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Un canal sans pore ?
La structure primaire
d’un canal perméable
aux protons enfin dévoilée
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> Les canaux a protons activés par le voltage,
ont été identifiés pour la premiére fois en
1982 dans les neurones d’escargots [1] et ont
été caractérisés également dans les cellules
épithéliales alvéolaires, les macrophages, les
granulocytes, les ostéoclastes, les microglies
[2] et, plus récemment, dans les fibroblas-
tes cardiaques humains [3, 4]. Ces canaux
jouent, entre autres, un réle important dans
la régulation de la production des anions
superoxyde (0%) durant le processus de la
défense immunitaire, le remodelage osseux
et, plus généralement, dans le contréle du
pH intracellulaire. Contrairement a d’autres
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canaux cationiques, la nature moléculaire
des protéines responsables de ces conduc-
tances est demeurée longtemps obscure.
Récemment, deux équipes (I’une japonaise
et "autre américaine) ont annoncé le clo-
nage d’un ADN complémentaire (ADNc)
d’une protéine ayant une haute homologie
avec le domaine senseur de voltage des
canaux ioniques dépendants du voltage
[5, 6]. Léquipe de Sasaki [5] a cloné cette
protéine, nommée mVSOP (membrane vol-
tage sensor only protein), chez la souris.
De leur cGté, Ramsey et ses collaborateurs
[6] sont arrivés a la méme séquence chez
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Figure 1. Topologie de trois types de protéines membranaires avec un domaine senseur  homologue
de voltage. A. un canal potassique Shaker. B. Ci-VSP une phosphatase régulée parle @ un pore
voltage. €. mVSOP, senseur de voltage perméable aux protons. de canal

M/Sn° 11, vol. 22, novembre 2006

ionique ou a une enzyme (Figure 1). Ces tra-
vaux font suite a la découverte, par I'équipe
de Okamura [7], d’un senseur de voltage lié &
une phosphatase (Figure 1). Uactivité de cette
enzyme ou Ci-VSP (ascidian C. intestinalis
voltage-sensor-containing phosphatase) est
dépendante de la variation du potentiel trans-
membranaire.

L'expression de ces protéines engendre un
courant sortant qui possede les mémes pro-
priétés électrophysiologiques que le courant
protonique décrit depuis quinze ans sur les
préparations excitables et non excitables.
Ce courant dépendant du voltage dépola-
risant présente des cinétiques d’activation
lentes, une sensibilité au pH et aux ions Zn?*
D’autres études sur le tissu natif ont montré
que Iinhibition par le zinc est dépendante
du pH externe. A pH,=7, les courants sont
blogués par le zinc a 10 uM tandis qu’il faut
100 uM @ pH,=6. Linhibition augmente de dix
fois pour une diminution d’une unité du pH,,.
Les potentiels d’inversion du courant, mesu-
rés a différents pH intra- et extracellulaires,
correspondent aux potentiels d’équilibre pour
les protons tel que prédits par Iéquation de
Nernst, suggérant que ce canal serait haute-
ment sélectif aux protons. Contrairement a la
pompe aux protons, par exemple la F-ATPase
(Figure 2), le mouvement des protons est passif
puisqu’il suit le gradient électrochimique des
H*. Par ailleurs, des expériences réalisées en
imagerie montrent que le pH intracellulaire,
apres surcharge acide, se rétablit beaucoup plus
rapidement dans les cellules transfectées avec
le gene codant mVSOP que dans les cellules non
tranfectées [5]. Dans ce modele expérimental,
les propriétés d’activation, les cinétiques et les
propriétés pharmacologiques (inhibition par les
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cations divalents tels que le Zn?* et le Cd?*) des
courants produits par mVSOP sont identiques
a celles des courants macroscopiques sélectifs
aux protons enregistrés dans les tissus natifs. De
méme que les courants a protons décrits dans
les tissus natifs, les canaux exprimés sont tres
sensibles aux changements de température [2].
Ces travaux montrent également, par analogie
aux expérimentations décrites sur le senseur de
voltage d’un canal ionique bactérien [8], que la
neutralisation des charges positives du segment
transmembranaire S4 provoque un déplacement
du seuil d’activation vers des potentiels plus
positifs (estimé & 50 mV pour mVSOP).

Les régions S2, S3 et S4 du canal a protons
contiennent des acides aminés chargés positi-
vement (S4) et des résidus chargés négative-
ment (S2-53). Ces résidus, conservés dans tous
les domaines senseurs de voltage des canaux
ioniques, joueraient donc un réle de détecteur
de voltage dans les canaux protons. Ainsi, une
variation du voltage membranaire, par suite
d’une stimulation électrique, ferait changer la
conformation du canal pour permettre le pas-
sage des protons de part et d’autre de la mem-
brane cellulaire. Dans ces conditions, comment
le segment S4 se déplace-t-il dans le champ

électrique ? 'équipe de Mackinnon [9],
apres avoir cristallisé le domaine senseur du
voltage du canal potassique de Aeropyrum
pernis (ou KvAP), a montré que le mouve-
ment est grand et de type paddles. Ce mou-
vement est incompatible avec les données
biophysiques qui prénent un mouvement
plus discret de I'hélice oL du segment S4. La
cristallisation du canal @ protons pourrait
s’avérer importante pour élucider les diver-
ses hypotheses et répondre aux récentes
controverses [10].
Quelle est la région limitant sélectivement
le passage des protons, connue sous le
terme de filtre sélectif, et comment fonc-
tionne-t-elle ? Deux hypothéses ont été
émises: soit la perméabilité aux protons
requiert un mouvement de la région S4 pour
aligner les résidus et permettre le passage
de protons (comme dans le cas de la grami-
cidine [11]), soit le mouvement du senseur
du voltage expose des résidus accepteurs
de protons et permet ainsi leur perméabi-
lité. Des travaux réalisés sur le canal potas-
sique Shaker montrent que la substitution
d’un résidu arginine du segment S4 par une
histidine (R362H) rend le canal potassique
perméable

intracellulaire

Milieu
extracellulaire

F-ATPase
(pompe a protons)

Figure 2. Représentation schématique de deux différentes voies d’entrée des protons. A.
La pompe aux protons qui fait entrer des protons accompagnée de I’hydrolyse de I’ATP.
Cela permet I’entrée des protons a I’encontre de leur gradient de concentration a travers
la membrane plasmique ce qui requiert de I’énergie. £n revanche, la protéine mVSOP (B),
fait passer les protons selon leurs gradients électrochimiques. Les courants macroscopi-
ques engendrés par I’expression de mVSOP augmentent avec la dépolarisation et lorsque

la différence de pH entre le milieu extra- et intracellulaire devient importante.
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un role dans le transfert des protons a travers
ce canal [6]. Il n’est pas exclu que cette pro-
téine ne serait qu'une sous-unité régulatrice et
que la perméabilité dépendrait de la présence
d’une protéine encore non identifiée qui serait
présente de fagon endogene dans les cellules
utilisées.

Comme pour toute nouvelle découverte fon-
damentale, les travaux de Sasaki et de Ram-
sey engendrent plusieurs questions liées au
role de la protéine mVSOP dans I’organisme.
Existe-t-il des mutations a I"origine d’un dys-
fonctionnement de ce canal, qui aboutiraient
a une perte de fonction de cette nouvelle
protéine et, par conséquent, sous-jacentes
a une pathologie humaine ? Des études de
génomique et des expériences sur des souris
knock-out seront nécessaires pour évaluer ce
role. Enfin, considérant la ressemblance des
canaux a protons avec les domaines de sen-
seur de voltage des canaux ioniques, on peut
également se questionner sur le lien évolutif
qu’il y a entre les deux genes. ¢

A channel without pore?

The primary structure of a proton
permeable channel is finally revealed
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