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Les canaux potassiques

Les cellules constituant tout organisme sont délimi-
tées par une bicouche lipidique appelée membrane plas-
mique. Celle-ci isole I’intérieur de la cellule du milieu
extracellulaire. Les molécules chargées telles que les ions
ne peuvent traverser cette barriére hydrophobe que par
I’intermédiaire de protéines. Des protéines enzymatiques
intégrées a cette membrane utilisent 1’énergie de I’ATP
pour générer une distribution asymétrique (gradient de
concentration) des ions de part et d’autre de cette mem-
brane. La pompe Na/K ATPase, qui est responsable de
la mise en place des gradients de Na* et K*, est ’exemple
le plus connu. L’énergie électrochimique produite par ces
gradients est utilisée par la cellule pour transporter des
molécules (de I’extérieur vers I’intérieur et inversement),
et pour générer des signaux électriques. Ces derniers
nécessitent des structures membranaires particuliéres que
I’on appelle canaux ioniques, lesquels sont le plus sou-
vent spécifiques d’un seul type d’ion. Par exemple, lors
de I’ouverture de canaux sélectifs a I’ion K*, cet ion, plus
concentré a I’intérieur qu’a 1’extérieur, a tendance a sortir
créant ainsi un déficit de charges positives a 1’intérieur et
un gain de charges positives a I’extérieur. Cette différence
de charges produit un champ électrique qui maintient le
gradient de K* dans un équilibre stable. La différence de
potentiel générée par cet équilibre peut étre calculée par
I’équation de Nernst (figure 1, planche I). Dans une cel-
lule non excitée, ou au repos, le potenticl de membrane
est trés proche du potentiel de Nernst de I’ion K* (Ek).
La raison en est que dans cet état, les canaux K* sont
pratiquement les seuls ouverts. Par conséquent, ce sont
eux qui imposent le potentiel de repos. C’est la raison
pour laquelle I’intérieur de la cellule est polarisé néga-
tivement au repos. A I’inverse, I’ouverture des canaux
sélectifs pour le Na™ ou le Ca?* entraine une entrée de ces
deux ions dans la cellule, ce qui déplace le potentiel de
membrane vers des valeurs plus positives, dépolarisant
ainsi la cellule (elle devient positive a I’intérieur).

Les signaux électriques générés par ces gradients sont
I’un des moyens mis en place par la cellule pour réguler
son activité en réponse a différents types de stimuli.
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La premiere fonction physiologique parfaitement
décrite pour les canaux ioniques est la génération et la
propagation des signaux électriques (potentiel d’action,
PA) le long des axones. Dés le début des années cin-
quante, Hodgkin et Huxley expliquérent la nature, les
mécanismes de la genése et de la propagation du potentiel
d’action (PA). Par exemple, un PA cardiaque n’est possi-
ble que grace a 1’association de plusieurs conductances
ioniques : sodiques, potassiques et calciques. A chacun
de ces canaux est associ¢e une phase du PA. La phase de
dépolarisation est due a I’ouverture des canaux sodiques.
Cette dépolarisation ouvre les canaux calciques dépen-
dant du potentiel, responsables de la phase plateau. La
phase de repolarisation est déclenchée par 1’ouverture des
canaux potassiques dépendant du potentiel et de certains
canaux potassiques dépendant du calcium (figure 2).

— Kca

Fig. 2 : Les courants ioniques impliqués dans la genése d’un
potentiel d’action de type cardiaque.

! G. Sandoz a regu, pour ses travaux sur la régulation des

canaux potassiques TREK par leurs protéines associées, le
prix AFAS «Jean-Louis Parrot» 2006-2007.
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Les canaux potassiques ne sont pas seulement impli-
qués dans la genése d’un potentiel d’action, ils sont
également a I’origine de nombreuses fonctions physiolo-
giques. Les roles physiologiques des canaux potassiques
ont pu étre mis en évidence grace aux énormes progres
de la biologie moléculaire qui sont intervenus au cours
de ces vingt derniéres années. L’émergence des techni-
ques de clonage a permis 1’étude de la régulation et des
propriétés électrophysiologiques et pharmacologiques
de nombreux canaux ioniques. Les canaux potassiques
sont régulés par une incroyable variété de stimuli chi-
miques (pH, osmolarité, oxygene, anesthésiques), physi-
ques (activité électrique, pression, température, lumicre)
et biologiques (ATP, calcium, protéine G, acides gras,
kinases, phosphatases). Dans les cellules excitables, I’ac-
tivité de ces canaux joue un réle important dans le con-
trole de I’excitabilité et dans la génération et la fréquence
des potentiels d’action. Ils sont impliqués dans divers
processus physiologiques tels que la mémoire, la neuro-
protection, le contrdle respiratoire, la contraction muscu-
laire, la sécrétion d’hormones et de neurotransmetteurs,
la régulation du rythme cardiaque. Certains de ces canaux
sont la cible des anesthésiques généraux ou volatils.
Dans les cellules non excitables, les canaux potassiques
sont impliqués dans le contréle du volume cellulaire, la
prolifération et I’apoptose.

Afin d’assurer toutes ces fonctions, il existe une
grande diversité moléculaire de canaux potassiques pré-
sentant des modes de régulation distincts. En effet, il
existe chez I’homme 77 génes qui codent pour ces canaux.
Certains de ces canaux sont régulés par une dépolarisa-
tion cellulaire, d’autres par une déformation mécanique
de la membrane, d’autres par une élévation de la concen-
tration de calcium intracellulaire, etc. Des mutations des
geénes codant pour ces canaux peuvent étre a 1’origine de
nombreuses pathologies, ce qui montre leur importance
fonctionnelle. En effet, les mutations peuvent étre a 1’ori-
gine de pathologies telles que 1’ataxie (incoordination des
mouvements volontaires), le diabéte, I’hyperinsulinémie,
Iépilepsie, le syndrome du QT long (arythmie cardiaque)
ou encore le syndrome de Bartter.

Au niveau structural, les canaux potassiques sont des
complexes protéiques transmembranaires. Chaque sous-
unité composant ces canaux possede un ou deux domaines
P, et c’est I’assemblage de quatre domaines P qui permet
de former un pore perméable aux ions. Le domaine P
correspond a une séquence d’acides aminés entre deux
hélices transmembranaires. Une partie de la boucle P tra-
verse partiellement la membrane plasmique. Cette partie
transmembranaire contient le filtre de sélectivité aux ions
potassium. Chez le mammifere, les sous-unités composant
ces canaux contiennent deux, quatre ou six/sept segments
transmembranaires. Les membres des familles de canaux
a deux ou six/sept segments transmembranaires se carac-
térisent par la présence d’une seule boucle P alors que
les canaux a quatre segments transmembranaires contien-
nent deux domaines P (figure 3, planche I). Comme il faut
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quatre boucles P pour former un canal fonctionnel, les
canaux a un domaine P (K, deux ou six/sept segments
transmembranaires) se tétramérisent en homo- ou hétéro-
tétramere alors que les canaux a deux domaines P (K,
quatre segments transmembranaires) se dimérisent.

Les canaux a deux domaines P (K,,)

Ces canaux sont a 1’origine d’un courant dit de fond.
Le role principal de ce courant est la mise en place et
le maintien du potentiel de repos des cellules et ainsi le
controle de I’excitabilité cellulaire. En effet, quand ces
canaux sont ouverts, ils laissent passer des ions potas-
sium du milieu intracellulaire vers le milieu extracellu-
laire, ce qui entraine une perte de charge positive et donc
une hyperpolarisation cellulaire (cellule peu excitable). A
I’inverse, une fermeture de ces canaux entraine une accu-
mulation de potassium du c6té intracellulaire et donc une
dépolarisation de la cellule (cellule fortement excitable).

Il existe quinze genes codant pour ces canaux K, Les
quinze membres de la famille partagent la méme struc-
ture : quatre segments transmembranaires, deux boucles
P et une extrémité carboxy- et aminoterminale intracellu-
laire. On peut classer ces quinze canaux en six grandes
sous-familles en fonction des homologies de séquences
et des propriétés fonctionnelles. La premiére sous-famille
se compose des canaux TWIK1 (Tandem of P domains
in Weak Inwardly rectifying K* channel), TWIK2 et
KCNK?7 ; la deuxiéme se compose des canaux TREKI1
(TWIK RElated K* channel), TREK2 et TRAAK (TWIK-
Related Arachidonic Acid stimulated K* channel) ; la
troisieme, TASK3 (TWIK-related Acid Sensing K* chan-
nel), TASK1 et TASKS ; la quatriéme, THIK1 (TWIK-
related Halothane Inhibited K* channel) et THIK2 ; la
cinquieéme, TALK1 (TWIK-related Alcaline-pH-Activa-
ted K* channel), TALK2 et TASK3 ; et la sixiéme sous-
famille ne posséde qu’un seul membre, le canal TRESK
(TWIK-Related Spinal cord K* channel). Ces différentes
sous-familles de canaux se caractérisent par des proprié-
tés fonctionnelles qui leurs sont propres (figure 4).

Les protéines partenaires des canaux ioniques

Les canaux ioniques sont régulés par des interactions
de type protéine-protéines. Ces interactions peuvent modi-
fier les propriétés de ces canaux. Ces protéines peuvent
agir sur I’activité des canaux soit directement, en modi-
fiant 1’activité du canal unitaire, soit en jouant un role
de protéine chaperonne qui, par exemple, aide a 1’adres-
sage membranaire dans des domaines précis de la cellule.
Le role de ces interactions n’est pas négligeable puisque,
chez I’homme, des mutations de ces sous-unités auxiliai-
res peuvent aboutir a des phénotypes pathologiques simi-
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Fig. 5 : Représentation schématique des canaux
K., de type TREK et de leurs régulations.

laires a ceux observés lorsque le canal lui-méme est muté
[2]. 11 est donc nécessaire d’identifier de telles protéines
afin de caractériser leurs effets.

Le canal TREK1

Les canaux TREK produisent des courants de fond
qui contrdlent I’excitabilité cellulaire. Ils sont fortement
représentés dans le systéme nerveux central. Les TREK
sont activés par les acides gras polyinsaturés, certains
phospholipides, I’ étirement membranaire, le pH, la tempé-
rature et les anesthésiques généraux volatils. Ils sont inhi-
bés par les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) de
type Gq et Gs (figure 5) [7, 8]. Les souris dont le géne
TREKI a été inactivé génétiquement (TREK17) présen-
tent des modifications de la perception de la douleur,
une sensibilité réduite aux anesthésiques volatils et aux
effets neuroprotecteurs des acides gras polyinsaturés lors
d’ischémie [4, 5]. 1l faut ajouter a cela que les souris
TREK1” sont beaucoup moins sensibles a la dépression
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que les souris sauvages et présentent un comportement
similaire aux souris sauvages qui sont traitées aux antidé-
presseurs comme la fluoxetine (Prozac®) [6]. Ces canaux
potassiques constituent donc une cible de premier choix
pour les agents pharmacologiques (antidépresseurs, anes-
thésiques...). Il est donc important de connaitre leur fonc-
tionnement et les agents qui modulent leur activité. Nous
avons travaillé sur la caractérisation et le role des protéi-
nes interagissant avec les canaux potassiques TREK.

Evidence de I'existence de protéines
partenaires des canaux K,

Les canaux K* sont des complexes protéiques qui eux-
mémes interagissent avec des protéines régulatrices (par
exemple des kinases), des éléments du cytosquelette et
diverses protéines d’adressage ou d’échafaudage. Dans le
cas des canaux K,,, il y avait de nombreux indices que
de telles protéines partenaires existaient. Par exemple, le
canal TWIK1 produit des courants de trés faible ampli-
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tude, ce qui suggere qu’une protéine du complexe natif
est absente dans les systémes d’expression hétérologue.
De méme, le canal KCNK7 ne génére aucun courant
dans les systémes d’expression hétérologue et, de fait, ne
peut pas étre étudié et caractérisé. Les canaux TREK et
TRAAK sont, quant a eux, activés par un étirement de
la membrane, et cette «mécanosensibilité» est modifiée
lors de I’application de composés qui perturbent le cytos-
quelette. Finalement le canal TREK2, comme TASK1, ne
s’exprime que dans certains systémes d’expression hété-
rologue. Dans le cas de TASK1, il a été montré au labo-
ratoire et ailleurs que des protéines associées telles que
pl1 [3] ou 14-3-3 [10] sont nécessaires a son expression
fonctionnelle a la surface cellulaire. Récemment, le role
de la protéine EFA6 dans I’endocytose de TWIKI a été
mis en évidence [1].

Technique d’identification. La recherche de protéines
associées aux canaux K, a commencé au laboratoire, il
y a déja plusieurs années, et a permis d’isoler des par-
tenaires potentiels. Ils ont été identifiés par la technique
classique du double-hybride dans la levure ou dans la bac-
térie. Ces techniques sont lourdes et présentent un certain
nombre d’inconvénients, dont celui de générer un grand
nombre de faux positifs. Une approche alternative et plus
globale a donc été choisie pour ce projet de recherche :
elle repose sur une analyse de type protéomique. Cette
approche consiste a précipiter les protéines partenaires des
canaux vig une immunopurification des complexes canaux
natifs (figure 6, planche I). Les complexes sont ensuite
séparés par un gel SDS PAGE (électrophorése), puis la
nature des protéines qui les composent est déterminée
par spectrométrie de masse (Maldi-Tof) a partir de leurs
peptides trypsiques. L’immunopurification se fait simulta-
nément a partir de souris sauvages et de souris qui n’ex-
priment pas le canal TREK1 (souris «Knock-Outy) afin de
garantir la spécificité des interactions.

Cette technique a permis d’identifier une centaine de
protéines différentes. La précipitation de beaucoup de ces
protéines est due a leur fixation non spécifique sur les
billes. En effet, la majorité des protéines identifiées sont
également précipitées a partir du cerveau des souris KO
TREKI1" a I’exception de quatre d’entre elles. Parmi ces
quatre protéines, nous avons étudié I’ AKAP150 [11].

L’interaction TREK1/AKAP150

L’AKAPI150 est une protéine dite d’échafaudage. En
effet, elle est connue pour organiser des complexes pro-
téiques de signalisation dans les neurones. L’AKAP150
interagit notamment avec la protéine kinase A (PKA),
la protéine kinase C (PKC), la protéine phosphatase 2B
(PP2B), certains canaux ioniques et les protéines synapti-
ques PSD95 et SAP97 [9].

Nous avons, dans un premier temps, vérifié la réalité
de cette interaction. Pour ce faire, nous avons exprimé,
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dans un systéme d’expression hétérologue, les deux pro-
téines. Les études de microscopie a fluorescence montrent
que les deux protéines présentent une colocalisation par-
faite (les deux protéines se localisent aux mémes endroits
dans la cellule) (figure 7A, planche II). Dans les neuro-
nes, ’AKAPI150 et TREK se concentrent et colocalisent
dans les synapses au niveau des densités post-synaptiques
(figure 7C, planche II). D’autre part, nous coprécipitons
tres facilement les deux protéines a partir de cellules trans-
fectées et du cerveau (mise en évidence d’une interaction
physique entre les deux protéines) (figure 7B, planche
II). D’un point de vue fonctionnel, la coexpression de
I’AKAP150 avec TREK 1 entraine une augmentation d’un
facteur 5 du courant basal (figure 7B, planche II). De plus,
le courant TREK en présence d’AKAP perd la totalité de
sa voltage-dépendance. L’AKAP150 interagit donc avec
TREK1 et module fortement ses propriétés de base.

Pour vérifier la spécificité d’action de ’AKAP150,
nous avons coexprimé I’AKAP150 avec d’autres canaux
K,, (figure 8, planche II). Seul TREK2, le plus proche
voisin de TREK1, interagit et est régulé par I’ AKAP150
(figure 4). TREK2 et TREK1 partagent une forte homo-
logie de séquence dans leur extrémité carboxy-termi-
nale. De plus I’extrémité carboxy-terminale des TREK
est connue pour étre un site de convergence de régula-
tion du canal. Nous avons donc émis 1’hypothése que
I’AKAP se fixe sur cette extrémité. Pour confirmer cette
hypothése, nous avons greffé au canal TASK1, qui est
insensible a I’AKAP, I’extrémité carboxy-terminale de
TREKI1 (canal TASK1-CtTREK1). Cette greffe confere
au canal TASK1 une sensibilité a ’AKAP150, ce qui
confirme le role de I’extrémité dans la fixation et la régu-
lation du canal par I’AKAP. Nous avons affiné la recher-
che du site de fixation de I’AKAP sur TREK et ainsi
localisé un site de 12 résidus en aval du quatriéme seg-
ment transmembranaire (domaine post-M4) responsable
de I’interaction.

Le domaine de fixation identifié sur TREK1 corres-
pond a un domaine crucial dans la régulation positive du
canal par les stimuli physiques tels que I’étirement mem-
branaire, le pH, I’acide arachidonique, mais également
dans la régulation négative du canal par les neurotrans-
metteurs via leur action sur les récepteurs couplés aux
protéines G (RCPG) de type Gs ou Gq. Nous avons testé
la capacité du canal a étre régulé par ces différents sti-
muli en présence d’AKAP150. Il apparait que le courant
TREK1/AKAP150 est insensible a 1’étirement membra-
naire, le pH et I’acide arachidonique. En ce qui concerne
les neurotransmetteurs, seuls ceux agissant sur les RCPG
de type Gs sont encore capables d’inhiber le courant
TREK1/AKAP150 alors que les RCPG de type Gq ont
perdu leur capacité a réguler TREK1. Donc I’AKAP150
supprime d’une part les régulations par les stimuli physi-
ques et d’autre part la régulation Gq du canal. Nous avons
montré que cette perte de régulation Gq est due a une
perte de la capacité de la PKC a réguler TREK1 en pré-
sence d’AKAP.
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L’AKAPI150 étant une protéine d’échafaudage capa-
ble de former des microdomaines de régulation, nous
avons testé la capacité de ’AKAP a localiser le canal
TREKI1 a proximité d’un récepteur couplé a Gs. Le récep-
teur adrénergique 2 (B2AR) est un récepteur couplé a la
protéine Gs capable d’interagir avec I’AKAP150. Lors-
que TREKI1 et B2AR sont exprimés dans un systeme
hétérologue, ils ne colocalisent absolument pas (il ne sont
pas ensemble dans la cellule). A I’inverse, en présence
d’AKAP, le récepteur B2AR et I’ AKAP colocalisent (sont
ensemble dans la cellule) et donc interagissent par I’inter-
médiaire de I’AKAP. Nous avons confirmé ce résultat par
des expériences de co-immunoprécipitation a partir de
lysat de cerveau. De plus, les expériences d’électrophy-
siologie indiquent que la régulation du canal par 2AR
est facilitée par I’AKAP (figure 9, planche II).

Nous avons donc montré que I’AKAP150 transforme
le canal TREK, qui a une faible activité de base et qui est
hautement régulé, en un canal présentant une forte acti-
vité basale et qui n’est régulé que par les récepteurs cou-
plés a la protéine Gs (figure 10). D’autre part ’AKAP150
permet au canal TREK de se localiser dans des microdo-
maines de régulation adrénergiques post-synaptiques.
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Fig. 10 : Modification des propriétés fonctionnelles de TREK1

Ainsi, la localisation subcellulaire de TREK1, et sur-
tout son interaction avec I’AKAP150, permettent de
modifier son mode de fonctionnement, c¢’est-a-dire qu’un
méme canal peut avoir deux modes de fonctionnement en
fonction de sa localisation. Ces modes alternatifs de fonc-
tionnement sont probablement impliqués différemment
dans le controle de 1’excitabilité neuronale et le codage de
I’information.
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Le role différentiel de ces différentes interactions in
vivo sera étudié. Pour ce faire, nous développons actuel-
lement in vitro une protéine de fusion contenant la partie
carboxy-terminale de TREK1 qui est impliquée dans
I’interaction avec I’AKAP150 et un peptide TAT. Le
peptide TAT permet a la protéine qui est fusionnée de
pénétrer a I’intérieur des cellules [12]. Cette technique
permet d’inhiber I’interaction entre les protéines TREK1
et AKAP150 dans la cellule et ainsi d’étudier le role
de I’interaction AKAP150/TREK1 chez I’animal. De tels
outils moléculaires serviront pour comprendre les rdles
de ces interactions dans les phénotypes obtenus avec les
souris TREK 1" (neuroprotection, douleur, dépression...).
A terme, la mise en relation phénotype/interaction per-
mettra 1’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutique
ciblées, notamment pour les problémes de dépression ou
de neuroprotection.
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Planche I

Canaux potassiques Fig. 1 : Transport de l'ion potassium. La pompe Na*/

K+ K*ATPase transporte l'ion K* & l'intérieur de la cellule

contre son gradient électrochimique et est ainsi res-

ponsable de sa forte concentration intracellulaire. Lion

potassium sort de la cellule par l'intermédiaire des

canaux ioniques mais également par les échangeurs
et les co-transporteurs.

K+

Echangeurs Co-transporteurs

+++***

K* = 150 mM
Na* =14 mM
CI" =14 mM
Ca2* =104 mm
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Le potentiel de Nernst pour le potassium
= RT/zF In ([K*]lext/[K*lint)
NH2

R = constante des gaz parfaits COOH
T = température en degré Kelvin
z = charge de l'ion COOH COOH

F = constante de Faraday

Fig. 3 : Topologie membranaire des canaux K,,
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Fig. 6 : Principe de I'immunopurification : A) I'anticorps anti-canal (préalablement fixé sur des billes) est incubé avec un lysat de cerveau.
Le canal et ses protéines associées se fixent sur la colonne via I'anticorps anti-canal. La colonne est lavée, les protéines non liées sont
éliminées puis les protéines interagissant avec le canal sont éluées. Ces protéines sont ensuite analysées sur un gel PAGE (séparation
en fonction du poids moléculaire) et leur nature est révélée par analyse de la masse de leurs fragments trypsiques en spectrométrie de
masse (LC-MSIMS).
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Planche I1

Fig. 7 : LAKAP150 interagit avec TREKT et le régule :
A) Le canal TREK1 (vert) et 'TAKAP150 (rouge) colo-
calisent (jaune) dans les cellules transfectées MDCK.
B) Lamplitude du courant TREK1 est fortement aug-
mentée par la coexpression de '’AKAP150. Insert :
I'anticorps dirigé contre TREK1 précipite 'AKAP150
spécifiquement. C) TREK1 et TAKAP150 colocalisent
dans les neurones d’hippocampe au niveau post-
synaptique (grossissement en dessous).

Fig. 8 : LAKAP150 interagit spécifiquement avec les
canaux TREK. A) Coexpression des canaux TREK2,
TRAAK et TASK (vert) avec 'AKAP150 (rouge) dans
les cellules MDCK. Seul TREK?Z colocalise (jaune) avec
I'AKAP150. B) Effet de la surexpression d’AKAP150
sur les courant TREK2, TRAAK et TASK. Seul TREK?2
voit son amplitude augmentée par la surexpression de
I'’AKAP150.

Fig. 9 : LAKAP150 permet a TREK de se localiser
dans un microdomaine de régulation. A) Coex-
pression du canal TREK1 (vert) avec le récepteur
beta2adrénergique (B2AR) (rouge). Le canal et le
récepteur B2AR ne colocalisent (jaune) qu’en pré-
sence de I'AKAP150 mais pas en son absence.
B) La coexpression de 'AKAP150 accélére la cinéti-
que d’inhibition du courant TREK par l'activation du
récepteur B2AR suite a I'application de noradrénaline
(NA). C) Lanticorps dirigé contre TREK1 est capable
de précipiter 'AKAP150 et le f2AR du lysat de cer-
veaux des souris sauvage (Wt) mais pas des souris
KO (TREKT") qui constituent le contréle.
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