poison-Boltzmann (PB) equation let to the sarne resuits.

D.3. Etecrostaticftee energy profitefor an ion atong the channet axis

The electrostatic free energy of an ion located in the external vestibule ofthe KcsA

chairnel was calculated before and after the addition of MTS pseudo-residues. The free

energy profile was computed for z 3 {ZO, 30} where ZO corresponds to the minimum

o
A. Cys-SET Cys-SACE

WHAM (kcal/mol) -61.5 -18.0

2.29

Atom
SG, S5
cl
C2
N2

Cys-SEA
-75.3
-75.3

Rom Radius (À)
2.00
2.06
2.34
2.18

distance where a potassium ion can be considered as being in a fully hydrated state.
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Figure R2.6 shows the resulting profiles computed for the KcsA wild type and the for the

Y82C mutant assuming a filter potassium ion occupancy state S2, $4, S5 or Si, S3, 55

respectively.

4 kIl
• WTS1S3S5
-‘ WTS2,S4,S5
L Y82CS1S3,S5

OCU 2o

o
> ‘

00.)
oc-1

•.

Oc

22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Z (A)

Figure R2.6 Electrostatic contribution to the solvation free energy for a potassium ion.
Electrostatic contribution to the solvation free energy computed along the pore central axis for a potassium
ion with z ranging from the bulk extracellular medium (z=+40 À) to the entrance ofthe KcsA channel (z23.5
À). The free energy profiles were computed for the wild type KcsA assuming three K ions at positions SI,
S3, S5 or 52, 54, S5 respectively and for the Y82C KcsA mutant with K ions at positions Si, S3, S5. Each
profile is characterized by a site Sext of minimum energy centered at z = 25 À.

As seen, each profile is characterised by a minimum free energy value at z 25 À
which corresponds to the S potassium ion binding site. In fact, the ion at 5cxt is expected

to be hydrated in agreement with the high resolution crystallography data obtained for the

KcsA channel (22). Despite the limited presence of water molecules at this site (at least 4

water molecules), the continuum electrostatic approximation is likely to remain valid for

free energy calculations, as this computational procedure was shown to remain accurate

for an ion in a finite spherical droplet of $ water molecules onÏy (24)• The continuum Boni

model assumptions collapse however at $0 which corresponds to the external entry site of

the selectivity filter (z=21.5 À), proper calculations requiring in this case that the water
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molecules be explicitly taken into account. The profiles in Figure R2.6 also indicate that

the presence of an extemal K biding site at is independent ofthe filter ion occupancy

state, with a stronger binding for the S2, S4, S5 compared to the Si, S3, S5 configuration

as expected. finally our calculations predict a difference of approximately 0.5 kcal/mol at

S between the wild type chairnel and the Y82C chairnel mutant. This resuit has to be

intcrpreted in lights of the limited precision (at least 0.5 kcal/mol) of our calculation

procedure.

D.4. Predicted SCAM resuttsfor residues Y82 to L86

Results have already been reported indicating that the external addition of MTSET

to the KcsA Y$2C mutant leads to a decrease in inwards currents (25) A series of

calculations was thus undertaken to determine to what extent the explicit addition of a

Cys-SET complex to a channel of known structure can account for SCAM resuits

obtained experimentally. KcsA channel structures were thus generated in which the

amino acid at positions 82 was mutated to cysteine. The targeted cysteine on each

monomer was then substituted one at a time to a Cys-SET complex according to the

procedure described in Materials and Methods (Figure R2.7). Figure R2.8 presents the

solvation free energy profiles constructed assuming the binding of 1 to 4 MTSET (A) or

one to four MTSEA (B) molecules on the Y82C KcsA mutant. The configuration 2AB

and 2AC refer to the binding of two MTS on monomers which are either adjacent to each

other (AB) or facing diagonally (AC). These profiles show that the addition of two

MTSET or MTSEA molecule is sufficient to increase to electrostatic free energy of a K

ion at by approximately 1 kcal/mol relative to Y82C mutant. With four MTSET or

MTSEA molecules, the increase in free energy corresponds to 2.49 kcal/mol and 1.89

kcal/mol respectively. Calculations carried out assuming a filter S2, S4, S5 ion occupancy

state resulted in identical relative energy changes (data flot show).

G



RÉSULTATS II: DEUXIÈME PUBLICATION (MTS) 152

Ruban representation of two monorners with the Cys-SET complex patched (show in the CPK representation)
at position 82 and 85 respectively. Also shown in WDV representation are four K ions at positions Sext, Si,
S3 and S5 and one water molecule at position S2 in the selectivity filter. The potassium ion in the Sext binding
site is colored in green. Sulfur, hydrogen, oxygen, carbon and nitrogen atoms are colored in yellow, white,
red, gray and blue respectively.

Figure R2.7 Molecular representation of the Cys-SET complex on the Y82C KcsA
mutant.
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Fïgure R2.8 Modification of the electrostatic solvation free energy profile due to the
presence of Cys-SET complexes on cysteine engineered on KcsA channel
Electrostatic contribution to the solvation free energy computed along the pore central axis for a potassium
ion with z ranging from the bulk extra cellular medium (z+30 À) to the entrance of the KcsA K channel
(z=—23.50 Â). In A, free energy profiles cornputed for one to four Cys-SET pseudo-residues located at
position 82 assuming an ion occupancy state Si, 53, S5. In B free energy profiles computed for one to four
Cys-SEA pseudo-residues located at position 82 assurning an ion occupancy state 51, S3, S5. In C
comparison of the free energy profiles assurning four Cys-SET, CYs-SEA and Cys-SACE pseudo-residues on
the Y82C mutant. Also shown the profile obtained for the T85C mutant with four Cys-SET.

b translate the predicted variations in K’ ion concentration into actual changes in
single channel conductance, we used the experimental data provided by LeMasurier et aï.,

(LeMasurier, M. et aÏ., 2001). for concentrations around 200 mM, the dose response curve
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of the channel conductance as a function of the K ion concentration can be fitted to a two

binding site equation of the form (equation (7))

A- AmaC +c
KK+C

2 (7)

with Amax = 31 pS, KK± 4.6 mM, A2 0.268 pS/mM and C(SCXt) computed according to

— AL\Gmutanti (exI )AAGmutant (s,)
C = CBlIke kT

(8)

where Cb11, = 100 mM, AGmutant,i(Set,.) electrostatic free energy of the potassium ion in S1

for a cysteine mutated channel after the binding of 1 MTS and AAGn1utant(Set) electrostatic

free energy of the potassium ion in S for a cysteine mutated charme! without MTS

reagent. The percentage of current inhibition was calculated as the ratio 100 x (A(0 MTS) -

A(i MTS)/ A(0 MTS) for 1=1 to 4.

100 MTSET
MTSEA

80
C
.2
.0

4

Numberof MIS

Figure R2.9 Predict effects of MTSET, MTSEA and MTSACE on KcsA channel
mutants.
Histogram representation of the MIS induced current inhibition predicted for the Y82C KcsA mutants.
Calculations were perforrned assuming one to four MIS molecules bound te each channel. The current
inhibition was calculated according te equations (7) and (8). A near total current inhibition was obtained with
four the Cys-SET comparatiuely te a 75% inhibition wïth Cys-SEA. The electrostatic nature of the
interactions was confirmed by the absence of significant inhibition with the Cys-SACE pseudo-residue.
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Figure R2.9 presents the percentage of current inhibition expected for one to four Cys-SET
and one to four Cys-SEA patches inserted at position 82. The binding of a single MTSET
or MISEA molecule to a cysteine engineered at Y$2 is sufficient to cause a 30% reduction
of the chaimel unitary conductance. Notably, both MISET and MTSEA led to the same
percentage of inhibition. In conditions where four MISET or MTSEA are bound to the
Y82C mutant the percentage of unitary current inhibition increases to 86% and 72%
respectively. Therefore, both MTSEA and MTSET constitute potent chaimel blocker for
the Y82C mutant of KcsA. The predicted inhibitory effect would essentially arises from
electrostatic interactions only (the contribution of a steric hindrance effect coming from van
der Walls interactions being negligible). This conclusion is also in agreement with the fact
that there was no predictable current inhibition when 4 Cys-SACE pseudo-residues were
patched at position Y82. These predictions need, however, to be confirmed experimentally

as electrophysiological data are not currently available for the Y82C mutant channel
exposed to either MISEA or MTSACE. f inally, SCAM simulation carried for the more
distant T85 residue did not yield in any significant current inhibition.

E. Discussion

This study provides the computational tools to carry out computer—based
simulations of SCAM experiments by generating protein structures which explicitly take
into account the binding of a MIS reagent onto an engineered cysteine residue. The Cys
SET, Cys-SEA and Cys-SACE patch protocols were created within the CHARMM
computational environment to perform calculations of electrostatic interactions and steric
hindrance effects on protein structures modified by MTS molecules. The molecular
representation of the Cys-SET complex was tested by comparing with the X-ray structures

of Sortase B and SrtBAN3O proteins. In addition, a set of atomic Bom radii was generated

for the Cys-SET, Cys-SEA and Cys-SACE complexes to use a continuum electrostatic
approach to the calculations of the interactions involving the Cys-SET, Cys-SEA or Cys
SACE pseudo residues. The validity of this approach was confirmed by successfully
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reproducing the observed current inhibition caused by MTSET acting on the Y82C KcsA

channel mutant, with the additional predictions that MTSET should be ineffective on the

I$5C channel. The set of atomic Bom radii for the MTS pseudo-residues simplifies the
calculations of electrostatic interactions within a protein.

Li. liodeling the Cys-SFT Cys-SEA and Cys-SACEpseudo-residues

SCAM-based experiments have been widely used to get structural information on
key residues or groups of residues in ion chaimels and ion co-transport systems. In rnost
SCAM experiments involving ion chaimels, the action of the MTS reagents resuits in a
partial inhibition of ion flow, presumably via electrostatic interactions and/or steric
hindrance effects. These observations were usually interpreted as indicating that the MIS
molecules project inside the chaimel pore, the degree of inhibition being related to the

dimension of the MIS reagents an&or to the pore diameter at the MIS reaction site. The
side chain of the Cys-SACE or Cys-SEA can fit into a cylinder 6 Â long (from the center

of the C alpha atom to center of the most distance heavy atom of the side chain) by 3 Â in
diameter, whereas the CYS-ACE can fit into a cylinder $ À long by 4 À in diameter. The
dimensions of the Cys-SET, Cys-SEA and Cys-SACE side chain are thus within a range
susceptible to cause a total steric based obstruction of ion flow in most ion channels, with
Cys-SET likely to be more potent than Cys-SACE and Cys-SEA. For instance the central
cavity of the KcsA, MthK and Kv chaimets is known to be 10 Â wide and can thus

accommodate at least one MISET, MTSACE or MTSEA molecule to cause a total current

block.

The electrostatic contribution to the solvatation free energy for the charged Cys
SET and Cys-SEA pseudo-residues are within the range reported for the charged arnino
acids arginine and lysine (1$) with -66.0 kcal/mol and -72.9 kcal/mol respectively. Ihe
formation of a Cys-SET complex appears therefore to be comparable to a substitution by an
arginine residue as both molecules have close electrostatic solvation free energy value, the
same positive charge coming from an ammonium group and an overali full extended length

C
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of 8.0 À as compared with 7.3 À for arginine. The structure of the arginine residue remains
however more planar than for the Cys-SET complex. A similar une of interpretation can be
applied to the Cys-SEA complex and lysine with both residues differing in electrostatic free
energy of solvation by 2 kcal/mol (-72.9 kcal/mol for lysine) with the same positive charge
coming from an ammonium group and approximateÏy the same length. finally the
electrostatic free energy calculated for the Cys-SACE pseudo-residue (-18.0 kcal/mol) is in
agreement with the values reported for neutral polar amino-acids such as the tryptophan (-
17.9 kcal/mol) (18)

E.2. Modeting SCAM experiments

When applied to chairnels of know structures, our computational resuits show that
the proposed approach can successfully account for observable effects of MIS on channel
conductance. For instance, our calculations indicate that the addition of a single MISET
molecule to the KcsA Y82C mutant is sufficient to cause a 30 ¾ inhibition ofthe channel
unitary conductance. Near total cun-ent inhibition is expected with the modification of the
four Cys residues engineered at position 82 by Cys-SET. The prominent contribution of the
electrostatic interactions to the action ofCys-SEA and Cys-SET on ion flow was suggested
by the absence of predictable inhibitory effect when four neutral pseudo-residues Cys
SACE were substituted at position 82.

Similar calcualtions performed with four Cys-SET or Cys-SEA pseudo-residues at
position $5 resulted in no significant cuiTent inhibition. TEe absence of current inhibition
with the T85C mutant is consistent with the side chain of the Cys-SET or Cys-SEA pseudo
residues oriented in a direction opposite to the ion conduction axis while being partly
hidden by the extracellular cou between the IM1 segment and tEe pore helix.

E. 3. Limitations oflie present study

The energy profiles presented in Figure R2.6 show that tEe electrostatic
contribution to the solvation free energy of a potassium ion in differs between the

C
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KcsA wild type and Y82C mutant by 0.5 kcal/mol, with otherwise the same dependence
as a function of the z coordinate. Within the precision of the calculations, we cannot
conclude that such difference in energy should lead to a variation in unitary conductance,
a behaviour flot observed experimentally. Ihe Y$2C KcsA mutant has been reported
however to have an altered opening probabiÏity and lower affinity to TEA block
comparatively with the wild-type channel (27)• Ihese observations suggest structural
changes in the channel extemal vestibule following the substitution of the Tyr at 82 by a
Cys. Global structural rearrangements following the mutation of a single residue can not
easily be modeled and our approach does flot deal with this particular issue. As a resuit,
we choose to compare the effects of MTS binding on the channel conductance relative to
the cysteine engineered channel and flot to wild type. In addition, possible changes in the
protein structure that may have resulted from the creation of a Cys-SET, Cys-SACE or
Cys-SEA complex are flot considered, the underlying assumption being that the binding
of the MIS reagents perturbs the local environment of the binding site only. It bas also to
be mentioned that the modeling does flot address the issue of accessibility. Electrostatic
interactions can be calculated for residues that are physically inaccessible to MTS
modifications. Under these conditions, electrostatic-based perturbations of ion flow that
might be predicted that caimot be observed experimentally. Molecular modeling thus
offers the possibility to distinguish between two distinct experimental conditions namely:
the MTS reagefit reacted with the cysteine residue but failed to modify the ion conduction
pathway or the MIS reagent did flot access the cysteine residue despite its potency to
affect ion flow.

F.Conclusions

The computational tools described in this work should allow a better interpretation
of SCAM type experiments by enabhng the generation of model protein structures where
the formation of Cys-SET, Cys-SEA and Cys-SACE complexes is explicitly taken into

C
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account. These models in turn should lead to testable hypotheses the validity of which

couid be confirmed through a SCAM based approach.

Note

The internai parameters as well as the Boni radii and the scripts used to patch the Cys

SET, Cys-SEA and Cys-ACE pseudo-residues on a KcsA chaimel can be downloaded
from Benoît Roux internet Iaboratory site (http://tha11ium.bsd.uchicago.edu/RouxLab/) or
from the Manuel Simoes site (http://www.manuel.simoes.org).
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VII. RÉSULTAT III : APPLICATION AUX MODÈLES DU

CANAL Ka3.1

La publication précédente nous a permis de définir les atomes et les rayons de Bom
des pseudo-résidus Cys-SET, Cys-SEA et Cys-SACE pour le logiciel de dynamique
moléculaire CHARMM. Dans le chapitre « Méthodologie 2c Partie» nous avons établi une
méthodologie permettant d’évaluer la perturbation électrostatique, due à la présence des
agents MIS, sur le courant ionique d’un canal potassique. Après avoir appliqué cette
méthode sur une structure ayant fait l’objet d’une cristallographie, dans ce chapitre nous
allons l’appliquer sur les modèles du canal KCa3.l.

A. Modèles du canal Ka3.1
Nous avons modélisé 3 structures du canal Ka3.l dans l’état ouvert en utilisant

comme références, les structures du canal KcsA dans sa configuration ouverte modélisée
par E. Perozo (noté Kca3.1(KcsAIEPR)), du canal Kvl.2 (KCa3.1(KVY.2)) et celle du
canal MthK (Kc3.1(MthK)). L’alignement des séquences primaires ainsi que la méthode
de modélisation ont été présentés dans le chapitre « Méthodologie 1ère partie» et dans
la première publication. Pour chacun de ces modèles nous avons créé des mutants
cystéine et inséré l’agent MISET sur les cystéines. Dans les paragraphes suivants, nous
allons comparer la distribution des résidus du segment S6 sur chacun des modèles du
canal Ka3.Ï dans sa configuration ouverte.

A. 1. Comparaison des strttctttres des modèles dit canal Kca3. 1

Puisque l’inhibition du courant ionique dépend de la distance entre l’ion et les
agents MIS, nous sommes intéressés à connaître la disposition des résidus du segment S6
par rapport à l’axe du pore. La figure 31 présente la distance entre l’atome C des résidus
du segment S6 et l’axe de diffusion des ions (axe Z), ainsi que la section efficace du pore
de tous les modèles du canal Ka3.l dans sa configuration ouverte. Les graphiques A., B.,

G et C. de la figure 3 1 permettent d’identifier les résidus du segment S6 qui font face au
pore ainsi que ceux qui sont orientés vers le segment S5 ou la membrane.
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Distribution des résidus autour de l’axe Z

Figure 31. Distribution des résidus autour de l’axe Z
Distribution des atomes C0 des résidus du segment S6 le long de l’axe Z (axe de diffusion). Le rayon
correspond à la distance entre le carbone C0 d’un résidu et l’axe Z. A. Résultats obtenus pour le modèle
Ka3.I(KC5A/EPR). B. Résultats obtenus pour le modèle K03.l(MthK). C. Résultats obtenus pour le
modèle Ka3.l(KVl.2). D. Représentation des sections efficaces des modèles Kca3A(MthK),
Kca3.l(KcsA/EPR), Kca3.l(KcsA) et Ka3.1(KVl.2) le long de l’axe Z. La section efficace est calctilée
comme il est décrit dans le chapitre « Méthodologie 1ère partie ». Pour comparer les sections efficaces des
modèles ouverts du canal K03.l nous avons calculé la section efficace du modèle fermé du canal
K33.l (KcsA).

La configuration du segment S6 pour les modèles Ka3.1(KC5A/EPR) et Ka3.l(KV1.2)
présente une ouverture du pore similaire, avec une distance des atomes C variant entre 7
À et 9 À du résidu V275 au résidu R287 (à z=-15 À). Pour le modèle Ka3.1(MthK),
l’ouverture du canal s’élargit rapidement à partir du résidu A279 passant d’une distance,
entre l’atome C et l’axe Z, de $ À à 15 À au niveau du résidu R287 (à z=-lO À).
Néanmoins pour tous les modèles du canal Ka3.1 les résidus V275, 127$, A279, V2$2,
A2$3, V2$6 et R287 tapissent la paroi du pore. Les résidus C276, C277, L280, L2$l,

11 12 13 14 15 16 17 16
Rayon (A)

o

o

Rayon (A) Z (A)
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V284 et V285 ne font pas face au pore pour tous les modèles. La section efficace de la
Figure 31.D confirme qu’à partir de z = -5 À, au niveau du résidu A279, le modèle

Ka3.1(MthK) a une ouverture beaucoup plus large que les autres modèles. Au centre de
la membrane, pour z=0, tous les canaux ont une cavité d’environ 10 À de longueur.

Figure 32. Superposition des segments S6 des modèles Ka3.1(MthK),
KCa3.1(KCSA/EPR) et Kca3.1(Kvl.2).
Les segments S6 dii modèle Ka3.l(MthK) sont colorés en bleit acier, ceux du modèle Ka3.l(KCSA/EPR)
sont colorés en vert et ceux du modèle Kca3.l(Kvl.2) sont colorés en orange. L’ouverture est la plus grande
pour le modèle Ka3.1(MthK) alors que les modèles Ka3.1(KCSA/EPR) et Kca3.1(Kvl.2) partagent une
ouverture similaire.

La f igure 32 met en évidence la différence d’ouverture intracellulaire entre les différents
modèles du canal Ka3.l. Les segments S6 du modèle Kca3.l(MthK), colorés en bleu acier,
présentent une ouverture contenant les segments S6 des autres modèles du canal Ka3. 1.
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B. Études des MTS insérés dans les modèles du canal Ka3J
Pour chacun des modèles du canal Ka3.l, nous avons modélisé des mutants

cystéine, correspondant aux mutants utilisés lors des expériences de SCAM. Nous avons
inséré un nombre variable d’agents MTSEI. Dans cette partie, nous allons analyser la
configuration adoptée par les pseudo-résidus Cys-SET.

3.1. Nombre d’agents liTS sur tes modèles

Nous faisons l’hypothèse que si un ion K peut diffuser dans le canal, c’est

également le cas pour le MTSET et le MTSEA qui sont, tout comme l’ion, chargés

positivement. Leur taille (une longueur de 10 À pour 6 À de rayon) leur permet

d’explorer le pore des canaux potassiques dans leur configuration ouverte, sans toutefois

traverser le filtre de sélectivité. Dans ce cas, s’il a déjà pu atteindre une des cystéines

mutées, un autre agent MISEI/MTSEA pourra atteindre les cystéines libres des autres
monomères et cela jusqu’à ce que toutes les cystéines soient occupées ou jusqu’à ce que

les agents MIS déjà liés empêchent leur accès en bouchant le pore ou par un effet de
charge. Pour les mutants où nous avons mesuré une inhibition totale durant les
expériences de SCAM nous supposons que de 1 à 4 MTSET sont nécessaires. Pour les

mutants où nous avons mesuré une inhibition partielle ou lorsque qu’aucun effet des
agents MIS n’est mesuré sur la conductance du canal durant les expériences de SCAM,

nous faisons l’hypothèse que toutes les cystéines mutées sont liées à un agent MIS.

Nous insérons le MISET sur les cystéines des modèles mutants jusqu’à qu’il n’y

ait plus de place dans le pore pour loger le radical d’un autre pseudo-résidu Cys-SEI ou
jusqu’à ce que le calcul du profil de la contribution électrostatique à l’énergie libre donne
des énergies incompatibles avec une conduction ionique.

o
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Ka3.1(MthK) V275C

\
\

KCa3.1(KV1.2)

Représentation de l’orientation des pseudo-résidus Cys-SET insérés sur les mutants du modèle
Ka3.l(MthK) (A., B. et C.), Ka3.l(KCSA/EPR) (D., E. et F.) et Ka3.1(KVl.2) (G., H. et I.). Les cylindres
correspondent aux segments S6 vus depuis le milieu intracellulaire. Un ion K est présent en représentation
de VDW en z=-3 À. Nous insérons le pseudo-résidu Cys-SET sur les cystéines jusqu’à que le calcul du
profil de la contribution électrostatique à l’énergie libre donne des énergies incompatibles avec une
conduction ionique. A. D. G. Un seul MTSET inséré sur le résidu V275C présent dans la cavité suffit pour
inhiber la conduction. B. Les MTSET insérés sur les résidus V283C sont orientés vers l’axe de diffusion,
mais tapissent la paroi donnant suffisamment d’espace pour le passage d’un ion. Le profil d’énergie libre
reste compatible avec une conduction ionique C. Les MTSET insérés sur les résidus V286C ne sont pas
orientés vers le pore du canal, laissant suffisament d’espace pour permettre la conduction. E. 1. L’agent
MISET inséré sur les cystéines des mutants A2$3C et V2$6C des modèles Kca3.l(KcsA/EPR) et
Ka3.l(KVl.2) suffisent à obstruer le passage des ions. H. F. Il en est de même pour les mutants A2$6C et
A283C des modèles Ka3.l (kv 1.2) et Ka3. 1 (KcsA/EPR) avec 2 MTSET insérés.

A.

A283C A2$6C

D. f. F.

Figure 33. Représentation des pseudo-résidus Cys-SFT insérés sur les modèles
Kca3.1(MthK), Ka3.1(KCSA/EPR) et Ka3. 1 (Kvl.2)
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B.2. Orientation des liTS insérés dans te modèle Ka3.1(MthK)

Sur la base de l’observation des configurations adoptées par les pseudo-résidus Cys
SET insérés sur le segment S6 (Figure 33), nous pouvons distinguer trois types
d’orientation différents du radical des pseudo-résidus Cys-SET sur le modèle
Ka3.1(Mthk). Le premier type correspond aux radicaux du pseudo-résidu Cys-SET qui
obstruent le pore comme pour le mutant V275C (Figure 33.A). Le second type s’applique
aux pseudo-résidus qui tapissent la paroi du pore sans l’obstruer (Figure 33.B) et le
dernier type de configuration correspond aux pseudo-résidus qui ne sont pas orientés vers
le pore (Figure 34).

figure 34. Représentation des pseudo-résidus Cys-SET insérés sur le modèle mutant
V284C Kc33.1(MthK)
Les cylindres correspondent aux segments S6 VILS depuis le milieu intracellulaire. Un ion K est présent en
représentation de VDW en z= O A. Les pseudo-résidus Cys-SET insérés sur les résidus V2$4C ne sont pas
orientés vers le pore.

Il est également possible de distinguer ces trois types de configuration du pseudo
résidu Cys-SET en calculant la distance moyenne des pseudo-résidus avec l’axe de
diffusion ionique. La variable Rm définit la distance moyenne entre les atomes d’azote

o
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contenus au centre des têtes chargées positivement des pseudo-résidus Cys-SET et l’ion

K. Elle est calculée pour chaque position z de l’ion K à la Figure 35. L’intérêt de la

variable Rm n’est donc pas tant d’évaluer si nous sommes en présence d’une inhibition

stérique mais plutôt d’identifier les pseudo-résidus pour lesquels les interactions

électrostatiques entre la tête chargée du Cys-SET et l’ion K ne sont pas compatibles avec

une conduction ionique. Dans le cas d’une étude d’interactions entre deux charges de

même signe, l’interaction électrostatique est dominante. Ainsi un pseudo-résidu chargé et

présent sur l’axe de conduction des ions K crée une barrière d’énergie électrostatique

incompatible avec une conduction ionique.

Modèles K3.JtMthK)
;; :—ç’•’’’’’’’’’

À avec 1 MTSET
-

‘À. j- -À- V275C
22- +À —y— T278C

‘* (__20-

18-

16 •44
< 14- t2 avec4MTSET

E 12- +-A279C

10- .4.
-

A283C
8- —- V284C

—*—V285C
6- -*—A286C

4- R287C

2-

0— I
-24 -22 -20 -18 -16 -14 -12 -10 -8 -6 -4 -2 0 2 4

Z (À)

figure 35. Variation de la distance entre l’atome d’azote du MTS et l’ion K
Rm correspond à la valeur moyenne des distances entre l’atome d’azote des agents MIS (dans notre cas le
MTSET) et l’ion K. Elle est calculée pour chaque position z de l’ion K lorsqu’il parcourt l’axe de
diffusion.

La tête chargée du pseudo-résidu Cys-SET a un rayon de 2.1 À calculé du centre de

l’atome d’azote au centre des atomes d’hydrogène liés aux carbones qui entourent l’azote.

Le rayon de van der Waals de l’ion K est de 1,5 À. Nous faisons alors l’hypothèse que

pour des distances de Rm, inférieures à 4 À nous sommes en présence d’une obstruction
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stérique du canal par les atomes du pseudo-résidus Cys-SET. Dans un tel cas,
l’intéraction électrostatique entre K+ et le pseudo-résidu chargé positivement rend

impossible toute conduction ionique.

Les radicaux des pseudos-résidus V275C-SET et T278C-SET obstruent le pore pour
une distance minimum Rm de 4 Â (Figure 35). Les pseudo-résidus Cys-SET insérés aux

positions A279C, V282C, A283C et A286C sont présents dans le pore sans l’obstruer.

Les têtes chargées des pseudo-résidus Cys-SET sont situées à une distance minimum

comprise entre $ Â et 12 Â par rapport au pore du canal. Les pseudo-résidus insérés sur
les mutants V2$4C, V2$5C et R287C ne pointent pas vers le pore et ils sont localisés à
plus de 20 Â de l’axe Z.

B.3. Orientation des agents liTS insérés dans tes modèles Ka3.1(KVL2) et

Ka3. 1 (KcsA/EPR)

La Figure 33 (D à I) présente les configurations adoptées par les pseudo-résidus Cys

SET sur les mutants V275C, A2$3C et V286C. Comme nous l’avons déjà remarqué aux

paragraphes précédents, l’ouverture intracellulaire des modèles Kca3.1(KcsA/EPR) et

Ka3.1(kV1.2) est plus petite que dans le modèle Ka3.1(MthK) (Figure 33 A, B et C).

Cela localise les pseudo-résidus plus proches de l’axe de diffusion lorsqu’ils sont présents

dans le pore et accentue l’effet de charge entre l’ion K et le pseudo-résidu.

La Figure 36 présente la valeur minimum de la distance Rm pour les résidus ayant

donné un résultat expérimental significatif. Comme nous l’avons déjà précisé

précédemment, les têtes chargées des pseudo-résidus Cys-SET ayant une distance

inférieure à 4 Â obstruent le pore et l’interaction électrostatique entre l’ion K et le

pseudo-résidu chargé positivement ne permet pas sa diffusion à travers le canal. De plus,

en deçà de 3 Â la représentation du solvant par une constante diélectrique perd son sens.

Cette limite théorique du modèle de Born sera discutée dans le chapitre suivant. Pour des

valeurs de Rm comprises entre 4 Â et 7 Â, nous sommes presque en deça de la limite de
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validité du modèle de représentation continue du milieu diélectrique. Cette zone est

représentée en hachuré sur la Figure 36.

1(Kv1.2)

vaîsc rrr’’ À_K3.î(KcsNEPR

T278C * À

A279C À

L2SOC

L281C /4
V282C À //// •
A283C À

O. 1

R

Figure 36. Distance moyenne entre la tête chargée du pseudo Cys-SET et l’axe de
diffusion.
R,,, est la ditance moyenne entre les têtes chargées des pseudo-résidus Cys-SET (l’atome d’azote. N) insérés
sur les cystéines mutées et l’axe de diffusion des ions K (x0 et y=O).

Les configurations adoptées par les Cys-SET présenté à la Figure 33 (H et F) et à la

Figure 37 donnent une représentation typique d’une distance Rm comprise entre 4 À et 7

À. Même s’il n’y a pas d’obstruction stérique, à cette distance la charge positive du
pseudo-résidu Cys-SET reste encore très proche de l’axe de diffusion de l’ion et son effet

électrostatique serra évaluer. Les modèles Ka3. 1 (Kv 1.2) et Ka3. 1 (KcsA/EPR) donnent

des résultats similaires quant à la distribution des têtes chargées des pseudo-résidus

insérés sur le segment S6. Ils conduisent à une inhibition totale de la diffusion de l’ion

pour les mutants cystéine V275C, A279C, V282C et A283C. Dans le modèle

Kca3.1(Kvl.2), le pseudo-résidu A2$6C-SET obstrue le pore du canal. Enfin, les rayons

Rm des résidus T27$C-SET, V284C-SET et V2$5C-SET se situent entre 12 À et 16,5 À.
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figure 37. Représentation des résidus Cys-SET liés au mutant A2$7C du modèle
KCa3.1(KVJ.2)
Les segments sont représentés par les cylindres verts. L’ion et les atomes des pseudo-résidus Cys-SET sont
imprimés sous leur représentation en mode VDW.

Le résidu R287C-SET est un peu particulier puisque la mutation cystéine supprime

la charge positive portée par l’arginine. Le pseudo-résidu Cys-SET restitue la charge

positive et son profil d’énergie libre de solvatation d’un ion K devrait être proche de

celui du canal de type sauvage. Même si cette mutation est située près de l’axe nous

représentons son profil d’énergie sur la Figure 43 et à la Figure 45.

C. SCAM modélisé sur le segment $6 du modèle Ka3.1(MthK)

Comme nous l’avons présenté dans les chapitres précédents, le calcul de l’énergie

libre de solvatation, associé à notre modèle cinétique de la conduction ionique nous

permet de déterminer le courant traversant le canal. Dans cette partie, nous présentons

pour le modèle Ka3.l(MthK), les profils d’énergie libre de solvatation d’un ion K et les

courbes courant-voltage qui en sont déduites.
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Figure 38. Profils d’énergie libre pour transfert un ion W à partir du milieu
intracellulaire dans le canal.
Les courbes représentent la contribution électrostatique à l’énergie libre de sotvatation nécessaire pour
transférer un ion K à partir du milieu intracellulaire vers l’intérieur du canal Ka3.l(MthK) de type
sauvage. La courbe noire est calculée lorsque les ions dans le filtre de sélectivité sont dans la configuration
[Sl.S3] et la courbe rouge pour des ions dans la configtiration [S2,S4]. La différence d’énergie en z = -3 À
entre les deux configurations des ions dans le filtre est de 1,5 kcal/mol.

o

o

C.]. Profits de ta contribution électrostatique à l’énergie libre de
sotvatation

La contribution électrostatique à l’énergie libre de solvatation d’un ion K le long

de l’axe de diffusion (Z) a été calculée comme nous l’avons présenté dans le chapitre

«Méthodologie 2 ème Partie ». La Figure 3$ présente les profils d’énergie libre calculés

pour le canal de type sauvage du modèle Ka3.1(MthK) lorsque les ions présents dans le

filtre de sélectivité sont présents dans les configurations [SÏ,S3] et [S2,S4]. Dans la

configuration [Sl,S3], le profil d’énergie libre ne présente pas de barrière d’énergie à la

conduction des ions. Le minimum d’énergie est obtenu pour z -3 À ; cela définit la

position du site de liaison S5.
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o

Lorsque les ions dans le filtre de sélectivité sont dans la configuration [S2,S4], le
profil d’énergie libre présente une barrière d’énergie à partir de z -16 À. La différence
d’énergie entre les configurations [Sl,S3] et [S2,S4] est égale à 1,5 kcal!mol en z=-3 À.
Le calcul du profil d’énergie libre de solvatation pour les mutants cystéine du modèle

Ka3.1(MthK) ne montre pas de variation significative avec le profil d’énergie libre du

canal de type sauvage (doimées non présentées).

La figure 39 présente les profils d’énergie libre pour les modèles du

Kca3.1(MthK) muté dans lesquels nous avons inséré l’agent MTSET. La courbe noire

présentée à la f igure 39 correspond au profil d’énergie libre de solvatation de l’ion dans

le canal de type sauvage. Les profils d’énergie des mutants cystéine A279C, A289C,

V222C, A283C, V284C, V285C, A286C et R287C ont été calculés avec 4 pseudo-résidus

Cys-SET liés au tétramère.

o
2,5

o

c 2,0

CCI)

o 0
.G)

C =
. 0,5

D C

C œoo

Figure 39. Profils de la contribution électrostatique à l’énergie libre de solvatation
d’un ion K dans le pore du modèle Ka3.1(MthK).
Les ions dans le filtre de sélectivité sont dans la configuration [Sl,S3]. La courbe noire définit le profil
d’énergie libre de solvatation de l’ion dans le canal de type sauvage. Les autres courbes correspondent aux
profils calculés pour les différents mutants cystéine sur lesquels 1 ou 4 MTSET ont été insérés.

Modèle K3.1(MthK)

-24 -22 -20 -18 -16 -14 -12 -10 -8 -6 -4 -2 0
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Les profils d’énergie des mutants cystéine V275C et T278C ont été calculés avec t

seul pseudo-résidu Cys-SET lié au tétramère. Les ions dans le filtre de sélectivité sont

dans la configuration [S 1,53]. Dans la configuration [S2,S4J, la valeur de l’énergie en S5

serait majorée de 1,5 kcal/mol (Figure 3$) sans changer les rapports d’énergie entre les

différents mutants.

Plus la barrière d’énergie est importante par rapport au profil d’énergie du canal de

type sauvage, et plus la diffusion des ions sera difficile dans le canal. Les pseudo-résidus

Cys-SET insérés sur les mutants V275C, T278C et V282C, pointent vers le pore et

donnent les barrières d’énergie libre les plus fortes, ce qui va dans le sens des résultats

expérimentaux puisque pour ces mutants nous mesurons une inhibition totale après

introduction du MTSET. Les profils calculés pour les mutants V275C-SET et T278C-

SET ne sont qu’indicatif puisqu’à partir de z= -5 À la tête chargée des résidus Cys-SET

est à moins de 3 À de l’ion K (Figure 35). Par contre, le résidu V2$2C-SET permet un

cacul du profil tout au long de l’axe de diffusion. En z = -3 À, la valeur de l’énergie libre

de solvatation pour le mutant V282C-SET est égale à 2,5 kcal/mol. C’est la plus haute

barrière d’énergie pour un mutant cystéine connu pour inhiber le canal lors des

expériences de SCAM. Tous les autres pseudo-résidus présentent des barrières d’énergie

plus faibles. Il nous faut calculer la conductance du canal déduite à partir des profils

d’énergie pour distinguer les barrières d’énergie provoquant une inhibition totale de la

conduction, de ceux donnant une inhibition partielle. Pour le mutant A279C avec 4

MTSET, nous observons une barrière d’énergie libre de plus de 1,5 kcal/mol supérieure à

celle du canal de type sauvage. Cette barrière suggère d’ores et déjà un effet d’inhibition

important sur la conductance du canal alors que nous ne retrouvons pas un tel

comportement lors des expériences de SCAM. Nous traiterons ce point dans le chapitre

« Discussion ».

o
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C.2. Calcul de la condttction dans te modèle du canal Ka3.1(MthK)

Comme nous en avons discuté dans les chapitres précédents, la connaissance de la

différence d’énergie libre quand l’ion est à l’infini (correspondant à la configuration

[S1,S3]) et quand l’ion est au centre du canal (correspondant à la configuration

[Sl,S3,S51) nous permet de calculer les taux de transition ke et k. Nous en déduisons alors

la courbe courant-voltage.

Courbes Courant-Voltage
2

A

20 40 60 80 100
V (mv)

—À— Canal de Type Sauvage
—y— V282C + 4 MTSET
3- V284C +4 MTSET

—I-- A286C +4 MTSET

I (pA)

o

Figure 40. Courbes Courant-Voltage du modèle Ka3.1(MthK)
Cotirbes courant-voltage calculées pour le modèle Ka3.l(MthK) de type sauvage, des mutants V282C-SET,
V284C-SET et A286C-SET avec 4 MTSET, Pour une meilleure clarté, nous ne présentons que les courbes
courant-voltage du canal de type sauvage et d’un mutant correspondant à chacun des trois groupes de
répartition du pseudo-résidu Cys-SET tel que présenté à la Figure 35.

Ces valeurs sont directement extraites des profils d’énergie de la Figure 39 pour z=-25 À
et z=-3 À. Nous calculons la courbe courant-voltage pour tous les profils d’énergie

présentés. La courbe noire de la Figure 40 correspond à la courbe courant voltage

calculée pour le modèle Ka3. 1 (MthK) de type sauvage. Les autres courbes correspondent

aux mutants V282C, V284C et A286C sur lesquels nous avons inséré 4 MTSET. Nous

mesurons une inhibition quasi totale pour le mutant V282C et des inhibitions partielles
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pour les mutants V284C et A286C. À partir des courbes courant-voltage, nous en
déduisons le rapport d’inhibition du courant dû à la présence des MTSET liés aux
cystéines. La figure suivante compare les valeurs des courants entrants pour un potentiel
membranaire de -140 mV (conditions expérimentales) pour tous les mutants cystéine.

Modèle K 3.1(MthK) rCys-SETICa
VSSSSSSSSSSSSS%iWSSSSS% 1 MTSET

C276 *

C277 *

T278C 1 MTSET
A279C

L280C *

L281C *

V282C rr%rrrsAvArsrsrs%
A283C

V284C

V285C rSS% rssrA
A286C rrs4 iSSSSSSSSSA
R287C

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

(l(crt)-l(MTS))/l(crt)

Figure 41. Résultats du SCAM modélisé avec l’agent MTSET
Pourcentage d’inhibition prédit après l’introduction du pseudo-résidu Cys-SET sur 4 monomères des
modèles du canal Kca3.l(MthK). Nous reprenons la représentation des résultats utilisée dans la première
publication. Les mutants L280C et L281C ne donnent aucune expression fonctionnelle (*). Les cystéines
endogènes C276 et C277 correspondent au canal de type sauvage et n’ont été présentées que pour visualiser
la structure en hélice o. des effets d’inhibition mesurés lors des expériences de SCAM pour les résidus V275
au résidu V282. Un seul résidu Cys-SET sur les mutants V275C et T278C est suffisant pour obtenir une
inhibition totale du courant. Pour tous les autres mutants, 4 pseudo-résidus Cys-SET ont été insérés.

La Figure 41 présente les résultats du SCAM modélisé réalisés avec le modèle

Kca3.l (MthK), sous la même forme que ceux présentés dans la première publication pour
les expériences de SCAM. Une comparaison entre les résultats théoriques du SCAM et
les résultats expérimentaux de la première publication sera présentée dans le chapitre
((Discussion ». On peut néanmoins observer que l’on obtient trois types différents de
conduction ionique après l’insertion des agents MTSET sur chacune des cystéines mutées

o
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du tétramère ; inhibition totale, inhibition partielle et aucun effet. Pour les mutants V275C

et T278C, un seul pseudo-résidu Cys-SET suffit pour obstruer le pore du canal, alors qu’il

faut la présence de 4 MTSET sur les cystéines du canal mutant V2$2C pour obtenir une

inhibition supérieure à 90 %. Les mutants A279C, A283C, V2$4C, V285C et A286C

conduisent à des inhibitions partielles en présence de 4 pseudo-résidus par canal. Le
mutant R287C avec 4 pseudo-résidus Cys-SET donne la même conduction que le canal

de type sauvage. Le calcul de la conductance avec 4 MTSET des mutants L280C et

L28IC donne également une inhibition partielle (résultats non présentés). Il a été

impossible de mesurer la fonction de ces deux derniers mutants, ce qui implique que la

mutation cystéine a altèré soit l’expression ou soit la fonction de la protéine. Les

cystéines endogènes C276 et C277 du canal de type sauvage qui ont été préservées sur le

graphique de la Figure 41 pour mettre en évidence la structure hélicoïdale des effets

d’inhibition mesurés lors du SCAM modélisé du résidu V275C au résidu V282C. Le

calcul de la conductance avec 4 MTSET sur les cystéines endogènes C276 et C277 donne

une inhibition partielle (résultats non présentés) suggérant que si les MTSET pouvaient

expérimentalement se lier aux cystéines endogènes nous mesurerions une inhibition

partielle du courant. Ce n’est pas le cas ce qui est cohérent avec les modèles du canal

Ka3.l qui n’orientent pas les cystéines vers le pore et semblent donc peu accessibles.

C.3. Résultats du SCAMmodélisé avec te MTSEA et te MTSACE

Nous avons également calculé le rapport d’inhibition du courant ionique des

modèles Ka3.1(MthK) en utilisant les pseudo-résidus Cys-SEA et Cys-SACE.
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figure 42. Résultats du SCAM modélisé avec les agents MTSEA et MTSACE
Pourcentage d’inhibition dû à l’introduction du pseudo-résidu Cys-SEA ou Cys-SACE sur les 4 monomères
des modèles du K0a3.1(MthK) mutants.

Nous constatons que le MTSEA a des effets similaires à ceux du MTSET. Par contre,
l’agent MTSACE inhiberait seulement les canaux mutants V275C et T27$C parce qu’il
est directement orienté vers le pore du canal. Nous avons des données expérimentales

permettant de comparer les résultats du modèle numérique avec les agents MTSEA et
MTSACE. Nous discuterons donc peu de ces résultats dans le chapitre « Discussions ».

D. SCAM modélisé pour les modèles Ka3.1(KCSA/EPR) et

KCa3.1(KV1.2)

La Figure 36 nous a permis d’identifier les mutants V275C, A279C, V282C, A283C

et A226C comme conduisant à une inhibition totale du courant lorsque nous insérons le
MTSET sur les modèles Kca3.1(KcsA/EPR) et Ka3.l(KV1.2). Nous calculons la
contribution électrostatique à l’énergie libre de solvatation pour transférer un ion K du
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milieu intracellulaire au centre du pore du canal pour les autres mutants cystéine des
modèles Ka3. 1 (KcsA!EPR) et Ka3. 1 (KV1 .2).

D. 1. Détermination des inhibitions totales dans te modèle

Ka3. 1 (KcsA/EPR)

La figure 43 présente les profils d’énergie libre calculés pour les modèles

Ka3. l(KcsA/EPR). Tout d’abord nous observons, qu’à la différence du profil d’énergie

libre de solvatation d’un ion K calculé pour le modèle Kça3.1(MthK) de type sauvage, le

profil d’énergie libre du modèle Kça3.ItKcsAJEPR) de type sauvage présente des

balTières d’énergie et plusieurs sites de liaison.

Modéle K3.J (KcsNEPR)
14 iii

/ Type Sauvage
12 JÀ —.—-WTtSlS3)

WT [S2,S4]o

__________
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Àf \ Mutant

8 Ii avec4MTSET
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, /,‘ ,-y

. /4 / T278C
V A / /q —v—V284C

- •-.-.. v// ——V285C
2 V

•*
4VVy

•VV• / /• -1-- R287C

! I : V

-24 -22 -20 -18 -16 -14 -12 -10 -8 -6 -4 -2 0 2 4

Z (À)

Figure 43. Profils de la contributïon éLectrostatique à l’énergie libre de solvatation
dans le modèle KCa3.1(KCSAIEPR)
La courbe noire correspond au profil d’énergie libre de solvatation de l’ion dans le canal de type sativage.
Les autres courbes correspondent aux profils calculés pour les différents mutants cystéine sur lesquels 4
MTSET ont été insérés. Pour les modèles mutés, les ions dans le filtre de sélectivité sont dans la
configuration [S 1 ,S3].
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Le site de liaison le plus stable est situé en S5 avec une énergie de -1,1 kcal/mol

séparé d’un autre site de liason par une barrière d’énergie de 1,3 kcal/mol. En z = O À la

différence d’énergie libre entre les configurations [S1,S3J et [S2,S4] est de 3,7 kcal/mol.

Le modèle cinétique de conduction d’un ion K à travers le canal, présenté à la figure 25

du chapitre « Méthodologie 2c Partie », doit être redéfini lorsque le profil de l’énergie

libre présente de nouveaux sites de liaison. Le mécanisme cinétique utilisé pour le modèle

Ka3. 1 (MthK) ne nous permet donc pas de calculer les inhibitions partielles déduites à

partir du profil d’énergie du modèle Kca3.1(KcsA/EPR). Nous ne calculerons donc pas

les courbes courant-voltage pour les profils d’énergie de solvatation déterminés à

l’intérieur du modèle Kca3.l(KcsA/EPR).

Même si nous ne pouvons pas calculer les courbes courant-voltage des mutants

cystéine liés aux MISET, il nous est possible de comparer les barrières d’énergie. La

forte différence d’énergie, en z O À, entre les profils d’énergie libre de solvatation

calculés dans le modèle Kca3.l(KcsA/EPR) de type sauvage et le mutant T278C-SET est

égale à 7,7 kcal/mol. Cette énergie est deux fois plus élevée que celle calculée entre les

configurations [Sl,S3] et {S2,S4]. Pour comparaison, le mutant V2$2C-SET du modèle

Ka3.1tMthK) donne une inhibition dc 90 % avec une différence d’énergie libre 66% plus

élévée que celle calculée entre les configurations [Sl,S31 et [52,54], soit 1,5 kcal/mol. La

différence d’énergie entre le profil d’énergie libre calculé pour le canal de type sauvage et

le mutant T278C-SET suggére une forte inhibition du courant. Le profil d’énergie calculé

dans le mutant V285C-SET suit la même tendance avec une différence d’énergie de 6,1

kcal/mol. À l’inverse le profil d’énergie libre calculé dans le pore des mutants V2$4C et

R287C donne une différence d’énergie égale à 1,6 kcal/mol en z = O À, avec le profil

d’énergie libre du canal de type sauvage. Il est susceptible de provoquer une inhibition

partielle du canal plutôt qu’une inhibition totale.



RÉSULTAT III APPLICATION AUX MODÈLES DU CANAL KCA3. 1 182
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Figure 44. Résultats du SCAM modélisé pour le modèle KCa3.1(KC5A/EPR) avec
l’agent MT$ET
Pourcentage d’inhibition dû à l’introduction du pseudo-résidu Cys-SET sur les 4 monomères des modèles
du KCa3.1(KCSA/EPR) mutants. Les mutants L280C et L281C ne donnent aucune expression fonctionnelle
(*). Les cystéines endogènes C276 et C277 correspondent au canal de type sauvage. Mutants pour lesquels
nous n’avons pas évalué avec certitude le comportement de la conduction (X).

Pour les résultats du SCAM présentés à la Figure 44, en toute rigueur nous ne

reporterons que l’inhibition électrostatique dûe à la charge du mutant 1278C-SET et les

inhibitions stériques déjà identifiées. Nous mettons une croix (X) pour les mutants pour

lesquels nous n’avons pas évalué avec certitude le comportement de la conduction.

D.2. Détermination des inhibitions totales dans te modèle Ka3.1(KV1.2)

L’analyse faite sur les profils d’énergie libre du modèle Kca3.1(KcsA!EPR)
s’applique également pour les profils d’énergie du modèle Kca3.l(Kvl.2) de la Figure 45.

Le profil d’énergie libre dans la configuration [S 1,53] du canal de type sauvage présente

une barrière d’énergie de 4,2 kcal/mol qui sépare le milieu intracellulaire du site de

liaison S5 localisé en z=O dont une énergie libre est de 2,1 kcal/mol. L’énergie du site de
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o

liaison est de 5,8 kcal/mol pour la configuration [S2,S41. Une barrière d’énergie de 4,2
kcal/mol, soit 7,1 kT, semble incompatible avec une conduction ionique dans le pore d’un
canal. Néanmoins si nous comparons les profils d’énergie du canal de type sauvage avec
les profils d’énergie libre des mutants cystéine nous pouvons alors reprendre l’analyse
faite pour le modèle Ka3. 1(KcsA!EPR). On identifie également une inhibition de type
électrostatique pour le mutant 1278C-SET. Comme pour le modèle Kca3.l(KcsA/EPR),
nous observons une forte barrière d’énergie pour le mutant V2$5C-SET et une plus faible
barrière pour le mutant V284C-SET.
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Figure 45. Profils de la contribution électrostatique à l’énergie libre de solvatation
dans le modèle Ka3.1(KV1.2)
Les ions dans le filtre de sélectivité sont dans la configuration [S 1,S3]. Les courbes présentent la
contribution électrostatique à l’énergie libre de solvatation pour transférer un ion K du solvant vers la
cavité du canal (en z) pour le canal de type sativage et pour les mutants cystéine avec 4 MTSET.

Proches de l’axe de diffusion des ions (figure 36) et présentes dans le milieu
intracellulaire (à environ z= -18 À), les têtes chargées des pseudo-résidus Cys-SET
insérées sur le canal mutant R287C sont responsables d’une barrière d’énergie d’environ
6,5 kcal/mol. La mutation du résidu arginÏne pour un pseudo résidu Cys-SET remplace
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une charge positive dans une chaîne de 7 Â de long par une autre chaîne positive de 8 Â
de long et orientée 3 Â plus proche de l’axe de diffusion (avec Rm 6 À). La proximité de
la tête chargée du pseudo-résidu avec l’axe de diffusion est responsable de la barrière
d’énergie centrée en z= -18 Â. Cette barrière crée également dans le profil d’énergie libre
un nouveau site de liaison. La Figure 36 nous a également permis d’identifier les mutants
V275C, A279C, V282C, A283C et A286C comme menant à une inhibition totale du
cotirant lorsque nous insérons le MTSET. Le graphe représentant les résultats du SCAM
du modèle Kca3.1(KcsA/EPR), de la Figure 44, peut également s’appliquer au modèle

Kca3.l(KvI.2).

Dans le chapitre suivant nous allons définir les limites de notre étude et comparer les
taux d’inhibition calculés pour le modèle du canal Kça3.l par rapport aux mesures
obtenues durant les expériences de SCAM.
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VIII. DISCUSSION

Nous avons créé plusieurs modèles atomiques du canal Ka3. 1 dans sa configuration
ouverte. Pour chacun des modèles nous avons généré des mutants cystéine sur lesquels
nous avons inséré les agent MTS. Quand cela a été possible nous avons calculé les profils
d’énergie libre de solvatation d’un ion K et les courbes courant-voltage des modèles du
canal Ka3.l. Nous allons maintenant identifier le modèle du canal Ka3.l ouvert qui peut
le mieux rendre compte des résultats des expériences de SCAM réalisées avec l’agent
MTSET.

A. Hypothèses et limites de la technique du SCAM

L’interprétation de nos résultats dépend des hypothèses que nous faisons sur la
technique du SCAM.

A. L Mesure dit courant unitaire et probabilité d’ouverture dtt cana!

Comme nous l’avons abordé dans la première publication, pour les mutants A283C,
V285C et V286C nous avons mesuré une augmentation du courant global après
l’introduction de l’agent MTSET dans la solution. Toutefois, les mesures du courant
unitaire de ces mutants ont montré qu’il y avait une diminution de la conductance unitaire
avec une augmentation importante de la probabilité d’ouverture. L’augmentation de la
probabilité d’ouverture des canaux compense pour la diminution du courant unitaire de
sorte que le courant moyen se voit augmenté. C’est pourquoi, seule la mesure de
l’amplitude du courant unitaire permet d’évaluer l’effet des agents MTS sur la
conductance du canal. La mesure d’un courant unitaire dorme des résultats plus
significatifs que la mesure d’un courant global car elle est indépendante de la probabilité
d’ ouverture.
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A.2. Liaison silencieuse et tes cystéines endogènes

Certains résidus cystéine peuvent être accessibles et lier les agents MTSET sans
que cela n’affecte le courant unitaire du canal. C’est ce que nous appellons une liaison
silencieuse. Cette absence d’effet sur la conductance unitaire peut être interprétée comme
l’absence de liaison covalente entre l’agent MTS et la cystéine. Mais elle peut également
être interprétée comme une absence d’effet éléctrostatique du pseudo-résidu Cys-SET sur
la conduction ionique. La seule mesure du courant unitaire ne peut pas permettre de
discriminer entre ces deux hypothèses. Dans ce cas nous nous référerons à notre modèle
atomique du canal pour déterminer si on aurait dû avoir un effet sur la conductance. Dans
le cas d’une inhibition partielle calculée sur le modèle nous pourrions penser qu’il n’y a
pas eu de liaison entre la cystéine et l’agent MIS. Par contre en absence d’effet sur le
courant (calculé sur le modèle) nous ne pourrions pas discriminer entre une liaison
silencieuse et une absence de liaison entre la cystéine muté et l’agent MIS. Une
vérification expérimentale serait de muter le résidu concené par un résidu chargé. Une
fois muté, si le canal s’exprime et présente un comportement similaire au canal de type
sauvage c’est que le résidu chargé n’a pas d’effet sur la conductance ce qui nous
pennetrait de conclure qu’il n’y a pas eu de liaison Cys-MTS.

Dans le cas des cytéines endogènes, nous avons inséré un nombre variable de
MTSET sur les cystéines C276 et C277. Le calcul du rapport d’inhibition réalisé avec
tous les modèles du canal Ka3.l ne donne lieu à aucune liaison silencieuse (les données
ne sont pas présentées). Ce qui nous laisse penser que si une des cystéines avait réagi
avec le MTSET, cela aurait affecté la mesure de la conductance unitaire. Nous n’avons
pas mesuré de variation significative du courant unitaire sur le canal de type sauvage
après introduction et lavage du MISET dans le milieu intracellulaire. Nous supposons
qu’il n’y a pas eu de liaison entre l’une des cystéines endogènes et le MTSET.

C
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AS. Hypothèses sur ta structure des mutants cystéine

La technique du SCAM fait l’hypothèse que la mutation cystéine ne modifie pas la
structure du canal. Dans notre cas, un changement de structure pourrait modifier
l’accessibilité d’une des cystéines endogènes du segment 56 et la rendre disponible pour
une liaison avec un agent MTS. La mutation cystéine sur les résidus L280 et L2$1 altère
l’expression et/ou la fonction du canal. Il est également plausible que la mutation puisse
modifier significativement la structure du canal sans que cette altération ne soit
directement observable par la mesure de la conduction unitaire. Dans un tel cas,
l’inhibition mesurée après l’introduction de l’agent MISET, peut refléter une structure
différente de celle que nous étudions. Nous avons également observé que la probabilité
d’ouverture des mutants V275C et V284C, est supérieure à celle du canal de type sauvage
(résultats non présentés). Ce qui peut aussi être dû à une modification de la structure du
canal muté.

Afin d’évaluer la pertinence de cette hypothèse, toutes différences dans les
propriétés d’un canal mutant par rapport au canal de type sauvage (avant l’introduction
d’un des agents MTS) doivent étre prises en considération dans l’interprétation des
résultats.

A.4. Accessibilité des résidus cystéine à l’eau

Le matériel et le protocole utilisés lors des mesures de courant unitaire reportées
dans la première publication, ne nous permettent pas de comparer l’accessibilité des
cystéines mutées. La cinétique menant à l’inhibition d’un canal, dépend de l’accessibilité

du résidu cystéine depuis le milieu intracellulaire. L’accessibilité est alors définie comme
le temps mis par l’agent MTS pour modifier la cystéine cible. Dans notre cas, la notion
d’accessibilité d’un résidu dépend également de l’état d’ionisation de la cystéine. Comme
nous l’avons vu dans le chapitre «Méthodologie ; 1ère Partie », pour qu’il y ait une
liaison covalente entre la cystéine et l’agent MTSET, l’atome de soufre de la cystéine doit
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être dans son état ionisé S. Lorsque la cystéine est dans l’état SF1, elle ne peut pas se lier
à un des agents MTS. L’état d’ionisation de la cystéine dépend de son environnement
proche et de son accessibilité aux molécules d’eau. C’est pourquoi nous réduisons la
notion d’accessibilité à la proximité des molécules d’eau. Si une cystéine réagit avec un
agent MTS c’est qu’elle est accessible à l’eau.

Les résultats du SCAM reflètent donc essentiellement l’accessibilité à l’eau
puisque c’est une condition nécessaire à la réaction entre la cytéine et le MTS.

A. 5. Comparaison avec des résultats existants

Les travaux de V. Jogini et B. Roux (2005) présentent des profils d’énergie libre
calculés dans plusieurs canaux potassiques dont les structures ont été cristallographiées
comme les canaux MthK, Kvl.2, KvAP, KirBacl.l et le Kvl.2 (Jogini, V. et aÏ., 2005). Il
est difficile de faire correspondre un profil d’énergie d’un canal à un autre puisque la
différence dans la séquence primaire affecte le profil d’énergie. De plus le modèle du
canal Shaker dans la configuration ouverte a été modélisé à partir de la structure du canal
KvAP. Néanmoins nous pouvons observer que le profil d’énergie libre calculé pour les
modèles utilisant la structure du canal MthK présentent également un profil sans barrière
d’énergie lorsqu’un ion potassium est transférè du solvant vers la cavité intracellulaire du
canal.

B. Limite théorique de la modélisation du SCAM

Comme nous l’avons indiqué dans le paragraphe précédent, nous travaillons sur un
modèle rigide du canal, cela entraîne également des limites dans l’étude de la
conductance.

B.1. Hypothèse sur la structure du modèle atomique

La première hypothèse est directement liée aux limites de la méthode de calcul de
l’énergie libre de solvatation. Lors du calcul du profil d’énergie libre le long de l’axe du
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pore, seuls les atomes d’hydrogène et du pseudo-residu Cys-SET subissent 200 pas
d’optimisation par minimisation de l’énergie. La diffusion est calculée sur une structure
<(rigide ». La dynamique moléculaire n’a été utilisée que pour créer un modèle atomique
du canal et pour définir les pseudo-résidus Cys-SET, Cys-SEA et Cys-SACE. Lors de la
résolution de l’équation de Poisson-Boltzmann, les atomes de la structure du canal ne sont
utilisés que pour déterminer la distribution des charges autour du pore du canal.

La conséquence directe de cette limite est que nous travaillons à l’échelle de temps de
la conduction ionique (de l’ordre de 5 ns). Durant cette période de temps, nous supposons
que les atomes du canal fluctuent peu et la structure secondaire du canal demeure stable.
Dans ce cas, nous ne pouvons donc comparer les prédictions du modèle qu’à des mesures
de conductance unitaire. La probabilité d’ouverture du canal fait intervenir un
changement de la structure secondaire qui correspond à une plus grande échelle de temps
qui nous est inaccessible puisque nous travaillons sur une structure rigide.

B.2. Limite de la représentation d’un milieu contintt

Même si le modèle continu de Bom donne des résultats en accord avec la théorie
pour un faible nombre de molécules d’eau, l’ion dont nous calculons l’énergie libre de
solvatation ne doit pas être à moins de 3 À des atomes du canal. En deçà de cette limite la
constante diélectrique attribuée au solvant perd son sens. Pour ces faibles distances, le
calcul de l’énergie libre devient également très sensible aux faibles fluctuations
atomiques. De plus, dans des espaces restreints comme le filtre de sélectivité des canaux
potassiques, l’absence de molécules d’eau ainsi que la flexibilité de la structure ne
permettent pas d’utiliser un modèle continu. Ainsi, plus les atomes des pseudo-résidus
sont proches de l’ion K’ et plus la valeur de la contribution électrostatique à l’énergie
libre de solvatation pour transférer un ion K’ du milieu intracellulaire au centre de la
cavité, est sensible à la configuration du pseudo-résidu. Une faible variation dans la
configuration des atomes du pseudo-résidu peut alors avoir une grande répercussion sur
les valeurs calculées de l’énergie libre de solvatation de l’ion.
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C’est pourquoi nous nous tiendrons à une limite de 3 Â entre la surface de la protéine
et le rayon de l’ion K.

B.3. Limite dit mécanisn,e cinétique

Comme nous l’avons vu pour les modèles KCa3.1(KCSA/EPR) et Ka3.1(KV1.2), le
modèle cinétique de conduction d’un ion K à travers le canal (présenté à la f igure 25 du
chapitre «Méthodologie 20 Partie ») doit être redéfini. En toute rigueur, plusieurs sites de
liaison devraient être pris en considération et de nouveaux taux de transition doivent être
redéfinis en fonction des chemins du nouveau mécanisme cinétique.

Néanmoins, nous pouvons extraire des informations de la structure atomique ainsi
que des profils d’énergie. La position de la tête chargée (ou non) de l’agent MTS par
rapport à l’axe de diffusion nous permet d’évaluer si nous sommes en présence d’une
bstruction du pore du canal. Il est alors possible de rejeter un des modèles du canal Ka3. I
sur la base de ces obstruction. Nous pouvons également comparer les profils d’énergie
libre des mutants cystéine sur lesquels des agents MTSET ont été insérés. Cela donne une
idée du rapport des conductances des mutants cystéine les uns par rapport aux autres.

C. Choix du meilleur modèle de canal Ka3.1
La Figure 46 reprend les résultas du SCAM obtenus par la méthode numérique

appliquée aux modèles Ka3.1(MthK), Kca3.1(Kc5AJEPR), Kca3.l(Kvl.2) et ceux
mesurés lors des expériences de SCAM.
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Figure 46. Comparaison des résultats expérimentaux avec les valeurs calculées
Pourcentage d’inhibition prédit après l’introduction du pseudo-résidu Cys-SET sur 4 monomères des
modèles du canal Kca3.1 (KcsA/EPR). Kca3. 1 (Kv 1.2) et Kca3.1 (MthK) comparé aux résultats
expérimentaux. Les mutants L280C et L28 1C ne donnent aucune expression fonctionnelle (*). Les
cysléines endogènes C276 et C277 correspondent au canal de type sauvage.

Il est difficile de discriminer les modèles du canal Kca3.1 sur la base des résultats

des expériences de SCAM dans la région V275 à V282. Sur cette partie du segment S6,
tous les modèles donnent des prédictions similaires, aussi bien pour la disposition des
résidus par rapport à l’axe de difftision que pour le calcul du taux d’inhibition après

insertion du MTSET. Tous les modèles du canal ouvert Kca3. 1 conduisent à une
inhibition totale due à une inhibition stérique pour le mutant V275C. Seul le mutant
A279C du modèle Kca3. 1(MthK) ne conduit pas à une inhibition totale avec une
inhibition partielle de 70 % du courant ionique. Cette inhibition est due au potentiel
électrostatique généré par la charge positive du pseudo-résidu Cys-SET, alors que
l’inhibition totale obtenue pour le mutant A279C dans les modèles Kca3.l(KcsA/EPR) et
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KCa3.1tKV1.2) est due à la présence du radical du pseudo-résidu Cys-SET dans l’axe du
pore. Les mutants T278C et V2$2C conduisent à une inhibition totale qui n’est pas de la
même nature pour le modèle Ka3.ltMthK) que pour les modèles KCa3.1tKCSA/EPR) et

KCa3.1tKVÏ.2). Les mutants V2$2C-SET des modèles Ka3.1(KCSAJEPR) et
Kça3.l(Kvl.2) ainsi que le mutant T278C-SET du modèle Ka3.l(MthK) conduisent à
une inhibition stérique de la conduction ionique. Sur tous les modèles des canaux Ka3.l
les cystéines endogènes C276 et C277 sont orientées vers le segment S5, ce qui les rend

peu accessibles aux agents MTS. Ce résultat est en accord avec l’absence d’effet des
agents MTS sur le canal de type sauvage. Les mutants L280C et L281C ne donnent pas
de résultats expérimentaux clairs puisque qu’il ne nous a pas été possible de mesurer un
courant. Les résultats expérimentaux ne permettent donc pas de rejeter un modèle plutôt
qu’un autre. Cette cohérence des résultats pour les différents modèles du canal Ka3.l,
coïncide avec la similarité de structure du segment S6 que possèdent tous les modèles du
résidu V275 jusqu’au résidu V282. Cette région correspond à la cavité centrale du canal.

Au delà de ces résidus, les données expérimentales du SCAM présentent des
inhibitions partielles du résidu A283 au résidu A286. Seul le modèle Ka3.l(MthK)
conduit à des inhibitions partielles sur la même partie du segment S6. Les modèles
Kc3.1(Kvl.2) et Kca3.1(KC5A/EPR) conduisent à une inhibition totale pour les résidus

A2$3 et A286 due à l’obstruction du pore par le radical du pseudo-résidu Cys-SET. Les
profils d’énergie libre calculés pour le mutant V2$5C-SET inséré dans les modèles

Kca3.l(Kvl.2) et Kca3.l(KcsA/EPR) présentent de fortes barrières d’énergie suggérant

une inhibition du canal. Même si le résidu V2$4C peut conduire à une inhibition partielle

du courant pour les modèles Kca3.l(Kvl.2) et Kca3.l(KcsA/EPR), sur cette partie du
segment S6 seul le modèle Ka3.l(MthK) se rapproche au mieux des résultats

expérimentaux avec des inhibitions partielles pour les résidus A283 - A286. Les modèles
du canal Ka3.l, qu’il soit basé sur la structure du modèle du canal ouvert KcsA ou sur la
structure du canal KvÏ.2 ne permettent pas d’expliquer les inhibitions partielles obtenues
lors des expériences de SCAM pour les canaux mutants A2$3, V285 et A286.
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L’étroitesse de l’ouverture de leur pore (figure 32 et Figure 31) par rapport à celui du

modèle basé sur le canal MthK ne leur permet pas de placer une charge positive sans

inhiber complètement la conduction ionique. Les carbones C des résidus A282 — A286

sont à une distance comprise entre 10,5 À et 15 À de l’axe de diffusion des ions. Dans les

modèles Ka3.1(KV1.2) et Kca3.1(KcsA/EPR), les carbones Cade ces mêmes résidus sont

à une distance comprise entre 7 À et 11,5 À de l’axe de diffusion du canal. La grande

ouverture du pore du modèle Ka3.1(MthK) crée une large cavité qui éloigne de l’axe de

diffusion les charges placées sur les résidus du segment S6. La présence d’eau

(représentée par une constante diélectrique de $0) dans la cavité contribue également à

réduire l’effet des charges.

D. 5Comparaison des résultats expérimentaux versus les

résultats provenant des calculs numériques réalisés sur le

modèle Ka3.1(MthK)

Dans ce paragraphe, nous allons analyser la structure de notre modèle Ka3.1(MthK)

par rapport au résultats du SCAM provenant des mesures expérimentales du courant.

D.1. Résultats expérimentaux compatibles avec te modèle Ka3.1(MthK)

Les résultats théoriques présentés à la Figure 46 pour le modèle Ka3.1(MthK),

suivent la même tendance que ceux obtenus lors des expériences de SCAM. Nous

obtenons en effet des inhibitions totales pour les canaux mutants V275C et T27$C. Une

inhibition de 92% avec le mutant V282C et des inhibitions partielles pour les mutants

A2$3C, V284C, V285C et A286C sont en accord avec les résultats expérimentaux. La

meilleure prédiction est donnée pour le mutant V284C avec moins de 5 % de différence

entre l’inhibition calculée théoriquement et celle qui a été mesurée expérimentalement. La

plus grande déviation entre les résultats expérimentaux et la production du modèle est

donnée pour le canal mutant A2$3C avec une différence d’inhibition proche de 30 %.
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Le canal Kça3.l de type sauvage possède 4 cystéines endogènes sur le segment S6.

Lorsque le canal est mis en contact avec le MTSET, nous ne mesurons aucune inhibition

irréversible. Sur notre modèle Ka3. 1 (MthK) les cystéines endogènes C276 et C277 ne

sont pas orientées vers le pore mais vers le segment S5 du canal. Elles sont également

proches du centre de la membrane (pour le résidu 277C, Zc = - 3 À). Nous pouvons

raisonnablement supposer que l’agent MTSET ne peut pas facilement les atteindre ou que

les résidus C276 et C277 ne sont pas assez exposés à l’eau pour permettre la modification

du groupement SH. Cette orientation est compatible avec les résultats expérimentaux qui

ne donnent aucune inhibition irréversible pour le canal de type sauvage lorsqu’il est mis

en contact avec le MTSET.

D.2. Résultats expérimentatix incompatibles avec te modèle Ka3. 1(MthK)

Le plus grand désaccord entre les résultats expérimentaux et les prédictions de

notre modèle numérique s’observe pour le mutant A279C. Expérimentalement nous ne

mesurons pas d’inhibition. Cela est en contradiction avec les résultats provenant des

simulations numériques qui donnent une inhibition de plus de 70% du courant ionique. Ce

résultat théorique s’explique par la proximité du résidu A279 par rapport à l’axe de

diffusion ionique. Sur le modèle Kça3.l(MthK), l’atome CŒ est situé à $ À de l’axe de

diffusion faisant de ce résidu le plus proche de l’axe Z. Ce résidu semble donc bénéficier

d’une grande accessibilité puisqu’il tapisse la paroi du pore. Le fait que le modèle prédise

une inhibition partielle, plutôt qu’une inhibition totale du courant, provient de

l’orientation du radical du pseudo-résidu A279C-SET qui tapisse la paroi du canal sans

pointer en direction de l’axe de conduction. Cette conformation éloigne l’atome d’azote

du pseudo-résidu Cys-SET à 11 À de l’axe du pore. Cette différence entre le SCAM

expérimental et l’inhibition calculée est d’autant plus étonnante que les résidus qui

précèdent le résidu A279 (du résidu V275 au résidu T278) et les résidus suivants (L282 à

R2$7) donnent des résultats théoriques très cohérents avec les résultats expérimentaux.

Pour rendre la structure du modèle Ka3.1(MthK) compatible avec l’absence d’effet de
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l’agent MTSET sur le canal mutant A279C, il faudrait modifier l’orientation de ce résidu
tout en obtenant les mêmes rapports d’inhibition pour les canaux mutants 127$C et
V2$2C. L’absence d’information sur l’effet de l’agent MTSET sur les canaux mutants
L2$OC et L281C permet d’élargir la zone structurale à retravailler. Il est également
possible qu’une mutation cystéine sur le résidu A279 modifie significativement la
structure du canal. Cela est d’autant plus possible que les mutations cystéine des résidus

suivants L280C et L281C, altèrent l’expression et/ou la fonction du canal. Cette partie de
la protéine serait particulièrement sensible à une mutation cystéine.

Une expérience possible pour vérifier s’il y a bien une liaison entre le mutant
A279C et les agents MTSEA et MISET serrait de créer un mutant qui substiturait
l’alanine par un résidu chargé. Un mutant A279R ou A279K qui présenterait un courant

similaire à celui du canal de type sauvage nous indiquerait que la charge positive sur le

résidu A279 n’akére pas la conduction ionique. Une altération du courant du canal mutant

A279R par rapport à celui du canal de type sauvage suggèrerait par contre que la charge

positive du résidu muté perturbe le cotirant. En absence de mesure électrophysiologique

du canal muté, il ne nous est pas possible de faire la distinction entre une absence

d’expression du canal à la surface de la membrane et un canal présent à la surface de la

membrane, mais non fonctionnel. Cette dernière hypothèse semble d’autant plus probable

que le résidu A279 est localisé très proche de l’axe de diffusion des ions K suggérant un

effet d’inhibition important sur la conductance du canal.

La figure 46 présente également le résultat pour le mutant R287C. Ce résultat
expérimental n’est pas présenté dans notre première publication mais a été obtenu selon le

même protocole et dans des conditions identiques à celles utilisées pour les autres

mutants. Le mutant R287C présente une augmentation d’environ 20 % par rapport au

canal de type sauvage. L’ajout du MTSET dans la solution rétablit la conduction du canal
mutant à la valeur obtenue pour le canal de type sauvage (40 pS). La mutation R2$7C
substitue un acide aminé chargé positivement par un résidu polaire mais neutre.

L’insertion du MTSET sur le canal mutant R2$7C, rétablit la charge positive du résidu
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muté. Le résidu chargé R287 serait suffisament proche de l’axe de conduction pour
moduler l’intensité du courant ionique unitaire. Ceci confirme également l’équivalence
entre le résidu arginine et le pseudo-résidu Cys-SET. Le calcul de l’effet sur la
conduction du MTSET placé sur le résidu R287C du canal Ka3.l(MthK) ne reproduit
toutefois pas ces résultats expérimentaux. Le résidu est accessible mais l’insertion du
MTSET sur le résidu R287C n’a pas affecté le courant ionique unitaire. Même si nous
obtenons de faibles variations entre les profils d’énergie avant et après l’ajout du MTSET,
les différences d’énergie ne sont pas significatives (inférieures à 0,3 kcal/mol).

Les résidus V284, V2$5 et R287 sont situés à plus de 19 À de l’axe de diffusion
des ions K (Figure 36). Par contre les mutants V284C et V285C présentent une
inhibition partielle du courant sur le SCAM modélisé lorsque l’on insère les pseudo
résidus Cys-SET sur les 4 cystéines. Ce n’est pas le cas du mutant R287C. Une des
raisons possibles est qu’à la différence des résidus V284 et V285 qui sont localisés
(Figure 35) dans la membrane (avec une constante diélectrique de 2), le résidu R287 est
situé dans la zone diélectrique du solvant (avec une constate diélectrique de 80), ce qui a
pour effet d’atténuer rapidement le potentiel électrique de la charge avec la distance. Il
serait possible de corriger la structure du modèle Ka3.l(MthK) pour la mettre en
cohérance avec les résultats expérimentaux. Pour cela, le segment S6 (du résidu G274 au
résidu L289) pourrait subir une rotation centrée sur le résidu G274 pour rapprocher le
résidu R287 de la membrane afin qu’il puisse moduler le courant ionique.

D.3. Relation entre ta structure et ta condutance du canal

L’amplitude de l’inhibition du courant ionique est dominée par la distance
calculée entre la charge du MTS inséré et l’axe de diffusion des ions. Plus la tête chargée
du pseudo-résidu Cys-SET est proche du pore et plus l’effet de charge sera important sur
la conduction ionique. Néanmoins, la distance entre la tête chargée du pseudo-résidu et
l’ion n’est pas le seul paramètre contrôlant l’effet électrostatique ressenti par l’ion K. Les
résidus V285C-SET et A283C-SET conduisent respectivement à une inhibition partielle
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du courant ionique de 56 % et 65 %. La différence d’inhibition entre ces deux mutants est
de 9 % alors que la tête chargée du pseudo-résidu V285C-SET est localisé à 19,2 À de
l’axe du pore et à 10,6 À pour le pseudo-résidu A283C-SET. Inversement le mutant
R2$7C-SET est localisé à approximativement la même distance par rapport à l’axe du
pore que le pseudo-résidu V285C-SET, 19,2 À (à Z = -14 À) à comparer avec 20,2 À (à

Z= -10 À ). Cette fois, pour une différence de distance de 1 À nous obtenons une
différence d’inhibition de 38 %.

Ces résultats confirment que la forme de la protéine, le milieu diélectrique

représentant le solvant et les lipides, modulent également le champ électrostatique

ressenti par l’ion K. C’est ce qui justifie la méthode théorique utilisée.
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IX. CoNcLusIoN

Nous avons défini des pseudo-résidus représentant les agents MTSET, MTSEA et
MTSACE une fois qu’ils ont réagi avec une cystéine. Nous avons calculé leur contribution

électrostatique à l’énergie libre de solvatation. Les pseudo-résidus Cys-SET ont pu être
insérés dans trois modèles atomiques différents du canal potassium dépendant du calcium

intracellulaire Ka3.l dans sa configuration ouverte. La résolution de l’équation de Poisson

Boltzmann conjuguée à un modèle cinétique de la conduction des ions dans les canaux

potassiques a été utilisée pour évaluer l’effet électrostatique d’un agent MTS lié à une
cystéine sur le courant ionique. Cette méthode a été appliquée pour trois modèles du canal

Ka3.l dans sa configuration ouverte et les résultats numériques ont été comparés aux
résultats expérimentaux de SCAM.

Nous avons répondu à la question est-ce que les structures cristallographiques des
canaux potassiques actuels peuvent expliquer les résultats expérimentaux de SCAM
obtenus pour Ka3. 1 ?

Les modèles du canal Ka3.l, qu’ils soient basés sur la structure du modèle du canal
ouvert KcsA ou sur la structure du canal Kvl.2 ne permettent pas d’expliquer les

inhibitions partielles obtenues lors des expériences de SCAM. Seul le modèle du canal

Ka3. 1 modélisé avec la structure de référence du canal MthK correspond aux résultats des
expériences de SCAM réalisées sur le segment $6 du canal potassique Ka3. 1.

De manière plus générale cette méthode permet de comparer la conductance unitaire
mesurée par des expériences de SCAM avec des résultats calculés à partir d’un modèle
atomique du canal ionique.
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ANNEXE II : DIFFUSION

Avant de pouvoir s’intéresser aux mouvements des ions à travers les canaux. Nous

allons commencer par le cas simple de la diffusion en solution aqueuse (comme l’eau).
C’est ce que l’on désigne par la diffusion simple.

A. Diffusion simple

Fick45 en 1855, a décrit le mouvement d’un substrat S, à une dimension, en

suspension dans un liquide (en absence de tout champ électrique) par analogie avec la
théorie de Fourier sur la conduction de la chaleur. Sans expliquer pourquoi le substrat
avait ce comportement, il a décrit son mouvement dans la relation maintenant appelée
équation de la «diffusion simple» ou «première loi de fick ». L’équation donne le sens

et l’amplitude du mouvement d’un substrat S dans un liquide, en fonction de sa
concentration et en absence de champ électrique.

Éouation de la diffusion Simple ou lere loi de Fick

Js le flux; nombre d’ions passant à travers une surface par
uc seconde.

—D (49) D est la constante de diffusion.
X C est la concentration du substrat S.

Le signe (-) découle du fait qu’un flux net positif a lieu dans le
sens des concentrations décroissantes, dC négatif pour dx
positif.

Le flux J est proportionnel au gradient de concentration, il n’y a donc pas de saturation,

plus la variation de la concentration augmente et pitis le flux net est grand. La constante

de diffusion, D, doit être mesurée expérimentalement. C’est Einstein46 qui justifiera en

1905, l’équation de fick en décrivant le mouvement des particules comme une marche au
hasard. En partant du comportement individuel et aléatoire de la direction du mouvement

de la particule, Einstein déduisit un comportement collectif (i.e. à l’échelle

Adoif Eugen Fick (1829-1901), physiologiste allemand
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macroscopique) qui répond à la première loi de Fick. En résolvant l’équation de f ick,
Einstein déduira le carré moyen de la distance parcourue par une particule pendant un
temps t:

(d2)=2Dt (50)

Lorsque que l’on suppose le saut aléatoire d’une distance bien inférieur au carré moyen,

et en absence de champ électrique, on en déduit la deuxième loi de fick

DOCS (51)
at

Aux échelles de temps auxquels nous nous interressons, comme la conduction d’ions dans

un canal, la concentration du substrat est supposée être indépendante du temps à l’état
stationnaire. Les variations de la concentration sont donc nulles. C’est l’hypothèse du

régime stationnaire. De l’équation précédente et de l’équation (49), nous en déduisons la

relation suivante.

—--=0 (52)
&X ct

C’est l’hypothèse du régime stationnaire, cela implique qu’il n’y a pas de variation du
flux le long de l’axe de diffusion d’un substrat. Dans la suite de notre exposé et dans toute
cette thèse, nous resterons dans lès conditions du régime stationnaire.

B. Électrodiffusion

Dans la diffusion simple, nous n’avons pas pris en compte ni la charge du substrat,
ni la présence d’un champ électrique. Kohlrausch17 a étudié (1870) la migration des ions

en solution aqueuse entre deux électrodes planes soumises à un champ électrique. Il en
déduisit une relation empirique de flux ionique. Le flux est proportionnel au champ
électrique (UV/dx), à la concentration C et à la constante de mobilité électrique, u

46 Albert Einstein (1879-1955), physicien allemand, puis suisse et finalement américain.
Friedrich Wilhelm Georg Kohlrausch (Rinteln, 1840— 1910, Marbiir), physicien allemand
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Js le flux net de la substance
— _ c dV u est la mobilité électrique de la substance S

S — dx “ C est la concentration de la substance S
Vest le potentiel.

La mobilité électrique, u, est un facteur permettant de rendre compte de la facilité de
migration qu’a une espèce ionique par rapport à une autre. Nernst48 reconnut en 1888, le
rapport qui lie la mobilité électrique et la constante de diffusion, maintenant appelée la
relation de Nemst-Einstein

D est la constante de diffusion de S.
D = (54 z est la valence.

zq ‘S f est la constante de Faraday.
RT est l’énergie thermique

Nernst et Planck49 ont, en utilisant la relation liant les constantes D et u, combiné
l’équation de Kohlaursch et la première loi de Fick pour donner l’équation
d’électrodiffusion de Nemst-Planck, valable pour une substance chargée, S, en solution:

Js est le flux net.
7 D est la constante de diffusion de S.

J = —D z5qC ditr (55 C est la concentration de la substance S.
L dx kBT J dx ‘S q et zs la charge et le nombre de valence.

ti est le potentiel en x.
k8T l’énergie thermique

Les conditions sur la concentration C et le potentiel i préciseront le domaine
d’application de l’équation de Nemst-Planck. Dans ce chapitre, nous avons étudié le cas
de diffusion d’un substrat dans un solvant puis celui d’un substrat chargé.

C. Hypothèse de la conduction dans un canal

D’autres contraintes s’appliquent dans le cas de la diffusion d’un ion à travers un
canal.

Hemiann Walther Nemst (Briessen, 1864— 1941, Bad Muskau), chimiste allemand
Max Planck (Kiel, 1858— 1947, Gôttingen), physicien allemand
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(‘.1. État stationnaire et l’hypothèse du potentiel moyen

Expérimentalement la résolution de nos instruments de mesure du courant est de
l’ordre de la microseconde ce qu’il faut mettre en relation avec le temps de diffusion d’un

ion à travers la membrane, d’environ 100 ns, des mouvements microscopiques des atomes

de l’ordre de 0,1 ps, et avec l’échelle de temps de la solvatation qui est de l’ordre de 0,01

P5 (Stratt 1995). Le flux et le courant sont donc des variables macroscopiques dont
l’échelle de temps est la microseconde. Au vu de la rapidité de déplacement des charges

et dipôles dans le canal, la mesure de la densité de charge et du potentiel, durant une telle
période de temps, fournit des valeurs moyennes de ces quantités. C’est l’approximation

du potentiel moyen. Au vu de l’échelle de temps de la mesure expérimentale du courant

ionique, l’hypothèse semble très raisonnable.

C.2. Dimension de la diffusion

Dans les portions étroites du pore, les molécules d’eau doivent adopter une
configuration linéaire due au confinement dans le pore. Les ions et les molécules d’eau ne

peuvent se dépasser, ils se suivent à la file indienne (single file). Cette hypothèse nous

permet de justifier la construction de modèles «réalistes» réduit à une dimension. Le

transport s’effectue suivant un axe, x, pris perpendiculaire au plan de la membrane. Dans

les portions étroites d’un pore le déplacement d’un ion devient dépendant des molécules

d’eau et de la présence d’autres ions (ainsi que de l’influence de leur charge) présents

dans la même portion. Cela pose le problème d’indépendance des ions dans le pore.
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ANNEXE III : RÉSOLUTION DE L’ÉQUATION DE POISSON

BOLTZMANN

Ici nous décrivons brièvement la technique de résolution numérique de l’équation de

Poisson-Boltzmaim par la méthode des différences finies. Cette méthode permet de calculer

le potentiel électrique en tout point de l’espace autour ou à l’intérieur d’une protéine et cela

en tenant compte de la présence d’un solvant contenue dans la constante diélectrique et la

constante de Debye-Htickel. L’équation de Poisson-Boltzmann s’écrit comme

p(r) la densité de charge en fonction
de la position r

(r) la valeur de la constante
V.[E(r)VtI(r)_ic(r)(r)]=_43rp(r) (56) diélectrique en fonction de r

K(r) est la constante de Debye-Htickel
en fonction de r

P(r) le potenitel électrique en r

Pour résoudre numériquement cette équation, le système d’atomes étudié est subtitué par

une grille tridimentionelle qui tient compte de la forme de la protéine en répartissant la

charge partielle de tous les atomes aux 8 plus proches points de la grille. Toutes les autres

quantités physiques vont être réparties dans la grille. La figure 19 présente un exemple

d’une des boîtes contenues dans la grille. Elle est centrée au point O et chaque point est

séparé par une distance h. La constante diélectrique est assignée entre deux points de la

grille. Plusieurs méthodes sont possibles pour attribuer la constante diélectrique d’une

protéine. La méthode la plus couramment utilisée est de fixer la constante diélectrique entre

1 et 5 à l’intérieur de la protéine et égale à 80 à l’extérieur. Il est également possible

d’augmenter la constante diélectrique pour les résidus tapissant la surface de la protéine

(10-30). Le rayon de van der Waals ou, lorsqu’elle est calculée, la surface moléculaire

définit la frontière entre l’intérieur et l’expérieur de la protéine. Il en va de même pour la

constante de Debye-Htickel qui représente l’influence qu’ont les ions, présents dans le
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solvant, sur le champ électrique. La relation suivante permet d’évaluer la valeur de la
constante de Debye-HUckel.

________

NA le nombre d’Avogadro
e la charge d’un électron

(57) 1 force ionique de la solution
k3 la constante de Boltzmaim
T température en kelvin

Dans cette boîte centrée au pour O de la Figure 47 l’équation de Poisson-Boltzmann s’écrit.

qKcp

Figure 47. Une boîte contenue dans la grille
Pour la démonstration nous avons représenté une des boîtes contenues dans la grille. La boîte est centrée au
point O et chacun de ses côtés a une longueur h.

Le premier membre de l’équation est donné par la loi de Gauss et est égal à la somme des

charges contenues dans le cube, c’est-à-dire qo.

—2 /8e2N I
KI

‘ l000k8T

_4ffp(r) 11f (r))- fff2(r)(r)dr = 0 (58)

.

q K(
(-..

qK(p

h

G
—4r fflp(r)dr 4ffq0 (59)
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Le deuxième terme de l’équation (58) peut être développé avec le théorème de Gauss.

fflv (s(r)v (r))dr = s(r)V(r) dr

—Oo)1i (60)

‘Po est le potentiel au point O et ‘P, le potentiel défini au point j de la grille. Le dernier terme
de l’équation (58) peut être développé comme suit

jÇf-(r)ç5(r)dr h0 (61)

KO est la constante de Debye-Htickel défini au point O par l’équation (57). On peut alors
réécrire l’équation de Poisson-Boltzmann.

=0 (62)

À partir de cette équation, nous en déduisons la relation nous donnant le potentiel au centre
du cube (0,0,0)

t,ç4 + 4rq0
00— (63)

+ Kh

On calcul les valeurs de champs potentiels avec une valeur initiale de li’ pour chaque centre
des cubes constituant la grille. On réitère le processus jusqu’à ce que la différence entre
deux valeurs du potentiel ‘P soit inférieur ou égale à 0,000 1.

La technique du Mttttidridding

La technique du Mziltidridding permet de faire converger plus rapidement le calcul
du potentiel électrostatique 0. La protéine est initialement contenue dans une grille
possédent un nombre réduit de boite (par exemple une grille 3x3x3 soit 9 boîtes). Les
charges sont réparties au centre de chaque boite et le potentiel ‘Pj y est calculé. L’opération
est répèté sur une grille plus dense jusqu’à ce que arrive à la dimension voulu de la grille. À
chaque étape les potentiels 0 sont reportés par interpolation linéaire sur la nouvelle grille.
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Condition aux bornes

Les boîtes de la grille présentant une face vers l’extérieur, conservent la valeur
initiale du potentiel durant tous le processus. Leur valeur initiale est soit fixé à O ou calculé

à l’aide de l’expression de Debye-Htickel.

o
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ANNEXE IV : LOGICIELS ET MATÉRIELS UTILISÉS

Liste des logiciels et des serveurs utilisés pour les travaux de cette thèse et leur
présentation.

Alignement et création de modèle

Modeller http://salilab.org/modeller/modeller.html (logiciel gratuit*)

SAM-T02 http ://www.cse.ucsc.edu/researchlcompbio/HMM-apps/T02-guery.html
Phyre http://www.sbg.bio.ic.ac.ukk3dpssml (servetir web à accès libre)

scwrl3 http://dunbrack..edu/SCRL.php (logiciel gratuit*)

Analyse de données et présentation des graphiques

Origin v7.5 http://www.originlab.com/ (logiciel payant)

Antheprot http ://antheprot-pbil.ibcpfr/ (logiciel gratuit)

Travail graphique

Macromedia FreeHand MX http://www.macromedia.com/ (logiciel payant)

Jasc Paint Shop Pro 8 http://wwwcorel.cornI (logiciel payant)

Validation d’un modèle de structure de protéine

Prosa 2003 http://www.proceryon.comlsolutions/prosa.html (logiciel gratuit*)

PROQ http://www.sbc.su.se/bjorn1ProQ/ (serveur web à accès libre)

Procheck http://www.biochern.ucl.ac.uIdroman/procheck/procheck.htrnl* (logiciel gratuit)

*

gratuit pour usage non commercial
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Visualisation des protéines (fichier PDB)
VMD http www.uiuc.edu/Research/vmd/ (logiciel libre et gratuit)
SPDBV http://www.expasy.org/spdbv/ (logiciel gratuit)
YASARA http://www.vasara.org/ (logiciel gratuit*)

Programmes de simulation moléculaire et d’analyse des protéines
CHARTVIM http://www.charmm.org/ (logiciel payant)

GAUSSIAN 03 http://www.gaussian.com! (logiciel payant)

HYPERCHEM 7.5 http://www.hyper.com! (logiciel payant)

Matériel utilisé durant la thèse
Laboratoire Rémy Sauvé (Université de Montréal)

Ordinateur de type PC contenant un biprocesseur intel Pentium 3 cadencé à $00 MHz
avec 512 Mo de mémoire vive. Le système d’explotation utilisé est celui de
Linux RedHat.

Ordinateur SGI contenant un microprocesseur R16000A cadencé à $00 MHz avec 1
Go de mémoire vive. Le système d’explotation est UNIX (IRIX 6.5).

Laboratoire Benoît Roux (WeilÏ Medical College ofCorneÏl University)
Disponibilité de plusieurs réseaux constitués au maxium de plus de 100

microprocesseurs intel cadensés à 1 GHz. Le système d’explotation utilisé est
celui de Linux RedHat.

Université de Montréal
La plupart des simulations ont été réalisées à l’université dans l’Environnement

Scientifique Intégré géré par la Direction Générale des technologies de
l’information et de la communication. Je remercie le Dr. Bernard Lorazo,
administrateur du réseau ESIRCH pour sa disponibilité et son aide lorsqu’il y
avait des problèmes techniques.

*

gratuit pour usage non commercial
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Disponibilité d’un réseau constitué au maximum de 20 microprocesseurs SGI
R12000 cadencé 4000 MHz avec 4 Go par processeur. Le système
d’explotation utilisé est celui d’UNIX (IRIX 6.5).

Un seul profil d’énergie libre tel que présenté à la Figure 39 nécessite 13 heures de
calcul à un seul microprocesseur du réseau ESIRCH. Pour un seul modèle de
canal, le calcul des profils d’énergie de ses 13 mutants (de la VAL275 au
résidu ARG2$7) dans lequel nous insérons un nombre variable de pseudo
résidus Cys-SET représente plus de 858 heures de calcul CPU. Le nombre
d’heures de calcul de cette thèse a dépassé les $000 heures de calcul CPU.

C
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ANNEXE V : RÉSULTATS BRuTS

D. Rayons de Rom après optimisation

Ces valeurs sont considérées comme les valeurs finales des rayons de Boni des

atomes formant les complexes Cys-SET, Cys-SEA et Cys-SACE.

AAGeiec Cys-SET Cys-SEA Cys-SACE

WHAM (kcal/mol) -6 1.5 -75.31 -17.97.

Continuum Model -61.59 -75.25 -18.28(kcallmol)
Différence 0.09 0.06 0.31(kcaL’mol)

% 0.1 0.1 2.0

Born Radius Born Radius Born RadiusAtom (Â) (À) (Â)
SG,S5 2.00

Cl 2.06

C2 2.34 2.11

C3 - 2.20
2.29

C4,C5 - -

01 - - 1.54

OS1, 0S2, 0S3 - -

S - -

N2 2.82 2.18 2.32

Tableau III. Rayon de Born des pseudo-résidus Cys-SET, Cys-SEA et Cys-SACE
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E. Fichiers de paramètres

For the *TQP file

Patch for changing any residue on a cysteine residue
I Patch permettant de muter un a.a. en résidu cystéine

PRES CYSP 0.00 ! Based on Cysteine residue (RESI CYS)
GROUP ! M. Simoes, B. Roux, R. Sauvé (2005)
ATOM N NH1 -0.47 !
ATOM HN H 0.31 ! lIN-N
ATOM CA CT1 0.07 ! HB1
ATOMHA HB 0.09 I
GROUP ! -CA--CB--SG
ATOM CB CT2 -0.11! I \
ATOM HB1 HA 0.09 ! ( HB2 HG1
ATOM HB2 HA 0.09 1
ATOM 5G S -0.23
ATOM HG1 HS 0.16
BOND CB CA 5G CB CB HB1
BOND CB HB2 SG MGi
DONOR HG1 5G
10 N C *CA CB 1.4533 105.8900 121.7900 111.9800 1.5584
IC N CA CB 5G 1.4533 111.5600 180.0000 113.8700 1.8359
10 SG CA *CB HB1 1.8359 113.8700 119.9100 107.2400 1.1134
10 SG CA *CB HB2 1.8359 113.8700 -125.3200 109.8200 1.1124
10 CA CB 5G MGi 1.5584 113.8700 176.9600 97.1500 1.3341

This patch transforms a cysteine residue to Cys-SET complex
The SET fragments come f rom the MTSET molecule

I Patch the cysteine-MTSET complex on a cysteine residue
PRES SET 1.00 ! MTSET [2-(Trimethylaxmnonium)ethyli
DELETE ATOM ROi I methanethiosulfonate

M. Simoes, B. Roux and R. Sauvé
cale F.E. solvation = -61,5 kcal/nol

1 Based on tetramethylainmonium ethyl analog
(RESI:NC5)

GROUP
ATOM CB CT2 -0.10
ATOM SG 5M -0.08
ATOM HB1 HA 0.09 1
ATOM HB2 HA 0.09
GROUP
ATOM S5 SM -0.08
ATOM Ci CTL2 -0.10 I H52o
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HL 0.09 1
HL 0.09 H51- -C5- -H53

H11

- cl

H12

(+)H21

-C2 - -N2

H22 j

H3 1

- -C3 - -H32

H3 3

HB1

-CB--SG--S5-

HB2

02 01
03 H32
Ci H12
05 H52

ATOll HiT
ATOM H12
GROUP
ATOM N2
ATOM 03
ATOM 02
ATOM 04
ATOll 05
ATOM H31
ATOll H32
ATOM H33
ATOll H21
ATOM H22
ATOll R41
ATOM H42
ATOll H43
ATOM H51
ATOll 1452
ATOM H53
BOND 03
BOND N2
BOND 02
BOND 04
ANGLE GB
ANGLE 95
ANGLE 95
ANGLE Ci
ANGLE Mii
ANGLE 02
ANGLE H21
ANGLE N2
ANGLE N2
ANGLE N2
ANGLE 1431
ANGLE 1441
ANGLE H5i

-0.60
-0.35
-0.10
-0.35
-0.35
0.25
0.25
0.25
0.25
0.25
0.25
0.25
0.25
0.25
0.25
0.25
N2
03
Cl
05
9G
95
Ci
01
R12
02
H2 2
N2
N2
N2
H3 2
H4 2
H52

H41-C4-H43

H4 2

01 95
03 H33
04 1441
05 H53

02
1431
Mii
ME 1
95 Ci
Cl H12
02 N2
02 H22
Ci 02
N2 04
02 N2
05 1452
03 H32
04 H42
03 H33
04 H43
05 H53

NTL
CTL 5
CTL2
CTL S
CTLS
ML
HL
HL
HL
HL
HL
ML
HL
HL
HL
HL
N2
05
H2 2
H4 3
9G 95
Ci 1411
Cl 02
02 1421
Ci 02
N2 05
02 N2
05 1451
03 H31
04 1441
03 H32
04 H42
05 H52

GB 9G 95
9G 95 Ci
95 Ci 02
Ci 02 H2i
Cl 02 H2i
Ci 02 H21
02 N2 03
02 N2 03
02 N2 03
N2 05 H5i
N2 03 1431
N2 04 1441
05 N2 03
05 142 04
03 N2 05

N2 04
02 H21
04 1442
95 9G

Mii
02
H21
N2
N2
N2
H31
H4 1
H5 1
95

Ci 1412
N2 03
02 1422
05 1453
03 H33
04 H43
03 H33
04 H43
05 H53
HB2 CB 9G 95HBi CB 9GD IRE

DINE
DI HE
Di HE
D IRE
DINE
DIHE
DINE
DI HE
D IRE
D IHE
D IHE
DIHE
D IHE
DIRE

CA
09
9G
95
Mil
H12
Cl
1421
H2 2
02
02
02
1451
1451
1431

9G
95
Ri 1
1412
Ci
R2 1
1422
02
02
02
1452
1452
1432

95 Cl Ru
Ci 02 1422
Ci 02 1422
Cl 02 R22
02 N2 05
02 N2 05
02 N2 05
N2 05 R52
N2 03 1432
142 04 H42
05 N2 03
05 N2 04
03 N2 05

9G
95
1411
1412
Cl
142 i
1422
02
02
02
1453
1453
1433

95 Ci 1412
Cl 02 N2
Ci 02 N2
01 02 N2
02 N2 04
02 N2 04
02 N2 04
142 05 1453
N2 03 1433
142 04 H43
05 N2 03
05 N2 04
03 N2 05o
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o

!############################################################
This patch transforms a cysteine residue to Cys-SEA complex
The SEA fragments corne f rom the MTSEA molecule

!############################################################
I Patch the cysteine-MTSEA complex on a cystein residue
PRES SEA +1.00 f MTSEA : (2-minoethy1)methane

thiosulfonate Hydrobromide)
M. Simoes, B. Roux and R. Sauvé

DIHE H31 03 N2 04 1132 03 N2 04
From Crystal Structure 0f

I With Mtset CPDB:1QWZ)

1133 03 N2 04
Sortase B From S. Aureus Complexed

SG S5 1.5314 115.91 57.39 100.35 2.2100
55 01 1.8177 100.35 94.59 109.55 1.4749
Cl 02 2.2100 109.55 57.41 119.58 1.5660
*01 Hil 1.5660 119.58 120.00 111.00 1.0800
*01 H12 1.5660 119.58 -120.00 111.00 1.0800
C2 N2 1.4749 119.58 105.59 105.62 1.5211
*02 1121 1.5211 105.62 120.00 110.10 1.0800
*C2 H22 1.5211 105.62 -120.00 110.10 1.0800
N2 03 1.5660 105.62 -175.26 108.00 1.4494
*N2 04 1.4494 108.00 118.21 113.36 1.5098
*N2 05 1.4494 108.00 -115.48 113.42 1.4977
03 H31 1.5211 108.00 180.00 109.50 1.0800
*03 H32 1.0800 109.50 120.00 109.50 1.0800
*03 H33 1.0800 109.50 -120.00 109.50 1.0800
04 1141 1.5211 113.36 180.00 109.50 1.0800
*C4 I-142 1.0800 109.50 120.00 109.50 1.0800
*04 H43 1.0800 109.50 -120.00 109.50 1.0800
05 H51 1.5211 113.42 180.00 109.50 1.0800
*05 1152 1.0800 109.50 120.00 109.50 1.0800
*051153 1.0800 109.50 -120.00 109.50 1.0800
tetramethylainxnonium ethyl analog (RESI NC5)

10 CA 03
10 03 SG
10 SG S5
10 02 S5
10 02 S5
10 S5 Cl
10N2 01
10N2 Cl
10 Cl 02
10 03 02
10 03 02
10 02 N2
10 1131 N2
10 1131 N2
10 02 N2
10 H41 N2
10 H41 N2
10 02 N2
10 1151 N2
10 1151 N2
1 Based on
ab-initio

!IC 04 N2
lIC Cl 02
lIC Cl 02
lIC 04 N2
lIC 04 N2
!IC 02 N2
!IC 02 N2
lIC 02 N2
lIC 02 N2
lIC 02 N2
!IC 02 N2
f10 02 N2
lIC 02 N2
lIC 02 N2
lIC N2 02
lIC N2 02

HF/S31G* structure
02 Cl
N2 05
N2 03
02 1121
02 1122
05 1151
05 H52
05 1153
03 1131
03 1132
03 H33
04 1141
04 1142
04 1143
Cl H11
Cl 1112

1.4967
1.5217
1.5217
1.4967
1.4967
1.5176
1.5176
1.5176
1.5176
1.5176
1.5176
1.5176
1.5176
1.5176
1.5176
1.5176

107.80
115.98
115. 98
107.80
107.80
111 . 12
111.12
111 .12
111.12
111.12
111.12
107.80
107.80
107.80
115.98
115.98

180.00
-61.05
61.05
57.27
-57.27
-174.50
65.81
-54.79
174.50
-65.81
54.79
180.00
60. 03
-60.03
120.00
-120.00

115. 98
111.12
111.12
105.76
105. 76
108 .75
109.69
109.07
108 .75
109.69
109.07
109.11
109.12
109 . 12
107.05
112 . 91

1.5217
1.4950
1.4950
1.0809
1.0809
1.0795
1.0773
1.0797
1.0795
1. 0773
1.0797
1.0793
1.0793
1.0793
1.0836
1.0820
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GROUP
ATOM N2 NH3L
ATOM HN1 HCL
ATOM HN2 HOL
ATOM HN3 HCL
ATOM 02 CTL2
ATOM F121 HAL2
ATOM F122 HAL2
GROUP
ATOM 03 0T2
ATOM F131 HA
ATOM H32 HA
ATOM 9G SM
GROUP
ATOM S5 9M
ATOM Cl CTL2
ATOM F111 FIL
ATOM H12 HL
DELETE ATOM HG1
BOND N2
BOND 02
BOND Cl
BOND Cl S5 95 SG

-0.30
0.33
0.33
0.33
0.13
0.09
0.09

-0.10
0.09
0.09
-0.08

-0.08
-0.10
0.09
0.09

DIHE CA 03 9G S5
DIHE F131 03 SG S5
DIRE CB 9G 95 Cl
DIRE SG S5 Cl 02
DIHE S5 Cl 02 F121
DIHE H11 Cl C2 F121
DIHE F112 Cl C2 F121
DIHE Cl 02 N2 HN1
DIHE F121 02 N2 HN1
DIHE F122 02 N2 HN1
I From Crystal
I With Mtset f
10 CA 03 SG S5
10 03 9G S5 Cl
10 9G S5 Cl 02
10 02 S5 *01 F111
10 02 S5 *01 F112
10 S5 Cl 02 N2
10 N2 Cl *02 F121

Cl F112
N2 F1N3
02 F122
N2 F1N3

100.35
109.55
119.58

120.00 111.00

2.2100
1.4749
1.5660
1.0800

o
caic F.E. solvation = -75,3 kcal/mol
Based on ethanolaxnine (RESI ETAN)

HN2

1 (+) HN1---N2---HN3

H22---C2---H21

H12---Cl---Hll

S5

SG

HB1---CB---HB2

HN1 N2 HN2 N2 HN3 N2 02
F121 02 F122 C2 Cl
F111 Cl F112

ANGLE CB 9G S5 SG 95 Cl
ANGLE S5 Cl F111 S5 Cl F112
ANGLE S5 Cl 02 Cl 02 N2
ANGLE Cl 02 F121 Cl 02 F122
ANGLE F111 Cl 02 F112 Cl 02 F111
ANGLE 02 N2 HN1 02 N2 F1N2 02
ANGLE F121 02 N2 F122 02 N2 F121
ANGLE HN1 N2 HN2 HN1 N2 F1N3 HN2

F132 03 SG 95

SG S5 Cl F111 SG 95 Cl F112
95 Cl 02 F122 S5 Cl 02 N2
F111 Cl 02 F122 F111 Cl 02 N2
F112 Cl 02 F122 F112 Cl 02 N2
Cl 02 N2 F1N2 Cl 02 N2 F1N3
F121 02 N2 HN2 F121 02 N2 F1N3
F122 02 N2 HN2 F122 02 N2 RN3

Structure 0f Sortase B From S. Aureus Complexed
PDB: 1QWZ)

1.5314 115.91 57.39
1.8177 100.35 94.59
2.2100 109.55 57.41
1.5660
1.5660
1.4749
1.5211

119.58
119.58
119.58
105.62

-120.00
105.59
120.00

111.00
105 .62
110 .10

1.0800
1.5211
1.0800
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10 N2 Cl *C2 H22 1.5211 105.62 -120.00 110.10 1.0800
1 Based on ethanolamine (RESI ETAM)
HF/63lG* OPTIMIZED STRUCTURE:

XIX

lIC N2 02 Cl 55 1.5084 107.86 48.44 104.92 1.3987
lIC 02 Cl 55 5G 1.5191 104.92 173.19 111.99 0.9495
lIC HN1 N2 02 Cl 1.0145 108.35 -49.03 107.86 1.5191
lIC HN2 N2 02 Cl 1.0107 112.05 69.23 107.86 1.5191
lIC HN3 N2 02 Cl 1.0102 112.39 -169.37 107.86 1.5191
lIC N2 Cl *02 H21 0.0000 000.00 120.00 000.00 0.0000
lIC N2 Cl *C2 H22 0.0000 000.00 -120.00 000.00 0.0000
lIC 55 02 *01 H11 0.0000 000.00 120.00 000.00 0.0000
lIC 55 02 *01 H12 0.0000 000.00 -120.00 000.00 0.0000

G

o

I This patch transforrns a Cysteine residue to Cys-SACE
I complex
I The SACE fragments corne f rom the MTSACE rnolecule

I Patch the cysteine-MTSACE complex on a cystein residue
PRES SACE +0.001 MTSACE : [2- (Aminocarbonyl)ethyl]

1 Methanethiosulfonate
I M. Simoes, B. Roux and R. Sauvé (2006)
I cale F.E. solvation = -18,0 kcal/mol
I Based on amidated C-terminus (PRES CT2)GROUP

ATOM CB CT2
ATOM 5G 5M
ATOM HB1 HA
ATOM HB2 HA
GROUP
ATOM 55 5M
ATOM Cl CTL2
ATOM Hll HL
ATOM H12 HL
GROUP
ATOM 02 CTL2
ATOM H21 HL
ATOM E22 HL
GROUP
ATOM 03 CC
ATOM 01 0
GROUP
ATOM NT NH2
ATOM HT1 H
ATOM HT2 H
DELETE ATOM HG1
BOND 03 NT NT HT1
BOND 03 02 02 H21
BOND Cl Hll Cl H12
BOND 55 SG
DOUBLE 01 03

-0.10
-0.08 I
0.09
0.09

-0.08 1
-0.10 1
0.09
0.09 1

-0.18 1
0.09 I
0.09

0.55
-0.55

-0.62
0.32
0.30 I

NT BT2
C2 H22
Cl 55

HB1-CB-HB2

SG

S5

Hl1-Cl-H12

H21-C2-H22

Ol=C3

NT
/\

HT1 HT2

02 Cl
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ANGLECE 8085 8G 8501
ANGLE 85 Cl Ru 85 Cl H12 85 Cl 02
ANGLE Cl C2 C3 01 02 H21 Cl 02 H22
ANGLE Ru Cl 02 R12 Cl C2 Ru Cl R12
ANGLE R21 C2 03 H22 C2 03 H21 02 R22
ANGLEC2 0301 02 C3NT
ANGLE C3 NT RT1 03 NT HT2 RT1 NT HT2
DIRE CA CE 8G 85 HEl CE 8G 85 RB2 CE 8G 85
DIRE CB 8G 8501 RE1 CE CAHA RE2 CE CAHA
DIRE 8G 85 Cl 02 8G 85 Cl Ru 8G 85 Cl H12
DIRE 85 Cl 02 H21 S5 Cl 02 R22 85 Cl 02 03
DIRE Ru Cl 02 R21 Ru Cl 02 R22 H1l Cl 02 03
DIRE R12 Cl 02 R21 Rl2 Cl 02 R22 R12 Cl 02 03
DIHEC1 C2C3NT Cl 020301
DIRE H21 02 03 NT R21 02 03 01
DIRE H22 02 03 NT R22 02 03 01
DIRE 02 03 NT RT1 02 03 NT RT2
IMPRC3NTC2 01 C3C2NT 01
IMPR NT 03 RT1 RT2 NT 03 RT2 RT1
DONOR RT1 NT
DONOR RT2 NT
Front Crystal Structure 0f Sortase B Front S. Aureus Complexed
With Mtset (PDB:1QWZ)

10 CA CE 8G 85 1.5314 115.91 57.39 100.35 2.2100
10 CE 8G 85 Cl 1.8177 100.35 94.59 109.55 1.4749
10 8G 85 Cl 02 2.2100 109.55 57.41 119.58 1.5660
10 02 85 *01 Ru 1.5660 119.58 120.00 111.00 1.0800
10 02 85 *01 R12 1.5660 119.58 -120.00 111.00 1.0800
1 Based on amidated C-terminus (PRES CT2)
10 NT 02 *03 01 0.0000 0.0000 180.0000 0.0000 0.0000
10 02 03 NT RT1 0.0000 0.0000 180.0000 0.0000 0.0000
10 RT1 03 *NT RT2 0.0000 0.0000 180.0000 0.0000 0.0000

For the *PAR file

NTS Parameters - Bonds -

I ####################################################################
BONDS

!V(bond) = Kb(b - bO)**2

1Kb: kcal/mole/A**2
IbO: A

latom type Kb bO

8M CTL2 214.000 1.4800 1 Donnée par les cristallos
I Eased on 1QXA and 1QWZ cristallo

C
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LSM CT2 214.000 1.8160 ALLOW SUL ION
improved CSSC dihedral in DMDS 5/15/92 (FL)

#########################################
I MTS parameter - Bonds Angle -

####################################################################
ANGLES

!Vfangle) = KthetafTheta - Thetao)**2

IV(Urey-Bradley) = Kub(S - S0)**2

!Ktheta: kcal/mole/rad**2
!Theta0: degrees
!Kub: kcal/mole/A**2 fUrey-Bradley)
ISO: A

latom types Ktheta Theta0 Kub 80

I For the Cystein-MTS Complex

SM CTL2 HL
Based on SM

SM SM CTL2
Based on SM

I new S-S atom
SM CTL2 CTL2
I Based on S
expt. MeEtS,

38.000 111.0000
CT2 HA 38.000
72.500 103.3000
SM CT2 72.500
type 8/24/90
58.000 119.5800
CT2 CT2 58.000
3/26/92 tEL)

111.0000 I ALLOW ALI SUL ION

103.3000 ! ALLOW ALI SUL ION

114.5000 1 ALLOW ALI SUL ION

With the angle value extracted from the cr±stallography PDB:1QWZ

1 MTS Parameters - Dihedral angle -

################################################################
DIHEDRALS

!Vfdihedral) = Kchifl + cosfnfchi) - delta))

!Kchi: kcal/mole
In: multiplicity
Idelta: degrees
latom types Kchi n delta

!For the Cystein-MTS Complex

CT2 SM SM CTL2
CT2 5M 5M CTL2
CT2 SM 5M CTL2
1 Based on Taken
!CT2 SM SM CT2o

1.0000 1 0.00
4.1000 2 0.00
0.9000 3 0.00

From mp 6_311G** dimethyldisulfide, 3/26/92 (FL)
1.0000 1 0.00
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ICT2 SM SM CT2 4.1000 2 0.00
!CT2 SM SM CT2 0.9000 3 0.00

SM SM CTL2 HL 0.1580 3 0.00
Based on Taken From expt. dimethyldisulfide, 3/26/92 (FI)

!SM SM CT2 HA 0.1580 3 0.00 ALLOW ALT SUL ION

5M SM CTL2 CTL2 0.3100 3 0.00
I Based on S-S for cys-cys SM 5M CT2 CT2 dummy parameter for now
I and corrected but stiil dummy parameter
15M SM CT2 CT2 0.3100 3 0.00 I ALLOW SUL AIl

5M CTL2 CTL2 HL 0.0100 3 0.00
Based on SM CT2 CT2 HA 0.0100 3 0.00

!ALLOW AIl SUL ION!DTN 8/24/90

IFor the Cystein-MTSET and the Cystein-MTSEA Complex

NTL CTL2 CTL2 SM 3.3 1 180.00 !Provenant de la choline, 12/92
NTL CTL2 CTL2 SM -0.4 3 180.00 !Provenant de la choline, 12/92

END

o
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