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Les canaux potassiques inhibés par I’ATP cellulaire :
une aventure physiologique a suspense moléculaire

méabilité potassique membra-

naire des cellules musculaires
était sensible aux fluctuations de leur
niveau énergétique, est apparue en
1954, lorsque Trautwein et al. ont
montré que I’épuisement du muscle
cardiaque s’accompagnait d'une aug-
mentation du flux potassique sortant
des cellules [1]. Une telle conduc-
tance potassique membranaire n’a,
cependant, été identifiée qu’en 1983
par Akinori Noma (2] qui montra
I’existence d’un canal potassique
ouvert par la diminution en adéno-
sine-5’-trisphosphate (ATP) cellulaire
dans les myocytes cardiaques. Notre
connaissance de ces canaux, commu-
nément appelés canaux potassiques
sensibles a ’ATP que I’on abrege sou-
vent par canaux Krp, s’est, depuis
lors, largement développée et éten-
due a une grande variété de types cel-
lulaires ou ils reglent des fonctions
distinctes [3] telles que la sécrétion
d’hormones (I'insuline par les cel-
lules B-pancréatiques, par exemple
[4]), le tonus vasculaire [5, 6], 'exci-
tabilité du muscle squelettique [7, 8],
le controle de I'appétit au niveau
hypothalamique [9], la maturation
des ovocytes [10] ou le recyclage des
ions K* par I'épithélium rénal [11].
Leur contribution au flux potassique
sortant des cellules qui caractérise la
phase initiale de I'ischémie s’est révé-
lée étre de grande importance dans
le cceur et le cerveau oul ces canaux
interviennent dans le mécanisme
complexe de la protection tissulaire;
leur activité réduit la sévérité des
lésions ischémiques ou retarde la
mort cellulaire [12-14]. A la diversité
des fonctions cellulaires attribuées
aux canaux K, 1p est associée la diver-
sité de leurs propriétés électrophysio-

I a premiére indication que la per-
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logiques et pharmacologiques [15,
16], suggérant que cette famille de
canaux pourrait étre constituée d’un
assemblage hétérogeéne de protéines
membranaires.

La caractéristique générale des
canaux Kgrp est que 'ATP cytoso-
lique exerce une double fonction:
(1) celle de ligand, pour fermer le
canal, et (2) celle de substrat enzy-
matique en la présence de magné-
sium (ATP-Mg?*), pour rendre le
canal opérationnel (figure 1). Cette
seconde action de I’ATP, assimilée a
une phosphorylation du canal par
I’hydrolyse de I'’ATP en ADP, permet
de restaurer les ouvertures sponta-
nées du canal lorsque celui-ci n’est
plus actif. La phosphorylation du
canal n’est pas impliquée dans I’inhi-
bition de son activité par I’ATP car
les analogues non hydrolysables de
I’ATP ont aussi une action inhibi-
trice. Il en est de méme des autres
nucléotides dont I'efficacité a fermer
le canal est variable selon leur nature
(ATP > ADP > AMP > CTP > GTP >
UTP > ITP) [17]. Cependant, les
nucléosides diphosphates (NDP),
comme I’ADP ou le GDP par
exemple, sont également capables de
contrecarrer l’effet inhibiteur de
I’ATP, induisant ainsi 1’ouverture du
canal en dépit de la présence d’ATP
intracellulaire [12, 17, 18]. Ainsi, le
rapport des concentrations intracel-
lulaires en ATP et NDP est considéré
comme le principal régulateur de
’activité des canaux K,1p). La modu-
lation de I’activité des canaux par les
nucléotides est, en fait, beaucoup
plus complexe et partiellement com-
prise. De nombreux résultats expéri-
mentaux ont montré que le méca-
nisme d’action des NDP dépend de
I’état fonctionnel du canal et, en par-

ticulier, de son degré de phosphory-
lation [18]. La représentation sché-
matique de la régulation du canal
K1py cardiaque, proposée dans la
figure 1, souligne cette relation et
exclut une éventuelle compétition
entre les nucléosides tri- et diphos-
phates sur un méme site de fixation
pour expliquer I'antagonisme de
leurs effets. Cette régulation de I’acti-
vité du canal peut étre modulée par
divers facteurs (comme l’adénosine,
I’acétylcholine) wvia I’activation d’un
récepteur membranaire couplé a une
protéine (G) fixant la guanosine tri-
phosphate [19, 20]. Par ailleurs, les
canaux K ,1p, sont bloqués par les sul-
fonylurées antidiabétiques (glibencla-
mide, tolbutamide, par exemple) et
sont activés par une classe de compo-
sés, appelés «ouvreurs potassiques »
(cromakalim, levcromakalim, aprika-
lim, pinacidil, nicorandil...), avec une
affinité variable selon les types cellu-
laires [12, 15, 16, 18]. La complexité
de la régulation pharmacologique du
canal K ,1p, a laquelle on peut ajouter
celle de la régulation endogeéne, ren-
dait difficile la compréhension de
son fonctionnement cellulaire.

Une meilleure compréhension de la
régulation du canal K 1p est deve-
nue possible avec la caractérisation
moléculaire de la protéine constitu-
tive du canal. En 1995, Aguilar-Bryan
et al. [21] réalisérent le clonage et
I’expression du gene codant pour le
récepteur des sulfonylurées (SUR
pour sulphonylurea receptor) qui appar-
tient a la super-famille des protéines
membranaires fixant 'ATP (pro-
téines ABC pour ATP-binding cassette)
(m/s n°2, vol. 12, p. 251). La protéine
SUR possede deux sites intracellu-
laires de fixation des nucléotides
(figure 2), mais ne constitue pas par
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Figure 1. Représentation schématique de la régulation du canal K, car-
diaque par les nucléosides diphosphates (NDP) et les « ouvreurs » potassiques
(potassium channel openers, PCO)}. Ce modéle hypothétique suppose que le
canal K1p) (et/ou les sous-unités qui lui sont associées) possede deux sites dis-
tincts, P1 et P2, réglés par une réaction enzymatique qui dépend de la pré-
sence d’ATP-Mg?* intracellulaire et peut étre assimilée & une phosphorylation.
Dans ce modéle, le canal doit étre phosphorylé en P1 pour s’ouvrir spontané-
ment en I'absence de nucléotide. La phosphorylation et la déphosphorylation
de ce site seraient responsables de la perte progressive (run-down) et de la
restauration de I'activité du canal. Quand le site P1 est déphosphorylé (run-
down de l'activité spontanée), la fixation des NDP sur le site N induit I’ouver-
ture du canal a condition que le site P2 soit phosphorylé. P2 doit étre distinct
de P1 pour expliquer comment I'activité induite par les NDP décline avec le
temps et peut étre relancée par I’ATP-Mg? sans que I'activité spontanée du
canal soit restaurée. La fixation de I’ATP sur le site A inhibe non seulement les
ouvertures spontanées du canal, mais aussi I'activité induite par les NDP, indé-
pendamment du site phosphorylé (P1 ou P2). Les NDP peuvent contrecarrer
I'effet inhibiteur de I’ATP seulement si les deux sites P1 et P2 sont phosphory-
lés. Cette condition draconienne n’est, toutefois, pas applicable a tous les
canaux K ,p décrits dans les autres tissus. Les protéines G (sous-unité o fixant
le GTP) activent le canal en contrecarrant I'effet inhibiteur de 'ATP. La majorité
des PCO (pinacidil, levcromakalim, aprikalim...) augmentent I'activité du canal,
en la présence ou en I'absence d’ATP ou de NDP, en agissant sur une unité
hypothétique de transmission T qui contréle I'ouverture et la fermeture du
canal (porte). Certains PCO (ER001533, HOE-234) agissent exclusivement en la
présence d’ATP en contrecarrant son effet inhibiteur directement ou indirecte-
ment sur le site A, alors que d’autres PCO (nicorandil) semblent nécessiter la
présence de NDP sur le site N ou un autre site pour augmenter I'activité du
canal ou diminuer sa sensibilité a I’ATP (modifié de Terzic et al. [18]).

elle-méme un canal ionique trans-
membranaire perméable aux ions K*,
contrairement a d’autres protéines
ABC, par exemple de type CFIR (cys-

m—— (ic fibrosis transmembrane conductance
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regulator) formant un canal chlorure
dont l'altération pathologique est
responsable de la mucoviscidose. Les
sous-unités définissant le pore du
canal K 1p, ont, par ailleurs, été

identifiées la méme année [22-24], et
portent le cachet de la superfamille
des canaux potassiques dits a rectifi-
cation entrante (canaux Kir pour
inward rectifying K* channels), caracté-
risés par deux segments transmem-
branaires hydrophobes reliés 'un a
I'autre par une boucle H5 conférant
au canal sa sélectivité pour les ions K*
(figure 2). Deux membres de cette
superfamille, Kir 6.1 [23] et Kir 6.2
[22, 24] dont les séquences en acides
aminés sont identiques a 70 %,
seraient les principaux composants
du canal Ky, caractérisé par un
faible degré de rectification
entrante. Ainsi, le canal K, fonc-
tionnel est un hétéromere, formé
par I’assemblage du récepteur des
sulfonylurées (SUR) et de sous-unités
protéiques appartenant a la famille
Kir [21, 22, 24-26]. Comment peut-
on, dans ce contexte, expliquer la
diversité fonctionnelle des canaux
Kstp), de grande spécificité tissu-
laire ? Trois protéines SUR ont été,
depuis, identifiées suivant le type cel-
lulaire considéré: SURI dans le pan-
créas endocrine [22, 24], SUR2A
dans le myocarde et le muscle sque-
lettique [25, 26], et SUR2B dans le
muscle lisse vasculaire [26]. Les pro-
téines SUR2A et SUR2B sont des iso-
formes, codées par le méme geéne,
qui ne différent que par leur chaine
carboxy-terminale [26]. Associées
aux sous-unités Kir 6.2, les protéines
SUR (SURI, 2A ou 2B) forment un
canal doté des mémes propriétés bio-
physiques mais dont la sensibilité aux
nucléotides intracellulaires, aux sul-
fonylurées et aux «ouvreurs potas-
siques », différe suivant la nature de
la protéine SUR impliquée [22, 24-
27]. Il semble que Kir 6.2 associée a
SURI constitue le canal K des
cellules B du pancréas endocrine
(22, 24] (figure 2). En effet, les deux
genes codant respectivement pour
Kir 6.2 et SURI1, sont fortement
exprimés dans le pancréas [22]. De
plus, leur co-expression dans les ovo-
cytes de xénope donne naissance a
des canaux qui présentent des pro-
priétés tres comparables a celles du
canal K, natif des cellules B pan-
créatiques [27]. Les canaux ainsi clo-
nés, sont sélectifs des ions K*, activés
par le diazoxide et bloqués par I’ATP
et les sulfonylurées antidiabétiques.

m/s n°8-9, vol. 13, aout-septembre 97



Sous-unité SUR_

Sous-unité Kir 6.2

(13 segments
Milieu
extracellulaire,

Membrane
cellulaire

Milieu

intraceliulaire

Segment protéique
transmembranaire

Boucle H5
caracteristique
Sites de fixation des canaux
des nucléotides potassiques

(2 segments transmembranaires)

Assemblage hypothétique
de 4 sous-unités SUR et de 4 sous-unités

Kir 6.2 pouvant définir un canal Karp
(en coupe sagittale)

~ SUR
Kir 6.2

~ Poreionique
deéfini par les
boucles HS des
sous-unités Kir

Figure 2. Représentation hypothétique de la structure d’'un canal K, avec
sa sous-unité Kir 6.2 et sa sous-unité SUR dont la nature peut varier d’'un
tissu a I'autre. La protéine SUR est composée de 1582 acides aminés orga-
nisés en 13 segments transmembranaires et possede 2 sites de fixation pour
les nucléotides (I et Il). L’'extrémité aminée de la sous-unité SUR est extra-
cellulaire, alors que son extrémité carboxylique est intracellulaire. Kir 6.2 est
une protéine de 390 acides aminés organisée en 2 segments transmembra-
naires et possédant la structure H5 conservée des canaux potassiques.
L’assemblage tétramérique des sous-unités Kir 6.2 auxquelles seraient asso-
ciées les sous-unités SUR, pourrait définir un canal dont le pore central
serait bordé par les segments H5 de Kir 6.2. (pancréas: SUR1, cceur:

SUR2A; vaisseaux: SUR2B).

En considérant la distribution tissu-
laire des protéines SUR, les canaux
composés de Kir 6.2 et de SUR2A ou
de SUR2B correspondraient aux
canaux K,p, natifs des myocytes car-
diaques et vasculaires [24-26].
Cependant, le géne de Kir 6.2 ne
semble pas étre exprimé dans les cel-
lules musculaires lisses vasculaires,
contrairement a celui de Kir 6.1 [22,
23). La co-expression des génes de
SUR2B et de Kir 6.1 donne aussi
naissance a un canal potassique fonc-
tionnel, de pharmacologie commune
aux canaux Kp [28]. Ce canal pos-
sede, toutefois, des propriétés bio-
physiques et une régulation par les
nucléotides tres différentes de celles
du canal composé de SUR2B et de
Kir 6.2 [26], voire méme des canaux
Karp) natifs du myocarde ventricu-
laire ou du pancréas endocrine. En
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revanche, sa faible conductance uni-
taire, son activation plutét que son
inhibition par I’ATP intracellulaire
et sa fermeture spontanée, lui confe-
rent une grande analogie avec un
autre canal potassique, activé par les
nucléosides diphosphates (canal
Kupp)) et décrit dans les cellules mus-
culaires lisses vasculaires [28, 29]. De
cette étude récente, il apparait que
les interactions exercées entre les
sous-unités Kir et SUR peuvent avoir
des conséquences déterminantes sur
le fonctionnement du canal reconsti-
tué et, en particulier, sur sa sensibi-
lité aux nucléotides [28], indépen-
damment de la protéine SUR. Des
études complémentaires sont donc
nécessaires pour disséquer ces inter-
actions dans les différentes combinai-
sons de sous-unités Kir et SUR, que
I'on peut envisager pour expliquer la

diversité de cette classe de canaux de
grande spécificité tissulaire.

Malgré les progres considérables vers
la connaissance du fonctionnement et
de la régulation endogeéne des canaux
Kiurp), leur réle physiologique mais
surtout leur degré d’implication dans
de nombreuses affections commen-
cent seulement a étre élucidés.
L’importance majeure de tels canaux
dans la physiologie humaine, notam-
ment comme candidat potentiel dans
la protection cellulaire cardiaque et
cérébrale, ouvre de nouvelles perspec-
tives dans le domaine clinique. Par
ailleurs, les données récentes de la bio-
logie moléculaire révélent I'impor-
tance des mutations du géne codant
pour la protéine SURI du canal K,
des cellules B-pancréatiques, chez les
diabétiques. Certaines mutations
seraient, en effet, responsables de
I’hypoglycémie hyperinsulinique
infantile (m/s n°2, vol. 13, p. 273) [30-
32]. Cette maladie rare est une altéra-
tion de I’homéostasie glucidique, qui
se caractérise par une non-régulation
de I’hypersécrétion d’insuline et,
consécutivement, une hypoglycémie
sévére (un niveau faible de sucre dans
le sang). A T'échelle cellulaire, cette
maladie se traduit par la perte de
'activité des canaux K,1p, des cellules
B-pancréatiques, pouvant résulter, soit
de leur absence dans la membrane
cellulaire, soit de leur présence mem-
branaire mais dans un état non fonc-
tionnel. Dans la forme familiale de
I’hypoglycémie hyperinsulinique
infantile, les patients présentent des
altérations structurales de la protéine
SURI, qui résultent de I'introduction
prématurée d’un codon stop au
niveau du geéne, et conduisent a la
perte d’une partie (ou de la totalité)
du second site de fixation des nucléo-
tides (site II, figure 2) [30-32]. La
perte de ce domaine produit, en effet,
une réduction marquée de I’activité
des canaux K yrp,. Des polymor-
phismes du géne SURI pourraient
aussi contribuer au diabéte non insuli-
nodépendant et a 'obésité familiale
[33, 34]. La caractérisation, non seu-
lement de la structure moléculaire
des sous-unités constitutives des
canaux K 1;,, mais aussi de leurs
interactions lorsqu’elles sont assem-
blées, permettra peut-étre I’émer-
gence de nouvelles thérapeutiques @
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