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Activité électrique du cardiomyocyte
. le potentiel d'action

hétérogéneéité du PA



Activité électrique du cardiomyocyte ventriculaire :
le potentiel d'action
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dendrogramme Canaux potassiques

eucaryotes

procaryotes - 3 classes
6 segments 2 TMS 4 TMS
transmembranaires et 1 boucle du et 2 boucles du
(TMS) pore pore

et 1 boucle du pore
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3 classes de canaux K*

6 segments 2 TMS 4 TMS
transmembranaires (TMS) et 1 boucle du et 2 boucles du
et 1 boucle du pore pore pore
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Structure cristallographique d’un canal K*a 2 TMS et 1 pore

Hypotheéese de travail (1992) Structure de KcsA (1998)
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D’apres Doyle et al. (1998) Science, 280:69



Structure cristallographique d’un canal K*a 2 TMS et 1 pore

Tétrameres

KcSA Prix Nobel de Chimie 2003 :
Roderick Mac Kinnon
(resolution: 3.2 A)

D’apreés Doyle et al. (1998) Science, 280:69



Enregistrement d'un courant unitaire : le patch-clamp
patch-clamp

Clozed Clozed

A W T e TWHTST s

Op

Prix Nobel de Physiologie 1991 : Erwin Neher & Bert Sakmann



canaux K, du pancréas (cellules 8 des ilbts de Langerhans)
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canaux K, du pancréas (cellules 3)
role dans la secrétion d'insuline
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Remedi & Koster (2010) Pflugers Arch - Eur J Physiol 460:307
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Structure d’un canal K* 6 TMS et 1 pore
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Long et al. (2005) Science 309:897
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% — U / resolution: 2.9 A X-ray crystallography

hERG

~144,000 particles

resolution:

10 nm

Cryo-electron microscopy
Tétrameres Wang et al. (2017) Cell 169:422 1



Activité électrique du cardiomyocyte ventriculaire :

le potentiel d'action

early depolarization

‘ plateau

R
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QT interval

action potential (AP)

diastolic potential

‘ early repolarization

‘ late repolarization

from Marban (2002) Nature 415:213-218 12



Etude d'une mutation de hERG associée au Syndrome du QT long

* Syndrome du QT long (ECG : intervalle QTc > 450-470 ms),
fibrillation ventriculaire (torsades de pointes), mort subite

I /mVes mimd s Bler 85 Hr i G D Gt G e e

Saenen & Vrints (2008) J Mol Cell Cardiol 44:633
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Etude d'une mutation de hERG associée au Syndrome du QT long

mut/WT

mut/mut

Wallace et al. (2019) Pediatric cardiol 40:1419 y



Enregistrement d'un courant trans-membranaire : le patch-clamp
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Etude d'une mutation de hERG associée au Syndrome du QT long

Propositus : fibrillation ventriculaire (torsades de pointes)
v Feb-05-99 — clobutinol
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Modeles cellulaires
* Lignées cellulaires modifiées - canalopathies monogéniques

expression hétérologue de protéines WT et mutées
Bellocq et al. 2004. Mol Pharmacol. 66:1093
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injected COS-7
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Modeles in silico
* Modele de potentiel d'action ventriculaire humain Priebe and Beuckelmann (1998) -

modele d'Hodgkin et Huxley (Prix Nobel de Physiologie 1963) perte/gain de function :
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Canaux Ca?* : 4 domaines homologues

ST ST ST TS
pragpvugoging

cryo-EM Cavl.1

Wu et al. (2015) Science 350:aad2395
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Canaux Na* : 2 classes

ENaC (epith. Na* channel)

Nav: voltage-gated

canal Na* cardiaque : Nav1.5 +
Nav31l (SCN5A et SCN1B)
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Canaux Na* voltage-gated : structure
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Activité électrique du cardiomyocyte ventriculaire :
le potentiel d'action

canal Nav1.5 early depolarization

‘ plateau

action potential (AP)

R
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P diastolic potential
Q S " =
complexe QRS early repolarization

‘ late repolarization

from Marban (2002) Nature 415:213-218 22



Du modele cellulaire au modele murin du syndrome de Lenegre
Syndrome de Lenegre :
ralentissement de la
conduction cardiaque
héréditaire

Modeles cellulaires: lignées cellulaires
modifiées - canalopathies monogéniques

Expression hétérologue de protéines Nav1.5
=>bloc de conduction WT et mutées
1982 1998 2000 transfected COS-7

i

QRS prolongation

INav1.5

5 ms

Mutation SCN5A : canal Nav1.5 Aexon22 causal?

Schott et al. (1999) Nat Genet 23:20
Probst et al. (2003) J Am Coll Cardiol 41:643 23



Du modele cellulaire au modele murin du syndrome de Lenegre

1982 1998 2000 ) Scn5a*-mouse
QRS prolongation

Z502 Y95
M_;,\ (\.. \Jl//\‘ (wild-type) (Scn5atl-)
| .

SCN5A mut : exon 22 absent '

Il = | 7
WT mouse ECG || | -l |
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Schott et al. (1999) Nat Genet 23:20
Haplo-insufisance de SCN5A =» causal Probst et al. (2003) J Am Coll Cardiol 41:643
Royer et al. (2005) Circ 111:1738




Limites
\ . . Human AP mouse AP
Modeles unicellulaires

lignées cellulaires :
environnement protéique ?
(complexe canalaire)

modeles animaux : expression
espece-spécifique?

Modeles informatiques
environnement fonctionnel ?

Nerbonne et al. (2001) Circ Res 89:944"



Cardiomyocytes issus de cellules souches pluripotentes
induites humaines (hiPS-CM)

Reprogrammation;;_.;;f; N7 - Différentiation induite

/h" i X
Il “ “‘? ";’.‘l o '_
il ?J } I

fibroblaste cardiomyocyte

\".

Yamanaka S, Gurdon J: Prix Nobel de médecine 2012
"...for the discovery that mature cells can be reprogrammed to become pluripotent."
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Cardiomyocytes issus de cellules souches pluripotentes
induites (iPS-CM)

Cellules d'origine :

peau, sang, urine

porte le patrimoine génétique du patient (mutations, variants...)
Cardiomyocytes issus d'iPSc

générées au laboratoire dans des conditions acceptables (éthique, temps et
budget)

environnement génétique humain
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hiPS-cardiomyocytes

Hétérogénéité phénotypique

Jouni et al. (2015) JAHA 4:e002159 28



Activité électrique du cardiomyocyte
. le potentiel d'action

hétérogéneéité du PA
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modélisation du syndrome du QT long: AS61P HERG
=» hERG A561P modifie-t-il le potentiel d'action
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Transfected cells vs hiPS-cardiomyocytes
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Transfected cells vs hiPS-cardiomyocytes

66:1093
\
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Bellocq et al. 2004. Mol Pharmacol.
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v Défaut de transport » Prolongation durée du PA
v" Réduction d’l,, > Evenements arythmiques

Perte de function et allongement confirmés =» causal
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Analyse d'article
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Les patients HIV+ présentent un intervalle QT allongé et un risque de
mort subite élevé par rapport a la population générale. Origine ?

Des études précédentes suggerent un effet direct du virus (plus que
les anti-viraux)



Tat = Trans-Activator of Transcription

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=33943759 curid=79119847

Protéine Tat du HIV-1 : présente dans le
sérum des patients, peut pénétrer les cellules
et interagir avec le PIP, (phosphoinositide).

KCNQ1 et hERG, canaux repolarisants,
nécessitent du PIP, pour étre fonctionnels

' Les canaux KCNQ1 ou hERG sont-ils
impliqués dans les effets cardiaques de
d'apres Debaisieux et al., (2012)Traffic 13:355 I'infection HIV par I'intermédiaire de Tat?



Figure 1

cellules
COS-7

Condition : sur-expression du canal hERG et de la protéine Tat
(WT et mutée) apres transfection (plasmides)

* Courant |, gre
: pas d'interaction avec le PIP,
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cellules (WT et mutée) apres transfection (plasmides)
COs-7 ¢ Courant l,grg

Figure 1

Condition : sur-expression du canal hERG et de la protéine Tat

: pas d'interaction avec le PIP,

WT-Tat : 1A & B : diminution du courant hERG (et KCNQ1)
WT-Tat : 1D : accélération de la désactivation du courant hERG (et KCNQ1)
W11Y-Tat, qui n’interagit pas avec le PIP, : pas d’effet
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Figure 3

cellules
COS-7

Condition : sur-expression du canal hERG et de la protéine Tat (WT
et mutée) apres transfection (plasmides)

* Localisation de la protéine Tat (immunomarquage et microscopie
confocale)
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Figure 3

Condition : sur-expression du canal hERG et de la protéine Tat (WT

cellules et mutée) apres transfection (plasmides)
COS-7 * Localisation de la protéine Tat (immunomarquage et microscopie
confocale)

WT-Tat : membranaire, comme le canal
W11Y-Tat : non membranaire, car elle n’interagit pas avec le PIP,
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Figure 2

cellules
COS-7

Condition : sur-expression du canal KCNE1-KCNQ1 (WT et muté) et
de la protéine WT-Tat apres transfection (plasmides)

« Courant lxcngr-kenor

O actif sans PIP,
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Figure 2

Condition : sur-expression du canal KCNE1-KCNQ1 (WT et muté) et
cellules de la protéine WT-Tat apres transfection (plasmides)

COS-7
« Courant lxcngr-kenor

O actif sans PIP,

3B: canal WT sensible au PIP, :
sensible a la Tat

3A & B canal insensible au
PIP, : insensible a la Tat
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Suppl.
Figure 4

cellules
COS-7

A COSs-7

G/Gmax

KCNE1-KCNQ1

1.0

(=]
[2)]

0.0-

Condition : sur-expression du canal KCNE1-WT- KCNQ1 apres

transfection (plasmides), application extracellulaire de la protéine Tat
« Courant lycner-kenor

B 60 mV
I |-40 mV
-80 mV
150
[20 pA/pF
./ 500ms \_ 100
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<
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+
L
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Suppl.
Figure 4

cellules
COS-7

A COSs-7

KCNE1-KCNQ1

1.0

G/Gmax
o
1)

0.0-

Buffer

Tat 200 ng/ml

L
_/\

Condition : sur-expression du canal KCNE1-WT- KCNQ1 apres
transfection (plasmides), application extracellulaire de la protéine Tat

« Courant lxcngr-kenor

pA/pF

© Tat200 ng/ml
(n=11)

50

60 mV

80 mVI |-40 mV

150

100

50 19
+

[I——

Buffer Tat 200 ng/ml

800

o
=3
o

15

Tdeact at -40 mV (ms)
N »
o o
o o

=]

Buffer Tat
200 ng/ml

application de la protéine Tat : pas d'effet

43



cardiomyocytes
iIssus de cellules hiPS

cardiomyocytes humains
fraichement isolés

Figure 4

Condition : application extracellulaire de la protéine Tat
« Courant I, (hERG, inhibé par E-4031)
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cardiomyocytes Condition : application extracellulaire de la protéine Tat
issus de cellules hiPS - Courant I, (hERG, inhibé par E-4031)

cardiomyocytes humains
fraichement isolés

e application de la protéine
Tat : effet sur le courant E-
4031-sensible, Iy,

Figure 4
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Figure 4

cardiomyocytes
iIssus de cellules hiPS

Condition : application extracellulaire de la protéine Tat
« expression de hERG ARNm et protéine
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cardiomyocytes Condition : application extracellulaire de la protéine Tat
issus de cellules hiPS - expression de hERG ARNm et protéine

Figure 4

* protéine Tat : pas d'effet sur la densité de canaux a la membrane plasmique
* diminution du courant I, par régulation de la fonction
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Condition : application extracellulaire de la protéine Tat
« Localisation de la protéine Tat (immunomarquage et microscopie confocale)

Figure 5

o application de la protéine Tat
- endocytose uniquement
dans les cardiomyocytes
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cardiomyocytes
iIssus de cellules hiPS

Figure 7

Condition : application extracellulaire de la protéine
Tat

« potentiel d'action
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cardiomyocytes
iIssus de cellules hiPS

Figure 7

Condition : application extracellulaire de la protéine
Tat

« potentiel d'action

- allongement de la durée du
potentiel d'action induit par
la Tat (phases tardives)
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Conclusions

"Altogether, these data obtained on human K* channels both in heterologous expression
systems and in human cardiomyocytes suggest that Tat sequesters PIP,, leading to a
reduction of |, and I, and provide a molecular mechanism for QT prolongation in HIV-
infected patients."
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Reprogrammation

De |'urine au cardiomyocyte

Différentiation
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Différenciation cardiomyocytaire: caractérisation

DO D2 D5 > D18
cell type: hiPSc mesoderm cardiac precursor hiPS-CM
matrigel + Activin A beats
overlay + FGF2
+ BMP4

NANOG BRACHYURY NKX2-5
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sarcomeric organization

5um

hiPS-cardiomyocytes : caractérisation

ion channels gap junctions

Ca%* homeostasis
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