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Résultats et Discussion

séquestrer dans le cytoplasnteég(re 23.f5. La quantification des images confocales
montre une différence importante et significativere le ratio cytoplasmique/nucléaire
de la sous-unité GRs-EGFP exprimée en présence de la sous-unité mufargé +
0.99) et la C3,-EGFP exprimée seule (10t13,3) Figure 23.G. La méme étude est en
cours de reéalisation dans les neurones d’hippocaempeo-exprimant GBs-myc et
Cafs-CrurEGFP.

Enfin, le mutant montre un effet négatif sur lesiramts calciques régulés par la
sous-unité Cg, endogéne et notamment sur la localisation nueléddér la sous-unité
Caf34 native. Comment le mutant exerce cet effet sigolas-unité Cf, demeure une
question sans réponse. En effet, I'idée que lex gentéines interagissent ensemble est
exclue. Une étude d'immunoprécipitation suivie parwestern blot, a partir des cellules
CHO co-transfectées par Bamyc et CaB4+-CrirEGFP, montre que ses protéines

n’interagissent pas (western non ajouté).

Figure 23-A
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RESUME

Les canaux calciques neuronaux activés par la dapalion membranaire
contrélent diverses fonctions cellulaires tellese qliexcitabilité neuronale et la
transmission synaptique. Les canaux calciques feomtés d’'une sous-unité principale
Ca, associée a 3 sous-unités régulatrifesi£d ety). La sous-unité auxiliaire Q& joue
un réle crucial dans la régulation des propriéiéphysiques du canal et dans I'adressage
membranaire de la sous-unité,C@hez 'homme, un isoforme de cette sous-unitgLa
est I'objet de mutations qui conduisent a des ptypes épileptiques. L'une de ces
mutations est une délétion d’une partie du domearboxy-terminal de G4 (R482X).
Les efforts effectués pour comprendre les mécarmsmelulaires du phénotype
épileptique des patients concernés n’ont pas eratmatit a des explications probantes.
Ainsi, le phénotype neurologique ne semble paa liée altération de I'activité du canal,
mais plus vraisemblablement a des fonctions céleganconnues de Q3.

Ma thése porte sur la caractérisation des détentimaoléculaires et cellulaires
du mutant humain R482X impliqué dans le phénotyparalogique des patients qui
portent la mutation. Etant donné que I'épilepsiglique essentiellement les neurones du
lobe temporal, je me suis particulierement inté¥esa I'étude des fonctions et de la
localisation de GC#, dans les neurones dhippocampe. Dans ces cellulas,
translocation de la sous-unité SBadu cytoplasme vers le noyau est notée au coura de |
différenciation neuronale. Cette translocationdggiendante de I'intégrité structurale de
la sous-unité G@,, elle est perdue dans le cas de la mutation R482Xperte du
fragment carboxy-terminal conduit a une altératitenla structure de QB suite a la
rupture de I'interaction intramoléculaire entre t1x domaines conserveés, au sein de la
protéine native. Dans les neurones d’hippocamptge adéstructuration empéche la
localisation nucléaire de la protéine mutante. Etlonné que la sous-unité Ba ne
posséde aucun signal d’adressage nucléaire, laitgehdu double hybride a été réalisée
afin de déterminer les partenaires protéiques dapabadresser la sous-unité,Savers
le noyau. Parmi les trois protéines criblées qtéragissent spécifiguement aveg,[Eaet
pas avec le mutant, une est capable d’adress@y Gans le noyau alors que l'autre la
retient dans le cytoplasme. Afin d’étudier I'effd la localisation nucléaire de la sous-
unité CaB, sur la régulation génique, une étude transcripjamia été réalisée. La sous-
unité CaPBs montre un effet répressif sur I'expression génigGette répression est
inversée dans le cas du mutant incapable de s&airesrs le noyau des neurones. Parmi
ces genes, plusieurs sont des candidats poteptelsexpliquer I'altération d’activités
neuronaux impliqguée dans le phénotype épileptique.

Enfin, 'absence de I'adressage nucléaire de la-smité Cg3, mutante (R482X)
due a la déformation de sa structure native, a#igrka régulation transcriptionnelle des
génes, qui serait a la base du phénotype épileptips patients qui portent cette
mutation.



SUMMARY

Disrupted nuclear localization and function of theman mutant R482X of
the calcium channel ¢, subunit

High voltage-activated (HVA) calcium channels aeteno-multimeric complexes
that translate electrical signals into’Cinflux, a secondary messenger that mediates
essential neuronal processes such as neurotragsneiktase and neuronal excitability.
HVA calcium channels are composed of four subui@&u,; subunit, the pore forming
of the channel and the auxiliary subunits,fZ&aa.6 and Cay. The Cal3 subunit has
focused much of the interest owing to its regulatmctions within the complex. By
masking an endoplasmic retention signal on thgGaubunit, Cg3 subunit targets the
mature calcium channel to the plasma membrane antriloutes to the increase in
number of functional calcium currents. In humanathplogic mutations have been
identified in CACNABA4 that produce epileptic pheyyme. One of these mutations is a
premature termination mutation (R482X). Mutatiomsduced minor biophysical effects
on calcium channels in spite of their prepondepatihological phenotypes, which tend to
indicate that cellular functions other than chameglulation may be responsible for the
predominant neurological effects of the R482X matat

My thesis focuses on the molecular and cellulaemeihants of the G4 mutant
(R482X) inducing the human neurological phenotyf@iudies were realized in
hippocampal neurons which are particularly impkcain epilepsy. A translocation of
endogenous GA&, from the cytoplasm to the nucleus is observednduneuronal
differentiation and synaptogenesis. This translonatis conditioned by the native
structural conformation of G@&; subunit; carboxy-terminal deletion inhibits theclaar
localization of the mutant. The 38 amino acids tiehedisturbs the structure of (& by
altering the intramolecular interaction between tiv® conserved domains in {3
subunit. In hippocampal neurons, this structurastaition prevents the nuclear
localization of the mutant Gi&. In order to identify the impact of the nucleacdtzation
of the Cal}, subunit on transcriptional regulation, a studygeme expression generated
by microarray is realized. Profiles of gene expomssrevealed a differential gene
regulation between wild-type and mutant&aCal}, subunit seems to have a repressive
action on gene regulation; on the other hand, #uok& bf nuclear localization of the
mutant reverses this repressive impact. Among ftexiic transcripts differentially
expressed, some genes are primordial keys in nauamtivities, thus alterations in the
regulation of these genes could be involved in owalr diseases. Since no NLS
consensus sequence has been identified oi%,Gevo-hybrid assay was realized in order
to identify partners responsible of the,Qauclear targeting. A specific protein holding
a NLS sequence interacts specifically with&aubunit, but not with the mutant, and is
able to target G&, to the nucleus. The other protein which specifycaiteracts with the
WT Ca/l, sequesters G, in the cytoplasm.

Finally, the lack in nuclear targeting of the R&X8mutant due to the structural
distortion appears to alter the transcriptionalegeggulation which is maybe implicated
in the epileptic phenotype of patients holding tigtation.
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L’ion calcium (C&") joue un role universel dans la signalisationaicgtlulaire.

En tant que messager ubiquitaire secondaire, téucalest impliqué dans le contrdle et la
régulation d’'une variété de fonctions cellulairlard du couplage excitation-contraction
musculaire, de la libération d’hormones ou de neeansmetteurs, jusqu’a I'activation
d’enzymes ou a I'expression de certains genesoRditton de repos, la concentration de
calcium libre dans le cytosol ([€%) est maintenue & des niveaux trés faibles (10-100
nM a 2 uM) par rapport a la concentration de caicextracellulaire (1 a 2 mM). Son
élévation transitoire suite a une stimulation dalhe constitue un signal dynamique
capable d'activer des cibles moléculaires impliguéans des processus cellulaires
fondamentaux (Petersen et al., 2005). Cette régnlast gouvernée par divers types de
canaux et de transporteurs calciques présentasuembrane plasmique et permettant
I'entrée et I'extrusion du Gacytosolique(Figure 1) Notamment, les réserves calciques
localiséesdans les organelles subcellulaires contribuentvertent a I’homéostasie
calcique par la déplétion des stocks via les récepta I'inositol triphosphate (R) et a

la ryanodine (RyR), ainsi que par le stockage dti @a les pompes calciques situés au
sein des membranes des organelles. De ce failgialisation calcique est étroitement
régulée en amplitude et fréquence par une codiitaspatio-temporelle spécifique.
Toute altération de 'homéostasie calcique et, aniqulier une élévation durable de la
[Ca®"]c, engendre en retour un contexte pathologique putemtrainer la mort cellulaire.
Ainsi, le calcium n’exécute pas uniqguement le rdlan messager omniprésent: il
contrOle aussi la survie cellulaire et peut indlarenort cellulaire.

Deux mécanismes de transport calcique transmenileaniat été identifiés : un
transport actif via les pompes et un passif imgligues canaux. Les pompes calciques
constituées aussi par des échangeui$Q¥&, assurent le transport du calcium & travers
la membrane plasmique contre le gradient de coraten et/ou le gradient
électrochimique et ainsi sont couplées a une comsion d’énergie métabolique. Par
contre, I'entrée du Gasuite & I'ouverture des canaux suit les lois daiffasion passive.
L’ouverture des canaux se fait en réponse a deostdifférents : i) la fixation directe
ou indirecte d'un ligand spécifique ou ii) le chantent du voltage transmembranaire. Le
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premier mécanisme implique en particulier les canahimio-dépendants ou les
récepteurs ionotropiques comme le récepteur glutagigue ou a I'acétylcholine. Les

acteurs du deuxiéme mécanisme sont les canaugjwescdépendants du voltage

) ph ER

.- G > 2

5i ~
y 5

Intracellulaire
RCPG

Extracellulaire

NMDA )

Figure 1. L’homéostasie calcique est régulée par des pongtedes canaux
calciqgues présents a la membrane plasmique et am&nbrane des organelles
intracellulaires. PMA « plasma-membrane ATPaseCCVD « canaux calciques voltage
dépendants » ; RCPG « récepteur couplé aux pratéi@e»> ; NMDA « N-méthyl-D-
aspartate » ; PLC « phospholipase C » ; SERCA «osimendoplasmic reticulum Ca
ATPase pump » ; BR « récepteur activé par linositol triphosphate RyR « récepteur
a la ryanodine ».

Les bases des analyses biophysiques menées suamkasx ioniques dépendants
du voltage ont été révélées a l'origine par lesaua de Hodgkin et Huxley dans les

années 30 et ensuite affirmées par le model d’Kiadguxley sur le potentiel d’action
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en 1952 (Hodgkin and Huxley, 1952a; Hodgkin and leyx 1952b; Hodgkin and
Huxley, 1952c; Hodgkin and Huxley, 1952d; Hodgkiddluxley, 1952e).

En 1953, les canaux calciques dépendants du voltagété identifiés par Fatt et Katz
(Fatt and Katz, 1953). Plus tard, les travaux piersnde Hagiwara edl. en 1975 ont
indiqué la présence de plusieurs types de candoxjeas dans la membrane plasmique
des ceufs d’étoile de mer (Hagiwara, 1975; Hagiwaad., 1975), et dans de nombreuses

autres cellules de différents organismes (Bean5;188wycky et al., 1985).

|. Canaux calciques dépendants du voltage€DV)

La famille des canaux calciques dépendants du gelteaduit les dépolarisations
membranaires en un influx calcique induisant pasude, la régulation de fonctions
physiologiques tres variées au sein de la cellidar activité est essentielle pour coupler
les signaux électriques de la surface cellulairex @vénements physiologiques,
notamment la transmission synaptique et le coupdaggation-contraction.

La membrane plasmique forme un condensateur viig@ant deux solutions
conductrices, tandis que le canal ionique forme conducteur. Dans les cellules
eucaryotes, la distribution des ions de part ettdéade la membrane plasmique est
inégale. Au repos, lintérieur des cellules est rgganégativement par rapport a
I'extérieur. Le potentiel de membrane, dit de repst négatif et varie entre -20 et -90
mV selon le type de la cellule. Lorsque le potérde membrane se déplace vers des
valeurs plus négatives, on dit que la cellule sdwgplarise ; lorsqu’il se déplace vers des
valeurs positives, la cellule se dépolarise.

L’électrophysiologie cellulaire constitue une étapssentielle et une approche
fonctionnelle qui permet d’étudier I'activité demnaux calciques et de mesurer le courant
calcique lors d’'une dépolarisation membranaire pmaentiel imposé. Effectivement, le
développement de la technique du « patch clamp@ms de but de mesurer le courant
traversant une cellule compléte ou un canal unigugermis de mettre en évidence la
diversité des canaux calciques et d'établir leussactéristiques biophysiques et

pharmacologiques.
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En effet, le principe de base de la technique apaamp » consiste a réaliser des
sauts de potentiels d’amplitude et de durée vasalf partir d’'un potentiel de maintien,
proche de celui de repos, on enregistre les caumguit apparaissent lors des sauts du
potentiel de diverses amplitudes, appelés potentisits, et qui aménent le potentiel de
membrane a des valeurs plus négatives. L’intenl@tecourants enregistrés en fonction
de la valeur du potentiel transmembranaire peusi a@tre étudié et mesuré. Une
dépolarisation appliguée aux canaux calciques fs&diouverture du canal et provoque
une apparition d’'une succession d’échelons de obulisigés vers le sens entrant. En
configuration cellule entiere, le courant globaj; lenregistré en fonction du voltage
imposé () présente une allure en cloche caractéristiquaprBs la loi d'Ohm, la pente
de la courbe |-V est égale a la conductance dul.chaaelation I-V indique si le canal
est voltage-dépendant, c'est a dire si sa conduetaarie selon le potentiel ce qui
impliqgue un mécanisme voltage-dépendant de la aéigal du courant, intrinseque au
canal.

A l'aide du patch clamp, on peut déterminer d’aaitparameétres comme par
exemple les cinétiqgues d'inactivation et d'actigati En fait, les canaux ioniques
présentent généralement trois états : un état femmétat ouvert et un état inactivé.
Dans le cas des canaux calciques dépendants datipbt@ haut seuil, I'activation,
passage de I'état fermé a I'état ouvert, a lietesaiune dépolarisation. L’inactivation,
passage de I'état ouvert vers |'état inactivé,ea kuite a une dépolarisation et/ou une
augmentation locale de la concentration en calciues. canaux calciques a haut seulil
présentent donc une inactivation voltage-dépendattenotamment dépendante du
calcium. Pour décrire la dépendance de l'inactivatiis a vis du potentiel, on trace des
courbes d'inactivation qui décrivent le rapportatan activables/canaux inactivés pour
chaque potentiel a I'état stable. Ces courbes @oteinues en appliqguant un prépulse
d'amplitude variable et assez long pour atteinthtatl stable de l'inactivation puis un
pulse test toujours au méme potentiel. La courpeesente les courants obtenus lors du
pulse test en fonction du potentiel du prépulseespondant, c'est a dire la quantité de
canaux encore activables a la fin du prépulse.cbesants sont normalisés (courant | a

un potentiel Em donné sur le courant maximum obterax).
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La classification des canaux calcigues a été fondde des critéres
électrophysiologiques auxquels se sont rapidemerssocéés des criteres
pharmacologiques apres la découverte de toxinesfispes(Tableau 1)Catterall et al.,
2005).

Les études électrophysiologiques ont permis derenett évidence I'existence des
différents types de canaux €aOn distingue deux catégories essentielles classglen
leur seuil d’activation : « Low-Voltage-Activated(kVA) et « High-Voltage-Activated »
(HVA). Lactivation des canaux LVA se produit a demtentiels membranaires
relativement faibles vers -70 mV, et est completgmeactivé lorsque le potentiel de
membrane est maintenu a une valeur plus positiee-§0 mV. Alors que les canaux
HVA s’activent a des dépolarisations plus élevéegee-40 mV et 10 mV, et ne

s’inactive pas sous le seul effet du potentiel.

Tableau 1

Classification pharmacologique et distribution tissulaire des CCDV

Courant Pharmacologie Distribution tissulaire

Benzimidazoles (mibéfradil) Neurones, coeur, muscles lisses,

Type T Amiloride, Ethosuximide cellules endocrines,
Kurtoxine, Nickel spermatozoides
Dihydropyridines (nifédipine)  Muscles squelettiques et lisses,
Type L Phénylakylamines neurones, cceur,
Benzothialzépines cellules endocrines, rétine

w-Conotoxine GVIA
Type N w-Conotoxine MVIIA Neurones
w-Agatoxine 1A

w-Agatoxine VA
Type P/Q w-Agatoxine 1A Neurones, cellules pancreéatiques
w-Conotoxine MVIIC

Type R Nickel, Cadmium Neurones, cellules endocrines
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1. Canaux LVA

En 1981, les courants a bas seuil ont été dénittalement par Llinas et Yarom,
au niveau du soma et des dendrites proximales dasomes du noyau de lolive
inférieure (Llinas and Yarom, 1981). Par la suites courants ont été mis en évidence
dans les neurones thalamiques, les cellules clasicgurrénaliennes (Llinas, 1988) et
dans le sperme (Arnoult et al., 1996) ou ils petemttla réaction acrosomique.

Cette catégorie de canaux confere un courant cedlaegtype T (pourTransien.
C’est un courant activé par des faibles dépolaoisat rapidement inactivé a des
potentiels plus négatifs, et ayant une petite cotahce élémentaire (Williams et al.,
1997). Ses propriétés biophysiques particulieremfézent au courant T un role
fondamental. Les canaux LVA étant rapidement inasti pour des valeurs de potentiel
proches du potentiel de repos, leur activation gt gtre efficace qu’apres une période
d’hyperpolarisation membranaire, au moins trangtoipermettant la levée de
linactivation. Une fois activée, le canal de type produit une dépolarisation
membranaire suffisante pour permettre I'activatibautres conductances ioniques, aux
seuils plus élevés. Ainsi, les courants de typeerhisnt impliqués dans la genése des
activités périodiques de tygmcemakefHuguenard, 1996) ou de bouffées de potentiels
d’action.

Dans le systeme nerveux central, les canaux T iseniminés dans I'activité
oscillatoire, lui-méme impliquée dans des processmmme la régulation du cycle
sommeil/éveil (Hughes et al., 2004) ou la coordomamotrice et dans la spécialisation
des circuits neuronaux au cours de I'ontogenésegs, 1988).

A I'heure actuelle, aucun ligand spécifique n’e&trit pour ce type de canaux.

2. Canaux HVA

Ces canaux activés a des potentiels plus positdscgux du type T, s’inactivent
peu ou trés lentement par rapport aux LVA. Les garidVA engendrent divers courants
de type L, N et P/Q. Lableau 2répertorie les caractéristiques électrophysiologggde
chaque type des canaux calcigues dépendants dgeolt
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Les courants detype L (pourLong Lasting s’activent pour de fortes
dépolarisations, avec une inactivation tres lemteine conductance élémentaire assez
importante (Fox et al., 1987a). Les enregistremenitgires ont montré une permeéabilité
généralement plus élevée pour le*Bgue pour le calcium (Fox et al., 1987b). Ces
courants, exprimés dans toutes les cellules exesadt endocrines, notamment dans le
muscle squelettique et cardiague, composent laritéaptes courants calciques et jouent
un role clé dans le couplage excitation-contractginla sécrétion d’hormones. La
caractéristique essentielle du type L est sa siitésibux antagonistes calciques comme
la famille des dihydropyridines (DHP) (Flockerziatt, 1986; Takahashi et al., 1987), les
phenylalkylamines et les benzothiazepines. La naiaud par les DHPs constitue un
enjeu thérapeutiqgue important dans le traitemesatrdaladies cardiovasculaires, ou les
DHPs constituent un outil pharmacologique compremndes inhibiteurs comme le
nifedipine, le nisoldipine et lisradipine, et destivateurs comme le Bay K 8644
(Schramm et al., 1983).

Dans le muscle squelettique, une interaction diracté décrite entre le récepteur
aux DHPs (DHPR) du muscle squelettique et cardiagiule RyR (Grabner et al., 1999;
Nakai et al.,, 1996). En fait, le DHPR en réponsena excitation par dépolarisation,
active les RyR et permet le relachement du calcistocké dans le réticulum

sarcoplasmique, initiant ainsi la contraction miesice (Ikemoto et al., 1989).

Toujours dans la méme famille des canaux HVA, amt péstinguer les courants
detype N, distribués essentiellement dans les neuronest@ha®ek et al., 1992), avec
des caractéristique « Ni T, Ni L » (« Neither Tians, Nor Long Lasting »), d’ou leur
appellation. Les courants de type N sont caraé®rmar un seuil d’activation et une
cinétique d’inactivation intermédiaires entre IpdyL et le type T (Fox et al., 1987a;
Nowycky et al., 1985). Ces canaux N s’ouvrent pdas valeurs de potentiels plus
négatives que le canal L et plus positives queiautype T. lls sont d’autre part
entierement inactivés a -30 mV, potentiel de memdmeu les canaux de type L restent
largement actifs. La mesure des conductances rgstaies canaux de type N permet
egalement de les distinguer des autres canaux €Eoal., 1987b). Les cinétiques

d’inactivation des courants N présentent une gramdiabilité d’'un type cellulaire & un
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autre. lls sont insensibles aux DHPs, les antatgmidu type L, mais spécifiguement
bloqués par une toxine peptidique isolée a partim dmollusque marinConus
geographicus I’ w-conotoxine GVIA (0-CgT-GVIA) (Kerr and Yoshikami, 1984).

Dans les cellules neuronales, les courants calsidqagype N sont impliqués dans
la libération des neurotransmetteurs. Des expérgermmt montré que d-GVIA est
capable d’inhiber la libération de glutamate et@®&BA au niveau des neurones de
I'hippocampe (Burke et al., 1993) ou a partir dgsaptosomes isolés (Tsien et al., 1991).
Dans les cellules endocrines, les courants de Wm®nt impliqués dans la sécrétion
d’hormones (Sher et al., 1992).

Tableau 2
Caractéristiques électrophysiologiques des CCDV
Type T Type N Type L Type P/Q Type R
Seuil d'activation 70 20 -30~-10 60 40
(mV)
Intervalle d'inactivation
(mV) -100~-60 -120~-30 -60~-10 -100~-30 -100~-30

Cinétique d'inactivation

(ms) 14-80 100 - 500 >500 100-500 20-40
Conductance (pS)  7-10 12-20 10-25 10-20 14
Temps d'ouverture 0 5-2 0,7-1,5 0,5-10 <1 ?
(ms)

L'utilisation des toxines spécifiques a permis Ecaluverte également d'autres
canaux neuronaux dgpe P, fortement exprimés au niveau des cellules deiRjetket de
type Q (apres P dans l'alphabet) décrits au niveau disles granulaires du cervelet.

Considérés par certains comme appartenant a deagocees de canaux distincts, les
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canaux P et Q n’affichent cependant qu'une faibdeiabilité dans leurs propriétés
biophysiques et pharmacologiques, suggérant fireémue ces canaux constituent une
seule et méme famille P/Q regroupant différentssggpes (Tottene et al., 1996). Les
canaux de type P sont spécifiqguement bloqués partaxine du venin d’'une araignée
Agelenopsis apertal’ w-agatoxine IVA (0-Aga-IVA) (Llinas et al., 1989). lls s’activent
pour des valeurs de potentiels supérieurs a -40 awéc un pic d’amplitude aux
alentours de +10 mV. lls ne s’activent pas ou keesement si 'on maintient la cellule
dans un état dépolarisé. Le type Q est bloqué 'pacdnotoxine MVIIC (-CmT-
MVIIC) isolé a partir d’'une toxine extraite du vandu Conus magugHillyard et al.,
1992). Il se différencie du courant P par une @juét d’inactivation plus rapide et un
seuil d’activation plus élevé. La découverte dedntes a permis I'étude fonctionnelle des
canaux de type N et P/Q et a démontré leur imphicadans la transmission synaptiques
rapides et la libération des neurotransmetteursnoorte glutamate dans le systeme
nerveux (Takahashi and Momiyama, 1993; Turner.efliB2). Les canaux P/Q semblent
méme davantage impliqués que les canaux N dar@mananication entre les neurones
granulaires du cervelet et les cellules de PurkiRjegehr and Mintz, 1994), ou encore
entre les neurones pyramidaux CA3 et CAl de I'higpape (Wu and Saggau, 1995).
Malgré les difficultés techniques, une étude wilisla différence d’affinité pour d¥-
Aga-IVA, a permis d’attribuer au type Q, plutot'au type P, la responsabilité de cette
communication CA3/CA1 (Wheeler et al.,, 1994). Lemirants de type P sont aussi
impliqués dans la libération de I'acétylcholinerdueau de la jonction neuromusculaire
(Uchitel et al., 1992).

Un courant résiduel est décrit aprés I'applicatdes toxines spécifiques qui
bloquent les courants N et P/Q. Ce courant dityde R pour « Remaining current » a
été mis en évidence dans les cellules granulaireed/elet (Randall and Tsien, 1995). Il
est apparenté a une famille intermédiaire entreHéA et les LVA, étant donné qu'il
partage les propriétés biophysiques des courapésNyet Q, et quelques paramétres de
cinétique des courants de type T comme linactivatiqui apparait pour des valeurs
hyperpolarisées du potentiel de membrane avecinggque d’inactivation rapide et une

sensibilité au blocage par le'NiTottene et al., 1996).
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[I. Structure protéique des canaux calciques dépendantiu

voltage

Les premieres études biochimiques ont été a ladmtedescription structurale des
sous-unités protéiques des canaux calciques (Fickeal., 1986; Leung et al., 1987,
Takahashi et al., 1987). Ces études ont révéléksepce au sein des canaux HVA d’une
sous-unité principale Ga; responsable de la formation du pore ionique adigsont
associées les sous-unités régulatricesp Gaa0,0 et Cay selon une stoechiométrie de
1:1:1:1(Figure2) Par contre, les canaux LVA semblent constituégueament de la
sous-unité principale sans l'association des soitesl auxiliaires. La composition

structurale des canaux LVA demeure donc encorearalue.

Ca®*

T .
W oe °°° \\

XA 1 8

Figure 2: Présentation schématique du canal calcique dépedrlamoltage.
Le CCDV est constitué de 4 sous-unités, 8, a»0 et y. La sous-unité canadr est
formée de 4 domaines homologues (I,ILII1,1V); chagdomaine posséde 6 segments
transmembranaires.
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1. La sous-unité Caay

La sous-unité Gar; contient le pore ionique du canal et le sensewrattage, qui
traduisent la dépolarisation en un influx calcigees le milieu intracellulaire.

La toute premiere classification des canaux ca&sqeétait basée sur des
propriétés électrophysiologiques et pharmacologidisien et al., 1988). La seconde a
été établie dans les années 80 avec le clonageDdé&s codant divers types de canaux
calciques (Birnbaumer et al., 1994; Snutch et1890). Les chercheurs ont essayé de
rétablir un lien entre les sous-unit@sclonées derniérement et les complexes calciques
identifiés par les techniques électrophysiologiqugaditionnelles. Ainsi avec
'augmentation du nombre d’isoformes clonés, unobes’est imposé pour créer une
nomenclature systématique des sous-uitdsasée sur Ga.y (Ertel et al., 2000) ou Ga
désigne les canaux calciques dépendants du voklagst, le nombre indiquant la famille
du canal (T-type, L-type et canaux neuronaux) est/le nombre indiquant les sous-
familles. Une présentation générale des canauigc&s connus figure danstkbleau 3

Les sous-unités Gay, codées par 10 genes distincts, sont classéas 3elous-
familles. La sous-famille G& (Cgl1.1-Cql1.4) qui produit les courants de type L, est
représentée par 4 sous-unités s clonée du muscle squelettique (€Ca) (Curtis and
Catterall, 1984; Tanabe et al., 198d)c du muscle cardiaque (Mikami et al., 1989) et
lisse (Biel et al., 1990) (G&.2) ,a1p (Cal.3) (Seino et al., 1992; Williams et al., 1992b)
eta;r (Cal.4) (Bech-Hansen et al., 1998; Strom et al., 1968)derniers identifiés. La
sous-famille des Ga (Ca2.1-Cg2.3) représente les 3 canaux de types neuronayx :
pour le type P/Q (G2.1) (Mori et al.,, 1991; Starr et al., 199b)g pour le type N
(Ca2.2) (Dubel et al., 1992; Williams et al., 19924&)oge pour le type R (G&2.3)
(Niidome et al., 1992; Soong et al., 1993). Danssdais-famille des Ga (Ca3.1-
Ca3.3), 3 sous-unités de type T ont été identifiées (Ca3.1) (Perez-Reyes et al.,
1998), a1y (Ca3.2) (Cribbs et al., 1998) ef;; (Ca3.3) (Lee et al., 1999b). La méme
sous-famille Cax; contient plus de 70% d’homologie de séquence atsrae 40% entre
les 3 sous-familles.

Structuralement, Ga; (175-250 kDa) comporte quatre domaines homologues

connectés par trois boucles intracytoplasmiquesqUé domaine est constitué de six

11
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segments en hélica transmembranaires (S1 a S6). Ces segments trafsareires
présentent des séquences en acides aminés qfibkentent conservées parmi les divers
canaux ioniques (sodique et potassique) (Noda.e1@84). La boucle formée de deux
feuillets B intramembranaires relie les segments S5-S6 pastitaer le pore du canal
(Guy and Conti, 1990). C’est au niveau de ces lasuqglie s’effectue la sélectivité des
ions calciques. Une seule mutation dans le poré¢ pedurber la sélectivité ionique et

peut ainsi convertir un canal calcique en un caadique (Heinemann et al., 1992).

Tableau 3
Nomenclature structurale des canaux calciques dépendants du voltage
Classification Classification Nomenclature
biophysique (1) moléculaire (=3 structurale @
e Ca,1.1
a
L-type 1e Ca, 1.2
%o Ca,1.3
Qe Ca,1.4
Canaux HVA
P/Q-type o ST Ca,2.1
Type neuronal N-type g Ca,2.2
R-type A Ca,2.3
Qi Ca,3.1
Canaux LVA T-type iy Ca3.2
ay Cav3.3

1 Tsien et al. (1988); 2 Snutch et al. (1990); 2 Birnbaumer et al. (1994); 4 Ertel et al.(2000).

Les études en biologie moléculaire ont permis dactériser les déterminants
structuraux gouvernant les propriétés pharmacolmgicet biophysiques. Le senseur de
voltage responsable de l'activation a ainsi pu @sntifié comme étant le quatrieme
segment de chaque domaine (S4) dont les acideséansiont en majorité chargeés
positivement. De plus, la boucle S5-S6 et le segr86rdu troisieme domaine répété ont

été identifiés comme étant des sites de fixatiantdodoxines et des dihydropyridines,
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deux drogues connues pour bloquer I'entrée aux Maset C&" de leurs canaux

respectifs (Catterall and Striessnig, 1992).

Deux sites consensus de phosphorylation par le @@té identifiés au sein de
la boucle I-Il de la sous-unité (@a (Zamponi et al.,, 1997). Dans les neurones,
I'activation de la PKC induit une augmentation @enplitude du courant des canaux de

type N et P/Q (Swartz et al., 1993).

Sous-unité o8

' Nal Cs-
a8 Daal Magl Dol Do 0

W5 e ieomabans 5a ) E152835485 £6 | E183538485 58| 5162535485 54

(VV\C L Vv VX SN \’
N Senseur d Boucle IlI-1v C

voltage Boucle |-l C

Boucle (-1

G‘“U Sous-unité p

c

Figure 3: Topologie des canaux calciques dépendants du ekade leurs sous-
unités régulatrices (Tanabe et al.,, 1987). La songé a; se compose de quatre
domaines (domaine | a V) constitués chacun passpments transmembranaires (Sla
S6). Ces quatre domaines sont liés par des boagteplasmiques reliant les domaines.
Le segment S4, riches en résidus basiques argigingsines, constituent le senseur du
voltage. Les boucles extracellulaires et transmemaires reliant les segments S5-S6
(boucle P) forment le pore ionique du canal. La ssanité CgB est entierement
cytoplasmique et entre en interaction avecvia une séquence AID présente sur la
boucle I-1I. La sous-unit¢est entierement membranaire et glycosylée. La-80iié a,d
est essentiellement extracellulaire et ancrée danbrane plasmique par la sous-unité
de la protéine. Les parties et dsont reliées entre elles par des ponts disulfures.
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A cette sous-unité essentielle, trois sous-unitésliaires sont associées pour
former un complexe protéique stable par le biaistefactions directes avec le canal
Ca,0;. Leurs rbles essentiels est de moduler directetesnpropriétés biophysiques du
canal et/ou le trafic de la sous-unité,&avers la membran@-igure 2 et 3)

Nous allons rapidement passer en revue les régogatiles canaux calciques,
particulierement concernant la sous-unit§ozapar des voies intracellulaires avant de

revenir aux autres sous-unités qui forment le canal

a- Réqulation par phosphorylation :

Les phosphorylations correspondent aux processusdulateurs post-
traductionnels les plus répandus puisqu’ils cormatnindépendamment du degré de
régulation, I'ensemble des canaux natifs mis endehge. Les phosphorylations
impliquent diverses protéines kinases, on distirigaeprotéines kinases A (activées par
I’AMPc), les kinases C (activées par les esterphimbol et le diacyl-glycérol DAG), les
kinases G (activées par le GMPc) et les CaM-kingsesivées par le complexe
C&*/Calmoduline).

La phosphorylation par la PKA a été particulierem&tudiée sur les canaux de
type L squelettique et cardiaque. La stimulatios danaux C& du muscle squelettique
par la phosphorylation PKA est a l'origine de I'augntation d’amplitude du courant
calcique, suite a une application d’agonisfeadrénergiques ou en mimant par une
élévation artificielle d’AMPc intracellulaire (Lorgnd Nargeot, 1992). Le phénoméne de
facilitation observé lors de stimulations répéasvwequiert une étape de phosphorylation
par la PKA. Cette potentialisation augmente lesramis calcigues d'un facteur
approximativement égal a 20 et apparait dans us thp temps trés court (50ms),
impliquant un ancrage de la PKA & proximité du té8aulptoreanu et al., 1993).

La phosphorylation par la PKC module I'activité desiaux C& de nombreux
neurones (Dolphin, 1995; Yang and Tsien, 1993)stiimulation par la PKC conduit a
une modification des propriétés intrinséques desawa puisqu’elle s'accompagne d’'une
augmentation de la probabilité d’ouverture du cdiyaing and Tsien, 1993). Dans la

plupart des études, la stimulation par la PKC indui effet biphasique sur le courant
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généré par les sous-unités,Ca, Cg2.1 et Cg2.3, avec une phase d’augmentation,

immédiatement suivie d’une décroissance de I'amgiditdu courant (Stea et al., 1995).

b- Réqulation par 8y :

De nombreux neurotransmetteurs (noradrénalinet@én GABA, glutamate,
opoides ...), agissant via des récepteurs coupkpratéines G, sont capables d’inhiber
I'activité des canaux G& présynaptiques (Hille, 1994). L'inhibition se oatéxise par
une diminution importante de [I'amplitude du couramt s’accompagne d'un
ralentissement des cinétiques d’activation et dlimation (Bean, 1989). Dans les
cellules neuronales, les courants de type N et RAQfs, impligués dans la
neurotransmission, sont les cibles de cette inbibitdépendante des protéines G
(Bourinet et al., 1996; Currie and Fox, 1997). Hfete I'interaction directe entre les
protéines G et le canal implique le comple{gyGion pas la sous-unitéoGet la boucle
I-1l de la sous-unité Ga.1, Cg2.2 et Ca2.3 (Chen et al., 1995; De Waard et al., 1997;
Zamponi et al., 1997). Cette inhibition directe pes protéines G est dépendante du
potentiel, mais aussi de la sous-unitgCqui réduit ou s’oppose a l'inhibition par les
protéines G (Canti et al., 2000). La présence df @acélere la cinétique de dissociation
du complexe @By, mais ne modifie pas sa cinétique de réassociafiatrement dit, la
sous-unité Cg8 induit une dissociation de3g, mais ne perturbe pas I'acces du complexe

Gy a son site de liaison en vu d’'une nouvelle réaason (Canti et al., 2000).

c- Réqulation par les protéines de I'exoogtps

La libération rapide des neurotransmetteurs dawespéce synaptique est
déclenchée par un influx de calcium dans I'élénpeésynaptique, au travers des canaux
calciques de type N, P/Q et parfois L. Le procesBagocytose des veésicules dépend
d’'une machinerie protéique complexe, dont les caapts principaux sont les protéines
SNARE; (SNAP receptor, « SNAP pour soluble NSF attachanmotein »). Ces
protéines permettent une reconnaissance entresiaule d’exocytose et la membrane
plasmique, et la fusion des deux membranes. Omgligt deux catégories. Les protéines
associées aux veésicules sont appelées v-SNARE,0Onatt dans cette catégorie, la

synaptobrevine ou VAMP (« vesicule associated mamdbrprotein »). Les protéines
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associées a la membrane forment les t-SNARES (t @target »), qui comprennent la
syntaxine et la SNAP 25. Outre les SNAREs, d’aupexéines interviennent dans le
contréle de I'exocytose : i) la synaptotagmine, pratéine capable de lier les ions*Ca

ii) la CSP (« Cysteine String Protein »), protéateaperonne localisée sur les vésicules
synaptiques, et iii) la calmoduline.

Une interaction directe a été décrite entre leagarcalciques de type N et P/Q et
les composants du complexe SNARE comme la syntaetit@ SNAP 25 (Sheng et al.,
1994), mais également avec les protéines régudatdomme la synaptotagmine (Charvin
et al., 1997), la CSP (Magga et al., 2000) et lmoduline (Lee et al., 1999a). Un site de
liaison commun a plusieurs de ces protéines alétdifié. Il lie la syntaxine, la SNAP 25
et la CSP. Ce domaine, appelé synprint (« syng@pditein interaction site »), correspond
a une séquence de 87 acides aminés localisée soutde cytoplasmique Il-Ill des
canaux N et P/Q. Une séquence de 70 acides amsorgnue dans le domaine synprint,
est responsable de la liaison de la synaptotagsunée canal P/Q (Sheng et al., 1997).
Enfin, une interaction avec la calmoduline, dépatelau calcium, implique quant a elle
I'extrémité C-ter du canal P/Q (Lee et al., 1999a).

Outre leur indispensable rdle dans I'exocytose, o#sractions modifient
également la distribution et le fonctionnement biggiques des canaux calciques. Ainsi,
la syntaxine inhibe I'activité des canaux N et Rprimés dans I'ovocyte de xénope, en
stabilisant I'état inactivé du canal (Bezprozvamtyal., 1995). Comme la syntaxine, la
CSP diminue I'amplitude du courant N. Cet effet @gpendant exclusivement lié a une
potentialisation de I'inhibition du canal par lesmplexes @y et non a un effet direct sur
le canal (Magga et al., 2000). Les effets de la BNE& sont trés proches de ceux de la
syntaxine. Sa coexpression avec le canal N favBmsetivation du courant et réduit son
amplitude (Wiser et al., 1996). La calmoduline prée des effets inverses, qui se
traduisent par une accélération de I'inactivatioruree amplification du phénomeéne de
facilitation du courant. La calmoduline est égalatmm@pable d’interagir avec les canaux
de type L et de moduler I'inactivation dépendanteGi* (Peterson et al., 1999). En
effet, la calmoduline interagit avec une séquermesensus identifiée sur I'extrémité C-
ter de Ca et constitue le senseur calcigue de l'inactivatiBnfin, malgré I'absence

d’effet lorsqu’elle est exprimée seule, la synajatine abolit les modifications du
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courant provoquées par la syntaxine, confirmamt#gonisme fonctionnel prédit par le

chevauchement de leur site de fixation (Wiser .etl897).

2. La sous-unitéa,d

Les sous-unités,d de nature glycoprotéique dérivent d’un seul gée Jongh
et al., 1990; Ellis et al., 1988). Quatre sousésit,d distinctes génétiguement ont été
décrites ¢20:-0,04) (Gao et al., 2000; Klugbauer et al., 1999; Qialet2002). Elles sont
répandues dans les tissus excitables. Au courspgtagessus post-traductionnepd est
clivée en deux peptides et d qui sont reliés par des ponts disulfures. Les méoees
du clivage protéique et la localisation du ponuliise restent mal connus. D’apres les
analyses topologiques, la sous-unitgd est représentée par un modele el est
entierement extracellulaire tandis quprésente un seul domaine transmembranaire avec
une petite portion intracellulaire de I'extrémitaricoxy-terminale Kigure 3 (Gurnett et
al., 1996). a0 interagit avec la sous-unité {@a via une interaction totalement
extracellulaire, mettant en jeu la sous-urate uniqguement (Gurnett et al., 1997). La
région correspondante sur/@aqui interagit avea.d est localisée dans 1™ domaine
transmembranaire. La co-expressiorgé@ améliore I'adressage de la sous-unitévers
la membrane et augmente I'amplitude du courantixfetlal., 1997). Elle est aussi a la
base d’une cinétique d’activation et d’inactivatigos rapide et un potentiel d’activation
hyperpolarisé.

En fait, les glycosylations post-traductionnelges o, sont essentielles pour la
stabilit¢ de son interaction avec ,@a autant que pour son habilité a moduler les
propriétés biophysiques du canal. D’'une manierér@sisanteq,d; et .9, interagissent
spécifiguement avec la gabapentine (GBP), un giltgtique utilisé aussi dans le
traitement de la douleur et I'anxiété. Puisqued&DV sont directement impliqués dans
I'excitabilité électrique des neurones, on postge cette molécule réduit le courant
calcigue, en modulant I'activité de la sous-unitd oz via son interaction avea,d.
Néanmoins, I'effet prévu de la GBP sur les progsébiophysiques du canal n’est pas

clairement établi.
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La sourisducky(du/du) est un modeéle ou le transcrit du gene mopaur la sous-
unité a,d, est tronqué (Barclay et al., 2001; Brodbeck et 2002). Il en résulte
'expression d'une petite portion di, qui se traduit par I'absence totale dePar
conséquent, la protéine n'est plus ancrée dans émbrane plasmique, et est
probablement entierement cytoplasmique. Les étéldesrophysiologiques montrent une
réduction sévere dans la densité de courants de Ryples sourigdu/du) avec une
conductance unitaire normale. Ce disfonctionnement étre directement lié a I'absence
fonctionnelle de la protéine. De méme, la préseteecette protéine tronquée peut
interférer avec la formation du complexe ou aveadréssage du canal.
Phénotypiquement, la soudsickyest plus petite que les souris contréles et vanpias
a survivre au dela de 5 semaines. Elle est attdiataxie et de dyskinésie paroxysmale.
Au niveau cellulaire, les cellules de Purkinje de douris du/du semblent étre
incomplétement développées; elles sont plus petiges présentent moins de
prolongements. Aucune souris KO ou avec mutatiantgmée n'a été décrite pour les
autres isoformes (Arikkath and Campbell, 2003).

3. La sous-unitéy

La sous-unité est une autre sous-unité associée au canal, dinsdformes ont
été déja décritsy{-ys) (Chu et al., 2001; Sharp et al., 2001). Ces desrsont distribués
dans presque tous les tissus, a I'exceptionsdexprimée uniqguement dans le tissu
musculaire squelettique (Jay et al., 1990). Leseausous-unités sont toutes exprimées
dans les neurones (Letts et al., 1998).

Les sous-unitésy possedent quatre domaines transmembranaires renitem
conservés, liés par une boucle intracellulaireestxdooucles extracellulaires, avec deux
extrémités cytosoligues, amino-terminale et carktexgninale Figure 3. Les sous-
unitésy présentent plusieurs motifs et résidus consen@smment les sites consensus
de glycosylations présents sur la premiére bouxteeellulaire, dont la signification
physiologique est inconnue. Toutes les sous-unjtéguronales possédent des sites
consensus pour la phosphorylation par voie CAMP/EGM

Le domaine d’interaction de la sous-unitéavec Cao; a été localisé sur la

premiere moitié amino-terminale de la protéine KRaith et al., 2003). Tres peu de
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choses sont connues sur les fonctions biophysidessous-unitég Les études de ses
propriétés modulatrices sont contradictoires, alkéune absence totale d’effet (Varadi et
al., 1991), a des modifications des parameétreshlggiques du courant (Rousset et al.,
2001). Quelques unes sont capables d’adresseatesix vers la membrane en absence
des sous-unitéB (Moss et al., 2002; Restituito et al., 2001) tangli’'une inhibition du
courant est enregistrée pour certaines (Kang et2@D1). Une étude récente reporte
limplication de la sous-unitg ety; dans l'inhibition de I'activité du canal de typedd
coexprimant le complexe (A2 avec les sous-unit§sdans un systeme d’expression
hétérologue. En fait, I'inhibition des courantsciglies est due a une diminution de
'expression du canal G&2 a la surface cellulaire. Une interaction etgreanal ety,
durant les premiéres étapes de la biosynthése aesux, serait a la base d’'une
déstructuration de la conformation native des canhampéchant leurs adressages
membranaires (Sandoval et al., 2007).

Un modele de souris déficiente yna été généré (Ahern et al., 2001; Ursu et al.,
2001). Aucune anomalie de phénotype n’est remarcugeces souris. Au hiveau
moléculaire, les canaux VDCC dans le tissu musalaguelettique révelent une
augmentation des courants de type L et une inbibdiinactivation ; ceux-ci ne touchent
pas le couplage excitation-contraction (Ursu et24101).

La souris « stargazer », issue d’'une mutation tspé@e dans le gene codant pour
Y2, constitue un modele totalement déficientye(Letts et al., 1998). La souris stargazer
manifeste une ataxie et des crises paroxystiquesiveau moléculaire, cette souris est
caractérisée aussi par une diminution sévére eatifgpee du facteur de croissance
neurotrophique dans le cervelet (BDNF) (Qiao et1#896). La relation entre le manque
d’expression de la sous-unig la diminution de I'expression du BDNF et le phmpe
neurologique demeure mal connu. Enfin, cette squnésente des défauts synaptiques
lies a la perte des récepteurs AMPA, GIuR2 et GldBBs le cervelet. Cependant, les

courants calcigues sont normaux (Chen et al., 2000)
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4. La sous-unité Cap

La sous-unité G@& joue le role le plus déterminant dans la régutatio canal
calcique et l'adressage membranaire d’un canal mafurant ma thése, je me suis

particulierement intéressée a cette sous-unitéremtient cytosolique.

[ll. Structure et fonctions de la sous-unité G

1. Caractérisation des isoformes de la sous-unité ¢(fa

Ca3 est codée par quatre genes différents. Ainsi guatformes (Cf1.4) ont
éte identifiés et chacun présente plusieurs varigtélton and Horne, 2002). Les sous-
unités Cgp présentent cing domaines, dont la descriptioredasée sur les homologies
de séquences, avec D2 et D4 étant deux domaingsufiarement conserves entre les
guatre isoformes de (Ja Les genes des (faprésentent des épissages alternatifs dans
les trois domaines variables, notamment sur lagextes, amino-terminale et carboxy-
terminale et dans la séquence séparant les don@inssrvésTableau 3.

Caf,, la premiére sous-unité identifiée, existe soustrguvariants d’épissage :
Calya Caldp, Caldcet Caldg Les canaux calciques du muscle squelettique bl
étre exclusivement associés aux sous-unitgi;Qaour former le DHPR responsable du
couplage excitation-contraction (Hofmann et al94)9 Cal3;, et Caldi sont exprimées
dans de nombreux tissus (Ludwig et al., 1997; Pswee¢ral., 1992). Particuliéerement,
Ca/l3p, est considérée comme étant la sous-unité majertant exprimée dans le muscle
cardiaque (Hullin et al., 1999). Récemment, un ebisoforme a été trouvé aussi dans le
muscle cardiaque (& q(Cohen et al., 2005).

Neuf variants de Gf, ont été caractérisés et classés en quatre groGpgss,
Capzn, Cafocet CaPog Ce classement est basé sur I'épissage du doma&ingépissage
additionnel de I'extrémité amino-terminale des @sofes produit d’autres variants (par
exemple : Caf,aN;...). Tous ces isoformes ont été clonés dans le tiasdiaque (Foell
et al., 2004). Récemment, deux petits isoformés2tnajouté a cette famille Pa; et
CaByg (Harry et al., 2004). Malgre le désaccord conaetrfea sous-unité majoritaire du

tissu cardiaque, la sous-unité,Sa est abondamment exprimée dans le cceeur (Colecraft
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et al., 2002; Hullin et al., 1992; Ludwig et al9Q97). Elle est également exprimée dans
laorte, et dans le cerveau a des niveaux plusle®ibsurtout au niveau des
photorécepteurs).

Ca/l3s, la sous-unité dominante du cerveau (Witcher.etl@b4) est aussi présente
dans le systéme vasculaire, particulierement daogé et dans l'artere rénale, aussi bien
dans le myocarde (Foell et al., 2004; Hullin et H892). Une étude sur le tissu cardiaque
montre la présence d'un isoforme de,/Garonqué de 20 acides aminés dans son
domaine d’interaction avec la sous-unit§@GgHullin et al., 2003).

Fortement exprimée dans le cerveau, la sous-unag.C est également
dominante dans le cervelet et I'hippocampe avecfaiide expression dans le rein, les
testicules et les lymphocytes. L'épissage alteindd la séquence amino-terminale
produit I'isoforme CgBsa d’abord identifié parmi les ARNm extraits a partie la
humaine (Helton and Horne, 2002), et ensuite caraétdans le systeme nerveux central
(Helton et al., 2002). Deux petits variants déteaans les ventricules ont été ajoutés

récemment (Foell et al., 2004).

Tableau 4
Distribution tissulaire, fonctions particuliéres et implication pathologique des Ca, g
o . . . S Pathologies
Distribution tissulaire Fonctions particuliéres . 1ogie .
humaines identifiées
1 Muscle sguelettique Coupla_ge excitation- ) )
%?EDa;( ) SEREED (:utres iSquOl'(IEIE;) contraction, adressage Myopathie cardiaque (3,,)

de o;1.1 aux triades

{2y Cceeur, poumon, trachée, Adressage dﬁ a,14
((:52\&[)553 aorte, cerveau dans la rétine

(2} Muscle lisse, trachée, aorte
%?‘Q[E poumon, cerveau

Ca {43 Epilepsie idiopathique générale,
(58 \II<DBaZ)1 e, el epilepsie juvénile myoclonique

"Hullin et af 1999 et 2003; ZBall et &/ 2002; 2 Hullin et a/. 1992; ¢ Escayg et al. 2000.
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2. Les processus post-traductionnels de la sous-uni@a,8

a- Phosphorylation

Dans le muscle cardiaque et squelettique, la satiom de la protéine kinase par
’AMPc induit une augmentation du courant des canaalciques. De nombreuses études
ont montré la phosphorylation du canal et de Issmité Cg3 in vitro etin vivo (Haase
et al., 1993; Rohrkasten et al., 1988).

Une séquence consensus RRPTP (Thr-205) a étéfiéensiur la sous-unité
Caf1a du DHPR étant un site de phosphorylation par téme kinase A (PKA) (De
Jongh et al., 1989). Egalement, la phosphorylatien la sous-unité GR, via la
signalisation par TAMPc semble étre impliquée d#astivation des courants calciques
de type L (Puri et al., 1997).

Plusieurs sites de phosphorylation par la PKC atitdes protéines kinases sont
prédits sur la sous-unité {Ba Certains sont conservés parmi toutes lefd @a d’autres
sont spécifiques pour certaines,@d.a prédiction des sites de phosphorylation dwitrt
compte aussi de leur accessibilité aux kinasegiaude la structure native de la protéine.
Deux sites de phosphorylation par la PKC sur le alosm HOOK, reliant les deux
domaines SH3 et GK, sont conservés. La mutatioprdmier site (Ser228) en arginine
sur la CgB1p affecte les courants du canal,Z4a (De Waard et al., 1994). Notamment, la
sous-unité Cg8 schistosome contient une cystéine et une alanlaepbace de ces deux
sites de phosphorylation cités ci-dessus. Cetts-saiié n’assure ni I'adressage et ni
'expression de la sous-unité @a in vitro (Kohn et al., 2001).

Les MAP kinases (microtubule-associated proteiras@s) sont impliquées aussi
dans la phosphorylation des canaux de type N é€@d.0f et Caf3) et par la suite leur
activation (Fitzgerald, 2000). Leur effet sur lenahexige la présence de la sous-unité
Cap (Fitzgerald, 2002).

Une étude récente expose un mécanisme molécukailequel la protéine kinase
dépendante du E4Calmoduline (CaMKII) agit sur les canaux calciqdestype L. Cette
modulation par la CaMKIl exige la présence de lassonité Cg3... En fait, CaMKII
interagit avec Gf8., et assure préférentiellement la phosphorylatiotadéréonine 498

(Thr498) de cette sous-unité. Cette phosphorylagsh essentielle autant pour la
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modulation des canaux calciques de type L que [sotacilitation du courant calcique

global dans les cardiomyocytes (Grueter et al.6200

b- Palmitoylation

La palmitoylation est une modification post-tratisianelle caractéristique a la
sous-unité Cgd,,, dont le réle est de faciliter 'ancrage membremailes protéines
hydrophiles. La palmitoylation nécessite I'ajoutin’acide palmitique sur une cystéine
via une liaison thioesther. La palmitoylation est processus dynamique qui implique
des cycles de palmitoylation et de dépalmitoylatmaqui suggére un rble régulateur de
ce type de modification.

Sur la sous-unité Gy, les sites de palmitoylation ont été identifies su
'extrémité amino-terminale et précisément sur ésidus cys3 et cys4 (Chien et al.,
1996). Un mutant de QB, non palmitoylé, est capable d’adresser le candh a
membrane, mais son habilité & moduler les courealtsques est altérée (Chien et al.,
1996). Parmi les sous-unités £3aCaf324 est la seule palmitoylée, comme la protéine p55
de la famille des MAGUKSs, qui est également palyiée du coté amino-terminal
(Chishti, 1998).

c- Turnover

En utilisant une séquence antisens commune a tasassus-unités GRinjectée
dans les neurones DRG (dorsal root ganglion), I'itmomarquage avec un anticorps
dirigé contre toutes les sous-unités[Cmontre une réduction maximale de la quantité
des sous-unités (Jaaprées 108 h, ce qui donne une idée approximativéasdemie vie
des sous-unités (& (environ 50 h) (Berrow et al., 1995). En paralléle
limmunomarquage de la sous-unité,Baexprimée dans les cellules COS-7 s’anéantit
complétement 6-7 h apres linhibition de la synéhésotéique par le cyclohéximide
(Bogdanov et al., 2000).

Sandoval e@al. (2006) ont identifié sur GAs deux séquences PEST (potential
signals for rapid protein degradation). Ces ségeesont riches en proline (P), glutamate
(E), sérine (S) et thréonine (T), et possedentigmasde dégradation protéolytique par la

calpaine, une protéase activée par &' (Rechsteiner and Rogers, 1996). La premiére
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séquence PEST se trouve dans le domaine aminaatdinténdis que la deuxieme est
présente du coté carboxy-terminal de la sous-uB@g@s; (Figure 4. In vitro, ces
séquences sont sensibles & la calpaine en prégen@g’. Une sous-unité Gfs,
mutante dans ces deux séquences, induit une awaioantde I'amplitude du courant et
un changement des cinétiques d’inactivation, pppog a la sous-unité intacte. Cela
suggere un mécanisme de régulation des canauxquedcidépendant de la protéolyse
(Sandoval et al., 2006).

D’autre part, la sous-unité (B est plus stable que la {Ba probablement a
cause de son association spécifique a une pratgnebranaire. Un motif de neuf acides
aminés (WEEEEDYEEE) identifié sur {Ba, est impligué dans I'ancrage membranaire

et semble stabiliser la protéine contre la dégrad&Bogdanov et al., 2000).

60 121 176 361 484
N-ter HOOK C-ter
24 RPSLDSDVSLEEDR 37 397 RDSLMPSDEASESSR 411
PEST1 PEST2

Figure 4 : Deux séquences qui portent un signal de dégradgirotéolytique
« PEST », ont été identifiées sur la sous-unit¢ZCd a séquence PEST1 est localisée
sur le domaine amino-terminal, et PEST2 sur le damaarboxy-terminal.

3. Ca, modulateur endogéne des canaux calciques

Les sous-unités G jouissent d'un rble essentiel aussi bien dansdadlage
moléculaire et I'adressage du canal calcique v@mneémbrane plasmique, que dans la

modulation des propriétés biophysiques de la soité-Caa;.
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a-Role de CgB3 dans I'assemblage et 'adressage du canal calcique

La sous-unité Ga; semble former un canal immature dans le réticulum
endoplasmique. Sa fonction a ce niveau est conmpéitinconnue pour linstant. Les
sous-unités auxiliaires, notamment,@aont montré un effet assez marquant sur les
propriétés biophysiques des canaux calciques HViAsi ajue sur 'amplitude et la
cinétique du courant, et 'adressage du complexe kemembrane plasmique. Plusieurs
études ont démontré l'implication des ,fadans l'augmentation de I'expression
fonctionnelle de la sous-unité @a (Birnbaumer et al., 1998). D’'autres études onsiaus
montré le r6le de la sous-unité fBaen tant qu’'une protéine d’échafaudage contrblant
I'expression et I'insertion des canaux fonctionrddss la membrane (Chien et al., 1995).

En fait, les sous-unités ¢fas’averent capable de masquer un signal de rétentio
endoplasmique, localisé sur la boucle I-Il de lassonité Cgo; (Bichet et al., 2000).
Apparemment, ce mécanisme se produit lors du prestage d’assemblage du canal, ce
qui permet ensuite l'adressage d'un canal matuee Nappareil de Golgi vers la

membrane plasmique. Ce processus reste a précisgup aucune séquence Consensus
de rétention endoplasmique n’est identifiée sumdacle I-1.

-Ca B,

—t v mV
-40

Figure 5: Les effets des GA sur I'amplitude du courant et la voltage-
dépendance. La coexpression de la sous-uni{@.Zavec la sous-unité (& augmente

lamplitude du courant et déplace la courbe d'aatien vers des potentiels plus
hyperpolarisés (Dolphin, 2003).
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b- L'effet des sous-unités (Jasur la modulation des propriétés des canaux

calciques

Les propriétés biophysiques des sous-unitési{Gnt modifiées en absence de
Caf. L'expression de la sous-unité f@a seule, dans un systeme d’expression
hétérologue, génére des courants de faibles denBi&éé contre, sa coexpression avec la
sous-unité Cg8 augmente I'amplitude du courant. Par exemplegles-4nité Cel;, avec
la sous-unité G&.1 (De Waard et al., 1994), ou 2 (Stea et al., 1993), ou 28
(Wakamori et al., 1994) produit une augmentationcdurant respectivement dix-huit,
quatre et trois fois. L'augmentation de la dendiéécourant apportée par les sous-unités
Caf3 est autant due aux effets de la régulation bidghgs qu’'a son rble dans
'adressage membranaire. figure 5illustre I'effet des sous-unités Basur 'amplitude
du courant.

La premiére caractéristique biophysique touchéelgmisous-unités Ga est la
voltage-dépendancd-igure §. En fait, toutes les sous-unités,Bayperpolarisent le
potentiel d’activation des canaux HVA, autrementadigmentent la sensibilité du canal
au voltage, ce qui se traduit par un déplacementadeourbe d’activation vers des
potentiels plus négatifs (environ de 10 & 20 m\@ (Waard and Campbell, 1995; Stea et
al., 1993).

Par contre, le déplacement de la courbe d’inadtinat I'état stable est variable et
dépend aussi bien de la sous-unitgCaque de la sous-unité @a mise en jeu. Pour
Ca2.1, toutes les sous-unités Bahyperpolarisent les potentiels d’inactivation (De
Waard et al., 1994). Par contre, pour,Z3a et Cg2.2, seule la sous-unité palmitoylée
Caf32a S'avéere incapable de moduler I'inactivation. Laxpression de la sous-unité,a
avec toutes les sous-unitées de type L,{(a Cagl.2 et C@l.3) ne génere aucun

déplacement de la courbe de 'inactivation a I'étable.
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Figure 6: Les effets de GA sur I'activation et I'inactivation du canal.
(A) La coexpression de la sous-unit,&aavec Ca2.1 déplace a I'état stable la courbe
d’activation vers des potentiels plus hyperpolasisét (B) pareil pour la courbe
d’inactivation. (C) Les effets des sous-unités/Csur la cinétique d’inactivation du
courant, généré par I'expression de Cav2.1, varmnvant I'isoforme. Ainsi G#p, 5
et £, provoquent une accélération de l'inactivation daw@nt, alors que Ga#%, induit
un ralentissement (De Waard and Campbell, 1995\Waeard et al., 1994).

Toutes les sous-unités (Paaffectent la cinétique d’inactivation de toutes le
sous-unités Gales canaux HVA. Mais, les études récentes indiqyeetles influencent
les cinétigues d’activation et d’inactivation, aingue la probabilité d’ouverture.
Cependant, leurs effets sur la cinétique d’'inatiivadu courant peuvent étre différents.
Par exemple, la sous-unité Baprovoque une forte accélération de l'inactivati@e
Waard et al., 1994) contrairement a lisoforme,fzgpalmitoylé qui ralentit cette
cinétique (Restituito et al., 2000&)igure §.
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Figure 7: La facilitation dépendante de lactivité de la PKinplique
uniquement les canaux de type L. La comparaisore ¢amplitude du courant suite a
une prédépolarisation appliquée sur des ovocytesedepe coexprimant Gh2, Ca2.1,
Ca2.2 ou Cg2.3 avec CgBi, et Caa, montre une facilitation uniquement dans le cas de
Cal.2 (cercle fermé). Cette facilitation dépendadt l'activité de la PKA n’est
observée que dans le cas des canaux de type LmaBourinet et al., 1994).

En présence de la sous-unité@aine augmentation de I'amplitude du courant
d’'un facteur allant jusqu’a deux est observe, saitene prédépolarisation importante ou
un train de potentiel d’action. Cette facilitati@st due a une augmentation de la
probabilité d’ouverture du canal induite paré&Cens et al., 1996). Il existe deux types
de facilitation toutes deux modifiées par la présede C¢3. La premiére concerne les
canaux de type L et a été observée dans diffétgmes cellulaires, incluant les neurones
et les cellules musculaires squelettiques et cqueis Elle dépend d’'une phosphorylation
par la PKA (Bourinet et al., 1994Figure 7. Le deuxiéme type de facilitation implique
les protéines G, particulierement le complefy €t les canaux de type non L (Bourinet
et al., 1996; Qin et al., 1997Figure §. Le degré de facilitation et ses cinétiques
différent d’une sous-unité (JAa une autre (Feng et al., 2001).L’augmentationaduant
suite a un prépulse dépolarisant est due a la ldgdénhibition imposée par @ (Meir
et al., 2000 Une modification de la durée du prépulse ou du esgparant le prépulse
permet respectivement I'analyse des cinétiquesisiodation et de réassociation. Ces

analyses ont permis de démontré que la présendéagle accélére la cinétique de
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dissociation du complexe g, mais ne modifie pas sa cinétique de réassociation.
Autrement dit, la sous-unité ¢finduit une dissociation de8g, mais ne perturbe pas
'acces du complexe @& a son site de liaison en vu d’'une nouvelle réaason (Canti

et al., 2000).

20 ms

Figure 8 : La facilitation qui implique les canaux non L dégeate I'isoforme des
sous-unités G# et des sous-unitésfx La comparaison entre I'amplitude du courant
suite a une prédépolarisation (+pp) ou du contrflpp), en coexprimant le canal N
(Ca2.2+az0+ divers Cagp) avec la sous-unité & montre 'effet des différentes ¢a
sur le degré de la facilitation (Feng et al., 2001)

4. La base structurale de l'interaction Caa;-3

Les sous-unités G interagissent directement avec,&a le canal proprement
dit, selon une affinité trés élevée (De Waard et aB4).%Elles entrent en interaction avec
la boucle cytoplasmique joignant les domainesll,etia un motif de 18 acides aminés
appelé «; interaction domain » (AID) sur la boucle I-1l (Brell et al., 1994). La
séquence commence a partir du®®3 acide aminé de la fin du®® segment
transmembranaire du domaine | (ISBiglre 9. Au sein de toutes les sous-unitésdza

des HVA, neuf résidus sur 18 sont conservés (QQ@&YEWI---E). Dans toute la
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séquence AID, des résidus spécifiques, comme pofphane, l'isoleucine et la tyrosine
s’averent particulierement indispensable pour diiattion Cgo1-3 (Berrou et al., 2002;
De Waard et al., 1996).

Aol Sogl Aol Lo

Sl eolealisdlas Viss s 1 salis3 salsakh salh g s fsalealsalsatd Iss s lsai s 3 natant b sal 5 A RS

,J N VYT VN X SV
N Boucle Il
C
Boucle |-11

Boucle 1I-11

AlID QQ-E-L-GY-WI---E

Ca,x, QQLEEDLRGYMSWITQGE
Ca,x,, QQLEEDLKGY LDWITQAE
Ca,u, , QQLEEDLKGY LDWITQAE
Ca,u, QQl ERELNGYMEWISKAE
Ca,u,, QQl ERELNGYLEWIFKAE
Ca,u,, QQl ERELNGYRAWIDKAE

Figure 9 : Le motif AID constitué de 18 acides aminés, sitwe la boucle
cytoplasmique I-Il, représente le site d’interadatiprincipale des sous-unités ¢ Neuf
résidus sur 18 sont conserveés parmi toutes les-goiiés Caa des HVA (Pragnell et al.,
1994).

Du coté Cd3, une séquence de 41 acides aminés (BID) avaidénéfiee comme
étant un élément essentiel dans I'expression dmus unité Ca; et de I'interaction
Ca0;-p (De Waard et al., 1996). Des données obtenue®ans de ces trois dernieres
années ont redéfinies les bases de l'interaction & notamment aprés la sortie de la

structure cristallographique de la sous-unitg3Gaule et en interaction avec AID.
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a- Structure tridimensionnelle de la sous-unitgfZaembre de la famille

MAGUK

La sous-unité G consiste en cing domaines structuraux, dont deant s
particulierement conserveés. Trois des ces domaineété cristallisés (Chen et al., 2004;
Opatowsky et al., 2004; Van Petegem et al., 20B@ufe 10. lls sont impliqués dans
des interactions protéine-protéine (Hanlon and #&¢ell 2002). Le premier domaine
conservé correspondant au D2 est le domaine SH3SrouHomology-3. Ce dernier est
caractérisé par son interaction avec des motifscpierement riches en proline. Dans
les domaines SH3 de la sous-unité,fdes résidus qui constituent la clé de son
interaction avec les sites polyproline sont consenCe site habituel de fixation des
ligands est occupé par une hélicelu domaine GK qui le rend inaccessible a la foati
d’autres partenaires a sites polyproline. Le dom&H 3 constitué de cing feuillgbsest
connecté au deuxieme domaine conservé par uneebfbexible. Le deuxieme domaine
conservé désigné par D4, est le domaine GuanylatasK (GK) qui présente une
homologie avec I'enzyme guanylate kinase. Le coceweddomaine est composé de cing
feuillets B paralléles pris en tenaille par cing héliced e domaine GK de la sous-unité
Caf3 est dépourvu d’activité catalytique, puisque ldifr@he en glycine, indispensable
pour la fixation de 'ATP, n’est pas conservé d@ap. Il en va de méme pour le motif
impliqué dans la fixation du GMP, normalement pnéskans les enzymes GK.

L'agencement de ces deux domaines SH3-GK positidemesous-unités G
parmi les protéines de la famille des guanylateasés associées a la membrane
(MAGUK) (Blaszczyk et al., 2001). Ces protéinesilfamt, grace a leurs multiples sites
d’interaction, la création de véritables échafaedagnoléculaires aux abords de la
membrane plasmique, permettant ainsi l'organisatotes voies de signalisation
intracellulaire.

Ces protéines présentent souvent une chaine iexébtiomaine HOOK qui joint
les domaines SH3 et GK. Ceci constitue un autrke gigrallele avec les sous-unités
Ca/f3, dont le noyau est constitué du motif SH3-HOOK-@&. domaine HOOK est aussi
impliqué dans des interactions protéine-protéiren<dle cas de la protéine p55, membre

de la famille MAGUK, HOOK est capable d’interagweg la protéine 4.1, une protéine
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qui se lie a l'actine du cytosquelette. Un autragiim$dOOK est capable de se lier aussi a
la calmoduline (Paarmann et al., 2002). La protgi® est aussi palmitoylée sur son
extrémité amino-terminale comme la sous-unitggAChishti, 1998).

D’'une maniére analogue aux protéines de la fanNM®GUK, il existe une
interaction intramoléculaire entre les domaines S#3GK. Cette interaction serait
nécessaire a l'assemblage complet de l'unité SH3rmhordiale pour obtenir un
accrochage sur le canal et enregistrer des efbeitibnnels. Ce couple SH3-GK peut
fonctionner aussi bien en intramoléculaire qu’eterimoléculaire (McGee et al., 2004).
En effet, la co-expression de ces deux domainemgiede reconstituer un dimere
fonctionnel (Takahashi et al., 2004; Takahashi.e2805).

Récemment, la structure cristallographique du peentiomaine, I'extrémité
amino-terminale de la sous-unité, 84 a été identifiée. Il contient deux hélimegt deux
feuillets B (Vendel et al., 2006a). La structure de I'extrémarboxy-terminale demeure
inconnue.

La structure de la sous-unité Baet son homologie avec les protéines de la
famille des MAGUK remettent en cause les fonctidlesla sous-unité Ga. En fait,
I'architecture moléculaire de la sous-unitg eontre que cette protéine a évolué pour

optimiser son interaction protéine-protéine avewttes partenaires.

b- Le concept de I'ABP (AID binding pocket)

Les données structurales montrent que AID en tmmpavec C# forme une
hélicea. Par contre le peptide AID seul en solution est structure embobinée d’'une
facon aléatoire (Opatowsky et al., 2004). Cettecstiration semble ne pas étre exclusive
a AlD, et cette hélicet de AID serait extrapolée vers I'extrémité amino¥tmale, tout
au long de la boucle I-Il, jusqua la fin de I''S6°™ segment du premier domaine
transmembranaire) (Opatowsky et al., 2004). Dy Raisous-unité G, en interagissant
avec AID, impose une structure en hélkiceon seulement a la séquence AID mais aussi
a sa région proximale amino-terminale sur la bouldle Ca,3 semble donc induire un
changement de conformation de la boucle I-Il, cé fgworiserait la stabilité de

l'interaction et la modulation électrophysiologiqde canal (Opatowsky et al., 2004).
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Des études de mutagenese dirigée ont indiqué litapoe de trois résidus
conservés de la séquence AID dans l'interactiojo{Z@a, (Y437, W440 et 1441 dans
Cal.2 et Y392, W395 et 1396 dans Rd) (De Waard et al.,, 1996). La structure
cristallographique confirme leur importance fonohelle puisqu’ils participent aux
fortes interactions avec (Ba(Chen et al., 2004).

AID en hélicea entre en interaction avec {Bavia un creux hydrophobe dans le
domaine GK du coté opposé du domaine SH3 (Cheln, €084; Opatowsky et al., 2004;
Van Petegem et al., 2004igure 10. Cette région est maintenant reconnue sous le nom
de « AID binding pocket » (ABP). Cette poche estfée de 3 hélices (a3, a6 eta9)
et 2 feuilletsp (39 etB10). L'interaction entre AID et Gf est constituée surtout des
interactions hydrophobes et des liaisons de vanvdats, dans lesquelles sont impliqués
des acides aminés apolaires, situés particulieredsats les deux domaines d’interaction
AID et ABP. Le role crucial de ces acides aminéssdia stabilité de I'interaction est
confirmé par des expériences de mutagenese (Opdatatsl., 2004). Ces interactions
seraient a la base de la forte affinité (~ 10 nMjee@q0a1/Ca,p.

Cette structure révele que le BID, auparavant cd@énéicomme étant la séquence
qui entre directement en interaction avec AlD,pastiellement masqué et est incapable a
elle seule de participer aux interactions prot@raéine. Par contre, il constitue une
partie structurale essentielle pour l'intégrité motif SH3-HOOK-GK et cruciale pour
I'association intramoléculaire des domaines SH&Kt Les mutations sur BID qui se
sont précédemment révélées défavorables pour rhictien Caa,/Caf3, ont en fait
perturbé la structure et la conformation de lagine Cgp3 et non pas les contacts directs

entre AID et CgB3.
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Ca B, + AID1.1

Ca,+AID1.2

Figure 10: Représentation cristallographique des sous-unit&g3C
(A) Structure des différents domaines de la sout®@g,L. SH3 et GK représentent les
domaines conservés ; N-ter, HOOK et C-ter constitues domaines variables. (B)
Structures cristallographiques des domaines corsergde la sous-unité (&, en
interaction avec I'AID du Cd.1 (Van Petegem et al. 2004), de la sous-unitg@Cavec
'AID de Cal.2 (Chen et al. 2004) et de la sous-unit§/&Gaeule. La cristallographie
révéle la nature de l'interaction entre la cavitBBP) présente dans le domaine GK
(vert) et le domaine AID de la boucle I-Il (rougég partie N-ter est représentée en
jaune, SH3 en violet et le HOOK en bleu.
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De maniére intéressante, AID occupe une zone megreans le motif SH3-
HOOK-GK, et une large surface de aeste vacante et libre pour d’autres interactions
avec Cao; ou méme avec d'autres protéines. Dans la famile MIAGUK, chaque
région du motif SH3-HOOK-GK est engagée dans de hmeuses interactions
protéigues. Etant membre de la famille MAGUK, diesnaines de GA libres pour les
interactions protéiques peuvent aussi étre impiiglans des fonctions importantes, outre

'adressage du canal et la modulation de ses @@sriChen et al., 2004).

c- La réversibilité de I'interaction Ga;-8

Plusieurs études récentes montrent que l'intemac@ao./Ca qui module
I'activité du canal, peut s’établir une fois que, €at a la membrane plasmique et qu’elle
est réversible (Hidalgo et al., 2006; Sandoz eR8i04). Un canal Ga.3B1, est converti
en un canal type G2.3/B,a aprés l'injection cytoplasmique de la sous-unitggiquep,..
Une fois le canal ancré a la membrane par linteiieiee de la sous-unité, I'ajout de
la sous-unitd3,, crée une compétition entre les deux sous-unités AD, produisant la
dissociation de3;, du canal et I'association d&, En fait, I'affinité du canal pour les
sous-unités G semble étre plus faible a la surface cellulaitéagx premiers stades de
la synthese et de la structuration du canal (Tesait al., 1997).

D’autres études ont démontré aussi le dynamismiénderaction Cqai-3 dans
des systemes d’expression hétérologues. Les saés-uB@af sont capables de se
dissocier de la sous-unité @g dans des conditions physiologiques, aprés I'adiges
membranaire du canal (Restituito et al., 2001).teCelissociation n'affecte pas la
probabilité d’ouverture du canal mais uniguemenpHase d’inactivation, exprimée par
un shift de la courbe de voltage-dépendance dackivation et une augmentation de
lamplitude du courant non inactivé (Restituito at, 2001). Cette dissociation
physiologique révele un nouveau processus dangdalation et la modulation des
propriétés propres au canal.

Des résultats obtenus sur les neurones d’'un moléusgvertébré Lymnaea
stagnali§ ont confirmé la séparation spatiale et physige® sbus-unités Ga, et Cap3

durant le développement (Spafford et al., 20045 @=ix sous-unités co-localisent dans
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les neurones matures et connectés par les synd&aesontre, elles sont séparées dans
les neurones immatures et dans les neurites edop@eenent. La sous-unité @a, et
non Cap, est impliquée dans le développement des neurdméymnaea En fait, les
canaux calcigues qui induisent des dépolarisatepmntanées de typetransient»,
jouent un rble primordial dans la croissance ax®mdlla maturation des neurites. Par
contre, dans les synapses matures, ou les cankinues sont activement localisés, des
dépolarisations longues sont indispensables pouldsticité synaptique. De ce fait,
I'association différentielle de la sous-unité,avec les canaux calciques synaptiques et
ceux exprimés dans les neurites en développemeggesa un réle de la sous-unpé
dans la transformation des fonctions du canal gaécidans les neurones immatures et

dans les synapses matures (Spafford et al., 2004).

Ca,a, , m
e P

Figure 11: Représentation schématique du site d’interactiamaire et des sites
d’interaction secondaires, entre les sous-unitésag, et Caf, (Walker et al., 1998;
Walker et al., 1999).

36



Introduction

d- Interactions secondaires entrg,@eet Caf

D’autres sites d’interaction avec les sous-unitag ©nt été identifiés sur la sous-
unité Caa; du canal Figure 1). Des étudesn vitro ont mis en évidence l'existence
d’une interaction secondaire entre la partie caydierminale de la sous-unité {a s et
la sous-unité Gf,, (Tareilus et al., 1997). Le méme type d’interatt@oété révélé entre
la sous-unité Gai,; et CqPs. En effet, I'extrémité carboxy-terminale de la saunité
Ca,, est capable de lier la (& traduitein vitro. La partie de la sous-unité {a
impliquée dans cette interaction secondaire est ségence du domaine carboxy-
terminal (de I'acide aminé 446 a 482) (Walker et EH998). Par la suite, un deuxieme site
d’interaction secondaire entre @a, et Caf34 a été identifie. Ce dernier implique la
partie amino-terminale de la sous-unité,@a et I'extrémité carboxy-terminale de la
sous-unité Cg8, (Walker et al., 1999). L’affinité de ces interacts secondaires est de 93
et 330 nM respectivement, soit trente fois infémsua l'interaction AID/ABP. Cette
différence d’affinité supporte lidée de la natusecondaire de ces interactions.
Probablement, linteraction AID/ABP constitueraié Isite d’interaction permettant
'adressage et I'ancrage des deux sous-unitésldansembrane et les sites d’interactions
secondaires se mettraient en place par la suigeinBEactions secondaires semblent étre
indispensables pour une fonction complete deg,Csurtout dans la modulation des
propriétés d’inactivation (Stephens et al., 20Q@0).domaine d’interaction avec {Basur
'extrémité carboxy-terminale de (@a a aussi été décrit dans I'inhibition du canal par

les récepteurs aux protéines G (Qin et al., 1997).

5. Implication de Ca,f dans des interactions protéine-protéine

La sous-unité G classée parmi les protéines de la famille des MK&Buivant
leur homologie structurale, pourrait s’engager d#ess interactions protéine-protéine. En
fait, les protéines MAGUKs jouent un réle majeumsld’organisation des régions
spécialisées des membranes plasmiques comme leps&g neuronales, les zones
d’adhérence des bordures épithéliales ou encordisgsies intercalaires du myocarde.
Ces protéines ubiquitaires posséedent toutes phssidomaines d’interaction protéique

engagés pour former de larges complexes protéiduessMAGUKS interviennent dans



Introduction

«I’échafaudage» des protéines en favorisant le otggment et les interactions
fonctionnelles des récepteurs et des canaux memaibear{(Godreau et al., 2004).
Outre le canal calcigue dépendant du voltage, detenqrires de la sous-unité

Ca3 ont été décrits.

a- L'interaction avec la famille des RGKs

Tous les membres de la famille RGK sont capablededagir avec la sous-unité
Caf3 (Beguin et al., 2006; Beguin et al., 2001; Chenlgt2005; Finlin et al., 2006). La
famille des protéines Ras-Related RGK comprend@¢m, Rad, Rem et Rem2. Ces
dernieres sont des protéines G (GTP-binding prpteén petites masses moléculaires,
impliquées dans une large gamme de processusateikicomprenant la croissance et la
différentiation cellulaire, l'adressage des veéssuintracellulaires, I'échange nucléo-
cytoplasmique et I'organisation du cytosquelettes @rotéines alternent entre une forme
active liée a la GTP (guanosine triphosphate) et forme inactive liee a la GDP
(guanosine diphosphate). Elles répondent a deawskgexternes par I'échange de la GDP
par une GTP, ce qui par la suite lui permet de eiétier les cascades de signaux
intracellulaires. L’arrét de ces cascades s’efiegar I’hydrolyse du GTP en GDP par les
GAPs (GTPases activating protein) (Finlin and Asdi®97).

Un modéle de régulation des canaux calciques H\Géaprésenté en se basant
sur l'interaction des RGK protéines et la sous@&r@af. Suite a I'activation de la
calmoduline (CaM) par le Gaintracellulaire, la CaM/CA interagit avec les protéines
Kir/Gem et permet leur translocation vers le cyasphe Figure 13. La sous-unité Gf
interagit uniqguement avec la forme liée a la GTReele protéines. Cette interaction est
inhibée par la présence de la CaM/Cdonc une dissociation du CaM/Cale la forme
GTP du Kir/Gem est indispensable pour permettradiiaction de GTP-Kir/Gem avec
Caf3. Cette interaction inhibe I'adressage et I'expmsgle la sous-unité Gay sur la
membrane plasmique étant donné que3Geest plus capable de masquer le signal de
rétention dans le réticulum endoplasmique présan€ga;. Cela présente un moyen de
régulation de I'expression des canaux calciquesntignts du voltage de haut seull
(HVA) (Beguin et al., 2001).
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Figure 12: L'interaction de CggG avec les protéines de la famille RGK bloque
'adressage membranaire du canal et inhibe les aots calcigues des CCDV. Les
protéines RGK séquestrent (Balans le cytoplasme ou dans le noyau.

Apparemment toutes les protéines de la famille R€8Kt capables d'interagir
avec la sous-unité ¢J& Par conséquence, cette interaction interfére bagssemblage et
'adressage du canal calcique vers la membranempgiags et assure une inhibition
importante de l'amplitude du courant issue des wanBlVA préexistants sur la
membrane.

Rem2, abondamment exprimée dans le tissu nervaaganée le courant calcique
provenant des canaux dépendants du voltage a @aili{ldVA), mais ne touche pas les
canaux a bas seuil (Colecraft et al.). Parmi lailfarRGK, Rem2 exceptionnellement est
capable de transformer le canal calcique en un& uron conductrice, sans affecter

'expression et la densité des canaux calciqguelasuembrane (Chen et al., 2005).
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Rad et Rem jouent le méme rble que les autresipestdRGK. Ces protéines
posseédent des domaines d’interaction avec la CaNk gbrotéine 14.1.1 qui sont
responsables de la distribution subcellulaire del Ra Rem entre le noyau et le
cytoplasme. En fait, I'expression des canaux cakscdépendants du voltage a la surface
cellulaire est régulée par deux mécanismes difféyelont I'un est I'association desa
avec Rad et Rem dans le cytosol, et 'autre esétpestration des ¢fadans le noyau
(Figure 13 (Beguin et al., 2006).

Des résultats récents ont décrit I'interaction @@gf et la GTPase Rem. En fait,
le domaine d'interaction de Rem est localisé danddmaine GK sur GR, sur un site
structuralement différent qu’AID. G est capable d’interagir simultanément avegoiga
et Rem, ce qui suggere que Rem n’affecte pasdantemn Caa1/Caf3. La régulation des
canaux calciques fait donc intervenir la formataun complexe Ga;/Caf/Rem sans
altérer I'expression de G a la membrane plasmique (Beguin et al., 2007; rrigtial.,
2006).

b- L’interaction avec HP\{

CafB4 un variant de la sous-unité Baa été détecté dans la cochlée du poulet,
et son ARNm dans le cerveau, la moelle épiniéeeil let le coeur. Ce variant est capable
d’interagir avec la sous-unité @a et de moduler ses propriétés. Mais son effet sur le
courants calciques est assez restreint (Hibinol.e2@03). Par contre, ce variant est
susceptible d’interagir avec une protéine nucléaifely (heterochromatin proteins). Ces
protéines constituent une composante essentietie ldadomaine de I'hétérochromatine
qui est généralement considéré comme une régiamasomique. La structure confére
aux protéines HRALle potentiel de compacter la chromatine, ce quase un silence
transcriptionnel aux génes localisés dans cettmmé@es protéines contiennent deux
domaines intéressants : CD (chromo domain) du apotiéo-terminal et CSD (chromo
shadow domain) du coté carboxy-terminal. Le CDessentiel pour I'activité répressive
des génes tandis que le CSD assure I'échafaudageratéines nucléaires. {Ba., et non
la protéine compléete GRu, interagit avec HRALvia CSD, son chromo shadow domain,

aprées translocation nucléaire (Hibino et al., 20@3tte interaction empéche HPde
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reconnaitre ses partenaires, et donc prévientpigession transcriptionnelle des génes
(Figure 13. La translocation nucléaire de la sous-unitgBQaste ambiguée. On peut

imaginer un mécanisme ou suite a un changementiwdtacélectrique au niveau de la

membrane, un feedback peut se créer entre la répoegronale et la transcription

génique.

c- L'interaction avec la synaptotagmine |

Récemment, la structure cristallographiqgue du doeamino-terminal de la
sous-unité Cgds, a été caractérisée (Vendel et al., 2006a). Enléaible de la sous-unité
CafB4a dans I'expression du canal sur la membrane et anégulation des courants
calciques ne sollicite pas la présence de son amranino-terminal. Dans le cerveau,
les sous-unités GRu,sont localisées surtout dans les synapses, ouselldsmpliquées
dans des interactions dépendantes dtf @eec la synaptotagmine via leur coté amino-
terminal : la présence du €arévient cette interaction (Vendel et al., 2006b).

La synaptotagmine est une protéine membranaires@gsules synaptiques. Ces
dernieres sont localisées dans les terminaisonsate® et constituent le site de stockage
des neurotransmetteurs. La libération des neumdratieurs est initiée par une
augmentation locale de la concentration du calciminacellulaire via les canaux
calciques dépendants du voltage, particulieremenyge P/Q et en deuxieme du type N.
Il existe deux types d’exocytose ; I'exocytose dapiqui utilise comme support des
petites vésicules synaptiques, et I'exocytose lgnteutilise des vésicules a cceur dense.
La libération rapide des messagers ainsi que I fmwncentration calcique nécessaire
nécessite la proximité des canaux calciques avemdahinerie de I'exocytose. La
synaptotagmine est considérée comme étant le sernsdoique qui déclenche
I'exocytose rapide des neurotransmetteurs.

L'interaction entre C#a et la synaptotagmine souléve la possibilité que le
domaine amino-terminal de la {Ba, serait impliqué dans le recrutement des vésicules

synaptiques. Son effet sur la libération des neamgimetteurs reste a étudier.
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NN

CSD &

Figure 13: L'interaction entre un variant de G&i, du poulet avec HP1, une
protéine nucléaire responsable du silence trangmimel imposé aux génes au niveau
des chromatines (Hibino et al., 2003).

En fait, la synaptotagmine interagit avec un sisyrtprint » sur la boucle II-111
de la sous-unité G2.1 et Cg2.2 (Kim and Catterall, 1997; Sheng et al., 198 site a
été également identifié sur les sous-unitégl @aet Cg2.3 (Cohen et al., 2003). Ces sites
« syntprint » interagissent également avec leseayprotéines SNARE (Soluble NSF
Attachement Protein Receptor), comme la syntaxinéa eSNAP-25, deux protéines
responsables de la reconnaissance entre la membeate vésicule synaptique et la
membrane plasmique du compartiment cibligre 14.

La synaptotagmine n’entraine aucune modificatmmcfionnelle quand elle est
exprimée seule avec les canaux N et P/Q. A lirejeda coexpression de cette
synaptotagmine avec les canaux et la syntaxin@iestiune suppression de I'inhibition
induite par la syntaxine (Wiser et al., 1997). batfion de la synaptotagmine, soit sur le

canal, soit sur la syntaxine, représenterait l@aigle suppression de I'inhibition du
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canal. Enfin, la synaptotagmine exécute des eféetstionnels sur le canal en présence
d’autres Cg3, par exemple la sous-unité Ba, qui manque le domaine amino-terminal
(Cohen et al., 2003; Zhong et al., 1999).

Enfin, étant donné que ce site « syntprint » s&xpas sur toutes les sous-unités
Ca;; la question qui se pose est de savoir si le doenamino-terminal de QRua

pourrait se substituer au site syntprint (Zampdai3).

d- Son rble dans la sécrétion d’insuline

Des résultats récents montrent I'implication dieedé la sous-unité (J& dans la
modulation de la sécrétion dinsuline dans les ubedl pancréatiquef. A des
concentrations élevées de glucose, la sous-uni{fs; Gahibe la sécrétion d’insuline
(Berggren et al., 2004). En absence de la sous-ubéf3;, une augmentation de la
fréquence des oscillations du “Caintracellulaire est enregistrée, ainsi qu'une
augmentation du relachement du stock calcique ®m récepteurs a I'fP Cette
augmentation des oscillations pourrait étre a lsebde 'augmentation de la sécrétion
d’'insuline dans les celluleB déficiente en Gf§;. Dans ce contexte, deux voies de
signalisation sont proposées : une régulation wirda récepteur a I'? et une réduction
indirecte de la phospholipasefC(PLGs). L'implication de la sous-unité (J& dans la
régulation d’'insuline suggere I'idée d’'une nouvaliele dans le traitement du diabéte de
type 2. En bloquant la sous-unité,Sadans les cellules pancréatigygsla sécrétion
d’'insuline aura lieu uniquement dans les cas d’'lylgeémie, ce qui constitue le

traitement le plus efficace pour la diabéte (Beegget al., 2004).

e- Autres interactions protéine-protéine

Par la technique du double hybride, une interaci@té mise en évidence entre le
domaine amino-terminal de la sous-unitgz&t le domaine LC2 de la protéine associée
aux microtubules (MAP1A microtubule-associated-piot 1A). L’interaction a été
confirmée mais pas encore caractérisée (Vendél @086b).

La sous-unité G@4 semble étre indispensable pour les fonctionsydephocytes
T. L'augmentation du C4 intracellulaire dans les lymphocytes induit lansl@cation

nucléaire du facteur de transcription NFAT, apres dg&phosphorylation par la
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calcineurine une phosphatase dépendante du cal€ette translocation nucléaire par
voie C&'/NFAT est cruciale pour le bon fonctionnement deflutes T, surtout la
production des cytokines. En absence dgpf acette voie est rompue et donc la

production des cytokines est altérée (Badou e2@05; Badou et al., 2006).

Cava
R R R )

SNAP-25

Vésicule
Synaptique

Synaptotagmine$

Figure 14: L'interaction de la synaptotagmine avec le cobdirro-terminal de la
sous-unité CgpB, et le site « syntprint » sur la boucle II-11l d&$ous-unité Ggo.

6. Le domaine SH3-GK reconstitue une unité fonctionné

Une interaction intramoléculaire entre les domaigel3 et GK a été identifiee
dans la structure de PSD-95 (McGee and Bredt, 1998 protéine de la famille
MAGUK. Cette interaction est conservée dans toatefamille des MAGUK. Une
interaction intermoléculaire est aussi détectées dmaicas ou les domaines SH3 et GK de

la protéine PSD-95 sont isolés. L'interaction inmicdéculaire reste prédominante par
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rapport a linteraction intermoléculaire qui estagaée dans la protéine intacte ou de
fusion. Linteraction intramoléculaire entre lesnamines SH3 et GK est essentielle et
joue un roéle physiologique dans les fonctions desGWKs (McGee and Bredt, 1999;
McGee et al., 2001).

La structure de la sous-unité Barepose surtout sur la présence des domaines
SH3 et GK, qui s’avere indispensable a l'interattavec AID. GK est responsable de
cette interaction et SH3 soutient cette liaisong@wsky et al., 2003). Le motif SH3-GK
est suffisant pour reconstituer les fonctions dad @ans I'adressage membranaire de la
sous-unité Can; et dans l'augmentation de I'amplitude du couraptand il est co-
exprimé avec Ga; (Opatowsky et al., 2003).

La structure cristallographique de la sous-unit§Caevele la présence des
domaines SH3 et GK, ainsi que la similarité strrals avec les protéines MAGUKS.
Comme pour les proteines MAGUKSs, linteraction amtroléculaire SH3-GK est
indispensable pour le fonctionnement de la soue@@p. Des mutations dirigées dans
le but de rompre l'interaction SH3-GK au sein deQaf altérent les cinétiques
d’'inactivation du canal et atteignent [linteractioBa0,/Caf. Deux mutations
ponctuelles dans la sous-unité, &g la premiere dans le domaine GK (P234R) et la
deuxieme dans le domaine SH3 (L93P), perturbenargépent l'interaction SH3-GK
intramoléculaire (McGee et al., 2004; Takahaslile2004). Des résultats similaires ont
été obtenus avec la délétion de sept acides amiindemaine GK de la sous-unité,3a
(McGee et al., 2004). Ainsi, une sous-unitg,fCéonctionnelle exige une interaction
intermoléculaire SH3-GK.

Une interaction intermoléculaire entre SH3 et GHifesa une coexpression de
Nter-SH3 et GK-Cter de la sous-unité,fa, est capable de reconstituer une sous-unité
Ca fonctionnelle. La sous-unité (Bareconstituée restitue I'amplitude du courant
native, l'adressage membranaire du canal et I'effgperpolarisant sur la courbe
d’activation (Takahashi et al., 2004). Les mutadioqui perturbent linteraction
intramoléculaire, préviennent également l'intei@ctintermoléculaire SH3-GK, et donc
la reconstitution de la sous-unité Ba. C'est le cas de la coexpression de Nter-SH3

avec GK*-Cter qui présente une délétion de cinglexiaminés (PYDVV) dans le
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domaine GK (Takahashi et al., 2005). Par contrep&xpression de Nter-SH3 avec GK-
AC, dont le coté carboxy-terminal est délété de BRles aminés, est capable de
reconstituer une sous-unité Ba, sans reproduire completement ses effets. Celduedst
la perturbation de I'orientation de l'interactiorl&GK (Takahashi et al., 2005).
Finalement, les domaines SH3 et GK dont les dorsaipké et SH3 respectifs
portent des mutations qui rompent I'interactiomanioléculaire, sont capables d’interagir
d’'une facon intermoléculaire et de reconstituerelifsts des sous-unités BaMcGee et

al., 2004). Ldigure 15illustre les différentes formes de I'interactioHEGK.

\
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Figure 15: L'interaction SH3/GK est un déterminant structuesisentiel pour la
modulation du canal.
(A) L’interaction intramoléculaire SH3/GK est esBelle pour la modulation des
propriétés de Car, “*%) (B) La co-expression de N-SH3 et GK-C reconstitue sous-
unité Cag fonctionnelle. (C) Les mutations dans SH3 et GKlest délétions, qui
préviennent linteraction SH3/GK, touchent la bigplyue du canal®®. (D) Une

interaction intermoléculaire pourrait avoir lieu &e les domaines SH3 et GK intafls
! McGee et al. 2004, Takahashi et al. 2004, Takahachi et al. 2005.
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7. Modeles d’études des sous-unités ¢fa

Pour pouvoir mieux comprendre les diverses fonstides sous-unités (Ba et
élucider leur implication dans les processus phggiques dans différents tissus,
plusieurs groupes ont procédé a inactiver les géoéant pour chacune des sous-unités

chez la sourisTableau %.

a- Souris déficientes en ¢

La sous-unité G@, est exprimée dans une variété de tissus, maisuswdans le
muscle squelettique et cardiaque, et dans le cengainactivant le gene qui code pour
la sous-unité G@,, Gregg etal (Gregg et al., 1996) montrent que la souris défild en
Caf3; exhibe une létalité périnatale par asphyxie. lamgis hétérozygotes pour ce géne
sont asymptotiques et indistinctes des souris étesr Les embryons déficients en,@a
présente une paralysie totale et une réduction eénténen masse musculaire avec une
désorganisation de la structure musculaire. L’étlele myotubes néonatales déficientes
en CgP; révéle une réduction importante dans I'expressierladsous-unité Gal.l
(a19) avec une diminution de 10 a 20 fois des courdettype L ce qui conduit par
conséguence a l'absence du couplage excitatiomamian. Un phénotype squelettique
normal peut étre restauré suite a une transfed@ésnmyotubes déficientes en,apar
'ADNc de la méme sous-unité. Un modéle récent & g&néré ou la sous-unité est
exprimée uniqguement dans le muscle squelettiqué éBal., 2002), ce qui permettra
d’étudier I'absence de (J& dans le cerveau. Ce modéle a permis de révélepditance
de la sous-unité GR non seulement dans I'adressage et l'insertionadeols-unité
Caal.l dans la membrane, mais aussi un role vital Hassemblage du DHPR dans la

jonction entre les tubules transverses et le fétiasarcoplasmique.

b- Souris déficientes en (&

Les souris homozygotes déficientes du gene codanir pa sous-unité
Caf.exhibent une létalité embryonnaire due a l'abseseda contraction cardiaque
(Ball et al., 2002). Les souris survivent en expmla sous-unité GR, uniquement

dans le tissu cardiaque, mais ne restaurent pgshénotype normal. Les souris qui
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présentent une déficience de la sous-unit@dLdans le systeme nerveux central, sont

moins sensibles a la lumiére et exhibent un ph@eosimilaire a celui des patients

exprimant une cécité nocturne stationnaire congkeni(CSNB2 congenital stationary

night blindness), due a l'altération de I'adressagenbranaire de la sous-unité,@h4

(a1p). Une distribution anormale des canaux calciqgugseddants du voltage dans la

rétine semble étre a la base de ce dysfonctionrtefBati and Gregg, 2002; Ball et al.,

2002). Ce modele souligne non seulement 'impodate la sous-unité ¢J& dans la

contraction cardiaque mais aussi son implicationsde transmission du signal des

photorécepteurs jusqu’aux cellules bipolaires Jesasynapses ou elles sont normalement

exprimees.

Tableau 5

Mutations dirigées ou spontanées au niveau des génes des Ca,f chez la souris

Mutations spontanées/

Phénotype

Sous-uniteé _ °1
délétions dirigées

Ca g 12 Souris transgénique,
v Délétion dirigée

Ca 32(2) Souris fransgénigue,
v Délétion dirigée

Ca B, Souris transgénique,
! Délétion dirigée

Ca 8, Souris |éthargique,
W

Mutation spontanée

Létalité périnatale, fcetus incapable de bouger,
masse musculaire réduite avec des anomalies
structurales, absence du couplage excitation-
contraction, les souris transgéniques exprimant Ca 3,
dans leur muscle squelettique sont normales.

Létalité embryonnaire, anomalies au niveau de la rétine
chez la souris exprimant Ca, 3, dans le tissue cardiaque

Apparence nomale sans phénotype, pas de changement

morphologique au niveau du cerveau, élévation de la
pression artérielle lors d'un régime hypersalé.

Ataxie, comportement léthargique, épilepsie myoclonique
juvénile et idiopathique générale, masse corporelle

réduite,déficience immunologigue, fécondation réduite.

! Gregg et a/. 1996; 2 Ball et a/. 2002; * Namkung et a/. 1998; 4 Burgess et al. 1997
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c- Souris déficientes en (I

Au contraire, les souris déficientes en@asous-unité exprimée dans le cerveau,
le cceur et l'aorte, sont viables et ne présentemursee anomalie structurale ou
comportementale (Namkung et al., 1998). Dans lesomes, 'absence de la sous-unité
Ca3; affecte particulierement les courants calciquetype N et L, qui sont d'une facon
remarquable diminués mais pas totalement anéatgisnéme qu’une altération des
cinétigues du courant P/Q est enregistrée (Muraletnal., 2003). Apparemment, une
substitution partielle de la sous-unité,@apar les autres sous-unités présentes semble
diminuer I'effet de sa déficience. Dans le syst@aeiovasculaire, les souris déficientes
en Cafs présente une augmentation de tension artériedl@-vis des souris contréles,
suite a une diete riche en sel. Cela suggere erdeéla sous-unité (f& dans le maintien

de la tension artérielle.

d- Souris déficientes en (& (souris Iéthargigue)

La souris léthargiqueli{/lh) provient d'une insertion spontanée de quatre
nucléotides du coté 5’ du gene de la sous-unit@e&chb4 induisant un décalage dans
le cadre de lecture (Burgess et al., 1997). Cettiéation est a la base de I'absence
d’expression de la sous-unité Ba (McEnery et al., 1998). Ces mutants naturels
déficients en G#4 exhibent un phénotype neurologique complexe exgrtrane ataxie
chronique, une épilepsie absence et une hypodctilin quatriéme élément du
phénotype a été récemment étudié et est constitné dyskinésie paroxystique (Khan
and Jinnah, 2002). La souris léthargique a éténsntement utilisée comme étant un
modele des épilepsies absences qui présente des lgisodes d'immobilité associées a
des décharges de polypointes-ondes entre 2 et détértées par EEG. Le phénotype
épileptigue ressemble au profil comportemental, ctédéncéphalographique et
pharmacologique des patients souffrant des épédedisences (Hosford et al., 1992).

Deux semaines apres leur naissance, les sourisZygmtes sont reconnues par
une ataxie et un comportement léthargique caraétérar une marche instable et une
activité motrice lente, et quelques jours plus tpedt des attaques motrices focales
spontanées. La phase suivante consiste de bréissxiép d'immobilité, accompagnée

d'une décharge généralisée (Fletcher and Franl@99)1 Parmi les anomalies des
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enregistrements EEG, on peut dissocier notammentattaques motrices considérées
comme étant une dyskinésie paroxystique caracéepsé une contraction tonique des
membres avec une prise de posture anormale soutertvenc (Khan and Jinnah, 2002).

Effectivement, aucune déficience structurale n’ebtservée chez la souris
|éthargique au niveau du cerveau, de la et deslesifBurgess et al., 1997). Des efforts
sont réalisés afin d’investiguer les mécanismesiques qui régulent la décharge
synchronisée au niveau du réseau neuronal thalatiwadaqui génére I'incidence des
absences. Les études montrent que I'activatiométepteurs GABAest cruciale dans la
génération des crises d’absences (Hosford et @2;1Hosford et al., 1995). En effet,
'expression des récepteurs GABAest élevée dans la population neuronale
thalamocorticale des souris Iéthargiques, en coamaar avec les souris non épileptiques,
ce qui suggeére l'implication de ces récepteurs danmécanisme pathophysiologique
exprimant le phénotype neurologique des sourisatgtues. Mais d'une facon
surprenante, l'effet inhibiteur gouverné par lesepteurs GABA postsynaptiques
(Caddick and Hosford, 1996), mais également prédimees (Caddick et al., 1999), ne
sont pas altérées. Un autre mécanisme a été égudledhedié ; I'implication des
récepteurs GABA du noyau réticulaire thalamique dans les absenEss.fait,
lactivation des récepteurs GABAdans le noyau réticulaire thalamique semble
supprimer la génération des absences chez lesdétivargiques (Hosford et al., 1999).
Au niveau des synapses, malgré l'absence d'une ndiion de la transmission
GABAergique, une diminution de la transmission ginatergique via les récepteurs
NMDA et non NMDA est reportée (Caddick et al.,, 1p90’'amplitude des courants
excitateurs (ESPC), et non pas les courants ihitst (ISPC) post-synaptiques, est
réduite dans les neurones des souris léthargiqgeesuy les souris contrbles non
épileptiques.

Cette souris supporte une période critique entrpdfs et 2 mois, ou en plus de
I'ataxie et I'épilepsie, elle présente une réducténinente dans la masse corporelle en
comparaison avec les souris controles, avec desiatéfes immunologiques et une
augmentation dans la mortalité. Aprés deux mos stauris survivantes rattrapent leurs
fonctions immunitaires et leur masse corporellejsnexhibent toujours une fertilité

réduite.
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En fait, le manque d’expression de la sous-unit@Lsemble étre compensé par
'expression d’autres sous-unités. Le processussudsstitution, provenant d’'un pool
préexistant d’ARNmM de toutes les sous-unités, astateristique de la plasticité cérébrale
au cours du développement et qui manque dansveaemature (Burgess and Noebels,
1999). De toute fagon, cette compensation estghlarfonctionnellement vu le phénotype
pathophysiologique sévere du a la déficience efs{Caes autres sous-unités Bane
parviennent pas a remplacer entierement les farctidales et critiques de la {Ba dans
le cerveau.

Deux études sur 'effet de l'altération de I'exmies de la sous-unité (J& sur
les canaux calciques dépendants du voltage daceslele la souris Iéthargique ont été
publiées (Lin et al., 1999; McEnery et al., 1998)s deux études ont décrits une certaine
plasticité dans I'expression des sous-unitég3CGai niveau du systéme nerveux de la
souris léthargique. L’étude de McEnery et al réwile association entre 'absence de la
sous-unité Cg8, et une augmentation de I'expression globale das-anités C4, et en
particulier, la sous-unité Gy, Une augmentation de I'expression des canauxqasi
de type N est également reportée. Une incorporai&s sous-unités (fa, dans les
complexes CR.2/Cqp, exprimant les courants de type N, est la consemuale
'augmentation de I'expression de cette sous-ueit€absence de GRs. En effet, les
complexes calciques de type N assemblés chez lasdéthargique sont similaires a
ceux exprimés dans le cerveau immature des ratsquCesuggere une expression
inappropriée d’'une population immature des canaalkciques de type N apres le
développement neuronal (McEnery et al., 1998).

L'étude de Lin et al décrit une augmentation degdression de la sous-unité
Cafs dans le cerveau, associée a une diminution |égese courants calciques
présynaptiques de type P/Q dans les neurones #mjeute la souris Iéthargique (Lin et
al., 1999). En fait, les courants P/Q sont coupékctivement a la transmission
glutamatergique au niveau des synapses, ce quigaerpit la diminution de la
transmission présynaptique glutamatergique, et @ABAergique chez la souris

léthargique.
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Malgré les études et les efforts réalisés pour cengpye le mécanisme produisant
le phénotype neurologique complexe de la sourisat§ique, trés peu est connu sur
limplication des canaux calciques et de 'absededa sous-unité GB,. Probablement,
la complexité du phénotype serait issue d'un pmgeespathologique multifactoriel
provenant tout au long du développement neuronkd deuris Iéthargique.

8. Implication des Ca3 dans les pathologies humaines

Il est déja assez clair qu'un déficit d’express@mn qu’une simple mutation du
gene exprimant la sous-unité fgeut conduire a un phénotype assez sévere dans les
modéles de souris. Cela n’est pas surprenant, sildecrucial des canaux calciques dans

les processus physiologiques.

a- Neuropathologie

Plusieurs pathologies humaines issues d’une matatiod’un disfonctionnement
d’'une sous-unité auxiliaire des canaux calciqued, &é décrites. Entre autre, deux
mutations humaines dans le géne codant pour lasutés Caf3, ont été enregistrées
chez des patients souffrant d’'une épilepsie idiugae générale, d’'une épilepsie juvénile
myoclonique (JVM) et d’'une ataxie convulsive (Esgagt al., 2000). La premiere
mutation issue d’'une terminaison prématurée (R48#X)ere une protéine tronquée du
coté carboxy-terminal, éliminant moins de 10% deséguence. La deuxieme mutation
est une simple substitution de nucléotide, résukanla substitution d’'une cystéine par
une phénylalanine (C104F).

L’'analyse fonctionnelle de ces mutants, dans utésys d’expression hétérogene,
ne révele pas d’effets forts sur I'activité desaan calciques. Les deux mutants sont
capables de s’associer au canal,2C9. Une faible augmentation de densité de courant
est observée pour les deux mutants. Aucun effest némregistré sur la cinétique
d’activation. Le mutant R482X présente une faililaidution de la constante de temps
rapide d’inactivation, mais pas le mutant C104Ft €#et négligeable sur le canal
souleve une interrogation : comment ces mutati@uwgnt-elles aboutir a un phénotype

neurologique aussi marquant ?
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b- Cardiomyopathologie

Une altération de lactivité des canaux calciquest décrite dans le cas
d’insuffisance cardiaque humaine. Dans le cas dinpepathie cardiaque associée a une
insuffisance cardiaque, une diminution remarqudel&0% dans la quantité d’ARNm et
de protéines des (Ja est décrite. La sous-unité (Ba, est détectée comme étant
I'isoforme majeure dans le cas d’'une myopathieieguee, d’autant plus que dans le tissu
normal, la sous-unité majeure n’est quezdHullin et al., 1999). De plus, les études
montrent I'augmentation de I'expression d'une sonogé Cagfs tronquée dans le
ventricule gauche atteint d’'une cardiomyopathiehdéssique, en comparaison au tissu
normal (Hullin et al., 2003). Vingt nucléotides ngaent dans la sous-unité Ba
tronquée au niveau du domaine d’interaction avesolas-unité Ca;. Apparemment,
elle est capable de s’associer au canal et de mosloih activité mais d’une fagon moins
prononcée. Les conséquences pathophysiologiques alue changements d’expression
des isoformes de la sous-unité @alans I'ischémie et l'insuffisance cardiaque, doimt
d'étre élucidés.

Une étude tres récente révele également I'impboatie la sous-unité (J& dans
l'insuffisance cardiaque. En effet, I'expression ldesous-unité G, ainsi que son
ARNmM est amplifiée avec 'augmentation de I'expi@sgle la sous-unité Gh2, ce qui
induit une hyperactivité des canaux calciques gde tyau niveau des ventricules (Hullin
et al., 2007).

c- Maladie autoimmune

Le syndrome myasthénique de Lambert-Eaton (LEMS) wee pathologie
humaine autoimmune associée dans 60% des cascam@somes pulmonaires (small-
cell lung carcinoma: SCLC) et caractérisée par fiislesses musculaires et des
neuropathies autonomes. Ataxie et dégénérescenglera® aiguée sont aussi reportées
chez des patients atteints du syndrome de Lamla¢oinELa faiblesse musculaire semble
étre la conséquence d’'une diminution de la sécerétes neurotransmetteurs. En fait, les
sérums des patients générent des anticorps didgdse les composants des canaux
calcigues dépendants du voltage, au niveau des psywmaet des jonctions

neuromusculaires, induisant un disfonctionnement da libération des
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neurotransmetteurs. Au cours de la réponse immraitas anticorps ont trois fonctions
principales : se lier a I'antigéne, ici il s’agg#sdcanaux calciques, activer le systéeme du
complément et recruter des cellules immunocompgsentLes anticorps protegent
'organisme en déclenchant la cascade du complénflelstagit d'un ensemble de
protéines du plasma dont l'activation permet deudétle pathogene et de faciliter la
phagocytose, I'élimination des complexes immuneslaetlibération de molécules
chimiotactiques. Mais aussi, ils protegent l'orgamé par activation des cellules
immunocompétentes. Aprés avoir reconnu un antiggridee a sa partie variable, un
anticorps peut se lier a des cellules du systenmeuimitaire par sa partie constante. Ces
interactions revétent une grande importance dangddeulement de la réponse
immunitaire. Ainsi, les anticorps fixés sur un pagéne peuvent se lier aux macrophages
et déclencher une phagocytose. Les lymphocytes Nétual Killer) peuvent exercer
leur cytotoxicité et lyser les pathogénes qui purtantigene.

Des anticorps dirigés contre la sous-unitgozau canal de type P/Q, induisent
une diminution de la libération des acétylcholingesun influx nerveux (Takamori et al.,
2000). Dans certains cas, les anticorps détectesldasérum sont dirigés contre la sous-
unité CaP, ce qui prévient son interaction avec la souséufliga; (Raymond et al.,
1999). Une activité aberrante des canaux calcigesse de la dissociation de la sous-
unité CgB du canal, altere les fonctions présynaptiques nésfles contrélant la
libération des neurotransmetteurs. Les anticorpsapables de franchir la barriére
hémato-méningite, n’atteignent pas le cerveau, dkabsence de symptébmes

pathologiques au niveau du systéme nerveux central.

d- Ataxie épisodique de type-2 (EA-2)

L'ataxie épisodique de type 2 est une ataxie che@ise caractérisée par des
épisodes aigus d'ataxie, de vertige et de nauséaugant de quelques minutes a
plusieurs jours. Des troubles de I'élocution, uipdogie, une dysarthrie, une dystonie, ou
une hémiplégie accompagnent ces crises. Les patiteints présentent une atrophie de
cervelet et la moitié présente des migraines. @esées peuvent survenir de deux fois
par an a quatre fois par semaine. Les crises peden déclenchées par le stress, la

caféine, l'alcool et la prise de phénytoine. Entteaque crise, les individus sont
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généralement asymptomatiques méme si un nystagmousvément anormal des yeux)
ou une discrete ataxie peuvent subsister. La praealde cette affection est inconnue.

De transmission autosomique dominante, l'ataxiexyatique est due a des
mutations du gen€ACNA1A(chromosome 19p13) codant pour la sous-unit@.Cat
impliquant les canaux P/Q. Ces mutations codent ges sous-unités tronquées (Ophoff
et al.,, 1996; Yue et al.,, 1998) et également pas sbus-unités avec des mutations
ponctuelles (Denier et al., 2001; Imbrici et alQ03; Tonelli et al., 2006; van den
Maagdenberg et al., 2002).

Les études fonctionnelles réalisées sur les muapisqués dans I'ataxie de type
2 (EA-2) confirment I'expression d’'une sous-unitirou hypo-condructrice (Scoggan et
al., 2006; Wan et al., 2005). Les mécanismes mta&es par lesquels les sous-unités
Ca2.1 mutantes engendrent cette pathologie restedehat. Des études suggéerent que
les sous-unités défectueuses créent une insufésammente de courants P/Q (Imbrici et
al., 2004) dans le cerveau. Plusieurs résultatseptént I'évidence que les sous-unités
Ca2.1non conductrices suppriment la contribution forutielle des canaux
Ca2.1natifs par un mécanisme dominant-négatif (Arikkaid Campbell, 2003; Jeng et
al., 2006). Cet effet dominant-négatif impliquentéraction de la sous-unité Baavec le
domaine AID des sous-unités Rd. Effectivement, linteraction des sous-unités
mutantes avec les sous-unitésfast a la base du disfonctionnement des sous-unités
Ca2.1 natives (Raike et al., 2007). Les mutantg2Cade l'ataxie type-2 possedent le
potentiel de séquestrer une quantité importante soes-unités Gf, réduisant ainsi
I'effet fonctionnel des canaux calciques composés dous-unites Gal dans les

neurones.

e- Ataxie spino-cérébelleuse de type 6 (SCAG)

L’ataxie cérébelleuse de type 6 (SCA6) est une dmralautosomale dominante
caractérisée par une ataxie, un nystagmus et usartbyie. Il s'agit d'une affection
dégénérative qui se caractérise par une dégénpoesares cellules de Purkinje et
granulaires du cervelet et de certaines cellulesoyau du I'olive inférieure. Les cellules

se modifient, perdent leurs caracteres spécifiqoes; se transformer en une substance
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inerte. Ainsi, leur activité fonctionnelle n'exigus. La maladie progresse lentement et
inexorablement vers des troubles handicapantsraetéasant par une infirmité.

La mutation impliquée dans l'ataxie de type 6 cstesd’'une expansion du codon
CAG repétés 21 a 33 fois (normalement 4 a 16 rimét) dans I'exon 47 du géne
CACNAI1A, codant pour la sous-unité 2dl. Cette expansion introduit une séquence
polyglutaminergique (polyQ) a environ 100 résidesl’'éxtrémité carboxy-terminale du
canal. Cette expansion polyQ confere une instébditla protéine mutante qui a pour
conséquence la formation des agrégats cytosolideess protéines, entrainant la mort
cellulaire.

Au niveau fonctionnel, 'impact de cette expangimhyQ sur les canaux P/Q a été
étudié. En fait, les effets biophysiques de cetteation dépendent de I'isoforme de la
Ca3 co-exprimée. En présence de la sous-unit@Lkexpansion polyglutaminergique
déplace la dépendance au potentiel de l'activatiens des valeurs de potentiels plus
hyperpolarisés et augmente la proportion de courantinactivant. En conséquent, une
grande quantité du taentre dans la cellule, ce qui explique les dég&ménces
cellulaires associées. En ce qui concerne I'impboade la sous-unité Q3 parmi les
sous-unités G4, elle présente une interaction unique avec I'extt@€marboxy-terminale
de la sous-unité GA.1l. L'expansion polyQ du coté carboxy-terminaléesdt la
biophysique du canal probablement en interféraat @on interaction avec la sous-unité
CaB4(Restituito et al., 2000Db)

9. Développements thérapeutiques et pharmacologiques

a- Implication dans le traitement de I'hypertension

Des études récentes associent le rythme artérimimah dans le cas d'une
hypertension a une augmentation d’expression deaugacalciques dépendants du
voltage de type L au niveau vasculaire. Actuelletmiexs médicaments visés pour traiter
I'hypertension sont surtout constitués de bloqueanganiques des canaux calciques
(dihydropyridines, phenylalkylamines et benzotlpazes) (Dustan, 1996; Sonkusare et
al., 2006). En raison des effets secondaires et idegactions indésirables, le
développement de nouvelles thérapies contre I'tgpsion doit étre ciblée contre les

sous-unités régulatrices des canaux calciques colamrseus-unité Gf (Dustan, 1996;
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Waeber, 2002). Dans ce cas, l'altération de I'#éides sous-unités ¢faaura un effet
inhibiteur sur les canaux calciques sans bloquerpt&tement les courants. De méme,
des thérapies nouvelles ciblées contre 'assembGme;-3 auraient comme effet de
retenir le canal dans le réticulum endoplasmiqudeeprévenir sa translocation vers la

membrane plasmique (Sonkusare et al., 2006).

b- Implication dans le traitement du diabéte

Une étude récente sur les souris déficientes gRz;@aontre que I'absence de la
sous-unité Cs stimule la synthese de I'{Rlans les cellules pancréatigygsnduisant
des oscillations calciques intracellulaires (Beegget al., 2004). Ces oscillations sont
responsables de 'homéostasie glycémique suites&degtion d’insuline. Cela suggere
gu’'une nouvelle forme de thérapie dans le traiteéntendiabéte de type Il peut étre
développée. En bloquant les sous-unitéspEalans les cellules pancréatiquBs
insuline pourrait étre secrétée uniquement aeforbncentration en glucose. Cette
thérapie pourrait remplacer les traitements existagui agissent aussi bien en forte
concentration en glucose qu’en faible concentraterqui peut induire dans le deuxieme

cas des attaques hypoglycémiques.

c- Implication dans le traitement de la schistosomiase

La schistosomiase est une maladie causée par istastime, un ver tropical
parasite. Le praziquantel (PZQ) est le traitementemtiel contre les schistosomiases ;
c’est un médicament qui présente des effets seoesdainimes et est actif sur toutes les
espéces des schistosomes. Le mode d’action du PeX) pas clair, mais il semble
évident que cette molécule affecte 'homéostasieique via les canaux calciques
dépendants du voltage. Des études suggerent gitddadu PZQ est I'interaction G-
Caf3 dans les schistosomes (Kohn et al.,, 2001). En {fag sous-unités Ca&
schistosomes inhibent le courant duZa mammifére ; cette inhibition est reversée par
le PZQ. Ce mécanisme d’action du PZQ semble éttei é la base des effets

thérapeutiques bénéfiques.
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d- D’autres implications pharmacologigues

Etant donné que les agonistes DHP induisent uneeamnigition du courant L des
sous-unités Ga.2 exprimées seules, la sous-unitgfdafluence a son tour les sites de
fixation des ligands des canaux calciques. En gén€af3 augmente le nombre des sites
d’interaction avec les DHPs, tout en augmentant Htinité (Welling et al., 1995).
Plusieurs médicaments, comme le mibéfradil et lerapamil, interagissent
préférentiellement avec les canaux calciques ifsaat donc leur habilité a inhiber le
courant est ainsi affectée par les sous-unitef €aleurs influences sur les cinétiques
d’inactivation (Lacinova, 2005). De plus, une étudentre que la co-expression de la
sous-unité Cg avec le canal Ga.1 réduit la réponse agoniste du BayK8644 (Vaeadi
al., 1991).
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Malgré les efforts effectués pour comprendre leterdénants du phénotype
épileptique des patients qui portent les mutateansCaf,, les effets moléculaires de ces
mutations demeurent inconnus.

Deux mutations humaines ont été enregistrées éagéne CACNB4 codant pour
Cas, chez des patients atteints d’'une épilepsie idiogae générale, d’'une épilepsie
juvénile myoclonique (JVM) et d’'une ataxie convuési La premiere mutation, issue
d’une terminaison prématurée (R482X) génere ungjp®tronquée de 38 acides aminés
du coté carboxy-terminal. La deuxiéme est une rnautaponctuelle, résultant en la
substitution d’'une cystéine par une phénylalaniG&0@4F). En systeme d’expression
hétérologue, les mutants n'ont pas un effet renadigusur la régulation biophysique et
'adressage moléculaire du canal, par rapportséues-unité Cg, sauvage (Escayg et al.,
2000) ; en co-expression avec la sous-unit@ Qales mutants de (fa sont toujours
capables d’interagir avec le canal et d’assuremedulation. De plus, des interactions
secondaires ont été identifiées entre I'extrématdaxy-terminale de la sous-unité,8a
et les extrémités carboxy et amino-terminales deolas-unité G&.1 (Walker et al.,
1998; Walker et al., 1999), et dans le cas du mRdB2X, une perte éventuelle de ces
interactions pourrait également influencer la ragah biophysique du canal. Ainsi, ce
phénotype neurologique n’est pas du a une altératie I'activité du canal mais
probablement a d’autres fonctions propres a la-soué Cap,.

Durant les deux derniéres décennies, la sous-@afé était considérée comme
étant uniguement le partenaire de la sous-unitg;Get son modulateur biophysique
majeur qui gouverne la densité et les cinétiquastivation et d’'inactivation du courant
calcique. Aujourd’hui, d’autres fonctions ont é&vélées et attribuées spécifiquement a
la sous-unité G8.

La premiére étape, apres la caractérisation diet’efophysique des G sur le
canal (Birnbaumer et al., 1998; De Waard et al941®e Waard et al., 1996), ainsi que

'adressage membranaire de la sous-unitgafCpar CgB3 (Bichet et al., 2000), était
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I'identification de nouveaux partenaires spécifigjada sous-unité Gf&: les membres de
la famille RGK (Rem-Gem-Kir), des protéines G (G$&8 de petites masses
moléculaires. Ces protéines interagissent direateragec la sous-unité (faafin de
moduler I'expression des canaux a la surface membg en séquestrant les,Salans

le cytoplasme, et méme dans le noyau (Beguin e2@0D6; Beguin et al., 2001; Chen et
al., 2005; Finlin et al., 2006).

La résolution tridimensionnelle de la sous-unitgCa exposé substantiellement
l'interaction du domaine AID de la sous-unité&aavec 'ABP (AID binding pocket),
un creux hydrophobe présent dans le domaine GKn{date kinase). La structure
cristallographique révéle que cette interactioressite peu d’éléments structuraux de la
sous-unité Cg8 permettant ainsi de conserver une large placeaatr@’s interactions
moléculaires (Chen et al., 2004; Opatowsky e&l04; Van Petegem et al., 2004). Cette
structure révéele également le point de ressemblstngeturale entre les sous-unitésfa
et les protéines de la famille MAGUK (membrane-asted guanylate kinase),
suggérant un role similaire pour la sous-unitef3Cdans I'échafaudage protéique au
niveau membranaire.

La premiére démonstration d’une fonction propr@ag3, donc indépendante de
la régulatiordu canal, est I'étude réalisée sur un variant d@Cxprimé dans la cochlée
du poulet (Hibino et al., 2003). Ce variant, tro@glans son domaine GK, est capable
d’interagir avec une protéine nucléaire (HP1 heferamatin protein), de se transloquer
dans le noyau et par la suite de réguler le niwdmudranscription génique. Une autre
étude suggeére également un rdle de la sous-unifg; Gadépendant de la sous-unité
Ca,. Dans les celluleB pancréatiques, Gigs inhibe la sécrétion d’insuline a des fortes
concentrations de glucose. Ce mécanisme est létnrediompletement élucidé (Berggren
et al., 2004).

Ces études soulevent une interrogation sur la givere des fonctions des sous-
unités auxiliaires des canaux calciques dépendintgoltage en général, et des sous-
unités Cg3 en particulier, ainsi que sur la disponibilité ces sous-unités qui sor#,
priori, engagées dans la formation et la régulation desplexes calciques.
Effectivement, des études ont déja décrits la diafon physiologique de la sous-unité
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Caf3 des canaux, aprées l'adressage membranaire desisibés Cao, (Restituito et al.,
2001; Sandoz et al., 2004). L'interaction,&é Caf3 semble réversible, un processus
possible une fois le canal a la membrane (Hidatgd.£2006). Par conséquent, les sous-
unités Cgp seraient également disponibles librement dangtgptasme ou le noyau.

Toutes ces démonstrations indiquent que les soit&su@af3 ont une activité a
temps partiel dans la régulation des canaux cadsiqqui peut étre complétée par des
fonctions différentes. Cela nous a incité a penser le phénotype neurologique sévere
des patients, portant la mutation sur la sous-uUR#g,4, est du a une fonction neuronale
critiqgue, probablement indépendante de la régulatiocanal calcique. Cette fonction est
clairement confirmée par un modele de souris, alosiénce de la sous-unité,Gainduit
également un phénotype neurologique.

La souris léthargique est un modeéle naturel déficien sous-unité Gpu.
L’absence de la sous-unité Ba provient d’'une insertion spontanée de 4 nucléstide
engendrant un décalage du cadre de lecture deotéine. Cette souris souffre d’'une
ataxie et d’'une épilepsie. On ignore pour l'instemtment I'absence de cette sous-unité
peut aboutir a un tel phénotype assez marqué (Bsirgieal., 1997). En fait, le manque
d’expression de la sous-unité Sasemble étre compensé partiellement par I'expression
des autres isoformes. Il est évident que cette easgiion ne parvient pas a substituer les
fonctions critiques de la sous-unité,eadans le cerveau (Burgess et al., 1999).

Dans ce contexte, I'objectif de mes travaux de éhéwit la recherche d’une
nouvelle fonction de la sous-unité Badans les neurones, qui pourrait étre impliquée
dans [I'épilepsie. Des analyses de localisation de ClgPs dans les neurones
d’hippocampe durant la différenciation ont été dgjt ainsi qu'une étude sur les
déterminants structuraux influencant cette loctisa Je me suis contentée d’étudier
également la mutation humaine (R482X), en réalisaet analyse comparative avec la
sous-unité C#f, native, dans le but d’identifier les déterminamnsléculaires et les
fonctions neuronales déficientes responsables éaqgifippe neurologique exprimé chez

les patients.
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Diverses techniques ont été déployees dans ceite gla biologie moléculaire,
les cultures des neurones primaires, l'immunocyto®) I'immunohistochimie, la

microscopie confocale, la biochimie, la transcnipigue ainsi que I'électrophysiologie.

Figure 16
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Figure 16: Les variants d'épissage de la sous-unite faDeux variants ont été
identifiés pour CgB,dont I'épissage concerne surtout I'extrémité amieaninale.
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La sous-unité Cgf, est fortement exprimée dans I'hippocampe de souris

contrble, tandis qu’elle est absente chez la soullsthargique.

L’épilepsie est une pathologie qui survient suiteurde décharge électrique
caractérisée par une hyperexcitabilité neuronalenet hypersynchronie générant ainsi
des trains de potentiels. Les crises épileptiquggiglisées impliquent un vaste réseau
cortical ou cortico-sous-cortical. Par contre, ¢teses partielles prennent naissance au
niveau d'un point de départ focal, dans une régiérébrale, avec une probabilité de
diffusion vers des structures distantes par lesldaicircuits de propagation.

L’hippocampe est une structure du systéme limbparticulierement impliquée
dans les épilepsies du lobe temporal. Les étudels&és sur des hippocampes
épileptiques chez I'hnomme et dans des modeles aminmaontrent des modifications des
mécanismes physiologiqgues comme par exemple lesfioatihns de la transmission
synaptique. On note également la mort des cellolzseuses de la région CA3 de
I'hippocampe, et en particulier, des cellules pydahtes (Ben-Ari, 1985). Une
réorganisation des réseaux survivants est notamaéenite. Il s’agit du bourgeonnement
des fibres moussues de l'hippocampe (Tauck andeNa®85) (Represa et al., 1990).
Les fibres moussues (axone des cellules granulded$ippocampe) qui normalement
innervent les cellules pyramidales de CA3, établissles contacts synaptiques aberrants
avec les cellules de la méme couche, les cellubasugpires. Ce bourgeonnement et cette
néosynaptogénese sont responsables de la créaianiraliits excitateurs récurrents
(Tauck and Nadler, 1985; Uruno et al., 1995) etrmoent contribuer au maintien de
l'activité épileptiforme.

Des mutations sur le gene CACNB4 qui code posplss-unité Cf, des canaux
calciques dépendants du voltage ont été identifidesz des patients qui souffrent d’une
épilepsie myoclonique juvénile (JME) ou une éslepdiopathique généralisée (IGE)
(Escayg et al.,, 2000). Des nombreuses étudessautili'IRM et les techniques de
volumétrie et de morphométrie, ont reporté une raatité structurale complexe au

niveau de diverses régions cérébrales et partientiént au niveau de I'hippocampe, du
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corps callé et du lobe frontal (Tae et al., 200&ewhann et al., 1998). Effectivement,
une atrophie de I'hippocampe gauche, en comparaas®c celui du coté droite est
confirmée (Tae et al., 2006).

La souris Iéthargiqudh/lh) est un modéle d’épilepsie généralisée non coiwalls
Cette souris présente des absences motrices spesatamivies par des épisodes de breves
secousses. Ce phénotype épileptique provient dimog¢ation au niveau du géne
CACNB4 codant pour la sous-unité Ba(Burgess et al., 1997). Une insertion spontanée
de quatre nucléotides induit un décalage dansdeccde lecture de la protéine, ce qui
explique la perte de plus de 60% du coté carboryiteal de la protéine (Burgess et al.,
1997), mais aussi I'absence de la sous-unitQdnez la souris Iéthargique (McEnery et
al., 1998a). Probablement, le produit de la tradoatst rapidement dégradé.

Aucune pathologie structurale au niveau du cerveauté décrite chez la souris
léthargique, et pour le moment, on ignore comméiisence de la sous-unité Ba
induit un tel phénotype épileptique, surtout qu’sstitution par les autres sous-unités
ne compense pas totalement la déficience gf4Chn fait, une diminution de la quantité
globale des sous-unités (Baest reportée chez la souris Iéthargique versusolaiss
contrble, tandis qu’'une augmentation d’expressiord’ecorporation des sous-unités
Capip (pas CgB3, ou Cafs) est démontrée dans les complexes calciques de Nype
(McEnery et al., 1998a). Puisque le niveau des ARHEs sous-unités (fa(sauf
Ca3,) est inchangée, I'augmentation de I'expression dg3faeflete un mécanisme
post-traductionnel (Lin et al., 1999).

Cette ambiguité sur les déterminants de la soité-@a 3, impliqués dans les
neuropathologies m’a incitée a aller chercher, dassstructures les plus touchées par
I'épilepsie comme 'hippocampe, de nouvelles fomtsi associées a {J3a.

Une immunohistochimie des sous-unitésfzaur des coupes coronales, |2
d’épaisseur, de cerveau de souris normales etsstathargiques a été réalisdagire
17.A). Les images, acquises par microscopie confooabatrent I'absence du marquage
de la sous-unité GR, au niveau des coupes de cerveau issues de | $éthwargique.
Cette observation correspond aux études déja @éali§McEnery et al., 1998a), et

confirment la spécificité de I'anticorps dirigé ¢anles 16 derniers acides aminés du coté
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carboxy-terminal de la sous unité 8a De méme, elle montre la forte expression de la
sous-unité Cgd,au niveau de I'hippocampe.

Au niveau biochimique, un homogénat protéique a prtEparé a partir des
cerveaux totaux des souris léthargiques et desssoomtréles. Un Western blot, utilisant
le méme anticorps dirigé contre la sous-unité,pgaconfirme les résultats de
l'immunohistochimie Figure 17.B. En fait, une bande relative aux protéines ebesai
des cerveaux des souris controles, est détectéeb@ekDa, ce qui correspond au poids
moléculaire de la sous-unité Ba Par contre, I'anticorps ne détecte rien au nivees!
protéines extraites a partir des cerveaux léthaggglL’anticorps anti-actine constitue un
control intrinséque aux échantillons.

Une fois la spécificité de l'anticorps confirmééaijregardé au niveau des

neurones primaires la localisation de la sous-uO#B,.

Figure 17-A
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Figure 17-B
lh  WT

Figure 17 : La sous-unité G#, est
60 kDa - - ab_ondamment exprimée i dans
I'nippocampe de la souris contrOle et
. absente chez la souris léthargique.
anti-Ca [34 (A) Les images confocales d'une
Y analyse immunohistochimique, sur des
coupes coronales de cerveau de souris
adultes, montrent la distribution de la
sous-unité Cg, dans I'hippocampe de

. . - la souris normale et I'absence de
anti-actin 3 — I'expression de C# dans celui de la
souris léthargique.

La sous-unité G, en vert, a été détectée par un anticorps primainé-CaSs et un
anticorps secondaire couplé a I'’A488ficolonne). Les neurones, en bleu, sont détectés
par un marqueur nucléaire spécifique des neurohE=ulN), et un anticorps secondaire

bY

couplé a I'A596 (2" colonne). Les images ont été superposées dansgieiel
Photoshop Professionnel“(& colonne). Les images insérées sont au niveau déglan
CAL de I'hippocampe, au 18 grossissement.

(B) Un Western blot des lysats protéiques de cewveke souris adultes Iéthargiques et
contrbles montre la présence de la sous-unit¢3c€60 kDa)au niveau des cerveaux
normaux mais pas léthargiques. L’actine constitneontréle interne.

La sous-unité Caf, est exprimée differentiellement durant le développment
des neurones primaires avec une translocation nueie synchronisée avec la

différenciation neuronale chez la souris.

Plusieurs études ont décrits I'expression et l&idigion des sous-unités A
dans le cerveau et particulierement dans l'hippgeaniDay et al.,, 1998). Une
distribution différentielle des sous-unités,Ba été observée dans I'hippocampe des
patients atteints d’'une épilepsie du lobe tempodans ce cas, les sous-unitésfizat

Ca3; sont transloquées du corps cellulaire vers lesritesdLie et al., 1999).
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Sachant que toutes les sous-unitéspBGant exprimées dans le cerveau, la
concentration totale des sous-unitégfians le cerveau adulte est fortement plus élevée
gue la population des ¢fadans le cerveau embryonnaire chez le rat (McErem.,
1998b).

L’'immunomarquage des sous-unités @aexprimées d’'une facon endogene dans
les neurones primaires d’hippocampe de souris adfl8ulture, révéle une expression
différentielle durant la différentiation neurondfgure 18.A. L'immunocytochimie est
réalisée en utilisant I'anticorps antiBa utilisé dans I'immunohistochimie précédente.
Durant les 3 premiers jours de culture des neurdimgpocampe, aucun marquage de la
sous-unité Cg8, n'est observé. A partir du *8° jour, un marquage cytoplasmique
apparait avec la différenciation neuronale et l@jijpn des neurites. Au®®® jour, les
sous-unités Gf4 sont également exprimées dans le noyau, indiqurattranslocation
des sous-unités (& du cytoplasme vers le noyau. Cette translocatisiéaire assure
une augmentation prépondérante de la concentrd¢igisous-unités (& dans le noyau,
par rapport au cytoplasme et aux neurites &°j&ur.

Effectivement, I'absence de la sous-unitgfzadurant les 3 premiers jours de
culture, est complétement compatible avec une afégke réalisée sur la distribution de
’ARNm des différentes sous-unités Balans le cerveau de souris embryonnaire. Cette
étude montre une trés faible expression d’ARNmadsolus-unité G, dans le cerveau
de souris de E13-E18 jusqu'a PO (Tanaka et al.5199augmentation de I'expression
de la sous-unité GB, avec le développement est également reportée (8fgkat al.,
1998b); la sous-unité (& est dix fois plus exprimée dans le cerveau adidi@nt le
développement post-natal chez le rat.

Les images acquises par microscopie confocale, lfgaude immunocytologique,
ont été quantifiees par le logiciel Leica. La reygritation du pourcentage nucléaire de la
sous-unité Cgds, par rapport a I'expression globale (cytoplasmeatau), en fonction
des jours de la cultuia vitro, donne une courbe sigmoidédure 18.5. Au 5™jour de
la culture, la sous-unité (J& est exprimée a 209 5.3% dans le noyau, tandis qu’au

18 jour, la concentration nucléaire monte & 8+.5.4%, par rapport & la quantité
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globale de la sous-unité a. L'ajustement des données indiqgue que les neurones
adultes disposent 79#4.8% de leur sous-unités {PBadans le noyau.

L’histogramme du rapport nucléaire/cytoplasmiqudiféérents jours de culture
présente la variabilité de la distribution nucléaile Cg3, entre les neurones en culture
(Figure 18.G. Entre le 8™ et le 1£™%jour, les neurones ne présentent pas une varébilit
significative dans I'expression de la sous-unitgfgala plus grande variabilité est
observée au fgejour de culture avec des proportions allant dé&4 dans le noyau)
jusqu’a 6 (83% dans le noyau). Des études biochiesiggont en cours afin de quantifier
'expression de la sous-unité Ba dans les neurones d’hippocampe au cours de la
différentiation.

Un double marquage avec un antif@aet un anti-tubuline 1ll, un marqueur
neuronal, montre que I'expression de la sous-uBags, est uniquement neuronale
(Figure 18.D.

La présence de la sous-unité @alans le noyau des neurones d’hippocampe, et
sa translocation du cytoplasme vers le noyau, dimadhifférenciation neuronale, indique
que cette protéine pourrait avoir des fonctionsléaies inconnues impliqguées dans le
phénotype neurologique exprimé par les patientsapbries mutations sur leur géne
CACNBA4, ainsi que chez la souris léthargique.

Le fait que la sous-unité (f&, une protéine normalement cytoplasmique,
modulatrice biophysique des canaux calciques eporesble de leur adressage
membranaire, soit dans le noyau, n'est pas insdlite variant de la sous-unité {Ba
identifié chez le poulet est susceptible d’interagvec une protéine nucléaire, une
protéine d’hétérochromatine (H{let est impliguée dans la répression transcnptde
des genes (Hibino et al., 2003). Une autre étudksée dans un systeme d’expression
hétérologue, décrit un mécanisme par lequel legimes de la famille RGK (petites
protéines G) interagissent avec la sous-unit3£afin de prévenir l'interaction de la
sous-unité Cfs avec la sous-unité Qta, et donc inhibent I'expression et I'activité des
canaux calciqgues a la membrane plasmique. Cettrastion pourrait localiser et

séquestrer les sous-unités,€dans le noyau (Beguin et al., 2006).
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Figure 18-A

Ca 3,

Figure 18 : La sous-unité Gg, est transloquée dans le noyau durant la différeiuia
neuronale.

(A) Les images confocales présentent des neurchggpodcampe, d’embryon E18 de
souris, en culture primaire a DIV (jours in vitr®, 5, 9, 11 et 18. La couleur verte
correspond au marquage immunocytochimie de la saitg-Caf,. Le rouge représente
le marquage de la membrane par la concanavalin€@nf) conjuguée a la rhodamine.
Le bleu correspond au ToPro3, marqueur nucléaigesuperposition des images au'a
colonne est réalisée par Photoshop Professionnel.
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Figure 18-B
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Figure 18-C
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(B) La courbe représente le
pourcentage de la quantité de la
sous-unité Cg3, endogéne totale
dans le noyau des neurones
d’hippocampe (nug) en fonction
des jours de culture. Chaque point
constitue la moyenne de cinquante
cellules et pour chaque cellule
quarante valeurs de ROI ont été
mesurées. La courbe représente
I'équation sigmoide de type nye
NUGnax / (1 + exp(-(DIV-DIV,)/b))
avec un pourcentage maximal de
Cafidans le noyau nygx= 79.4
+4.8%, b=3.0¢0.4 et DIV,=8.1

#+ 0.6, le temps en culture pour
avoir la moitié de la quantité
maximale de C#, localisée dans
le noyau

(C) L’histogramme représente la
variabilité des rapports de la
distribution
nucléaire/cytoplasmique de la
fluorescence de la sous-unité
Cap, dans les neurones
d’hippocampe a différents jours de
culture. N = 50 pour chaque point.
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Figure 18-D

Ca B, Anti-tubulinlll Transmission

(D) Les images confocales montrent que la sougUD&L, est exprimée uniquement
dans les neurones d’hippocampes. Le vert correspor@gf, et le rouge a l'anti-
tubuline Ill, un marqueur neuronal. Les images @siseprésentent les neurones en
transmission. Les images superposées sont aussIiaes.

La translocation nucléaire de la sous-unité Cf8, est induite par un facteur

de différenciation neuronale dans la lignée cellulee NG108.15.

La différenciation des neuroblastes en neurones assbciée a diverses
modifications morphologiques et électriques. L'ajtjen des ramifications axonales et
dendritiques, appelées neurites, constitue la majewdification morphologique dans la
différenciation neuronale. Durant la différenciatidles neurones d’hippocampe, les
courants a bas seuil (LVA) de type-T sont exprimégremier, tandis que I'expression
des courants a haut seuil (HVA), surtout de typeetLN, se produit plus tard et
synchronise avec I'extension des neurites. Dansn&sones matures, l'activité des
canaux a haut seuil domine l'influx du courant irple. Les courants de type T sont
impliqués dans le processus de la différenciatiemronale. En fait, I'inactivation de ces
canaux conduit a l'arrét de I'extension des nesiréebloque I'expression des canaux a
haut seuil (HVA) (Chemin et al., 2002).
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La lignée cellulaire neuroblastome-gliome NG108i&8ue d’'un hybridome rat x
souris, exhibe une différenciation neuronale syowisée en présence de 'AMPc. Cette
lignée est considérée comme étant un modele de loggeanent neuronal,
particulierement du processus de la différenciaties neuroblastes en neurones. Les
cellules NG108.15 différenciées par 'AMPc partagewec les neurones plusieurs
caractéristiques morphologiques, électrophysiologgg et pharmacologiques, comme
'extension des neurites, la formation des synapsdexpression des canaux calciques.
Comme les neurones, les cellules NG108.15 diffééescexpriment en premier les
courants (LVA) de type-T, ensuite les courants at lseuil (HVA) (Freedman et al.,
1984; Noronha-Blob et al., 1988).

Le fait que la lignée NG108.15 représente un modeddulaire de la
différenciation neuronale m’a incitée a caractérl3efluence d’'un facteur d’induction
neuronale, ici 'AMPc, sur la localisation subcédive de la sous-unité (J& (Figure
19.A).

En fait, les cellules NG108.15 non différenciéespngsentent pas de neurites et
n'exprime que les courants de type-T. Ainsi qu’'a stade, les sous-unités Ba
endogénes sont localisées dans le cytoplasme, érapsence des courants HVA. Apres
linduction de la différentiation neuronale par NAPc, les cellules présentent une
localisation nucléaire progressive des sous-ur@és, a partir du 9™ jour de la
différenciation. Il est clair que la translocationcléaire de la sous-unité {Badans les
cellules NG108.15 est clairement moins prononcéeaglie exhibée dans les neurones
primaires d’hippocampe. Dans les cellules NG108.45partir du 7™ jour, la
translocation nucléaire de la sous-unit¢zaoincide avec I'expression des courants a
haut seuil ainsi que la prolongation des neurites.

Le pourcentage nucléaire de la sous-unitg3Edans les cellules NG108.15 a été
quantifié Eigure 19.B. La valeur théorique maximale atteinte au™tJour aprés
linduction de la différenciation, est de 558 4.7%, une valeur significativement
inférieure a celle calculée pour les neurones ghdgampe.

L’histogramme récapitulant la variabilité de latdizution de la sous-unité ¢f&
dans les cellules NG108.15 a divers jours apréérdiiciation, est présenté en fonction

du rapport nucléaire/cytoplasmique de la sous-udtg, (Figure 19.Q.

72



Résultats et Discussion

Figure 19-A

Figure 19 : La différenciation neuronale induite par 'AMPc desllules NG108.15
induit la translocation nucléaire de la sous-unit4,(5..

(A) Les images confocales montrent des cellules08@5 en culture, d’'un jour avant la
différenciation, et 4, 7, 9 et 13 jours aprés défiiation avec 'AMPc (1 mM). Comme
pour la Figure 15.A, le vert représente la soust@irCafS, le rouge correspond a la
concanavaline A, et le bleu au ToPro3. L'd%olonne représente la superposition des
images acquises.

73



Figure 19-B
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(B) La courbe représente le
pourcentage de la quantité
totale de la sous-unité Gay,

endogéne dans les cellules
NG108.15 (nug), mesure
comme dans la Fig. 1.A.

L’équation de la courbe donne
un NUGa= 55.8 + 4.7%, le
pourcentage maximal de (%
dans le noyau, b= 3.@ 0.4, et
DIVi, = 6.3 £0.7, le temps en
culture pour avoir la moitié de
la quantité ~maximale de
Ca/f, localisée dans le noyal

(C) L’histogramme représente
la variabilité des rapports de la
distribution
nucléaire/cytoplasmique de la
fluorescence de la sous-unité
Ca/f, dans les cellules
NG108.15 a différents jours de
culture. N = 50 pour chaque
point.
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La localisation nucléaire de la sous-unité G, est également observée dans
les systemes d’expression hétérologues. Par contedle est perdue quand C@, est
exprimée avec le complexe calcique, ainsi que dales cas de la mutation R482X

humaine.

La localisation nucléaire de la sous-unité,[zaen sur-expression a été déja
observée dans les cardiomyocytes (Colecraft et28D2) et dans les cellules COS-7
(Dolphin, 2003), sans commenter clairement cefférénce par rapport aux autres sous-
unités Ca3.

Dans les cellules HEK293 et également dans ldslegl CHO, j'ai noté une
localisation nucléaire de la sous-unité, quandesteexprimée seule, et indépendamment
des facteurs de différentiatioRigure 20.A et [). Les cellules ont été transfectées par un
vecteur exprimant une protéine de fusion; la saiguCaf, conjuguée dans son coté
carboxy-terminal a la protéine EGFP (enhanced gileerescent protein)Higure 20.G.

L'EGFP est une petite protéine fluorescente de gaibléculaire égal a 25
kDa. Elle est diffusée de maniére passive danérdifits compartiments subcellulaires de
la cellule, voire aussi dans le noyau (Brock et #099). En comparant I'expression
passive et diffuse de 'EGFP dans le cytoplasmle ebyau, la sous-unité (a-EGFP
est exclusivement localisée dans le noyau.

La quantification des images confocales acquiseésemte un rapport
nucléaire/cytoplasmique de la sous-unitez#£GFP de 10.% 3.3 dans les cellules
HEK293 ainsi que 10.2 3.5 dans les cellules CHO, un facteur de 10 eoteparant au
rapport nucléaire/cytoplasmique de 'EGFP seulantétle 1.0+ 0.5 pour les cellules
HEK293 et 1.0+ 0.4 pour les cellules CHCFigure 20.B et E Ceci montre que la
localisation nucléaire est reproductible dansédéhtes lignées cellulaires.

La co-expression des différentes sous-unités dialcealcique de type P/Q,
Can,, et Cqa,d, prévient la localisation nucléaire de la soudaufiia, (Figure 20.A.

En fait, les sous-unités @a sont adressées a la membrane plasmique suite a une
interaction avec les sous-unités,@ajui masque un signal de rétention dans le réticulum

endoplasmique présent sur la boucle I-11. Ici,abg des sous-unités (J& qui adressent
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les canaux Ga,; vers la membrane cellulaire selon une interactjanimplique le
domaine AID. Outre [linteraction avec [I'AID, la sswnité Cg3, partage
particulierement avec la sous-unité,&€g des interactions secondaires, dont I'affinité est
presque 30 fois inférieures a l'interaction AID/,8a Des étudesn vitro ont mis en
évidence la présence de deux interactions seceasdajui impliquent I'extrémité
carboxy-terminale de la sous-unité ,Saet les deux extrémités amino- et carboxy-
terminales de la sous-unité @a; (Walker et al., 1998; Walker et al., 1999). L'drisce

de plusieurs interactions expliquerait probablemeotirquoi la sous-unité (& est
recrutée dans le cytoplasme suite a la co-expresisicanal P/Q.

Le fait que la sous-unité (B soit dans le noyau des neurones quand les canaux
sont exprimeés, alors qu'elle est dans le cytoplagtes lignées cellulaires en co-
exprimant les canaux P/Q n’est pas contradict@abord, il s’agit de deux systemes
différents ; une culture primaires et une lignééutare. Donc, on ne peut pas établir une
comparaison entre ces deux systemes. Ensuite, @greanaux P/Q, les neurones
expriment plusieurs types des canaux calciqguesndémes du voltage, et également
plusieurs isoformes des sous-unitésfC&e qui influencerait la localisation des sous-
unités CgB4. Par contre, dans notre cas, les cellules HEK288prniment que le canal
P/Q et la sous-unité (&. Enfin, on ne peut pas vraiment contrller le tales
transfections des lignées cellulaires et la dugéexpression des plasmides transfectés,
comme on ignore le rapport des protéines exprirdées ce cas la. Probablement, une
expression plus forte ou d’'une durée plus longudadsous-unité G4, induirait sa
translocation nucléaire dans les lignées cellwaire

Dans les cellules HEK293, la détermination du cappucléaire/cytoplasmique
de la sous-unité GR4 co-exprimée en présence de,@a et Caa,0, et qui vaut 0.25%
0.1, montre que la localisation des sous-unitefiLadans le noyau est prévenue d'un
facteur 40 quand elles sont associées aux soUssUDED, ; et Caad, (Figure 20.B.

Ces résultats indiquent que la localisation nuidéde la sous-unité Gy peut
étre modulée par des facteurs extrinséques, conaneexemple son association au

complexe calcique.
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Récemment, deux mutations dans le géne CACNB4étintdentifiées codant
pour la sous-unité GR, (Escayg et al., 2000). Une de ses mutations gamereodon
stop prématuré (R482X), ce qui élimine 38 acidemémdu coté carboxy-terminal de la
sous-unité C#84. La protéine C#, tronquée est responsable d’un phénotype épileptiqu
identifié chez les patients qui portent la mutatiGette mutation ne présente pas d’effets
marquants sur la biophysique du canal calcique damssysteme d’expression
hétérologue. Ainsi, les déterminants moléculaissoeiés a la mutation et provoquant ce
phénotype neurologique restent inconnus.

La protéine de fusion, Qy-C,EGFP représentant la protéine mutante couplée
a 'EGFP figure 20.Q est exprimée dans les cellules CHO. Les imaggsises par
microscopie confocale F{gure 20.0) montre une différence dans la distribution
subcellulaire du mutant ([&-Cn.EGFP, par rapport a la protéine native[2&EGFP.
Tandis que C4-EGFP est exclusivement nucléaire dans les celldl¢®, Cafs-Crur
EGFP est autant cytoplasmique que nucléaire. Laildifon diffuse de la protéine
mutante, C#@4+-Cn,rEGFP, ressemble a celle de I'EGFP. Cette ressewdlast
confirmée par le rapport nucléaire/cytoplasmiquerespondant a la distribution de
Cafs+-CrurEGFP et équivalent & 0.98 0.6. Cette valeur est presque égale a celle
associée au rapport nucléaire/cytoplasmique de HEEG Par contre, elle est
significativement différente de celle du rapportiéaire/cytoplasmique de (Ba-EGFP
(p< 0.001) Figure 20.B

Cela suggeére un role important de I'extrémité caykierminale dans I'adressage
nucléaire de la sous-unité Ba La différence de la distribution subcellulairetrenla
protéine native et mutante, ainsi que la pertéatizdssage nucléaire de la sous-unité qui
porte la mutation suggere une fonction nucléaireCdg, et une implication de cette
fonction dans I'expression du phénotype épileptique

Une étude biochimiqgue a été réalisée afin de awoefirles résultats de la
microscopie confocale, en montrant que la fluoneseerserte est due a I'expression de la
protéine de fusion, et pas uniquement a celle EBFP qui s’est détachée de la protéine
d'importance Figure 20.f. Aprés fractionnement subcellulaire des cellu@slO
transfectées par les constructions, entre cytoastmoyau, un Western anti-EGFP a été
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réalisé. Ce dernier révele la distribution unifordel’lEGFP (25 kDa) entre la fraction
cytoplasmique et la fraction nucléaire, similairéaéconstruction G#4-CrurEGFP (77
kDa). La présence d’'une bande conséquente (82 &lDajveau de la fraction nucléaire
confirme la localisation nucléaire de la sous-ufigg3,.

Une remarque importante est la présence d'une daégpa protéolytique de
CafB4+-CrurEGFP au niveau de la fraction cytoplasmique, derefiete une plus grande
sensibilité de la protéine mutante a la protéolyaerapport a la protéine native. Cela

dépendrait de l'influence de la mutation sur lab#ité de la structure globale de la

Figure 20 : La localisation nucléaire est altérée par I'expriessdu canal calcique, et
est totalement prévenue avec une mutation du atgoxy-terminal de la sous-unité
Ca [, produisant une épilepsie juvénile myoclonique.

(A) Les images confocales représentent des cellHEEK transfectées avec EGFP,
Ca[,-EGFP seule ou en coexpression aveg2daet Caody, les sous-unités du canal
calcigue P/Q. La couleur verte représente la flsoence des protéines conjuguées a
'EGFP, le rouge et le bleu respectivement a la &ah ToPro3.

protéine.

Figure 20-A

Ca,p,-EGFP

Ca 8,-EGFP+Ca 2.1+
Ca, 0,0,
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Figure 20-B
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(B) La moyenne des rapports de la distribution @éagk/cytoplasmique de la
fluorescence de 'EGFP dans les cellules HEK29dfactées (n = 50 pour chaque
condition).

(C) Représentation schématique des constructiongadsous-unité Cgh, et de son
mutant R482X G#,-C,: dans le vecteur pEGFP-N1.
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Figure 20-D

Figure 20-E
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Figure 20-F
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(D) Les images confocales représentent des celCid transfectées par EGFP, (&
EGFP et CgB8,-Chut-EGFP. Les cellules sont fixées 24 h aprés tranisie.

(E) La moyenne des rapports de la distribution @éagk/cytoplasmique de la
fluorescence de I'EGFP dans les cellules CHO tracigfes (N = 50 pour chaque
condition).

(F) Le western blot, réalisé avec un anti-EGFP,edé&¢ I'EGFP dans les fractions
nucléaires et cytoplasmiques des cellules CHO femtdes par les difféerentes
constructions.

La localisation nucléaire de la sous-unité G4 n'est pas due a une séquence

d’adressage nucléaire.

La perte de la localisation nucléaire de la comsibn Caps-CrnurEGFP, associée
a la délétion d'une séquence de 38 acides aminggese que I'extrémité carboxy-
terminale pourrait porter un signal d’adressagdaaie.

Afin de tester cette idée, une construction ewarit uniquement le domaine
carboxy-terminal de la sous-unité £a fusionnée a 'EGFP est réaliséagure 21.A.

Les images confocales acquises sur les cellules @HiI®fectées par la construction
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Cter-EGFP, montrent une distribution différente gale de Cg34,-EGFP mais similaire

a la distribution de 'EGFP seul€&igure 21.B. Ces résultats ont été confirmés avec la
guantification de la fluorescence des cellules iexgnt Cter-EGFP qui donne une valeur
du rapport nucléaire/cytoplasmique égale a#.0.2, significativement différente que
celle donnée par QRu-EGFP (p< 0.00) mais presque €gale a la valeur donnée par
EGFP Figure 21.Q.

La distribution diffuse de la construction Cterd%; similaire a la distribution
diffuse de 'EGFP, indique que le domaine carbaxyrinal de la sous-unité (Ja ne
porte aucun signal d’adressage nucléaire dangys@sée. Ceci m’a incitée a examiner la
présence d’'une séquence d’adressage nucléairaidgian un autre domaine de la sous-
unité Caf,.

Plusieurs constructions exprimant différents doreside la sous-unité g
fusionnés a 'EGFP ont été réaliséésgre 21.A. Les transfections ont été faites
également dans les cellules CHO. D’apres I'anapaemicroscopie confocale, aucune
construction ne posséde une localisation nuclésiirélaire a celle de GBRs-EGFP.
Toutes les constructions donnent une distributiéfosk similaire a celle de 'EGFP, sauf
les constructions exprimant le domaine GK et ldi@&K-Cter fusionnés a 'EGFP, qui
présentent une localisation cytoplasmique pargécelfigure 21.B. Ces analyses ont été
confirmées par la détermination du rapport nuckeytoplasmique. Les constructions
Nter-EGFP, SH3-EGFP, Nter-SH3-EGFP et SH3-HOOK-E@F€sentent un rapport
nucléaire/cytoplasmique significativement différepnte celui de G84+-EGFP (10 fois
moins), mais presque égal a celui de 'EGFP. Patrep GK-EGFP et GK-Cter-EGFP
avec des rapports nucléaires/cytoplasmiques, det0®2 et 0.26+ 0.2 respectivement,
sont significativement inférieurs que celui de I'H& et démontrent a l'inverse une
localisation essentiellement cytoplasmigbg(re 21.G.

Ces résultats ont aussi été confirmés par deg€tidchimiques. La distribution
subcellulaire des protéines de fusion a été vérdigrés fractionnement cellulaire, par un
Western blot anti-EGFFR-{gure 21.0. GK-EGFP présente une bande unique au niveau
de la fraction cytoplasmique, montrant la local@matcytoplasmique exclusive de cette

construction. Par contre les autres constructimmgsentées par SH3-EGFP, présentent
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deux bandes quantitativement égales au niveau dastiohs nucléaires et
cytoplasmiques. Les mémes résultats ont été obmuslisant les cellules HEK293.

Ces observations indiquent que la sous-unit¢gBf£ae posséde aucun signal
d’adressage nucléaire dans sa séquence. Ainsi aocoaine par lui-méme n’est capable
d’adresser la protéine vers le noyau, comme le lgaiprotéine native. L'adressage
nucléaire pourrait donc étre du a une interactiogcaun partenaire protéique, qui lui-
méme porte une séquence d’adressage nucléairdlealocaliser la sous-unité Ba
vers le noyau. Seule la séquence wild-type posagaette capacité a interagir avec cette
protéine, alors que la séquence mutante la peréritraison d’'une conformation
structurale différente (conformation permissive ,[fza versus conformation non

permissive Ci#, mutante).

Figure 21-A

1 Nter %2 121 HOOK 218 2 cder £19
Ca\,ﬁ4-EGFP TE R " g

Cter-EGFP |
Nter-EGFP |
SH3-EGFP |
Nter-SH3-EGFP |
SH3-HOOK-GK-EGFP |

GK-EGFP |

GK-Cter-EGFP

Figure 21: Absence d’'une séquence d’'adressage nucléaire daswik-unité C#.,.

(A) Représentation schématique des différents feaggrinsérés dans le vecteur pEGFP-
N1. Les constructions G&, sont en fusion avec 'EGFP du coté carboxy-termina

(B) Les images confocales des cellules CHO aprekezdes de transfection avec des
différentes constructions représentatives (&#&GFP, Nter-EGFP, SH3-EGFP, SH3-

HOOK-GK-EGFP, GK-EGFP, et Cter-EGFP). Le vert capend a la florescence de

'EGFP. Le rouge et le bleu représentent respeatiet la concanavaline A et le

ToPro3. (C) La moyenne des rapports de la distidsunucléaire/cytoplasmique de la
fluorescence de 'EGFP dans les cellules CHO tracigfes (n = 50 pour chaque

condition). (D) Le western blot détecte 'EGFP dales fractions nucléaires et

cytoplasmiques des cellules CHO transfectées pax adenstructions représentatives
GK-EGFP et SH3-EGFP.
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Figure 21-B
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Figure 21-C
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La mutation humaine R482X de la sous-unité Gf8, rompt linteraction
intramoléculaire  SH3/GK observée dans la sous-unitéCaf, native. Cette

interaction est primordiale pour la localisation nucléaire de Caf,.

La structure cristallographique de la sous-unitg3@arévélé I'appartenance de
cette protéine a la famille MAGUK, avec sa struetqui repose sur les deux domaines
SH3 et GK. Comme dans les protéines MAGUK, unerattton intramoléculaire
SH3/GK a été identifiée au sein de la sous-unit¢Gazette interaction s’avere
indispensable pour reconstituer les fonctions desdas-unité Cg dans l'adressage
membranaire et dans la modulation biophysique dalc®es mutations dirigées , dans
le domaine SH3 ou GK de la sous-unité ,[aafin de rompre [linteraction
intramoléculaire SH3/GK perturbent l'interaction ,G&Ca3 et altérent les cinétiques
d’inactivation (McGee et al., 2004; Takahashi et2004).

Une interaction intermoléculaire entre les domaiBE8 et GK, établie suite a la
co-expression de la partie Nter-SH3 avec la p&@#eCter, est capable de reconstituer
une sous-unité GRfonctionnelle. La sous-unité ¢fareconstituée restitue 'amplitude
du courant native, I'adressage membranaire du cain#effet hyperpolarisant sur la
courbe d’activation. Les mutations dirigées contiteraction SH3/GK préviennent
I'interaction intermoléculaire de ces domainessiaiu’une délétion de 84 acides aminés
du coté carboxy-terminal de la sous-unitgJ@ereconstitue pas I'effet complet de la
sous-unité native. Cela est du a la perturbatiotiodientation de I'interaction SH3/GK
(Takahashi et al., 2005).

Sachant que les domaines isolés de la sous-unif&; @Ga reproduisent pas la
localisation nucléaire de la sous-unit§aje me suis contentée d’étudier la localisation
des deux fragments hemi-a Nter-SH3-EGFP et GK-Cter-myc, quand ils sont co-
exprimés dans les cellules CHO. En fait, 'expr@ssiles deux domaines seuls produit
une distribution passive comme celle de 'EGFP,sdiencas Nter-SH3-EGFP, et une
localisation cytoplasmique exclusive dans le casGi#eCter-myc Figure 22.A. La
distribution de cette derniere reproduit exactencelie de GK-Cter conjuguée a I'EGFP,

indiquant la neutralité des tags dans la distrdsuties constructions. La coexpression des
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Figure 22-B
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Figure 22-D
IP: anti-myc
g & 8
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Blot: anti-GFP Blot: anti-Ca B,

(C) La moyenne des rapports de la distribution nucléaire/cytoplasmique de la
fluorescence de I’EGFP et de la détection de la séquence myc dans les cellules CHO
transfectées pour les différentes conditions dans (A) et (B) (N = 30 pour chaque
condition).

(D) Afin de vérifier I'interaction de Nter-SH3-EGFP avec GK-Cter-myc, d’une part et
avec GK-C,-myc, d’autre part, la technique de co-immunoprécipitation a été réalisée.
Le premier blot represente |I'immunoprécipitation avec un anticorps anti-myc et la
detection de I'EGFP par un anti-GFP. La 1%° colonne représente le lysat des cellules
exprimant Ca,,-EGFP seule. La 2°™ colonne correspond a Nter-SH3-EGFP détecté
apres immunoprécipitation de GK-Cter-myc, dans les cellules CHO exprimant les deux
constructions. La 3°™ colonne représente |’ absence de la détection de Nter-SH3-EGFP
apres immunoprécipitation de GK-Cn-myc, dans les cellules CHO exprimant les deux
constructions. La 4°™ colonne montre I’absence de la détection de Nter-SH3-EGFP
aprés immunoprécipitation par un anti-myc, d'un lysat de cellules CHO exprimant
uniquement Nter-SH3-EGFP. Le deuxieme blot représente I”immunopr écipitation de GK-
Cter-myc et GK-C-myc par un anti-myc et la détection avec un anti- Ca, polyclonal.
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Afin de confirmer le réle de I’interaction SH3/GK dans la localisation nucléaire
de Ca,B4, une mutation L125P a été introduite dans le domaine SH3 de la sous-unité
Caf4. En fait, une mutation ponctuelle dans le domaine SH3 de la sous-unité Ca,[3,, a été
caractérisée. Il s’agit de la mutation L93P qui rompt I’interaction SH3/GK au sein de la
sous-unité Ca,f2. (McGee et al., 2004).

Ainsi, par alignement de séquence, j’ai identifié la lysine 125 dans le domaine
SH3 de la sous-unité Ca,f4, correspondante a la L93 de Ca,B.. Effectivement, en
transfectant les CHO par la construction Ca,f4-L125P-EGFP, une localisation
cytoplasmique exclusive de la protéine est notée (Figure 22.E). La quantification de la
fluorescence refléte cette distribution avec un rapport nucléaire/cytoplasmique égal a 0,26
+ 0,07 (Figure 22.F). Cette localisation cytoplasmique du mutant Ca,s-L125P-EGFP
confirme que la localisation nucléaire de la sous-unité Ca,3, dépend de I’interaction SH3-
GK.

Egalement, une étude de co-immunoprécipitation a partir des lysats protéiques
extraits des cellules CHO, co-transfectées par les deux constructions NSH3(L125P)-
EGFP et GK-Cter-myc, montrent I’absence de I’interaction entre le domaine SH3 qui
porte la mutation L125P et le domaine GK de la sous-unité Ca,4 (Figure 22.G). Les
lysat protéiques extraits a partir des cellules CHO transfectées par les constructions Nter-
SH3(L125P)-EGFP et GK-Cter-myc seules, constituent les contréles négatifs.

En effet, le deuxieme mutant humain de la sous-unité Ca,4 identifié chez des
patients atteints d’une ataxie, présente une mutation ponctuelle (C104F) dans le domaine
SH3. Dans le but de vérifier s’il s’agit du méme cas que la mutation L125P, des études en
microscopie confocale et d’immunoprécipitation ont été réalisée. Effectivement, les
images confocales montrent une localisation nucléaire, avec une distribution plus diffuse
dans le cytoplasme du mutant Ca,[34,-C104F-EGFP que la sous-unité Ca,34 native (Figure
22.H). La quantification des images montre que cette distribution diffuse est moins
prononcée que celle du mutant R482X (Ca,PBs-Cmu-EGFP) avec un rapport
nucléaire/cytoplasmique de 5.03 + 0.1 (Figure 22.1). La co-immunoprécipitation des
domaines NSH3(C104F)-EGFP et GK-Cter-myc montre une interaction entre ses deux
domaines non perturbée par la mutation C104F.
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Figure 22-E
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Figure 22-F
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(E) Les images confocales montrent les
cellues CHO transfectées avec la
construction Ca,f, —EGFP ou Ca,fs-
L125P-EGFP (en vert). Cette derniere
est localisée exclusivement dans le
cytoplasme. En rouge, il sagit du
marquage membranaire avec la
concanavaline-rhodamine et en bleu,
du marguage nucléaire avec le ToPro3.
(F) La quantification de la fluorescence
montre la différence significative des
moyennes du rapport
nucléaire/cytoplasmique de chaque
construction.
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Figure 22-G
|P:anti-myc Blot:anti-EGFP (G) La co-immunopr écipitation

a éé réalisee en utilisant un

e o, anticorps anti-myc, suivie par un
e o Western blot pour détecter les

nE LE B2 o w constructions couplées a I' EGFP.
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» NSH3(L125P)-EGFP, ains

guavec des cellues CHO
transfectées uniquement  avec
NSH3-EGFP et GK-Cter-myc.

(H) Les images confocales
montrent une distribution diffuse
du mutant Ca,f,-C104F-EGFP
en vert, le marquage
membranaire en rouge et
nucléaire en bleu, dans les
cellules CHO.
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Figure 22-H
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() Les rapports nucléaires/
121 { cytoplasmiques calculés a partir

de la quantification des images
s confocales montre une
localisation nucléaire du mutant
C104F moins prononcée que
celle de la sous-unité WT, ainsi
| gu’ un distribution moins diffuse
& que le mutant R482X.
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Dans les neurones d hippocampe, la sous-unité Ca,Bs-Cnu-EGFP sur-
exprimée est exclusivement cytoplasmique. L’étude de son effet sur les fonctions

cellulairesdela Ca,Ba,.

Afin de vérifier la localisation de la sous-unité qui porte la mutation dans un

systeme de cellules primaires, des neurones d’hippocampe au geéme

transfectés par Ca,f4-EGFP et Ca,4-Crui-EGFP (Figure 23.A). La construction Ca,fs-

jour de culture ont été

EGFP exhibe la méme distribution que celle de la sous-unité Ca,, exprimée d’une fagon
endogene dans les neurones d’hippocampe. La localisation de Ca,34-EGFP est nucléaire,
par contre Ca,B4-Cnu-EGFP est completement exclue du noyau, et présente une
distribution cytoplasmique dans les neurones d’hippocampe. Ces résultats ont été
confirmés, encore une fois, par la quantification de la fluorescence (Figure 23.B). Le
calcul du rapport nucléaire/cytoplasmique de la construction Ca,4,-EGFP transfectée
donne une valeur égale a 3.14 + 1.76 par contre, celle de Ca,Bs-Crmu-EGFP est égale a
0.32 £ 0.18. Cette différence dans le rapport de la distribution nucléaire/cytoplasmique
est statistiquement significative (p < 0.001).

La localisation exclusive cytoplasmique de la sous-unité Ca,, qui porte la
mutation sur I’extrémité carboxy-terminale serait due a une déstructuration de la
conformation native de la sous-unité Ca,3, suite a une interaction intermoléculaire
SH3/GK défective (Figure 22).

Les neurones primaires d’hippocampe en culture expriment la totalité du
complexe calcique, la sous-unité Ca, et ses sous-unités régulatrices. Dans le but de
déterminer I’effet de la localisation cytoplasmique du mutant Ca,4-Crnu-EGFP sur les
courants calciques dans les neurones, vis-a-vis de I’expression de Ca,34-EGFP, une étude
électrophysiologique a été réalisée sur les neurones transfectés. La mesure de la densité
du courant, définie comme étant le courant par unité de surface, a été mesurée en
bloquant les courants sodiques par la tétrodoxine (TTX) et les courant de type L par la
nifédipine (NIFE). En effet, la sous-unité Ca,p, interagit spécifiquement avec les canaux
de type P/Q et un peu moins avec les canaux de type N. D’apres les résultats

électrophysiologiques, une augmentation de la densité du courant est enregistrée avec la
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surexpression de la sous-unité Ca,4,-EGFP dans les neurones (6.1 £ 1.3) par rapport a
I’expression endogéne de la sous-unité Ca,s (3.2 £ 2.5). Par contre, une diminution de
la densité du courant est notée en sur-exprimant la sous-unité mutante Ca,B4-Cnu-EGFP
(1.4 £ 0.5) par rapport a la sous-unité Ca,3, endogéne (Figure 23.C).

Tandis que la sous-unité Ca,f, est essentiellement localisée dans le noyau,
I’augmentation de la densité du courant suite a la sur-expression de la sous-unité Ca,34-
EGFP est due a la localisation cytoplasmique de cette sous-unité sur-exprimée (Figure
23-A) qui module I’activité biophysique des canaux calciques. Egalement, elle serait
probablement due a I’augmentation de I’expression des canaux calciques et a leur
adressage membranaire via les sous-unités Ca,[34 surexprimees.

Les patients épileptiques qui portent la mutation R482X sont hétérozygotes. Afin
de verifier si la sous-unité Ca,[4-Cmy: exerce un effet négatif sur la localisation nucléaire
des sous-unités Ca,f34 endogénes, une analyse immunocytochimique a été réalisée sur des
neurones en culture, transfectés le 9™ jour par la construction Ca,B4-Crru-EGFP (Figure
23.D). En effet, la localisation cytoplasmique de Ca,B4-Cnu-EGFP exprimée, apres 24h
et 48h, ne montre aucune influence sur la distribution native des sous-unités Ca,4
endogenes, qui présentent une localisation nucléaire. Au geéme jour en culture, la
quantification de la fluorescence de Ca,4-Cmy-EGFP (0.33 £ 0.18) refléte la localisation
cytoplasmique du mutant dans les neurones par rapport a la localisation nucléaire de la
Ca,4 endogene (1.05 £ 0.03). On note egalement la ressemblance de la distribution de la
sous-unité Ca,f4 endogéne, en présence et en absence de I’expression de la sous-unité
Ca4 mutante (Figure 23.E). Cette constatation est probablement due au fait que la sous-
unité Ca,f4 est déja exprimée dans le noyau des neurones d’hippocampe au 7°™ jour de
culture, ce qui expliquerait I’effet négatif du mutant sur la localisation nucléaire de la
Ca4 endogene. Tenant compte des difficultés techniques de la transfection des neurones
a des jours précoces ou Ca,f4 n’est encore que cytoplasmique, on s’est contenté des
cellules CHO pour étudier I’effet de la mutation sur la localisation nucléaire de Ca,f4, en
co-exprimant le mutant et Ca,f4-EGFP. Effectivement, I’expression de Ca,s-Cmut
influence la localisation nucléaire de Ca,4-EGFP dans les cellules CHO, en empéchant

une partie des sous-unités Ca,4-EGFP de se localiser dans le noyau, et ainsi les
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séquestrer dans le cytoplasme (Figure 23.F). La quantification des images confocales
montre une différence importante et significative entre le ratio cytoplasmique/nucléaire
de la sous-unité Ca,Bs,-EGFP exprimée en présence de la sous-unité mutante (5.36 +
0.99) et la Ca,4-EGFP exprimée seule (10.1 £ 3,3) (Figure 23.G). La méme étude est en
cours de réalisation dans les neurones d’hippocampe en co-exprimant Ca,,-myc et
CaB4-Cru-EGFP.

Enfin, le mutant montre un effet négatif sur les courants calciques régulés par la
sous-unité Ca,f4 endogéne et notamment sur la localisation nucléaire de la sous-unité
Ca/4 native. Comment le mutant exerce cet effet sur la sous-unité Ca,34 demeure une
question sans réponse. En effet, I’idée que les deux protéines interagissent ensemble est
exclue. Une étude d’immunoprécipitation suivie par un western blot, a partir des cellules
CHO co-transfectées par Ca,Bs-myc et Ca/B4-Cru-EGFP, montre que ses protéines

n’interagissent pas (western non ajouté).

Figure 23-A
ToPro3

Ca,-C_ -EGFP
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Figure 23-B Figure 23: La chz,allisation diff_érentielle
entre la sous-unité Ca,f; native et le

mutant dans les neurones.
(A) Les images confocales sont acquises
_— sur des neurones embryonnaires (E18)
61 d’ hippocampe transfectés, au 9°™ jour en
culture, par Ca,f4-EGFP ou Ca,f-Crut-
51 » EGFP. Le vert correspond a la
fluorescence de I'EGFP, le rouge et le
i bleu respectivement a la concanavaline A
et au ToPro3. (B) La moyenne des
rapports de la distribution
nucl éaire/cytoplasmique de la
fluorescence de I'EGFP dans les
neurones transfectés par la sous-unité
Ca,f, native ou mutante (N =30 pour

0 chaque condition).
Ca,Ps-EGFP CayPg-Cryt-EGFP
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Figure 23-C (C) La densité du courant qui
représente le courant calcique

pour une unité de surface
n=10 cellulaire est mesurée en

présence de la tétrodoxine et la

nifédipine, bloqueurs respectifs
®] h=16 des courants sodiques et des
courants calciques de typeL. Le
contrble correspond a des
neurones d’ hippocampe a J9 en
culture non transfectés. Les
neurones ont été transfectés a
J7 par les constructions Cayfu-
EGFP et Ca,fs-Cr-EGFP. La
densité du courant a éé
Control Cavb4  CayPa-Crut mesurée a J9.

Current density (pA/pF)
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Figure 23-D
Cap,-C_ -EGFP Ca f3,(endogenous)

Y "8

Figure 23-E

(D) Les images confocal es présentent une
immunocytochimie sur des neurones
embryonnaires d’ hippocampe transfectes
151 ot au 9™ jour en culture par la
construction Ca,fs-Cru-EGFP, et fixés
apres 24 h ou 48 h. Le vert représente la
104 fluorescence de I'EGFP fusionnée a la
sous-unité  Ca,f, mutante. Le rouge
représente la sous-unité Ca /3, endogene
détectée par un anti-Ca,f; primaire, et
un anticorps secondaire couplé a
I’Alexa596. La superposition est faite
avec Photoshop Professionnel.
(E) La moyenne des rapports

0,5 A

Nuclear/cytoplasmic ratio

0,0

2L S <
£ & oS . )
& {gvg’ o S nucléaires/cytoplasmiques, dans les
N d S & N
& SRS neurones a J9, de Ca,fs-Cu-EGFP, de
= N < -
Qq? v & Ca, /3, endogéne apreés la transfection par

Ca,f4-Cru-EGFP, et de Ca,f, endogene
sans transfection.
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Figure 23-F

K
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Figure 23-G

(F) Les images confocales

représentent des cellules CHO
Kk transfectées par Ca/bs-EGFP en
absence et en présence de Ca,b;-
Cmut. La couleur rouge représente
le marquage membranaire avec la
concanavaline couplée a la
Rhodamine, le bleu le marquage
nucléaire avec le ToPro3. La
superposition est réalisée dans
6 1 i Photshop.
(G) La moyenne des rapports
nucléaires/cytoplasmiques, dans
les CHO, de Xa@f-EGFP, en
............. rWI,.WT ceremssnessbesessefunsasnnnnsbenereenens ADSENCE €6 €N présence de la sous-

unité mutante Ca,fBs-Cit.
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L a sous-unité Ca,f, interagit avec B56, SAPAP3 et mKI1AA1152 alors que le
mutant en est incapable. B56 recrute Ca,, dans le noyau, alors que SAPAP3 la

maintient dansle cytoplasme.

En collaboration avec le labo du Dr. Mori, la technique du double hybride a été
utilisée dans le but d’identifier de nouveaux partenaires de Ca,fa.

Cette technique consiste a pécher des nouveaux partenaires a une protéine donnée
« I’appét », ici la sous-unité Ca,fs et son mutant Ca,Bs-Cmy. L’interaction entre la
protéine et son partenaire va activer la transcription d’un gene rapporteur suite a
I’activation de son promoteur. La protéine utilisée ici est la GAL4 ; son réle est d’activer
la transcription du géne de I’enzyme B-galactosidase impliquée dans la synthése du
galactose, I’indice de sélection. Les plasmides utilisés génerent la protéine « appat »
couplée au domaine d’interaction avec I’ADN de la protéine GAL4, et des protéines
provenant d’une librairie couplées au domaine d’activation de GAL4. L’interaction entre
I’appat et ses partenaires implique une interaction non directe entre les deux domaines de
GAL4 ; le domaine d’interaction assure la fixation de GAL4 sur le promoteur et le
domaine d’activation induit la transcription du géne rapporteur.

La librairie utilisée provient du cerveau de souris, clonée dans le vecteur pACT2.
Alors que la sous-unité Ca,f4 est clonée dans le vecteur pGBK-T7. le criblage est fait
dans les levures AH109. Les resultats du test B-galactosidase sortent une liste de
protéines qui interagissent avec la sous-unité Ca,4 et Ca,Bs-Crut Selon un signal assez
fort (jusqu’a + 5). Ce signal reflete la luminescence de la réaction du dosage de I’activité
de I’enzyme B-galactosidase exprimée par les levures. La figure 24.A récapitule la liste
des protéines filtrées.

Parmi ces protéines, trois interagissent spécifiquement avec Ca,[34, mais pas avec
CayPs-Crmut - les protéines B56, Dlgap3 et mKIAA1152.

La protéine B56 est une sous-unité régulatrice de la protéine sérine/thréonine
phosphatase 2A (PP2A). PP2A est impliquée dans divers processus cellulaires, comme la
transduction du signal, la régulation transcriptionnelle et la réplication de I’ADN. Elle

existe dans la cellule sous la forme d’un complexe composé de 3 sous-unités : la sous-
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unité A (65 kDa), responsable du rassemblement du complexe, la sous-unité catalytique
C (36 kDa) et la sous-unité régulatrice B (Xu et al., 2006). Cette derniere possede
plusieurs fonctions primordiales pour I’activité de la protéine phosphatase. La sous-unité
B contient le signal d’adressage du complexe vers différents compartiments cellulaires et
détermine la spécificité du substrat de I’enzyme, selon son expression tissulaire durant le
développement. Il existe plusieurs familles de la sous-unité B. La famille B56 présente 5
isoformes ; B56,, g, 5 y6ete. Les isoformes o, 3 et € localisent le complexe dans le
cytoplasme, par contre et y adressent le complexe vers le noyau (McCright et al., 1996).

Selon les résultats du double hybride, il s’agit de I’isoforme B56s qui interagit
avec Ca,P4 et non pas avec le mutant. La localisation de cet isoforme varie entre le
cytoplasme et le noyau. Fortement exprimée dans le cerveau adulte et notamment dans
les neurones, B56s posséde un signal d’adressage nucléaire (KR TVETEAVQML
KDIKK). Durant la différenciation neuronale, une augmentation de I’expression de
I’ARNmM de B56; induit une augmentation considérable de I’expression de la protéine
(McCright et al., 1996).

De ce fait, cette protéine constitue un candidat potentiel de la localisation
nucléaire de Ca,f4 sachant que cette derniére ne posséde aucun signal d’adressage. Son
interaction avec la protéine B565 assurerait sa translocation dans le noyau, au cours de la
différenciation neuronale. Ce qui ne serait pas le cas de la sous-unité CayB4-Cmut
épileptique incapable de se localiser dans le noyau des neurones d’hippocampe.

La deuxieme protéine candidate est la Dlgap3, pour «disc large homolog-
associated protein 3 ». Ces protéines sont spécifiquement exprimées dans les neurones et
enrichies dans la fraction PSD (post synaptic density). Elles sont associées aux protéines
PSD-95/SAP90, d’ou leur appellation SAPAPs. Les SAPAPs jouent un role potentiel
dans le maintien de la structure de la zone PSD, en concentrant ses composants
protéiques a la proximité de la membrane. Les SAPAPs interagissent avec la famille
MAGUK via leur domaine guanylate kinase GK, mais pas leur domaine SH3 (Takeuchi
et al., 1997). Ce qui explique son interaction avec la sous-unité Ca,34, membre de la
famille MAGUK.
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D’apreés nos résultats, la mutation du coteé carboxy-terminal de la sous-unité Ca,4
déstructure le domaine GK et le rend incapable d’interagir avec le domaine SH3. Par
conséquence, la méme déstructuration empécherait I’interaction avec les protéines
SAPAPs. Ceci confirme, une fois de plus, nos résultats sur I’impact structural de la
séquence carboxy-terminal sur la sous-unité Ca,34 mutante imposée par la délétion et qui
la rend incapable d’interagir et d’étre reconnue par ses partenaires.

Enfin, la troisieme protéine est la mKIAA1152 dont la séquence cDNA a été
identifiée par criblage du génome de souris. Cette protéine n’est pas encore caractérisée.
Dans la suite, je me suis particulierement intéressée par les deux protéines B56 et
SAPAP3.

D’abord, une étude d’immunoprécipitation a été réalisée afin de vérifier
I’interaction de la sous-unité Ca,, avec les protéines criblées par double hybride. A
partir des cellules CHO, co-transfectées par Ca,,-EGFP et B566-myc, SAPAP3-myc ou
mKIAA-myc, une co-immunoprécipitation par anti-myc, afin de précipiter les
constructions conjuguées a la séquence myc, a été réalisée suivie par un western blot anti-
EGFP pour détecter Ca,B4-EGFP (Figure 24.B).

Par contre, ces protéines n’interagissent pas avec le mutant R482X (Ca,4-Crut).
Le lysat protéique des cellules CHO transfectées par B566-myc, SAPAP3-myc, mKIAA-
myc ou Ca,4-EGFP constitue le contrdle negatif. Un western blot anti-myc a été réalise
pour détecter I’expression des constructions conjuguée a la séquence myc dans les
cellules co-transfectées par Ca,4-EGFP (Figure 24.C).

Puisque les protéines criblées par double hybride interagissent notamment in vitro
avec la sous-unité Ca,f4, on a trouvé d’une importance de regarder leurs effets sur la
distribution de la sous-unité Ca,34 quand elles sont co-exprimeées dans une méme cellule.
Ainsi, des cellules CHO ont été co-transfectées par la sous-unité Ca,,-EGFP et les

différentes constructions B566-myc, SAPAP3-myc ou mKIAA-myc (Figure 24.D).
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Figure 24-A
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Figure 24 : La sous-unité Ca,f, interagit avec trois protéines, mais le mutant.

(A) La liste de protéines criblées avec la technique du double hybride. Les barres vertes
représentent |’ interaction avec la sous-unité Ca, /3, et les rouges, celle du mutant. Le plus
fort signal obtenu correspond au niveau 5 de la luminescence. Aucun signal n’est obtenu
avec B56, Dlgap3 et mKIAA1152 pour |e mutant.
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Figure 24-B
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(B) Une co-immunoprécipitation a été réalisée afin de vérifier |’interaction entre Ca,f;
et les protéines criblées par double hybride. Les cellules ont été co-transfectées avec
Ca,[-EGFP et B566-myc, SAPAP3-myc ou mKIAA-myc. Des cellules transfectées avec
chaque construction seule constitue le controle négatif. L’immunoprécipitation utilisant
un anti-myc a été réalisée sur les lysats protéiques extraits des cellules transfectées.
Ensuite un western blot est fait afin de détecter Ca,fs-EGFP.

Figure 24-C
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La protéine B565-myc, exprimée seule, est localisée dans le noyau des cellules
CHO. En effet, la sous-unité B560 de la phosphatase 2A porte un signal d’adressage
nucléaire, ce qui expliquerait sa localisation nucléaire. Quand elle est exprimée avec la
sous-unité Ca,B4-EGFP, elle reste toujours nucléaire, de méme pour la sous-unité Ca,ps-
EGFP, avec une distribution nucléaire similaire. Comme les deux protéines sont
localisées par défaut dans le noyau, on ignore si I’expression de I’une influencerait la
localisation de I’autre.

La protéine SAPAP3-myc exprimée seule est localisée dans le cytoplasme. Cette
protéine interagit avec les domaines GK des protéines qui constituent le cytosquelette.
Quand elle est co-exprimée avec la sous-unité Ca,4-EGFP, elle reste cytoplasmique. Par
contre, la sous-unité Ca,4-EGFP change de localisation, et elle devient uniquement
cytoplasmique. Puisque la sous-unité Ca,4-EGFP interagit avec SAPAP3, cette derniere
aurait pour role de sequestrer Ca,3,-EGFP dans le cytoplasme.

En ce qui concerne la troisiéme protéine mKIAA-myc, on n’a pas pu la détecter
par immunofluorescence. Il s’agit probablement d’un probleme technique, ou plutét d’un
probléme d’anticorps qui n’arrive pas a détecter la protéine.

La méme étude a été faite avec la sous-unité Ca,Ps-Cnu-EGFP, en la co-
exprimant avec les deux constructions B566-myc ou SAPAP3-myc. Puisque le mutant
n’interagit pas avec ces deux proteines, aucun effet n’a été noté sur la distribution, ni du
mutant, ni de B566-myc et SAPAP3-myc (Figure 24.E).

Dans les cellules CHO, on a montré que B56¢ interagit avec la sous-unité Ca,P4,
ainsi que les deux protéines sont localisées dans le noyau. Ainsi, on ignore si B560 est
capable d’adresser Ca,4 dans le noyau. Comme dans les neurones primaires, la sous-
unité Ca,84 endogene se déplace du cytoplasme vers le noyau durant la différenciation, ce
systeme ne peut pas étre utilisé pour confirmer I’influence de B564 sur la localisation de
Ca,/B4. Pour cela, les cellules NG108.15 constitue le systéme le plus adapté pour voir
cette translocation. En effet, la sous-unité Ca,fs endogene est exclusivement
cytoplasmique dans les cellules NG108.15 non différenciées (Figure 19.A). La
transfection et la sur-expression de la sous-unité B566-myc dans ces cellules induit une

translocation de la sous-unite Ca,f, du cytoplasme vers le noyau (Figure 24.F).
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Figure 24-D

Ca -EGFP [fConA

Ca B, -EGFP B56-myc
Ca B, EGFP SAPAP-myc

(D) Les cellules CHO on été transfectées par Ca,fs-EGFP (en vert) seule ou co-
transfectées avec B566-myc ou SAPAP3-myc. La couleur rouge (premiere ligne) s agit
du marquage membranaire. La couleur rouge de la deuxieme troisieme ligne, S agit des
constructions conjuguées a la séguence myc, détectées par un anticorps anti-myc. Le bleu
correspond au marquage nucléaire par le ToPro3.

Figure 24-E

Ca B,-R482X-EGFP

Ca,B,-R482X-EGFP

Ca 3, R482X-EGFP  [ISAPAP-myc

(E) Les cellules CHO on été transfectées par Ca,f4-Cri-EGFP (en vert) seule ou co-
transfectées avec B565-myc ou SAPAP3-myc. La couleur rouge (premiéere ligne) s agit
du marquage membranaire. La couleur rouge de la deuxieme troisieme ligne, S agit des
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constructions conjuguées a la séquence myc, détectées par un anticorps anti-myc. Le bleu
correspond au marquage nucléaire par le ToPro3.

Figure 24-F

(F) Les images confocales montrent des cellules de la lignée cellulaire NG108.15 non
différenciées. La couleur verte correspond a la sous-unité Ca,f; endogene détecté par
anti-Ca, /. La couleur rouge correspond a la construction B56-myc détectée par un anti-
myc. Dans les cellules qui expriment la protéine B56, la sous-unité Ca,f, est localisée
dans le noyau.

Parmi les protéines identifiées par le double hybride et capables d’interagir
specifiquement avec la sous-unité Ca,4 native, et pas avec le mutant R482X, deux
semblent étre jouer un rble important dans la localisation et la distribution de la sous-
unité Ca,f4 dans les différents compartiments cellulaires. La protéine B56 est capable
d’adresser Ca,f4 dans le noyau, alors que SAPAP3 la recrute dans le cytoplasme. Les
résultats primaires d’une étude d’électrophysiologie sur les cellules HEK293 de I’effet
ses deux protéines sur le canal Ca,2.1 de type P/Q, montre que B564 inhiberait
I’amplitude du courant alors que SAPAP3 toucherait plut6t les cinétiques d’inactivation.

Cela suggere un réle important de ces deux protéines dans les mécanismes de la
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translocation nucléaire de Ca,, dans les neurones, ainsi que I’absence des ces
interactions dans le cas du mutant humain R482X serait impliqué en partie dans le
phénotype épileptique des patients.

L’ expression de la sous-unité Ca,B4 influence I’ activité transcriptionnelle des
genes, d’'une facon différente que celle de la sous-unité mutante et du control

négatif.

Lorsque I’on veut comprendre, comment des cellules « malades » expriment leurs
caractéristiques en comparaison de cellules normales, il ne suffit pas d’analyser leurs
mutations génétiques. Il faut pouvoir évaluer comment leurs génes s’expriment dans des
conditions pathologiques particuliéres. Cette « analyse d’expression » passe par I’analyse
des transcrits d’ARN d’une cellule ou le « transcriptome ». En effet, les proportions de
chaque ARN messager vont influer sur celles des différentes protéines synthétisées et,
éventuellement, sur I’apparition d’un phénotype.

Ainsi, on s’est intéressé a comparer les niveaux d’expression des ARN messagers,
dans une lignée cellulaire humaine HEK293 transfectée par Ca,s-EGFP, Ca,Bs-Cmyt-
EGFP ou EGFP, dans le but de mettre en évidence des différences qui se réveleront peut-
étre décisives pour comprendre comment la mutation peut induire ce phénotype
épileptique, par le biais d’une perte de localisation nucléaire. Apres avoir isolé les
cellules transfectées, I’étape suivante consistait a extraire les ARN totaux et a les
marquer, avant de les hybrider avec des puces a ADN. Sous contr6le informatique, les
sighaux produits par I’hybridation sont captés par des scanners et sont interprétés par des
logiciels informatiques. Enfin, une analyse statistique est nécessaire afin de préciser le
degré de signification des résultats pour chaque géne et de caractériser finement
I’expression différentielle des génes. L’analyse transcriptomique a été réalisée par
PartnerChip au CEA/EVRY.

L’ARN total extrait a partir des cellules transfectées par I’'EGFP est utilisé comme
référence. La qualité des hybridations des puces « Affymetrix » est déterminée par les
ratios des intensités de signal des génes de ménage GADPH et 3-actin. Trois hybridations

indépendantes (réplicats techniques) sont réalisées a partir de 10 échantillons d’ARN
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(échantillons biologiques). Les puces répondent parfaitement aux critéres de qualité
attendus. L’analyse globale refléte I’homogénéité des réplicats techniques ainsi que la
bonne expression du transgene avec un facteur d’induction supérieur a 40.

La premiére étape de la normalisation des données brutes Affymétrix dite de pre-
processing, a pour but d’attribuer une valeur d’expression pour chaque transcrit.
L’ algorithme qui a été utilisé est le GC-RMA qui permet une normalisation interpuce et
intrapuce des intensités en une seule. Les valeurs qui en sortent sont donc directement
comparables et utilisables pour des analyses différentielles. Les tests statistiques utilisés
sont des t-tests de Student. Les paramétres de filtre définissant les génes régulés sont : un
facteur d’induction de régulation supérieur a deux et une significativité définie par une p-

value inférieure a 0.1.

Figure 25-A
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Figure 25-B
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Figure 25-C

Résultats et Discussion

Hierarchical clustering
(FC > 2, pval < 0,1)
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Figure 25: Analyses statistiques des puces dans les trois conditions, Ca,f,-EGFP,

Ca,4-Cni-EGFP ou EGFP.

(A) Représentation de I’ensemble des résultats des hybridations selon la méthode de
clustering par analyse de composante principale (APC).

(B) Représentation de I’ ensemble des génes régulés selon une analyse différentielle, par
le test statistique « t-test » avec correction de la « p-value ». En rouge sont présentés les
genes up-régulés (UR), en vert les genes down-régulés (DR).

(C) Représentation de I’ensemble des genes régulés selon une analyse par clustering
hiérarchique : ici sont présentés les 268 transcrits (probe set) régulés dans au moins 1
des 2 comparaisons (Ca,-EGFP vs EGFP et Ca,f;-Cn-EGFP vs EGFP).
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Dans la figure 25.A, chaque point représente une puce. Le rapprochement des
points, reflete 1I’homogénéité des résultats, pour chaque condition. L'analyse en
composantes principales (PCA) est une méthode statistique qui a pour but de comprendre
et de visualiser comment les effets de phénomeénes a priori isolés se combinent. Lorsque
I'on ne considere que deux effets, il est usuel de caractériser leurs effets conjoints via le
coefficient de corrélation (Figure 25.A PCA 2D). Lorsque l'on se place en dimension
deux, les points disponibles tirés suivant la loi conjointe, peuvent étre représentés sur un
plan (C; et Cy). Lorsqu'il y a plus de deux effets, il y a trois coefficients de corrélations a
prendre en compte: Vi, V; et V3 (Figure 25.A PCA 3D). L'ACP est un moyen de
classifier ces données en amas (clusters) corrélés.

Dans la figure 25-B, la valeur « FC » correspond au ratio des intensités Ca,f34-
EGFP vs EGFP, Ca,B4-Cmy-EGFP vs EGFP ou Ca,4-Cr-EGFP vs Ca,fs-EGFP, si la
valeur est supérieure a 1. Le test statistique (t-test) de Student est appliqué aux données,
ainsi pour que ce ratio soit significatif, il faut que la valeur p-value soit inférieure a 0.1.
Si le FC est supérieur a 2 et la p-value est inférieure a 0.1, alors le géne est
significativement régulé. Cette figure représente les transcrits différentiellement
exprimés. La figure 25-C permet de visualiser les modifications d’expression des génes
suivant les trois conditions d’expérimentation.

En faisant une étude comparative entre les génes différentiellement régulés par le
mutant versus Ca,34 sauvage, on remarque que globalement la mutation supprime une
répression transcriptionnelle imposée par la sous-unité Ca,4 sauvage sur les génes. En
effet, 22 genes seulement sont down régulés par I’expression de la sous-unité Ca,f4
mutante couplée & P’EGFP et 114 genes sont up régulés par Ca,Bs-Cmu-EGFP versus
Ca/B4-EGFP, P’EGFP étant la référence. Ce qui présume que probablement la sous-unité
CayB4 joue un réle plutdt dans la répression transcriptionnelle ou le « gene silencing ».
Ces résultats sont cohérents avec I’étude de (Hibino et al., 2003)), sur un variant Ca,Bac
qui interagit avec une protéine nucléaire, HP1y et qui joue un role dans le «gene
silencing ».

L’ensemble des génes régulés par la sous-unité Ca,, comprend des génes qui

contrélent le développement neuronal et la migration axonale comme les Rho GTP-ases,
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et I’intégrine, et qui contrdlent également I’activité immunitaire, et plusieurs autres voies
de signalisation. La classification des génes régulés est présentée dans la figure 26.A-B.

Parmi les génes identifiés, un gene nous parait d’une haute importance, celui qui
code pour les protéines GTPases RhoA. En effet, les membres de la famille des petites
protéine G RhoA ont récemment été impliqués dans la régulation de la morphologie
neuronale, dont le développement de la polarité neuronale, la croissance et le guidage
axonal, I’élaboration de I’arbre dendritique, la plasticité synaptique.. De plus, les
protéines RhoA paraissent impliquées, directement ou indirectement, dans certaines
maladies neurologiques telles que le retard mental lié au chromosome X, les maladies
d’Alzheimer et de Parkinson (Watabe-Uchida et al., 2006). D’une facon intéressante,
I’expression du géne lié au syndrome du retard mental lié au chromosome X est
également induite en réponse a la sous-unité Ca,84 mutante versus la native, et est
répertorié dans la liste des genes avec un facteur d’induction de 2.08.

En fait, les protéines RhoA inhibe la croissance des neurites, ainsi une inhibition
des GTP-ases RhoA ou de leurs effecteurs, induit une régénération axonale et
amélioration fonctionnelle suite aux lésions induites par une crise épileptique. Une
surexpression et une activation des protéines RhoA est enregistrée chez les patients
atteints des lésions cerébrales et souffrant des crises épileptiques (Brabeck et al., 2004;
Dubreuil et al., 2006). Ceci peut expliquer en partie, la relation existante entre
I’activation transcriptionnelle de la protéine RhoA, et le phénotype épileptique humain
induit par la mutation. On peut donc imaginer que la sous-unité Ca,34 joue un réle dans
I’inactivation du géne Rho, processus inverse par le mutant Ca,B4-Cmy: incapable de se
localiser dans le noyau.

D’autres genes, qui possédent également un rdle important dans la formation des
synapses et I’organisation du cytosquelette des neurones, sont aussi différentiellement
régulés par le mutant versus la protéine native, a I’image de I’intégrine o qui participe a
la formation des synapses et au guidage axonal (Pinkstaff et al., 1999) et de la dystonine
impliquée dans la neurodégénération (Brown et al., 1995).

Egalement, la distribution fonctionnelle des genes différentiellement régulés par
le mutant vs Ca,[34 montre qu’une grande proportion des transcrits correspond aux génes

associés a la transcription. Cette observation refléte les altérations du processus de la
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transcription dues a la distribution subcellulaire du mutant, dont la localisation nucléaire

est perturbée.

Figure 26-A
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Figure 26-C
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Figure 26 : Expression différentielle des genes régulés par le mutant versus la protéine

native.
Repr ésentation graphique de la distribution fonctionnelle de 114 génes différentiellement

up régulés (A) et de 22 génes down régulés (B) par le mutant Ca,f-Cr-EGFP versus
Ca,f4-EGFP. (C) Représentation des 25 premiers genes up régulés (barres rouges) et
down régulés (barres vertes) par le mutant versus la sous-unité Ca,/, native, en fonction
de leur facteur d’'induction.
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La sous-unité Caf, n’interagit pas avec la protéine nucléaire HPly, a

I’image du variant Ca,f4 identifié chez le poulet

Un variant de la sous-unité Ca,34 a été identifié au niveau de la cochlée du poulet
et isolé par criblage des librairies de cDNA de la cochlée et du cerveau de poulet. Ce
court isoforme Ca,f4c sSemble toujours capable d’interagir avec le canal de type P/Q, mais
son effet sur le courant est réduit relativement au long isoforme, isolé également au
niveau du cerveau de poulet et homologue a la sous-unité Ca,4 chez I’hnomme. Ce
variant, et non pas le long isoforme, interagit avec une protéine nucléaire, HP1y pour
« heterochromatin proteins ». Ces protéines contiennent un chromo shadow domaine
(CSD) et un chromo domaine, essentiel pour la répression transcriptionnelle. En effet,
son interaction avec HP1y relocalise Ca,4c dans le noyau et induit une inhibition de la
répression transcriptionnelle imposée sur les genes (Hibino et al., 2002).

Cette fonction nucléaire semble en harmonie avec nos résultats du transcriptome
sur I’activité répressive imposee par la sous-unité Ca,[34 et renversée par le mutant Ca,f4-
Cmut- Dans le but de vérifier si cette activité est aussi, dans notre cas, dépendante de
I’interaction avec les protéines HP1y, la distribution de HP1y en présence de Ca,34 ou de
Ca/B4-Crut a été étudiée. Cette expérience a été faite en collaboration avec I’équipe de
F.Lesage. La protéine CHCB2 a été co-transfectée avec Ca,Bs-EGFP ou Ca,B4-Crut-
EGFP dans la lignée cellulaire MDCK pour Madin-Darby Canine Kidney. Aucune
différence remarquable n’a été enregistrée pour la localisation de CHCB2 entre Ca,[34 et
CavB4-Crut, d’autant plus que HP1y ne présente pas exactement la méme distribution
nucleaire que Ca,f4 (Figure 27). Une étude de co-immunoprécipitation a été réalisée pour
confirmer qu’il n’existe pas une interaction entre la sous-unité Ca,34 et HP1y.

Donc, a I’image du long isoforme du poulet, la sous-unit¢ Ca,8s humaine
n’interagit pas avec les protéines HP1y. Autrement dit, sa localisation nucléaire et son
effet sur la transcription doivent étre dues a d’autres partenaires protéiques gque nous

avons recherchés par la technique du double hybride.
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Figure 27
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Figure 27 : Co-transfection de CHCB2 avec Ca,f:-EGFP ou Ca,fs-Crni-EGFP dans la
lignée MDCK. La protéine CHCB2 est conjuguée au tag myc et detectée par un anticorps
anti-myc. Les noyaux sont marqués par le ToPro3. La superposition des images est
réalisée dans Photoshop.
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CONCLUSIONSET PERSPECTIVES

Cette étude révele un coté non exploré de la sous-unité Ca,f3 auxiliaire au canal
calcique : les déterminants moléculaires et structuraux qui seront probablement impliqués
dans I’épilepsie chez les patients qui portent une mutation sur le géne CACNBA4.

Etant donné que I’épilepsie implique essentiellement les neurones du lobe
temporal et les structures limbiques, on s’est particuliérement intéressé a étudier les
fonctions et la localisation de la sous-unité Ca,3 dans les neurones primaires
d’hippocampe.

La souris léthargique constitue un modele naturel d’épilepsie humaine, qui permet
d’étudier I’implication de la sous-unité Ca,34 dans cette pathologie neurologique. Dans
notre étude, on s’est contenté d’utiliser cette souris, qui présente une déficience dans
I’expression de la sous-unité Ca,f4, étant un contrdle négatif pour notre anticorps anti-
Ca/4. Les études immunohistochimiques et biochimiques comparatives entre les souris
léthargiques et normales montrent I’absence de I’expression de la sous-unité Ca,p4
uniquement dans la souris léthargique, ce qui confirme la spécificité de I’anticorps.

Dans les neurones d’hippocampe embryonnaire (E18) en culture, une expression
différentielle de la sous-unité Ca, est reportée tout au long de la différenciation
neuronale et de la synaptogenése. Les premiers jours de la culture, une absence
d’expression de la sous-unité Ca,s est observee. Une expression cytoplasmique
exclusive est reportée au 5°™ jour. Au 9*™ jour, une translocation nucléaire du
cytoplasme vers le noyau a lieu. Au-dela du 11°™ jour, la sous-unité Ca,B4 se trouve a
une concentration tres élevée (80%) dans le noyau par rapport au cytoplasme des
neurones d’hippocampe, d’aprés la quantification des expériences
immunocytochimiques. Ce processus est aussi observé dans la lignée cellulaire
NG108.15, un systeme de différenciation neuronale qui mime la formation des synapses,
le développement des neurites et I’expression des canaux calciques. En fait, la
translocation nucléaire, dans les cellules NG108.15, est dépendante du facteur de

différenciation neuronal, I’AMPc. La présence de la sous-unité Ca,4 endogene dans le
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noyau souleve une interrogation sur les fonctions nucléaires de Ca,, et les conditions de
cette translocation du cytoplasme vers le noyau.

Afin d’identifier les déterminants de cette translocation, le clonage de différents
domaines de la sous-unité Ca,f4, dans un vecteur exprimant une protéine couplée a la
protéine EGFP a éte effectué. La sous-unité Ca,34-EGFP, dans des systémes d’expression
hétérologue, est localisee dans le noyau. Aucun domaine de la sous-unité Ca, s ne
contient une séquence d’adressage nucléaire et toute délétion d’un domaine empéche
cette localisation nucléaire. Egalement, la co-expression du canal Ca,2.1 et de la sous-
unité Ca,34 bloque sa localisation nucléaire. En effet, outre I’interaction AID-Ca,3, Ca,p4
et Ca,2.1 entament deux autres interactions secondaires, entre le coté carboxy-terminal de
Ca/f34 et les deux extrémités amino-terminale et carboxy-terminale de Ca,2.1 (Walker et
al., 1998; Walker et al., 1999). Probablement, toutes ces interactions recruteront les sous-
unités Ca,f4 dans le cytoplasme et empécheront leur localisation nucléaire.

En co-exprimant les deux moitiés de la protéine, Nter-SH3 et GK-Cter, contenant
chacune un domaine conservé et un terminal, une sous-unité Ca,f, fonctionnelle se
reconstitue et se localise dans le noyau. Chacune de ces constructions, exprimée seule, est
localisée dans le cytoplasme. Ceci présume que cette translocation nucléaire est
dépendante de la structure native de la sous-unité Ca,f4, et que I’interaction SH3/GK est
primordiale pour localiser Ca,34 dans le noyau.

Comme nous étions spécialement intéressés par la mutation humaine de la sous-
unité Ca,f4 qui provoque un phénotype épileptique sévere, une étude comparative, entre
la sous-unité Ca,f4 native et la mutante a été faite.

Effectivement, la localisation nucléaire de la sous-unité Ca,4 mutante est
touchée. La délétion de 38 acides aminés dans son extrémité carboxy-terminale empéche
sa translocation nucléaire, d’un facteur 10, versus la sous-unité Ca,34 native, dans les
neurones d’hippocampe transfectés et également dans d’autres lignées cellulaire. Sachant
que, dans les systémes d’expression hétérologue, la sous-unité Ca,f3; mutante n’a pas
d’effet marquant ni sur les cinétiques du canal calcique ni sur la régulation des protéines

G en comparaison avec la sauvage, le phénotype neurologique exprimé chez les patients
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portant la mutation peut étre en partie lié a I’absence de la localisation nucléaire de la
sous-unité Ca,f3, mutante, voire lié a certaines fonctions nucléaires.

La co-expression des deux constructions, Nter-SH3 et GK-Cp, est incapable de
reconstituer une protéine localisée dans le noyau a I’image de la co-expression de Nter-
SH3 et GK-Cter. D’apres les résultats biochimiques et immunocytochimiques, la
mutation dans le coté carboxy-terminal rompt I’interaction SH3/GK, probablement du a
une déstructuration du domaine GK, ce qui empéche la localisation nucléaire de la sous-
unité Ca,f3, mutante. Une mutation ponctuelle (L125P) au niveau du domaine SH3 de la
sous-unité Ca,f4 rompt I’interaction intramoléculaire SH3/GK (McGee et al., 2004). La
localisation cytoplasmique exclusive de ce mutant confirme I’implication de la SH3/GK
dans la translocation nucléaire.

Contrairement a la sous-unité Ca,4, ce mutant est incapable d’interagir avec la
protéine (Dlgap3) de la famille des SAPAPSs, constituants principaux de la zone PSD au
niveau post-synaptique. Cette protéine interagit avec le domaine GK des protéines
MAGUK, dont la sous-unité Ca,4 est membre. Probablement faute d’une
déstructuration, cette protéine ne reconnait plus le GK de la sous-unité Ca,f3, mutante. En
effet, la protéine SAPAP3 interagit avec la sous-unité Ca,34 et re-localise cette derniere
dans le cytoplasme. Les protéines SAPAP sont fortement localisées dans la zone PSD au
niveau des dendrites. Notamment, plusieurs études ont localisé la sous-unité Ca,4 dans
les dendrites (Lie et al., 1999; Ludwig et al., 1997). Une interaction entre ses deux
protéines influencerait les propriétés biophysiques des canaux calciques et jouerait un
role dans la formation des synapses ou dans la transmission synaptique. Ainsi, I’absence
de I’interaction Ca,f4-R482X et SAPAP3 pourrait perturber les courants calciques au
niveau des dendrites ainsi que la transmission synaptique.

Comme la sous-unité Ca,34 ne posséde pas un signal d’adressage nucléaire, cette
protéine interagit avec un autre partenaire qui posséde cette séquence afin de se localiser
dans le noyau. D’aprés les résultats du double hybride, cette protéine pourrait étre la
sous-unité régulatrice B de la phosphatase PP2A, B566. L’interaction entre cette protéine
et la sous-unité Ca/f, a été confirmée en utilisant des systémes d’expression

hétérologues. De plus, dans les cellules NG108.15 non différenciées ou la sous-unité
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CayP4 est cytoplasmique et exclue du noyau, I’expression de la protéine B560 re-localise
la sous-unité Ca,f3, endogéne dans le noyau de ces cellules. Par contre, cette protéine
n’interagit pas avec Ca,f4-R482X, par la suite elle est incapable d’adresser le mutant vers
le noyau. Ce qui expliquerait la localisation cytoplasmique de la sous-unité Ca,f4
mutante dans les neurones. Notamment, B566 interagit avec la sous-unité Ca,p4 via le
domaine GK. La co-expression de B569 et le domaine GK de la sous-unité Ca,4 induit
une redistribution du domaine GK ; exprimé seule, le domaine GK est cytoplasmique
alors qu’en présence de B569, sa localisation devient diffuse dans le noyau et le
cytoplasme.

Afin de vérifier I’effet de la translocation nucléaire de la sous-unité Ca,4 sur la
régulation transcriptionnelle, une analyse transcriptomique est réalisée. Puisque la sous-
unité épileptique est incapable de se localiser dans le noyau, les deux sous-unités
montrent un profil de régulation différentiel. Effectivement, la sous-unité Ca,4 présente
un effet répresseur sur I’expression génique, inversé par I’absence de la localisation
nucléaire de la sous-unité épileptique. La transcription de 108 génes se trouve réprimée
par I’expression de la sous-unité Ca,f4 versus la sous-unité Ca,3, mutante. Parmi les
génes régulés, plusieurs sont impliqués dans le développement neuronal comme les
protéines RhoA, la dystonine et I’intégrine, ainsi que dans diverses fonctions cellulaires.

Les protéines Rho, appartenant a la superfamille des petites GTPases Ras, sont
impligquées dans la polarité neuronale, la croissance des neurites et la formation du
cytosquelette dendritique. Parmi les GTPases, les protéines RhoA ont un effet inhibiteur
sur la croissance axonale. Chez I’homme, les protéines RhoA jouent un role dans
certaines maladies neurologiques telles que le retard mental lié a I’X, dont le géne est
également up régulé par la sous-unité Ca,3, mutante versus Ca,f4. Elles sont également
impliquées dans les maladies neurodégénératives comme I’Alzheimer et la maladie de
Parkinson. Dans I’hippocampe, une augmentation d’expression et d’activité de la protéine
RhoA est enregistrée dans le cas des crises épileptiques et en réponse a des lésions
cerébrales.

Ainsi, la sous-unité Ca,B, serait probablement impliquée dans la répression de

I’activite transcriptionnelle, a I’'image du variant Ca,B4 identifié chez le poulet, mais sans
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engager une interaction avec la protéine nucléaire HP1y. Par contre, le mutant humain de
la sous-unité Ca,[34, inverse cette activité en raison de sa localisation cytoplasmique dans
les neurones. Ainsi, le gene RhoA, réprimé par Ca,B4, est activé dans le cas de la
mutation et donc son expression serait impliquée dans le phénotype épileptique des
patients.

Outre son phénotype épileptique, la souris léthargique montre également des
anomalies au niveau du systéme immunitaire et des problémes de fertilité. Dans la liste
des génes régulés par la sous-unité Ca,f4, on trouve le géne TncRNA pour « trophoblast-
derived non coding RNA ». En fait, la séquence d’acide ribonucléotide exprimé par le
géne TncRNA au niveau du trophoblaste réprime I’activité du gene exprimant le
complexe majeur d’histocompatibilité (Peyman, 1999). D’apres une étude récente, la
sous-unité Ca,f4 semble étre indispensable pour les fonctions des lymphocytes T, et son
absence altére la production des cytokines (Badou et al., 2006).

Egalement parmi ces génes, deux sont impliqués dans des activités spermatiques.
Ce qui pourrait expliquer la fertilité réduite des souris léthargiques. Des études plus
approfondies seront nécessaires afin d’étudier la lien entre la régulation génique et, les
déficiences immunologiques et la réduction de fertilite.

En effet, un deuxiéme mutant (C104F) de la sous-unité Ca,34 a été identifie chez
des patients qui présentent également des épilepsies et des ataxies. La mutation C104F est
localisée au sein du domaine SH3 de la sous-unité Ca,4, et ceci souleve une
interrogation sur I’effet de cette mutation sur I’interaction SH3/GK, essentielle aux
fonctions des sous-unités Ca,3 et évidemment a sa localisation nucléaire. Dans ce
contexte, j’ai regardé la localisation de ce mutant dans les cellules CHO, afin de la
comparer a la sous-unité native Ca,f34 ainsi qu’a la mutation R482X. Effectivement, la
localisation nucléaire de la sous-unité Ca,4-C104F-EGFP est touchée. La mutation
C104F previent la localisation nucléaire de la sous-unité Ca,f4 d’un facteur 2, mais d’une
fagcon beaucoup moins prononcée que la mutation R482X. En effet, les études
biochimiques montrent que I’interaction SH3/GK n’est pas touchée dans le cas de la
mutation C104F du domaine SH3.
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En conclusion, la sous-unité Ca,fs, identifiée comme étant une protéine
régulatrice du complexe calcique, possede d’autres fonctions probablement
indépendantes de la sous-unité Ca,. Dans les neurones d’hippocampe, la sous-unité Ca,f34
est transloquée du cytoplasme vers le noyau durant le développement neuronal et la
synaptogenese, et en réponse a des facteurs de différenciation neuronale. La translocation
nucléaire est probablement assurée, par la protéine B56 qui porte un signal de localisation
nucleaire et dont le role est de re-localiser ses partenaires dans le noyau. La localisation
nucléaire dans le noyau a pour role de réprimer I’activité transcriptionnelle de certains
genes. Des patients, souffrant d’une épilepsie myoclonique juvénile ou des ataxies
convulsives, portent des mutations sur la sous-unité Ca,f;. Ce phénotype épileptique
pourrait étre lié en partie a I’absence de la localisation nucléaire de la sous-unité Ca,f4
mutante, incapable d’interagir certaines protéines comme B56. En conséquence, les genes
normalement réprimés par la sous-unité Ca,[34 nucléaire, seront activés dans le cas de la
Ca/4 mutante, comme par exemple, le gene codant pour les protéines Rho impliquées

dans les maladies neurodégénératives et épileptiques.
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MATERIELSET METHODES

Biologie moléculaire

Les constructions sont préparées a partir d’un plasmide codant pour une protéine

chimere Ca,B4-GFP (green fluorescent protein). L’objectif de ces constructions est de

sous cloner les différents domaines de la sous-unité Ca,Bs (L02315) dans le vecteur

PEGFP-N1 (4.7Kb) de Clontech. Les inserts sont amplifiés par PCR (polymerase chain

reaction) en utilisant des amorces spécifiques pour chaque construction.

Les amorces correspondant a chaque construction sont répertoriées dans le tableau

ci-dessous.
Insert Amorce Sens
Amorce Anti-sens
5’-ACCCAAGCTTACCATGGCAAAACAGAAGCAGAAAGTGACGGAGCAC-3’
GH-Cter 5’-CGGGGTACCGTAAGCCTATGTCGGGAGTCATGGCTGCATCCCCCA-3’
SH3-HOOK-GK 5’-ACCCAAGCTTACCATGGAAGAGGACCGGGAAGCGATTCGGCAAGA-3’
5’-CGGGGTACCGTGGTGGCACGCCAATATGCCTCCAGGTACT-3
Nter-SH3 5’-ACCCAAGCTTACCATGTCGTCCTCCTACGCCAAGAACGGGGCGGCGGA-3
5-CGGGGTACCGTTTTCTGTTCCTGTTGAATCCGTATGTTCTCCAA-3’
SH3-HOOK 5’-ACCCAAGCTTACCATGGAAGAGGACCGGGAAGCGATTCGGCAAGA-3’
5’-CGGGGTACCGTTGGCACAACATCATACGGAGGAATGTGCTCCGT-3’
GK 5’-ACCCCAGCTTACCATGGTGCCATCAATGCGTCCTGTGGT
5’-CGGGGTACCGTGGTGGCACGCCAATATGCCTCCAGGTACT-3’
C-ter 5’-ACCCAAGCTTACCATGGCCACCCACACAAGCAGTAGCACCCCTATG-3’
5’-CGGGGTACCGTAAGCCTATGTCGGGAGTCATGGCTGCATCCCCCA-3’
N-ter 5’-ACCCAAGCTTACCATGTCGTCCTCCTACGCCAAGAACGGGGCGGCGGA-3’
5-CGGGGTACCGTTTTGGACTTCGCTCTCTCAAGCTGGATAGCT-3’
Mutant 5’-ACCCAAGCTTACCATGTCGTCCTCCTACGCCAAGAACGGGGCGGCGGA-3’

5-CGGGGTACCGTTCGGCTGTGCTGGGAGCTGGAGGACAAG-3’
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La PCR a été réalisée suivant le protocole du « HotStar HiFidelity Polymerase Kit » de

Qiagen.

[ADNCc]¢ 3ng
[ANTP]¢ 250 uM
[Amorce sens]¢ 1uM

[Amorce antisens]s 1uM

[MgC|2]f 100 },LM
[Taqls 0.1l
[H2O01¢ QSP 20 pl

La température d’hybridation (T°C) dépend des propriétés intrinseques des amorces.

Le programme appliqué du thermocycleur (Stratagene) est le suivant :

Nombre de cycle Action — Durée Température
1 cycle Dénaturation — 15 min 95°C
Dénaturation — 45 secs 95°C
35 cycles Hybridation — 45 secs T°C
Elongation — 90 secs 72°C
1 cycle Terminaison — 10 min 72°C

Apreés migration sur gel d’agarose et vérification de la taille de la séquence amplifiée, la
bande est coupée et I’insert est extrait sur colonne utilisant le « QIAquick Gel Extraction
Kit » de Qiagen.

Les produits de PCR, autrement dit I’insert, ainsi que le vecteur pEGFP-N1 sont
digérés par les deux enzymes Kpnl et Hindlll (Fermentas) et ensuite purifiés sur colonne.
La ligation est faite selon le protocole du « Rapid Kit Ligation » de Roche. Cette ligation
va étre utilisée pour transformer les bactéries XL10-Gold, des bactéries ultracompétentes
commercialisées par Stratagene, en suivant le protocole donné dans le kit.
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A partir des clones positifs produisant le vecteur d’intérét, des grandes quantités
d’ADN sont préparées en utilisant le «Qiagen Maxi-Prep kit». La quantité d’ADN
purifiée est estimée sur gel d’agarose et dosée par spectrophotométrie.

Mutagenese dirigée

Les mutations ont été insérées sur le cDNA de la sous-unité Ca,f4 (L02315) sous-
clonée dans le vecteur pEGFP-N1 (Promega). Les amorces correspondant a chaque
mutant sont répertoriées dans le tableau ci-dessous. L’introduction de certains sites de
restriction a été effectuée utilisant le logiciel WatCut (http//:watcut.waterloo.ca).

Amorce sens
Mutant Amorce anti-sens
AAAACGAATGTGAGCTACTTTGGTGCCCTGGATGAGGATGTG
Cc1o4rF CACATCCTCATCCAGGGCACCAAAGTAGCTCACATTCGTTTT
GACGCCAAGGACTTTCCTCACATTAAAGAG
L125P CTCTTTAATGTGAGGAAAGTCCTTGGCGTC

Le protocole et les solutions utilisées pour la réaction d’amplification, la digestion
du plasmide natif, ainsi que les bactéries compétentes (XL-10 Gold) sont fournis dans le
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene).

Le criblage des clones mutes est fait par digestion enzymatique et par séquencgage
aprés avoir purifié une petite quantité du plasmide par «Qiagen Mini-Prep kit». Des
grandes quantités du plasmide muté sont ensuite préparées en utilisant le «Qiagen Maxi-

Prep kit ».

Lalignéedessouris

Les souris léthargiques (B6EIC3H-a/A-lh) homozygotes désignées par
(Cacnb4™™M et les souris non léthargiques hétérozygotes, issues de la méme lignée,
désignées par (Cacnb4™) ont été achetées auprés de « The Jackson Laboratery » (Bar
Harbor, ME). La lignée est maintenue en croisant le male homozygote (Ih/Ih) avec la
femelle hétérozygote (Ih/-) afin de produire 50% de souris homozygotes (Ih/Ih) dans la
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progéniture, sachant que les femelles léthargiques homozygotes sont moins fertiles que

les femelles hétérozygotes. Au 14°m jour de la naissance, les souris homozygotes sont

distinguées, de leur génération hétérozygote normale, par leur phénotype ataxique.

Culturedeslignées cellulaires

Les cellules HEK293 et CHO sont cultivées dans du milieu Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) de Gibco contenant 10% du sérum et 1% d’antibiotiques
(pénicilline/streptomycine). Le milieu est changé tous les deux jours, et les cellules sont
repiquées a 5% toutes les semaines.

La lignée NG108.15 est maintenue en culture dans un milieu DMEM avec 10%
de sérum de veau foetal et 1% d’antibiotiques, et supplémenté avec 1/50 du Hypoxantine-
Aminoptérine-Thymidine (HAT) de Eurobio. La différenciation des cellules NG108.15
est induite tout en diminuant la quantité du sérum dans le milieu de 10% a 1%, ainsi que
par I’ajout de 1 mM de dibutyril-AMPc (Sigma, St louis, MO).

Culture primaire des cellules d’ hippocampes embryonnair es

Les lamelles couvertes par la poly-lysine (Sigma), sont bien rincées avec de I’eau
stérile, et ensuite incubée avec le milieu d’incubation. Il s’agit d’un milieu DMEM
(Gibco) avec du sérum de veau feotal 10%. Par contre, le milieu d’entretien consiste du
milieu DMEM supplémenté avec du B27 et du N2 (Gibco) avec 1% d’antibiotiques.

Aprés la dissection des embryons de souris au 18°™ jour, les hippocampes sont
incubés pour 20 min a 37°C dans des tubes contenant de la trypsine-EDTA 1X dans du
Hank’s BSS (Borate saline solution) 1X (Gibco). Cette incubation est une digestion
enzymatique des tissus des hippocampes, suivie par une dissociation mécanique (a I’aide
d’une pipette pasteur) dans du BSS 1X, jusqu’a I’obtention d’une solution homogeéne. Les
cellules dissociées sont étalées dans les boites contenant les lamelles et le milieu
d’incubation pour deux heures, avant de remplacer le milieu d’incubation par le milieu

d’entretien.
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Transfections cellulaires

La transfection des lignées cellulaires est réalisée en utilisant la solution JetPEI
qui forme un complexe avec I’ADN et permet donc la pénétration du complexe a
I’interieur des cellules. Le protocole est fourni avec le kit PolyPlus - JetPEI de Qbiogene.
La transfection des neurones d’hippocampe est beaucoup plus délicate.

Les solutions stocks utilisées sont les suivantes :

NMEM-B27 (pH 7.8)

MEM (4°C) 1X
Sodium Pyruvate 1mM
HEPES 15 mM
Glutamax 2mM
B27 1X
D-glucose 10 mM

Tampon de transfection 2XBBS
50 mM BES (Sigma)
1.5 mM Na;HPO,

280 mM NacCl
Tampon de lavage (pH7.3)

NaCl 135 mM
HEPES 20 mM
KCI 4 mM
Na,HPO, 1 mM
CaCl, 2mM
MgCl, 1 mM
D-Glucose 10 mM

La transfection est réalisée au 9°™ jour de culture dans des boites B35. Le milieu
de culture de neurones est remplacé par 2 ml du milieu de transfection NMEM-B27 et
conservé a 37°C pour un usage ultérieur. 3 ug d’ADN sont mélangés avec une solution de

CaCl; (250 mM) pour obtenir un volume total de 60 pl. Ensuite, 60 ul de 2XBBS y sont
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ajoutés et mélangés délicatement. Ce complexe est déposé immédiatement goutte a goutte
sur les neurones. Une incubation sans CO, pendant 1 heure 45 min a 37°C, en présence
du complexe est indispensable pour assurer la bonne transfection des neurones. Les
cellules sont ensuite lavées avec le tampon de lavage préchauffé, avant de remettre

I’ancien milieu de culture complété par un milieu neuf.

Immunocytochimie des cultures cellulaires

Ce protocole est appliqué pour I’immunomarquage des cultures primaires
d’hippocampe ainsi que pour les cellules transfectées par des vecteurs exprimant la
EGFP.

Aprés avoir lavé avec du tampon phosphate PBS (invitrogen), les cellules sont
fixées avec une solution paraformaldhéyde (PFA) 4% dans du PBS pendant 10 a 15 min.
Pour marquer la membrane cytoplasmique, la concanavaline conjuguée a la Rhodamine
(1:1000 AbCys) est ajoutée pendant 3-5 min, aprés lavage avec du PBS. Le triton
0.1X/PBS est ensuite utilisé pour perméabiliser la membrane durant 5 min.

Pour visualiser la sous-unité Ca,4 endogene dans les neurones, un anticorps de
chévre (1:500) dirige contre les derniers 14 acides aminés du coté carboxyterminal de la
protéine (Goat Anti-CACNB4 - Everst Biotech) est ainsi ajouté pendant 1 heure, bien
apres avoir saturé les sites non spécifiques avec du 1X BSA dans du PBS. L’anticorps
secondaire est un anti-chévre couplé au fluochrome Alexa-488 (Molecular Probes).

Aprés un lavage avec du PBS, le ToPro3 (1 :1000, Molecular Probes) est ajouté
pour marquer le noyau. Aprés 20 min, le milieu de montage (Vectashield — AbCys) est
ajouté avant I’application de la lamelle.

Pour visualiser la protéine chimere contenant le domaine GK-Cter fusionné avec
un domaine myc, un anticorps primaire anti-myc biotine (Santa Cruz) suivi par la Cy3-

strepatavidine (Amersham).

Immunohistochimie des coupes d’ hippocampe
Les coupes sont réalisees sur des souris Iéthargiques Ih/Ih adultes (B6EIC3S5n

a/A-Cacnab4<lh>/3, Jackson Laboratory) et des souris contréles.
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Sous anesthésie générale, une injection ventriculaire continue d’une solution
héparine est réalisée afin d’évacuer le sang et laver le systéme vasculaire cérébrale. Une
injection de paraformaldhéyde 4% est réalisée ensuite afin de fixer les tissues. Les
cerveaux sont ensuite disséques et incubés une heure dans une solution de cryoprotection,
constitué du sucrose 15% dans du PBS, avant de les couvrir par le milieu Tissue-Tek
(Torrance, CA), un gel qui protege contre la dessication pendant la congélation. Des
coupes coronales de cerveau de 200 wm d’épaisseur sont préparées par un cryostat.

Apres une rehydratation dans une solution Triton 0.1X/ PBS, les coupes sont
saturées par une solution 3% du BSA dans PBS pour une trentaine de minute. Une
incubation sur la nuit est effectuée avec les anticorps primaires : I’anti-Ca,4 (1:100,
Everst Biotech) et le NeuN, un anticorps contre les noyaux neuronaux (1 :100,
Chemicon) a -4°C. Les coupes sont ensuite lavées par une solution Triton 0.1X/PBS, 3
fois 5 minutes chacune. Les anticorps secondaires, respectivement conjugués a I’Alexa
Fluor 488 et I’Alexa Fluor 546, sont incubés pendant deux heures a température
ambiante. Les coupes sont lavées et le milieu de montage (Vectashield) est ensuite ajouté.
Les images sont acquises par un microscope confocal (TCS-SP2) et sont superposées

dans Photoshop Professionel.

Fractionnement subcellulaire

Deux jours apres la transfection par les constructions fusionnées a la EGFP, les
cellules sont culottées et reprises dans le tampon de lyse pendant 20 min sur la glace. Le
tampon de lyse est constitué de 10 mM Tris, 1.5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0,5% Triton
dans du PBS avec un cocktail d’inhibiteurs de protéase (Roche). Afin de dissocier le
culot et lyser les cellules, il faut pipeter plusieurs fois avec une seringue (25 gauge). Une
centrifugation 5 minutes a 2000 rpm permet la séparation de I’extrait cytosolique (le
surnageant) des noyaux (le culot). Les culots sont repris dans du tampon de lyse. Tous les
échantillons sont soniqués et sont dosés par spectrophotométrie, selon la méthode de
Bradford.
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Préparation d’homogénat protéique a partir du cerveau

Les cerveaux des souris adultes léthargiques et contrdles sont extraits et les
hippocampes sont disséqués. Ces derniers sont decoupes en petit morceaux et repris dans
un tampon de lyse constitue de 20 mM Tris/HCI, 10% glycérol, 10 mM MgCl,, 300
Unité/ml DNasel, 0.32 M sucrose et des inhibiteurs de protéase (Roche). Apres une heure
d’incubation sur glace, les tissus sont broyés a I’aide d’un piston (potter) durant au moins
5 minutes. Ensuite, les tissus broyés sont pipetés 25 fois avec une seringue (23 gauge), et
25 fois avec une seringue (25 gauge), avant de les passer a la sonication. L'échantillon est
ensuite centrifugé pendant 30 minutes a 1000 g, puis le surnageant contenant les
protéines est récupérée. La concentration est estimée par spectrophotométrie, selon la
méthode de Bradford.

I mmunopr écipitation

Apreés extraction protéique a partir des cellules transfectées par les constructions
exprimant des protéines conjuguées a la séquence « myc », 500 pg d’extrait protéique
total sont incubés, pendant une heure a température ambiante, avec 20 ug d’anticorps
anti-myc couplé a la biotine (Santa Cruz Biotechnology, Inc). Le complexe est ensuite
immobilisé sur des billes magnétiques couplées a la streptavidine (Dynabeads®
Streptavidin M-280) saturées, pendant une heure, par du 1% BSA diluée dans du PBS.
L’incubation du complexe avec les billes se fait a température ambiante sous agitation
pendant une heure. Pour éliminer les liaisons non spécifiques, les billes sont lavées 3 fois
avec du PBS. Les protéines sont éluées par une solution dénaturante (SDS 2%, 1,2 M
Tris-Cl pH 6.8, glycérol 40%, B mercapto-éthanol 20% et bleu de bromophénol) et les

échantillons sont chauffés a I’eau bouillante pour 5 minutes.

Western Blotting

Une quantité de protéine égale est déposée, pour chaque échantillon, sur le gel. Le
gel SDS-PAGE utilisé pour faire migrer et séparer les protéines consiste d’un gel de
séparation 12% et un gel de concentration 4%.
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Gel séparation 12% | Gel concentration 4% | Tampon de migration
Tris pH 8.9 Tris pH6.8 Tris-Glycine (TG) 1X
Acryl-Bis Acryl-Bis SDS 1%

SDS 10% SDS 10% H,O gsp 1L

PSA PSA

TEMED TEMED

H,O qsp 7 ml H,0 qsp 4 ml

Une heure est suffisante pour assurer le transfert du gel vers la membrane Wattman, dans
un tampon de transfert (SDS 0.025%, TG 1X, Méthanol 20%).

La membrane est bloquée pendant une heure par une solution de lait 10% dans du
PBS/Tween 0.1%.

En ce qui concerne le «western blotting» des protéines extraites par
fractionnement cellulaire, une premiére incubation de la membrane, d’une heure avec
I’anticorps anti-GFP souris (1:300, Santa Cruz), est suivie d’une deuxieme avec I’anti-
souris conjugué a I’HRP (Horseradish Peroxydase, 1:10000, Molecular Probes), juste
avant la révélation.

Par contre, pour le western aprés extraction des protéines tissulaires, une heure
d’incubation avec I’anti-Ca,3, chevre (1:1000) (Goat Anti-CACNB4 - Everst Biotech)
est suivie par une heure d’incubation avec I’anti-chevre couplé a I’'HRP (1:10000,

Molecular Probes).

Marguage métabolique (pulse chase) et immunopr écipitation

Le marquage métabolique de la sous-unité Ca,[33 a été réalisé dans le but de suivre
sa dégradation protéolytique endogéne.

Les cellules HEK296 sont transfectées par les ADNc codant pour la sous-unité
Ca,/3, au moment ou elles atteignent une confluence de 40% dans les boites (6 cm de
diameétre). 24 heures aprés la transfection, le milieu de culture est remplacé par un milieu
qui manque la méthionine et la cystéine (methionine and cysteine-free DMEM - Sigma),
supplémenté par 5% de sérum. C’est la période d'épuisement « starvation period » qui

consiste en 30 min d’incubation & 37°C. Le marquage est induit par I’ajout de 500 uCi de
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[*S]-L-méthionine et 2 mM L-cystéine pendant 40 min & 37°C. Pour éliminer la
radioactivité du milieu, les boites sont lavées avec du PBS avant de rajouter le milieu de
culture normal (DMEM + 10% SVF). Aprés 24 hrs de marquage, les cellules sont lavées
et récoltées dans du PBS. Aprés 5 min de centrifugation a 1000 rpm, le culot cellulaire est
lysé par 1 ml de PBS supplémenté avec 0.5% triton X-100 avec un cocktail d’inhibiteurs
de protéase (Roche). Le lysat est soniqué et centrifugé 15 min a 221 g pour éliminer la
membrane et les débris cellulaires. Le surnageant est gardé pour I’immunoprécipitation.

200 pg de protéines sont incubés pendant 1 heure avec un IgG polyclonal anti-
CaP; dirigé contre la totalité de la séquence de la sous-unité Ca,fs. Par la suite, le
complexe Ca,Bs-1gG est immobilisé sur les billes de sepharose couplées a la protéine A.
Les protéines éluées sont chargées et separées sur gel SDS-PAGE de 12%. Ce gel est fixé
pendant 30 min avec une solution de méthanol 50% et d’acide acétique 10%, suivi par un
traitement par une solution 10% de glycérol pendant 30 min. Les bandes radioactives sont
révélées par une autoradiographie de 24 hrs.

Préparation des ARN pour analyse transcriptomique

L’étude du transcriptome consiste de quatre conditions: Ca,s-EGFP, Ca,ps-
Cmu-EGFP, GK-EGFP et GFP ; GK-EGFP et EGFP étant les deux contrbles de référence
par rapport a Ca,34 WT et mutant.

10 boites de culture 10 cm de diamétre ont été utilisées pour chaque condition.
Les cellules HEK293 sont transfectées a une confluence de 50% par les cDNAs
exprimant WT Ca,,-EGFP, Mut Ca,,-EGFP, GK-EGFP et EGFP. Aprés 2 jours de
transfection, les cellules sont lavées et reprises dans du PBS contenant des inhibiteurs de
protéases. Les cellules sont filtrées, pour éviter les amas cellulaires juste avant de les
passer au FACS (fluorescence-activated cell sorting). Au moins 6.10° cellules exprimant
la EGFP ou la protéine d’intérét couplée a la EGFP sont triées et séparées pour extraction
d’ARN. L’ARN total est isolé en utilisant le RNeasy Mini Kit (Qiagen) et élué dans 30 pl
dans de I’eau RNase-free. L’ARN a été analysé par gel électrophorése pour vérifier la
présence des 2 bandes ribosomales 28S et 18S et par spectrophotométrie pour évaluer la
pureté et la concentration. La quantité moyenne d’ARN total extraite pour chaque

condition est autour de 90 ug.

134



Matériels et Méthodes

Transcriptome

L analyse transcriptomique est réalisée en collaboration avec PartnerChip (Evry-
France) en utilisant des puces commercialisées par Affymetrix (GeneChip® Human
Genome U133 Plus 2.0 Array). Presque 15 pug d’ARN total est utilisé pour chaque puce
et 3 puces pour chaque condition. Les ARN complémentaires (CRNA) sont préparés
suivant le protocole fourni par Affymetrix. En effet, une transcription inverse est
effectuée a partir de I’ARN total afin de générer des cDNA double brin, en utilisant une
amorce T7-oligo (DT) et la transcriptase Superscript Il Reverse. Une transcription in
vitro a été ensuite réalisée en présence de la polymérase T7 RNA et des nucléotides
biotinylés afin d’amplifier et de marquer I’ARN complémentaire (CRNA). Finalement, 20
ug du cRNA sont fragmentés, par voie chimique, en moins de 200 fragments
nucléotidiques qui seront hybridés, sur la nuit, avec les puces Affymetrix U133 Plus 2.0.
La procédure des lavages et du marquage avec la streptavidine-phycoerythrine (SAPE)
est réalisée avec « Affymetrix Fluidics Station 450 » et les puces sont finalement
scannées par « Affymetrix Genechip Scanner 3000 ».

Les analyses statistiques sont réalisées en utilisant le logiciel Bioconductor

(http://bioconductor.org) qui permet de vérifier la qualité des hybridations et de traiter les

données statistiques. Les étapes suivantes, le prétraitement et la normalisation, sont
évaluées par I’algorithme GC-RMA. L’analyse de la principale composante (PCA) est
utilisée afin de visualiser la variabilité biologique et technique entre les échantillons, en
appliquant le Test t de Student.

Afin d’identifier significativement les transcrits régulés, deux parameétres de
filtrage ont été fixés: un facteur de régulation supérieur a 2 et une significativité (p-
value) inférieure a 0.1. La procédure Benjamini-Hocheberg (Benjamini and Hochberg, J
R Stat Soc B, 1995) est utilisée pour ajuster la p-value et donc pour contréler les
proportions prévues des valeurs faux-positives (FDR pour False Discovery Rate). Les
graphiques PCA et Volcano sont générés par le logiciel Bioconductor, tandis que
I’anayse hiérarchique par amas (hierarchical clustering analysis) par le logiciel
ArrayAssist (Affymetrix).
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Criblage par latechnique du double hybride

La sous-unité Ca,B4 (L02315) et son mutant R482X, sous clonés dans le vecteur
pGBK-T7, ont été utilisés comme appat afin de cribler une banque du cerveau de souris
pACT2, dans les levures AH109 (Clontech). Aprés transformation, les bactéries ont été
étalées sur un milieu synthétique pourvu d’adénine, histidine, leucine et tryptophane. Le
test de I’activité de I’enzyme B-galactosidase a été réalisé sur les colonies His". Parmi les
bactéries transformées, 15 sont LacZ" pour la Ca,Bs WT. Les 15 clones criblés par Ca,B4
sont ensuite testés avec le mutant R482X/pGBK-T7. Uniquement 12 clones interagissent
avec le mutant R482X.

L es enregistr ements éléctrophyisologiques

Les courants calciques globaux sont enregistrés, selon la technique patch-clamp,
en configuration cellule entiere et sont ensuite analysés par le logiciel Biopatch
(BioLogic, France). Les pipettes en verre utilisées sont du type Corning # 7052 (Gardner
Glass, Co., CA). La résistance des pipettes est entre 5 et 7MQ. Les courant sont amplifiés
par Axopatch 200B amplifier (axon Instruments).

Les courant K* sont bloqués par le milieu interne de la pipette constitué (en mMm) :
CsCl 110, HEPES 10, MgCl, 5, EGTA 10, Na-ATP 4 et Na-GTP 0.1, pH 7.2 (ajusté
avec CsOH). Le milieu externe consiste en (mM) : BaCl, 10, TEA-CI 125, HEPES 10,
glucose 15, pH 7.2.
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Annexe 1

INTRODUCTION

La modélisation de la structure cristallographique de la sous-unité Ca,3 révele
une homologie avec les protéines de la famille des guanylate kinases associées a la
membrane (MAGUK). Cette structure propose cing domaines dont deux sont assez
conserves parmi les isoformes de Ca,3, le domaine type 3 src-homology (SH3) et le
domaine guanylate kinase (GK). Ces deux domaines sont indispensables pour
reconstituer une régulation complete de la sous-unité Ca,, la sous-unité principale du
canal, par les Ca,3. Des études ont montré I’implication du carboxy terminus des sous-
unités Ca,3 dans I’adressage membranaire alors que I’amino terminus a été associé a la
régulation de I’inactivation du canal. D’autre part, des mutations dirigées contre des
sérines conservées présentes dans des séquences consensus de phosphorylation par la
protéine kinase suggérent un role de la phosphorylation dans la régulation des propriétés
de la sous-unité Ca,p.

Toutes ces études soulignent I’importance des domaines intramoléculaires dans la
physiologie des sous-unités Ca,3. Dans cet article, on a identifié sur la sous-unité Ca,s
deux séquences PEST consensus contenant un signal potentiel de protéolyse, dont une se
trouve dans le domaine SH3 et I’autre du coté carboxy terminal de la sous-unité. In vitro,
ces séquences sont sensibles a trés faibles concentrations, a la dégradation par la calpaine,
une protéase dont I’activité dépend du Ca**. Les mutants de la sous-unité Ca,Bs qui
manquent ces séquences PEST, induisent une diminution d’amplitude du courant
calcique global en comparant a la sous-unité Ca,f3;3 sauvage et modifient les propriétés de
la cinétique d’inactivation du canal. Notre étude suggére un processus protéolytique de la
sous-unité Ca,s qui pouvait étre d’une importance dans la régulation fonctionnelle des

canaux calciques dans les neurones.
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Abstract

An increase in intracellular Ca®* due to voltage-gated Ca®* (Cay} channel opening represents an important trigger for a number of
second-messenger-mediated effects ranging from neurotransmitter release to gene activation. Ca®* entry occurs through the
principal pore-forming protein but several ancillary subunits are known to more precisely tune ion influx. Among them, the Cay
subunits are perhaps the most important, given that they largely influence the biophysical and pharmacological properties of the
channel. Notably, several functional features may be associated with specific structural regions of the Cayp subunits emphasizing the
relevance of intramolecular domains in the physiology of these proteins. In the current report, we show that Cay, 5 contains two PEST
motifs and undergoes Ca®"-dependent degradation which can be prevented by the specific calpain inhibitor calpeptin. Using mutant
constructs lacking the PEST motifs, we present evidence that they are necessary for the cleavage of Cay 35 by calpain. Furthermore,
the deletion of the PEST sequences did not affect the binding of Cayps to the ion-conducting Cay2.2 subunit and, when expressed in
human embryonic kidney-293 cells, the PEST motif-deleted Cayfs significantly increased whole-cell current density and retarded
channel inactivation. Consistent with this observation, calpeptin treatment of human embryonic kidney-293 cells expressing wild-type
Cay P resulted in an increase in current amplitude. Together, these findings suggest that calpain-mediated Cay 5 proteclysis may be

an essential process for Ca®™ channel functicnal regulation.

Introduction

The major function of the voltage-gated Ca>* (Cay) channels is to
convert changes In membrane potential into an mtracellular calcium
signal. Transient rises of intracellular calcium trigger or regulate diverse
intracellular events, including metabolic processes, muscle contraction,
secretion of hormones and neurotransmuitters, cell differentiation and
gene expression. Several types of Cay channels have been characterized
and designated L, N, P/Q, R and T. These channe] types can be grouped
into two major functional classes: high voltage- and low voltage-
activated channels. The high voltage-activated Cay channel permeation
pathway 1s formed by its &, subunit, which is encoded by a family of
seven genes (Catterall et al., 2003). The current through these channels
may be modulated by distinct structural modifications including the
association with auxiliary subunits: the disulfide-linked Cayor,§,
intracellular Cayp and transmembrane Cayy subunits, which also
represent gene families (Arikkath & Campbell, 2003).
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Among the auxiliary proteins, the Cay[} subunit plays a crucial role
in the formation and behavior of all functional high voltage-activated
Cay channels. Four different types of Cay3 subunits (B, Ps) have been
identified, each with multiple splicing variants (Walker & De Waard,
1998; Arikkath & Campbell, 2003; Dolphin, 2003). The Cay[3 proteins
do not cross the plasma membrane but can directly interact with the
Cavyoy subunit and are important for trafficking and expression of the
kinetic properties of the channel (Walker & De Waard, 1998; Arikkath
& Campbell, 2003; Dolphin, 2003). The physiological importance of
the Cay[3 subunits is demonstrated by the severe phenotypes of mutant
and knockout mice (Gregg et al., 1996; Burgess et al., 1997; McEnery
etal., 1998; Ball et al., 2002). In-depth understanding of how the Cayf3
auxiliary subunits modulate the activity of the ion-conducting Cayoy
subunits is essential for insights into the operation of high voltage-
activated Cay, channels in both normal and disease states.

Detailed structural modeling of Cayp subunits has proposed five
discrete domains homologous to the membrane-associated guanylate
kinase protein family. Structural models have been proposed for the
type 3 src-homology and guanylate kinase-like domams (Hanlon
et al., 1999; Opatowsky et al., 2003, 2004; Chen et al,, 2004; McGee
et al, 2004; Takahashi et al, 2004). Type 3 src-homology and
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guanylate kinase domains are both necessary to recapitulate full
modulatory effects of Cayf on the pore-forming Cayo protein
{Takahashi ef al., 2004; McGee et al., 2004). Likewise, the C-terminus
of Cayp is associated with membrane targeting properties (Bogdanov
et al, 2000) and the N-terminus appears to be mvolved m the
regulation of channel inactivation (Olcese et af., 1994; Restituito et al.,
2000; Stotz et al, 2004). Site-directed mutagenesis of conserved
serine residues in consensus sites for protein kinase phosphorylation
suggests a role for phosphorylation in tuning the functional properties
and pharmacological sensitivities of the Cayp subunits (De Waard
et al., 1994; Gerhardstein et al, 1999; Kohn et ai., 2003).

These studies point to the importance of intramolecular domains in
the physiology of the Cay subunits. In the current report, we show
that Cayf3; contains two PEST-like sequences {potential signals for
rapid protein degradation), one in the type 3 src-homology domain and
another in the C-terminal end of the protein. These sequences are
sensitive & vimo to low concentrations of calpain (a Ca®"-dependent
proteage). We further found that Cayp; mutants lacking the PEST
sequences induced an increase in whole-cell Ca®" current amplitude
compared with wild-type CayP; and caused a change in channel
activation kinetic properties. Our findings suggest that Cayps
proteolytic cleavage may be an essential process for Ca?*
functional regulation.

channel

Materials and methods

Celf culture and recombinant voltage-gated Ca”* channel
expression

Human embryonic kidney (HEK)-293 cells (from the American Type
Culture Collection, Manassas, VA, USA) were grown in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium-high glucose supplemented with 10% horse
serum, 2 mM L-ghitamine, 110 mg/L sodium pyruvate and
50 pg/ml gentamycin at 37 °C in a 5% C0,/95% air humidified
atmosphere. After splitting the cells on the previous day and seeding at
~60% confluency, cells were transfected using the Lipofectamine Plus
reagent (Gibco BRL) with 1.2 pg plasmid cDNA encoding the rabbit
brain N-type Ca®" channel Cay2.2 pore-forming subunit (formerly
op; GenBank accession number D14157) (Fujita et al., 1993) In
combination with 1.2 pg cDNA coding the rat brain Cayo,d-1
(M86621) (Kim et al, 1992) and 1.2 ug cDNA of the rat brain Cayf3;
(MB8751) (Castellano ef al., 1993) or its mutants (see below). For
electrophysiology, 0.36 pg of a plasmid ¢cDNA encoding the green
fluorescent protein (Green-Lantern; Gibco BRL) was added to the
transfection mixture to select positively transfected cells.

Deletions of Cayfi; PEST regions

The different deletions in the Cay P, subunit were obtained by the
QuikChange XL -mutagenesis kit QCM (Stratagene), following a two-
stage polymerase chain reaction protocol for deletions (Wang &
Malcolm, 2002). The PEST regions 1 and 2 {amino acid residues 24
37 and 397 411, respectively) were subjected to deletion through
duplex oligonucleotides that comprised the adjacent nucleotidic
sequences to these regions. The forward oligonucleotides were
5-GTTCAGCCGACTCTACACCAGAGAGTGCCCGGCGAGAA-
GTGG-3" and 5-GAGGAGCATTCACCCCTGGAGCAGGCCTGG-
ACCGGATCTTCACAG-3’ for PEST! and PEST2, respectively.
Reverse oligonucleotides were complementary to these sequences.
In step I of the procedure, two extension reactions were performed in
separate tubes, one contaning the forward primer and the other
including the reverse and complementary primer. Five polymerization

cycles were conducted at 95 °C for 30 s, 55 °C for | min and 68 °C
for 14 min. After that, both reactions were mixed and the standard
QCM procedure continued for 16 cycles. [n addition to the single
PEST deletions, a double-deletion cDNA clone was obtained from the
first plasmid harbormg the PEST! deletion in combination with the
duplex oligonucleotides for the PEST2 deletion. Deletions were
confirmed by either restriction endonuclease analysis (using endo-
nucleases Hindlll and Xbel) or automatic sequencing using an ABI
PRISM 310 sequence analyser {Perkin-Elmer Applied Biosystems)
and primers for the T7 and SP6 promoters.

In vitro transcription and translation

In vitro transcription/translation assays were performed using the
TNT™ Quick Coupled transcription/translation system kit
(Promega). Briefly, 2 pg of plasmid DNA was added to 41 uL of
INT™ quick master mix contaning 1 pL of [**S$]-methionine
{1000 Ci/mmol) at 2.5 mCi/mL (Amersham Pharmacia Biotech) to
a final volume of 50 uL and incubated at 30 °C for 120 min. Proteins
were subjected to sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS PAGE) (see below) and labeled proteins were
detected by film exposure for 48 h.

Sodium dodecyl! sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis
and westem blotting

Microsomes from transfected HEK-293 cells were obtained as described
elsewhere (Felix et al., 1997; Gumett et al., 1997) and proteins were
separated on 10% SDS PAGE gels according to the method of Laemmli
(1970) Samples were heated at 90 °C for 5 min and 100 pg of

slot was loaded on gels. Proteins were blotted onto nitrocellu-

lose membranes and developed with enhanced chemiluminescence as
previously described (Felix et al., 1997; Gumnett et al., 1997). The anti-
CayP; specific antibody was a sheep polyclonal antibody (1 : 1000
dilution; Sh0049) and the secondary antibody was a rabbit anti-sheep
G horseradish peroxidase (Zymed) used at a dilution of 1 : 4000.

Puil-down experiments

As mentioned earlier, [**S]-labeled proteins (wild-type Bs, B:API,
BsAP2 and BsAP1 2) were expressed in vitro using a coupled
transcription/translation system as indicated by the manufacturer
(INT™ Kit, Promega). For pull-down assays, 75 pL of hydrated
glutathione-agarose beads (Sigma) was incubated, respectively, with
20 pg of glitathione S-transferase (GST) fused to alphal interaction
domain of Ca,2.2 {Sandoz et al, 2001) or GST alone for 2 hat 4 °C.
In order to saturate non-specific free sites, GST-alphal interaction
domain of Ca,2.2 and GST beads were incubated with 0.1 mg/mL
bovine serum albumin overnight at 4 °C. [**S]-Labeled proteins were
incubated with the beads for 1 h at room temperature. The beads were
then washed with phosphate-buffered saline (PBS) three times and the
proteins, bound to beads, were eluted in denaturing buffer and
analysed on SDS PAGE by autoradiography.

Electrophysiology

At 48 h after transfection, cells expressing the green fluorescent
protein reporter gene were subjected to the whole-cell mode of the
patch clamp technique (Hamill ef al, 1981). In brief, Ba** currents
through Ca® channels were recorded with an Axopatch 200B
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amplifier (Axon Instruments) and acquired on-line using a Digidata
1320A terface with PCLAMPS software (Axon Instruments). After
establishing the whole-cell mode, capacitive transients were cancelled
with the amplifier. Currents were obtained from a holding potential of
—80 mV and by applying test pulses every 20 s. Leak and residual
capacitance currents were subtracted on-lme by a P/4 protocol.
Current signals were filtered at 2 kHz (internal four-pole Bessel filter)
and digitized at 5.71 kHz. Membrane capacitance (C,,,) was deter-
mined as described previously (Avila et al, 2004) and used to
normalize currents. The bath recording solution contained (in mM):
BaCl,, 10; TEA-CI, 125; HEPES, 10 and ghicose, 10, pH 7.3. The
internal solution consisted of (in mMm): CsCl, 110; MgCl,, 5; EGTA,
10; HEPES, 10; Na-ATP, 4 and guanosine-5'-triphosphate, 0.1,
pH 7.3. Experiments were performed at room temperature (~25 °C).

Pulse chase and immunoprecipitation experiments

Dishes (6 cm diameter) with 40% confluent HEK-293 cells were
transfected with cDNA encoding the wild-type Cayps or its APEST
mutants. At 24 h later, the protein labeling condition was set by
incubating the cells for 30 min in methionine- and cysteine-free
Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 5% fetal calf
serum (starvation period). Labeling was induced by adding 500 uCi
[**S]-L-methionine and 2 mM L-cysteine to cach plate for 40 min at
37 °C. To remove radioactive media, dishes were washed with PBS.
Subsequently, normal Dulbecco’s modified Eagle’s medium supple-
mented with 10% fetal calf serum was added to plates (except the
t =0 sample, which represents the start time of the chase). At
t = 24 h, all plates were washed with ice-cold PBS. Cells were then
scraped in 10 mL ice-cold PBS and transferred to a tube to remove the
supernatant by centrifugation. Labeled cells were lysed with 1 mL
PBS supplemented with 0.5% triton X-100 and a cocktail of protease
inhibitors (complete, Mini, EDTA-free, Roche). Lysates were soni-
cated and centrifuged at 221 g for 15 min. The supernatants were used
for immunoprecipitation experiments. A total of 200 ug proteins of
each sample was incubated with anti-Cay,3; polyclonal IgG for 1 h at
room temperature (~25 °C). This polyclonal antibody was described
elsewhere (Bichet et al., 2000) but was raised against the full-length
sequence of Cayfs. Subsequently, the CayPs [gG complex was
immobilized by Protein A sepharose beads. Eluted proteins were then
loaded on a 12% SDS PAGE gel. After protein separation, the gel was
treated for 30 min with a fixation solution {(50% methanol, 10% acetic
acid) and for 30 min with a solution of 10% glycerol, before a 24-h
autoradiography exposure.

Data analysis

The data are given as mean + SEM. Statistical differences between two
means were determined by Student’s ftests (P < 0.05). Curent
Inactivation was fitted with single exponential equations of the form
A xexp( t/1) + ¢, where 4 is the initial amplitude (pA), ¢ is time
{ms), T is the time constant for mactivation and ¢ is a constant.

Results

Although important progress in the structure function relationship of
the Cayp subunits has been made recently (Richards er af., 2004),
almost nothing is known about the mechanism and determinants of
recognition for proteolytic degradation of these proteins. In this
context, PEST domains are short sequences {10 60 residues) enriched
in proline (P), glutamic/aspartic (E), serine (S) and threonine (T)

PEST motifs and neuronal Ca®* channel regulation 2313

residues found in many short-lived eukaryotic proteins that play a role
in their degradation (Rechsteiner & Rogers, 1996). Using the
PESTFIND algorithm (available at the URL http://embl bec.univie.
ac.at/toolbox/) we found one conserved (N-terminal; PEST1) and one
variable (C-terminal; PEST2) PEST sequence in the Cayf proteins. In
the rat brain Cay[; subunit, the PEST1 region comprises amino acid
residues 24 37, whereas PEST?2 consists of amino acid residues 397
411 (Fig. 1A). PEST1 scored +9.47 and PEST2 +11.52, respectively.
These findings prompted us to investigate the importance of the PEST
sequences in the susceptibility of Cayps to proteolytic degradation. It
is worth mentioning that the Cayf; subunit is the major Cayf
constituent of the Cay2.2 channel complex (Scott et al, 1996), which
plays a pivotal role in regulating neurotransmitter release and
controlling endocrine secretion.

By using a two-stage polymerase chain reaction protocol (see
Materials and methods), we first created two single (AP1 and AP2) and
one double (AP1-2) PEST domain deletion in the Cayp; sequence.
The plasmids containing the full-length sequence and the constructs
harboring the deletions were initially examined using a cell-free
transcription/translation system. All the cDNA clones directed the
synthesis in vitro of polypeptides of the expected molecular weights
(Fig. 1B). Next, the wild-type CayfB; and its three PEST-deleted
versions were expressed in HEK-293 cells and analysed by immuno-
blotting using polyclonal antibodies directed agamst a fusion protein
of the C-terminus of Cayfs (Lin ez af., 1996; Scott ef al., 1996). This
analysis revealed a single immmumoreactive protein band with a
molecular mass of ~38 kDa m microsomes from transfected cells,
which corresponds to the full-length Cavyps (Fig. 1C). The antibodies
also recognized the PEST-truncated proteins by showing shifts in the
mobility from 38 kDa down to ~30 55 kDa on 10% SDS PAGE gels
(Fig. 1C). These findings, combined with the lack of endogenous
CavyfBs subunit, make the HEK-293 cell line a good cell model to
investigate the importance of the PEST sequences in Cayf3; function.

‘We next questioned whether the PEST domains of Cayfs were
molecular substrates for in viro degradation by Ca2+—dependent
endogenous proteases. This was tested through a comparative analysis
of Ca®"-mediated proteolysis using the Cayf; mutant lacking both
PEST regions (AP1-2) and the full-length Cayf3; subunit as substrates.
Figure 2A shows that recombinant Cay 5 expressed in HEK-293 cells
was partially cleaved by endogenous protzases in the presence of
CaCly. Though significant degradation was observed, proteolysis was
not complete; this could be explained by the fact that besides Ca® no
other agent was used to induce proteolysis. In addition, endogenous
molecules that activate proteolytic activity {e.g. by reducing the Ca™*
requirement) may be lacking in the cell homogenates employed m
these assays. Hence, when Ca®" was present, the specific anti-Cay;
antibody detected additional bands that should correspond to Cayfs
fragments following the cleavage of the full-length Cayps by Ca®'-
dependent endogenous proteases. As expected, this proteolytic break-
down of CayP; was prevented by adding EDTA to the incubation
buffer used for the experiments. Unlike the full-length Cay,B; subunit,
the AP1-2 mutant was stable in the presence of Ca?* and did not
undergo proteolysis in the EDTA-containing buffer (Fig. 2A). Like-
wise, examination of gels stained with Coomassie blue provided initial
evidence that a ~58 000-Da polypeptide {presumably the Cay) is
susceptible to Ca?t/ calpain-induced proteolysis. Hence, microsomes
of HEK-293 cells expressing the Cay 5 subunit were analysed on 10%
SDS PAGE gels stained with Coomassie blue. As shown in Fig. 2B, a
20-min treatment of the microsomes with p-calpain produced a dose-
dependent change in the levels of the ~38-kDa protein in the gels. In
contrast, the levels of the ~38-kDa polypeptide were unaffected when
the Ca® chelator EDTA or the calpain inhibitor calpeptin was
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Fi. 1. Identification and deletion of the PEST-like sequences in the Ca [l subunit. (4) Schematic representation of the functional domains of Cavy i and the
putative PEST sequences. Two potential PEST regions with scores of +9.47 (residues 24 37) and +11.52 (residues 397 411} were found in the amino acid sequence
of Cay 1z when analysed with the PESTFIND software. $H3, type 3 sre-homology; GK-like, guanylate kinase domain. (B} Autoradiogram of i vitrs translated 8-
methionine-labeled wild-type (P} and FEST deletion mutants of the Caf; subunit (AP1, AP2 and AP1-2} resolved by sodium dodecy] sulfate polyncrylamide gel
electrophoresis; 5 plL of each translation reaction was mun per lane. (C} Western blot analysis of membranes from untransfected human embryonic kdney (HEK}-
293 cells ( ) or cells expressing the wild-type (B3} and CayP; PEST deletion mutants (AF1, AP2 and AP1-2}.

mncluded m the assay. These data corrcberate that the HEK-253 cell
line possesses basal calpain activity (Shimada ef al., 2005) and suggest
that the wild-type Caf3; subunit is a target of this protease.

We next sought to determine whether the PEST regions found in
Cayf3; were substrates of calpain. To this end, proteolysis experiments
of wild-type and mutant Car B3 proteins were conducted according to
a protocol described elsewhere (Shunvway er al, 1999). Briefly,
calpain activity was indirectly determined by assessing the extent of
Ca?.mduced degradation of Cax{3; AP1-2 mutant subunits compared
with the wild-type protein degradation {Fig. 2C). Inhibitors such as
EDTA and calpeptin were used in the assay to ascertain the specificity
of calpain activity. As described above, incubation with Ca®™
(750 pn) caused degradation of Cay3; which was prevented in the
presence of EDTA or calpeptin. On the other hand, examination of the
Cayfi3 AP1-2 mutant by western blot demonstrated that this protein
does not underge endogenous Ca®*/calpain-induced proteolytic
cleavage, illustrating the importance of the PEST sequences (Fig. 2C).

As a more direct test of the contributing rele of the PEST domains
as calpain substrates, we examined the proteclytic profile of the Caf;
subunit mutants in which the PEST sequences had been removed.
Cavfi; was produced by in vifro translation in the rabbit reticulocyte
lysate and then mixed with increasing concentrations of calpan in the
presence of Ca™ to activate the protease. The results ndicated that the
in vitro translated Cayf3; protein is indeed susceptible to exegenous
calpain breakdown in a dose- and Cay'-depcndant manner, Notably,
calpain concentrations of ~10 nM were sufficient to significantly
degrade the ir vifro translated Cay3; and this effect was prevented
when EDTA (consistent with the Ca™ requirement of calpain) or the
calpain inhibitor calpeptin was present. Of note, these experiments
were performed by adding exogenous calpain, I contrast to those in
which the protein was degraded showmng two additional bands (where
proteolysis was medisted by endogenous Ca™ -dependent proteases;
Fig 2A). We next questioned whether either the N- or the C-terminal

PEST domains of Cay(; were molecular determinants for the
efficiency of in vivo degradation by calpain. Recombinant Cay(3;
protens lacking amino acid residues 24-37 (AP1) and 397411
(AP1-2) expressed in HEK-293 cells were subjected to increasing
concentrations of p-calpain and probed by western blot. Although at a
concentration of 90 nM (in the presence of 750 pm Ca™), the AP1-2
mutant protems were almost completely degraded, proteolytic break-
down of these proteins seemed to be reduced in comparison to the full-
length Ca+f3; at equal concentrations of calpain (not shown). Despite
the fact that the internal concentration was unknown, we surmise that a
low concentration of the protease, in conjunction with the over-
expression of our protein, explains that the effect is only partial In
contrast, when exogenous calpan was added, the proteolysis seemed
to be more potent. These results suggest that the PEST sequences
within the Ca[3; subunit promote its degradation by p-calpain. In line
with this, when the double PEST deletion mutant protein (AF1-2) was
incubated with calpain, we detected a significant decline in proteolysis
relative to that of the single mutants. Some of the input protein still
remained following incubation with 50 nM calpain (Fig. 2D). Taken
together, these data suggest that deletion of the PEST sequences
produced Cayf3z subunits that were more resistant to cleavage by
calpain than the full-length protein and provide evidence that the
extent of proteolysis depends on the presence of the PEST sequences.

In order to exclude the possibility that the reduced proteolytic
sensitivity shown by the AP1-2 mutant may be the result of gross
structural alterations in the Cay[3; protein caused by the amino acid
deletion, we next tested whether the APEST mutated versions of
Cayf3; could directly associate with the Cayoy subunit through the
alphal mteraction domaimn, the main channel structure involved in the
Cayot;—Cayf subunit interaction. To this end, we used a GST-fusion
protem encoding a short fragment of the intracellular I-IT loop of the
Cay2.2 subunit carrying the alphal interaction domain region {G5T-
alphal mteraction domain of Ca,2.2) and compared its binding to the
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Fiti. 2. The CayP; subunit is cleaved by Ca®*-dependent proteases. (A) Recombinant Cay['; AP1-2 proteinis more stable than the wild-type Cay P to endogenous
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incubated with Ca®* (750 ubd} at 30 *C for 20 min in the absence or presence of EDTA (1.5 mn). No protechytic degradation was observed (lanes 3 4} when the
PEST-like regions were deleted (AP1-2). (B) Coomassie-stained sodium dodecyl sulfate polyvacrylamide gel electrophoresis in a 10% resolving gel using Lasmmli
buffer system Tanes: 1, contral; 2 7, microscmes from HEK 293 cells expressing the wild-type Cayf: incubated for 20 min at 30 *C with Ca™, EDTA or calpeptin
or exposed to increasing concentrations of p-calpain () Degradation of the Cay Bz subunits in the presence of Ca”" and a calpain protease inhibitor. Cay iz subunits
were incubated at 30 °C for 20 min with 750 pst Ca™", 180 nv of calpeptin or 1.5 mn EDTA. The full-length (fi;} or the double PEST deletion mutant (4P1-2) are
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doses of p-calpain as listed (in the presence of 750 ps C2*). In each case, one representative of at least two independent degradation expenments of wild-type and

mutant Cay s proteins is presented.

in vitro synthesized [ §]-B3 wild-type and mutant proteins (Fig. 3). As
can be seen, all of the [*°5]-Cay[; subunits maintained the ability to
bind the G8T-alphal mteraction doman of Ca,2.2 fusion protein,
indicating that the deletions in the PEST regions do not affect the
association of these subunits to the purified GST fusion protein.

To extend these findings, we next investigated the fimctional
repercussion of the PEST deletions in Cayf3; by electrophysiological
recording. The whole-cell mode of the patch clamp technique was
used to study the macroscopic Ba™" currents (J,) through recombinant
N-type Cay channels {composed of Cay2.2 and u,8-1) in HEK-253
cells transiently expressing wild-type Cayf31 or its mutants. Figure 4A
shows representative curent traces recorded dwring depolarizing
voltage steps to +10 mV from a holding potential of —80 mV. Control
experiments carried out using cells transfected with the wild-type

Cavf3s showed that the average cwrent density (peak cwmrent
amplitude divided by the respective valie of () was
-141 £ 24 pA/pF. Recordings performed in cells transfected with
the PEST deletions revealed an up-regulation of the macroscopic Ba™
cwrrent. As can be seen in Fig. 4B, fp, density measwred at +10 mV
was significantly increased (~60%) in cells expressing the double
PEST deletion {AP1-2). Similar results, with nearly the same level of
Jp, up-regulation, were also observed in cells expressing the single
PEST deletions (AP1 and AP2).

The above-described data are further illustrated in Fig. 4C, which
shows the Jr,, density as a function of the voltage step in transfected
cells. These cwrrent density—voltage relationships indicate that 5, is
activated at potentials positive to —20 mV and reaches its peak at
potentials close to +10 mV. The stimulatory effects of PEST deletions

& 2 & oo Vo ¥
Fi. 3. Deletion of the PEST-lke sequences did not alter the &° v & 7 & " q\%‘p o
specific binding of the mutant Cawfi; to the Cayt subumt. é\e, ‘—6\ & N é %‘\’ ,b(‘ 5;\ é’ & C;‘ é\'
Determination of Cayfs binding to the alphal interaction P ¢ S A\ X S A © M C I A O ¢
domain (ATD} of the Cay;2.2 subunit. Capacity of the
wild-type and mutant [**8]-Cay; subunits o mteract with the
fusion protein GST-ATD, 5 was assayed by sodfum dodecyl —— T — r— T — —
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis and
autoradiography. Translari;:? represents the equivalent volume
of &t vitro translation of [S8]-Cayp; used in the bindin|
it [7SHCavbs e B, B,AP1 B.AP2 B,AP1-2
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FIG. 4. Deletion of the PEST-like sequences alters whole-cell Ba>* current (75,) in HEK-293 cells. (A) Superimposed representative I, recordings obtained from
HEK-293 cells coexpressing neuronal recombinant Cay2.2/030-1 chanmels and the wild-type Cayf; subunit (control) or its PEST deletion mutants (AP1, AP2 and
AP1-2) in response to 140-ms test pulses to +10 mV from the holding potential of =80 mV. (B) Comparison of peak Iy, densities in Cay2.2/0,8-1 channels
coexpressed with wild-type Cayf3; or the PEST-deficient mutants. Data are expressed as mean +SEM and the number of recorded cells is indicated in parentheses.
Statistical significance was determined by Student’s r-test (*P < 0.05). (C) fg, density—voltage relationship averages for HEK-293 cells coexpressing neuronal
recombinant Cay2.2/028- 1 channels and the wild-type Cavfs subunit (control; ®, # = 6) or its single (AP1; O, n = 7; AP2; prey-filled circle, # = 6) and double
PEST deletion mutants (AP1-2; W, # = 7). Currents were elicited by 11 140-ms depolarizing pulses between —40 and +60 mV in 10-mV increments from a holding
potential of —80 mV. (D) Comparison of inactivation time constants (t,,y; grey-filled bar) and percentage of inactivated channels at the end of a test pulse to
+10 mV (open bars) for fy, through Cay2.2/01y8-1 channels coexpressing the wild-type Cayf; subunit or its APEST mutants. The time course of inactivation
was typically best fit with a monoexponential function. Bars represent mean + SEM values of 25 cells in each condition. *Statistically significant results (s-test;

P <005).

on current densities were observed at almost all potentials explored. between control and cells expressing the mutant subunits (Fig. 4D). It
Interestingly, we noticed that PEST deletions also altered the is worth mentioning that the use of Ba>* as the charge carrier in these
macroscopic kinetic properties. Normalized currents obtained from experiments may reduce Ca>*-dependent inactivation. Together, these
either control or cells expressing Cay,f; mutant subunits showed that results suggest that the PEST sequences may also be important for
the temporal cowse of the cumrent traces was different (Fig. 4A). determining the effects of Cayf subunits on channel voltage-
Though neither the time to peak nor the time constant for the dependent inactivation properties. Alternatively, it is also possible
activation of the current was apparently modified (data not shown), the that kinetic modifications may be induced by PEST! deletion through
time constant for the inactivation (7iy..) and the percentage of current a non-specific structural alteration of the CayPs subunit. On the
remaining after 140-ms activating pulses were significantly different other hand, the PEST? region is less likely to be involved in such a
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non-specific effect as previous studies have demonstrated that the third
variable region (V3) of the protein (where PEST? is located) may not
be necessary for inactivation (Wittemann et of., 2000; Opatowsky
et al., 2003).

Given that the deletion of the PEST sequences i Cay; resulted in
mutant proteins more resistant to calpain cleavage (Fig. 2) that
enhanced finctional expression levels of Cay channels (Fig. 4C), we
speculated that the calpain system may be responsible for the regulated
degradation of the CayP; subunit in vivo. Hence, the observed
increase In current density through Cay channels containing mutant
subunits may be the result of an increased stability of these proteins in
intact cells. If this was the case, inhibition of calpain activity in vivo
would decrease CayP; wild-type turnover enhancing the availability
of Cavyp; and promoting the trafficking of the channels to the plasma
membrane. Therefore, n order to see whether calpain degrades Cayf;
under physiological conditions, we treated the HEK-293 cell line
cultures with a specific calpain inhibitor. Traces in Fig. 5A exemplify
representative records of membrane currents through recombinant
channels of the Cay2.2/08-1 class coexpressing wild-type Cayps
obtained in untreated (control) HEK-293 cells and m cells exposed to
calpeptin (25 pM). As can be seen, there was no significant change in
whole-cell Jg, in cells treated for 3 h with the inhibitor. In contrast,
longer exposure (6 h) to calpeptin resulted in a significant increase in
Ip, density (Fig. 5B). On the other hand, there was no significant effect
on /g, density in HEK-293 cells expressing recombinant channels that
included the CaypB; PEST mutant subunits after calpeptin treatment
(Fig. 5C and D), consistent with the idea that calpan proteclysis
affects Cayps activity through the presence of PEST sequences. Taken
as a whole, the results presented above suggest that calpain may be a
physiological regulator of CayB; protein turnover.

Lastly, as mentioned earlier, our data showed that the deletion of
PEST-like sequences decreases the degradation of Cayfl; subunit
in vitro (Fig. 2); we therefore aimed to reproduce these results i vivo.
In order to determine whether the PEST region deletions affected
protein stability, half-lives of the wild-type Cayf; subunit and its
mutants were measured in metabolic pulse-chase experiments (Fig. 6).
In these experiments, HEK-293 cells transiently transfected with the
cDNA encoding the CayP; subunits were labeled for 30 min with
[**S]-methionine/cysteine and chased with unlabeled methionine and
cysteine. After 24 h of chase, proteins were immunoprecipitated with
a polyclonal anti-B; raised against the full-length Cayf3; sequence to
reveal most of the proteolytic fragments. As can be seen, the wild-type
protein was synthesized as a band with a molecular mass of ~58 kDa
which underwent progressive degradation (~85% was degraded after
24 h). This result is consistent with the idea that proteins containing
PEST sequences usually have short half-lives, and is also consistent
with our finding that CayP; may be the target of proteolytic
breakdown under physiological conditions. With the APEST mutants,
however, less degradation occurred during the 24 h of chase (~28,
~32 and 45% for AP1-2, AP1 and AP2, respectively). This finding
suggests that the elevated surface expression of the channels
containing the Cayf; mutant proteins may be related to enhanced
protein half-life.

Discussion

A number of proteins related to the metabolism or functions of
intracellular Ca®* have been reported to be substrates for calpain,
including Cay channels. Initially, the demonstration that the Cavyey
subunit was sensitive to calpain suggested a possible mechanism for
regulation of Cay channel function. In the skeletal muscle, the
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C-terminal domain of the Cayal .1 subunit is sensitive to proteolysis by
p-calpain (De Jongh et al., 1994). This proteolytic cleavage is thought
to remove a major site of phosphorylation providing a mechanism for
modifying the cAMP-dependent regulation of L-type Ca®" channels. In
addition, calpain proteolysis has been shown to affect the functional
activity of Cay channels. In patch clamp studies, Ca® currents decline
progressively due to ‘rundown’ which depends on the intracellular
Ca® concentration. This led to the proposal that Cay channels could be
degraded by a Ca®'-dependent protease. Interestingly, Ca®* current
rundown in myocytes has been shown to be accelerated by calpain and
retarded by the physiological calpain inhibitor calpastatin, suggesting
that these proteins may be involved in the regulation of channel activity
and/or turnover (Belles et al., 1988; Romanin ef al., 1991).

At first glance, the first PEST region which is highly conserved
across species and Cayf subunits appears of particular interest. The
last few amino acids of this region contribute to an alpha helix that
precedes the beta strands of the type 3 src-homology domain in several
crystal structures of Cavps, (Opatowsky et al., 2004; Van Petegem
et al, 2004). Hence, if conserved sequence mediates conserved
function, the findings for CayPs might be generalized to the entire
family of Cayp subunits. In addition, as documented in the Results,
both PEST regions showed modulatory effects on the functional
expression of neuronal recombinant Cay; channels.

In the present work, we show that calpain proteolysis may also
affect the Cay s auxiliary subunit, providing a novel mechanism for
modifying the regulation of Cay channels. As mentioned earlier, it has
been suggested that calpain may cleave proteins near regions
containing PEST sequences (Rechsteiner & Rogers, 1996). It is
proposed that these regions increase the local Ca®* concentration and,
n turn, activate calpam. Analysis of the CayPs sequence using the
PESTFIND computer program revealed two PEST-like domains in the
protein (Fig. 1A). Notably, though the presence of the PEST regions n
the sequences of the Cay/f subunits and their possible roles in subunit
degradation were suggested initially several years ago (Ruth ef al,
1989; Perez-Reyes et ai., 1992), their physiological relevance remains
virtually unexplored. It is worth mentioning that proteins containing
PEST sequences typically have short half-lives (~2 h) in intact cells
compared with most other proteins (> 24 h). In these proteins,
removal or disruption of the PEST sequence increases the half-life of
the protein whereas insertion or creation of a new PEST sequence
within a PEST sequence-free protein decreases this half-life. Interest-
ingly, it has been shown that the recombinant Cay[; subunit, when
expressed alone in a mammalian cell line, is rapidly turned over
(2 6 h) (Bogdanov et al., 2000). In contrast to our observations on the
recombinant Cayps used in this study (Fig. 6), which is consistent
with a rapid turnover of the protein, it has been noted that the half-life
of native Cayf3 subunits is about 50 h (Berrow ef al.,, 1995). Though
the reason for this discrepancy 18 unknown, it is possible that the
association of the native Cayf subunits with membrane-bound
proteins increases their stability.

It is also worth mentioning that proteclytic cleavage within a PEST
sequence may not only serve for protein degradation. In this regard, an
exciting possibility is that proteolytic cleavage of the full-length
Cayfs may result in the generation of short forms of the protein with
potential physiological actions. This is particularly important after the
identification of several novel fully functional short variants of the
Cayp; and CayP, subunits (Foell et al, 2004; Harry et al, 2004;
Cohen et al., 2005). In this context, our work might suggest that, m
addition to the splice isoforms generated through the genetically
encoded deletions of specific regions in the CayB gene, smaller
functional variants could also be formed by post-transcriptional
processing of the protein.

© The Authors (2006). Journal Compilation © Federation of European Newroscience Societies and Blackwell Publishing Ltd

European Journal of Neuwroscience, 23, 2311-2320

Annexe 1

145



Annexe 1

146



Control B, B,AP1 B,AP2 B;AP1-2

- a
Bo= | S -
§ v
L T J;
WY :
L}
; e
Chase time: 24h  24h  24h  24h

Fig. 6. The APEST mutations have an increased protein half-life. Wild-type
Cay,[; subunit and its APEST mutant half-lives were determined in HEK-293
cells 24 h afier transfection. Cells were pulse-labeled for 40 min at 37 *C with
500 pCi/pL [*°8]-L-methionine-containing media. After the pulse, radioactive
medium was replaced by complete mediun; cells were lysed after a 24-h chase
period in complete media and analysed by sodium dodecy] sulfate polvacryl-
amide gel dlecwophoresis. An immunoprecipication with a palyclonal anti-fis
Ie@ was performed to purify Cay,[i; varants and their proteolytic fragments.
Lanes: 1, control precipitation (incubation of protein A sepharose beads with
protein extracts containing [BSS]-wﬂd-lype Cafisl; 2 5, endogenous protec-
Iytic degradation of the wild-type CayP; subunit and its PEST mutations AP,
AP2 and AP1-2 after immunoprecipitation by the anti-B; IgGs.

into cells, Whilst the Caso; subunit contains inherent determinants of
mactivation, association with different Ca+3 subunits determines thewr
overall inactivation rate (Bimbaumer er al., 1998; Waker & De
Waard, 1998; Dolphin, 2003). Though the precise mechanisms of
voltage-dependent inactivation are not well understoed, it is clear that
subunit composition differentially affects the mactivation properties of
Cay channels. In general, whole-cell patch clamp swudies indicate that
coexpression of Cayfl1y, Pz, and By with Caya; subunits medifies the
inactivation rate less markedly than Cayf3; (Dolphin, 2003). Interest-
ingly, our functional studies on the effects of the PEST sequences
using Cav Py mutant subumits suggested a role for these regions in the
regulation of neurcnal N-type recombinant Cas, channel activity by
mactivation (Fig. 4D).

In response to membrane depelarization, contrel Cas channels
quickly activate and this is followed by rapid inactivation (Fig. 44). In
cantrast, the channels containing mutant Cav[3; subunits lacking the
PEST regions displayed slower mactivation kmetics, resultng m a
much smaller fraction of inactivated channels at the end of the test
pulse (Fig. 4D). In each case, the half-activation potentials closely
aligned with those observed in the presence of the wild-type Cayf;
subunit and therefore any putative effects of the mutant subunits on
mactivation kinetics would be unlikely to be due to altered voltage
dependence of activation gating. Interestingly, a variable region (V1)
found at the N-terminal of Cavf3s, comprised of a short 14-amino-acid
stretch, has recently been reperted as a aritical site for voltage-induced
mactivation {Stotz ef af., 2004). In addition, a second variable region
{V2), n combination with one of the conserved domains of the
protein, can also contribute to regulate Cay2.2 inactivation (Stotz
et al., 2004). However, the PEST1 sequence in Cay 3 is not located in
a variable region of the protem, suggesting the presence of numerous
domains in Cayf; capable of conferring rapid inactivation kinetics.

Although diverse studies with Cay[3 subunits suggest that some of
their effects on channel activity require phesphorylation (Delphin,
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2003), little is known regarding the role of this process in Cay channel
inactivation. By using the NETPHOS 2.0 software (available at the URL
http:/Awww.cbs.diu.die/services/NetPhes/) which produces predictions
for serine, threonine and tyrosine phosphorylation sites in eulcaryotic
proteins (Blom ef af., 1899), we found numerous phosphorylation sites
for protein kinases on the Cay; PEST-like sequences. Proteelysis of
Ca 3 by calpain would remove the phosphorylation consensus sites
and the potential regulation of Cay chamnel mactivation through
phosphorylation at these sites would also be abolished. Further studies
are necessary to define whether the protein kinase-mediated regulation
of the Cay[3; subunit may be directly involved in the regulation of the
Inactivation process.

The biochemical and electrophysiological studies described m the
present study show that the Cay [y auxiliary subunit is sensitive to
p-calpan digestion within its PEST-like regions and suggest that this
enzyme may play a critical role in regulating Cayfi; tunover In
addition, the results provide evidence that the Ca,f; PEST-like
sequences might be regulatory segments that influence the voltage-
dependent inactivation properties of Cay channels. Lastly, if con-
served sequence mediates conserved function, it would be interesting
to investigate whether the findings for Cay3; could be generalized to
the entire family of Cas [ subunits.
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CONCLUSIONSET PERSPECTIVES

L’analyse de la séquence de la sous-unit@£aar le logiciel PESTFIND révele
la présence de deux domaines PEST like dans laipeotLes domaines PEST sont des
séquences qui portent un signal protéolytique. &t €tes séquences augmentent la
concentration locale du €a et active par la suite la calpaine qui agit edrolysant la
protéine a proximité des séquences PEST. Dangtadéaon a présenté I'évidence de la
présence de ces séquences et leur sensibilitratizolyse par la calpaine en suggérant
un nouveau mécanisme de régulation des canauixgwascdépendants du voltage.

En fait, les protéines contenant des séquences BEBESUNne courte durée de vie
(2h) en comparant a d’autres protéines (24h). Daisee étude, on a montré que la
délétion d’une ou des deux séquences PEST inhidgmbtéolyse de la sous-unité,Sa
et allonge sa durée de vie dans les lignées celalemammaires.

Notamment, 'augmentation de I'amplitude des cotgaalciques induite par les
sous-unités G@s qui manquent les séquences PEST, dans les HEK-Q4gjere
également que ces mutants sont plus stables gaitaunité Cqfd; intacte. La délétion
des séquences PEST rend les mutants de la sogs@@fis moins accessibles a la
dégradation par la calpaine. La stabilit¢ de cetamisi permet d’assurer I'adressage
membranaire de la sous-unité ,Gan inhibant le signal de rétention imposé par le
réticulum endoplasmique et tout en augmentant tesgion des canaux calciques a la
membrane.

La calpeptine, un inhibiteur de la calpaine endegexprimée dans les cellules
HEK-293 a été utilisée afin de vérifier son effet ¢ canal N sur-exprimé (¢a2/
Ca33/Ca0,d). Effectivement, la présence de la calpeptine (Rbpour 6h) augmente
significativement l'amplitude du courant, d'un faot 2 par rapport au contrdle,
indiquant I'inhibition de la protéolyse et de lagda&dation de la sous-unité Ba

Sandoval et al (Sandoval et al., 2007) refait lamméétude, utilisant une
concentration plus forte de la calpeptine pour &ama durée, et montre un effet moins

prononceé et non significatif sur 'augmentation @hwurant . De mon point de vue, dans
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cette derniére étude, le nombre des cellules esirégs (n = 7 tandis que 16 pour notre
étude) n’est pas satisfaisant pour qu’on puissedglie les résultats sont contradictoires.

Du coté biophysique du canal, notre étude sur fedsedes séquences PEST
utilisant des sous-unités mutantes montre un leed domaines dans la régulation de la
cinétique d’inactivation des canaux ,Caeuronaux de type N. En réponse a une
dépolarisation membranaire, les canaux, Gantréles s’activent et s’inactivent
rapidement. Par contre, les canaux associés auscwsoies mutantes présentent une
cinétigue d’inactivation lente avec une fractiors @aanaux restant actifs a la fin de la
dépolarisation.

Plusieurs études suggérent I'importance de la pglwgfation des sous-unités
Ca sur la régulation des G&n utilisant le programme (NETPHOS2.0) de prigoiic
des sites de phosphorylation, plusieurs sites aesptorylation par la protéine kinase
sont identifiés dans les séquences PEST de lawsoi#sCaf3;. La protéolyse de la sous-
unité CgPspar la calpaine pourrait €liminer les sites conseule phosphorylation, et par
conséquence toucher les cinétiques d’inactivationcanal associées a ces sites. Des
études supplémentaires sont nécessaires afin deiredétimplication de la
phosphorylation des sous-unités,Egar la protéine kinase dans la régulation des
cinétiques d’inactivation.

Dans ce contexte, le clivage protéolytiqgue paralipaine pourrait non seulement
servir a la dégradation totale de la protéine raassi a la génération de petites formes de
la sous-unité Gz avec des fonctions physiologiques potentielles eaplidentification
des petits isoformes des sous-unitéspcat Cqf, codés génétiqguement, notre étude
suggere que des petits variants fonctionnels péwaessi étre générés par des processus
post-transcriptionnels propre a la protéine.

En fait, la premiere séquence PEST sur la soug-uBgps; est hautement
conservée parmi toutes les sous-unitef3C@eci parait d’'une importance particuliéere si
ca pourrait étre généralisé a toute la familleCa$.

L’expérience de co-précipitation montre que la sanigé¢ Cqf3; interagit mieux
avec le canal, que les trois mutants PEST. Prolvevie la délétion des séquences PEST

toucherait la structure de la sous-unit§ffgaainsi que son interaction avec le canal,
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sachant que les mutants peuvent interagir avecaf@alcet moduler ses propriétés
biophysiques.

Les études biochimiques et électrophysiologiquesritds dans ce papier
présentent I'évidence de la sensibilité des donsalPEST de la sous-unité auxiliaire
Caf3; a la digestion par la calpaine et suggérent unadlique de cette enzyme dans la
dégradation de la QBs. D’autant plus, les résultats montrent que les alnes PEST
sont probablement des séquences régulatricesftyuenicent les propriétés d’'inactivation

des canaux Ga
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Abstract Direct regulation of N-type calcium channels by
G-proteins is essential to control neuronal excitability and
neurotransmitter release. Binding of the Gg, dimer directly
onto the channel is characterized by a marked current
inhibition (“ON” effect), whereas the pore opening- and
time-dependent dissociation of this complex from the
channel produce a characteristic set of biophysical mod-
ifications (“OFF” effects). Although G-protein dissociation
is linked to channel opening, the contribution of channel
inactivation to G-protein regulation has been poorly
studied. Here, the role of channel inactivation was assessed
by examining time-dependent G-protein de-inhibition of
Ca,2.2 channels in the presence of various inactivation-
altering ( subunit constructs. G-protein activation was
produced via p-opioid receptor activation using the
DAMGO agonist. Whereas the “ON” effect of G-protein
regulation is independent of the type of P subunit, the
“OFF” effects were critically affected by channel inactiva-
tion. Channel inactivation acts as a synergistic factor to
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channel activation for the speed of G-protein dissociation.
However, fast inactivating channels also reduce the tempo-
ral window of opportunity for G-protein dissociation,
resulting in a reduced extent of current recovery, whereas
slow inactivating channels undergo a far more complete
recovery from inhibition. Taken together, these results
provide novel insights on the role of channel inactivation
in N-type channel regulation by G-proteins and contribute
to the understanding of the physiological consequence of
channel inactivation in the modulation of synaptic activity
by G-protein coupled receptors.

Keywords N-type calcium channel - Ca,2.2 subunit -
G-protein - G-protein coupled receptor -
p-opioid receptor - inactivation - 3 subunit

Abbreviations
GI G-protein inhibition
GPCR G-protein coupled receptor

DAMGO  (p-Ala® Me-Phe* glycinol®)-enkephalin
rMOR rat p-opioid receptor

PCR polymerase chain reaction

RI recovery from inhibition

NS non-statistically significant
Introduction

Voltage-dependent N-type calcium channels play a crucial
role in neurotransmitter release at the central and peripheral
synapse [3, 47]. Several subtypes of N-type channels,
which differ in their inactivation properties either because
of differences in subunit composition [43] or because they
represent splice variants [5, 28], are known to exist. N-type
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channels are strongly regulated by G-protein coupled
receptors (GPCR) [4, 18, 25, 29, 30]. Direct regulation by
G-proteins involves the binding of the Gg, dimer [22, 27]
on various structural determinants of Ca,2.2, the pore-
forming subunit of N-type channels [1, 11, 15, 23, 34, 38,
44, 53]. This regulation is characterized by typical
biophysical modifications of channel properties [16],
including (1) a marked current inhibition [7, 51], (2) a
slowing of activation kinetics [30], (3) a depolarizing shift
of the voltage-dependence of activation [4], (4) a current
facilitation after prepulse depolarization [26, 42], and (5) a
modification of inactivation kinetics [52]. Current inhibi-
tion has been attributed to Gg, binding onto the channel
(“ON” effect), whereas all other channel modifications are a
consequence of a variable time-dependent dissociation of
Gg, from the channel (“OFF” effects) [49]. Although the
dissociation of Gg, was previously described as voltage-
dependent [17], it was then suggested that channel opening
after membrane depolarization was more likely responsible
for the removal of Gg, [35]. More recently, we have shown
that the voltage-dependence of the time constant of Gg,
dissociation was directly correlated to the voltage-depen-
dence of channel activation suggesting that G, dissociation
is in fact intrinsically voltage-independent [49].

Although Gg, dissociation, and the resultant characteris-
tic biophysical changes associated with it, has been
correlated with channel activation, the contribution of
channel inactivation in G-protein regulation has been barely
studied. Evidence that such a link may exist has emerged
from a pioneering study from the group of Prof. Catterall
[23] in which it was demonstrated that mutations of the (3-
subunit binding domain of Ca,2.1, known to affect
inactivation, also modifies G-protein modulation. A slower
inactivating channel, in which the Arg residue of the
QQIER motif of this domain was substituted by Glu,
enhanced the prepulse facilitation suggesting that the extent
of G-protein dissociation was enhanced. However, estab-
lishing a specific relationship between channel inactivation
and G-protein regulation with mutants of such a motif is
rendered difficult because this motif is also a Gg,-binding
determinant [15, 23, 53]. Indeed, mutations of this motif are
expected to decrease the affinity of G-proteins for the
channel and, hence, may facilitate G-protein dissociation.
Differences in G-protein regulation of Ca,2.2 channels have
also been reported if the channel is associated to 3 subunit
that induces different inactivation kinetics [12, 20, 31].
However, a formal link between channel inactivation and
G-protein regulation was not established in any of these
studies.

In this study, we analyzed how modifying channel
inactivation kinetics could affect the parameters of G-
protein dissociation (time constant and extent of dissocia-
tion). We used a method of analysis that was recently
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developed on N-type channels for extracting all parameters
of G-protein regulation at regular potential values, inde-
pendently of the use of prepulse depolarizations [48]. The
objective was to perform a study in which the structural
properties of the pore-forming subunit would remain
unaltered to keep the known G-protein binding determi-
nants of the channel functionally intact. Structural ana-
logues of 3 subunits, known or expected to modify channel
inactivation properties, were used [14, 32, 40]. It is
concluded that fast inactivation accelerates G-protein
dissociation from the channel, whereas slow inactivation
slows down the process. However, channel inactivation also
reduces the temporal window of opportunity in which G-
protein dissociation can be observed. Far less recovery is
observed for channels that undergo fast inactivation,
whereas slow inactivating channels display almost com-
plete G-protein dissociation. With regard to the landmark
effects of G-protein regulation, it is concluded that the
“ON” effect (extent of G-protein inhibition) is independent
of the type of inactivation provided by  subunits, whereas
all “OFF” effects (slowing of activation and inactivation
kinetics, shift of the voltage-dependence of activation) are
largely influenced by the kinetics of channel inactivation
induced by the R constructs. These results better explain the
major differences that can be observed in the regulation of
functionally distinct N-type channels. Furthermore, they
provide an insight of the potential influence of channel
inactivation in modulating G-protein regulation of N-type
channels at the synaptic level.

Materials and methods
Materials

The c¢cDNAs used in this study were rabbit Ca,2.2
(GenBank accession number D14157), rat By, (X61394),
rat 3, (M80545), rat B3 (M88751), rat B4 (L02315), and
rat p-opioid receptor (rtMOR, provided by Dr. Charnet).
(p-Ala?,Me-Phe* glycinol’)-enkephalin (DAMGO) was
from Bachem (Bubendorf, Germany).

Molecular biology

The CD8—f;, chimera was generated by polymerase chain
reaction (PCR) amplification of the full-length B, using
oligonucleotide primers 5'-CGCGGATCCGTCCAGAA
GAGCGGCATGTCCCGGGGCCCTTACCCA-3’ (forward)
and 5'-ACGTGAATTCGCGGATGTAGACGCC
TTGTCCCCAGCCCTCCAG-3’ (reverse), and the PCR
product was subcloned into the BamHI and EcoRI sites of
the pcDNA3-CD8-BARK-myc vector after removing the
RARK insert (vector generously provided by D. Lang,
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Geneva University, Geneva, Switzerland). The truncated N-
terminal 3y, construct (S, an, coding for amino acid
residues 58 to 597) was performed as described above using
the primers 5'-CGCGGATCCACCATGGGCTCAGCA
GAGTCCTACACGAGCCGGCCGTCAGAC-3' (forward)
and 5'-CGGGGTACCGCGGATGTAGACGCCTTGTCCC
CAGCCCTCCAGCTC-3’ (reverse), and the PCR product
was subcloned into the Kpnl and BamHI sites of the
pcDNA3.1(-) vector (Invitrogen). The truncated N-terminal
3 construct (85 AN, coding for amino acid residues 16 to
484) was performed using the primers 5'-CGCGGATCCAC
CATGGGTTCAGCCGACTCCTACACCAGC
CGCCCCTCTCTGGAC-3’ (forward) and 5'-CGGGG
TACCGTAGCTGTCTTTAGGCCAAGGCCGG
TTACGCTGCCAGTT-3’ (reverse), and the PCR product
was subcloned into the Kpnl and BamHI sites of the
pcDNA3.1(—) vector.

Transient expression in Xenopus oocytes

Stage V and VI oocytes were surgically removed from
anesthetized adult Xenopus laevis and treated for 2-3 h
with 2 mg/ml collagenase type 1A (Sigma). Injection into
the cytoplasm of cells was performed with 46 nl of various
cRNA mixture in vitro transcribed using the SP6 or T7 m
Message mMachine Kit (Ambion, Cambridgeshire, UK;
0.3 pg/ul Ca,2.2+0.3 pg/pl p-opioid receptor+0.1 pg/pl of
one of the different calcium channel 3 constructs). Cells
were incubated at 19°C in defined nutrient oocyte medium
as described [19].

Electrophysiological recording

After incubation for 2—4 days, macroscopic currents were
recorded at room temperature (22-24°C) using a two-
electrode voltage-clamp in a bathing medium containing (in
millimolar): Ba(OH), 40, NaOH 50, KC1 3, HEPES 10,
niflumic acid 0.5, pH 7.4 with methanesulfonic acid.
Electrodes filled with (in millimolar) KCI 140, EGTA 10,
and HEPES 10 (pH 7.2) had resistances between 0.5 and
1 MQ. Macroscopic currents were recorded using Digidata
1322A and GeneClamp 500B amplifier (Axon Instruments,
Union City, CA). Acquisition and analyses were performed
using the pClamp 8 software (Axon Instruments). Record-
ings were filtered at 2 kHz. Leak current subtraction was
performed on-line by a P/4 procedure. DAMGO was applied
at 10 uM by superfusion of the cells at 1 ml/min. All
recordings were performed within 1 min after DAMGO
produced maximal current inhibition. We observed that this
procedure fully minimized voltage-independent G-protein
regulation that took place later, about 5—-10 min after
DAMGO application (data not shown). Hence, the inhibition
by DAMGO was fully reversible as assessed by washout

experiments. Also, no rundown was observed during the
time course of these experiments. Cells that presented signs
of prepulse facilitation before p-opioid receptor activation
(tonic inhibition) were discarded from the analyses.

Analyses of the parameters of G-protein regulation

The method used to extract all biophysical parameters of G-
protein regulation (GI;,, the initial extent of G-protein
inhibition before the start of depolarization, 7, the time
constant of G-protein unbinding from the channel, and RI,
the extent of recovery from inhibition at the end of a
500-ms test pulse, unless specified in the text) were
described elsewhere [48]. The key steps required to extract
these parameters are briefly summarized in Fig. 1. This
method is analogous to the method that relies on the use of
prepulses but avoids many of the pitfalls of the latter (use of
an interpulse potential that favors G-protein re-association,
differences in the rate of channel inactivation between
control and G-protein regulated channels, and facilitation
that occurs during the control test pulse) [48].

Mathematical and statistical analyses

Current—voltage relationships (I/V) were fitted with the
modified Boltzmann equation Ijy) = (Gmax X (V — E))/
(1+exp (—=(V = Vi) /k)) where Ix, represents the
maximal current amplitude in response to a depolarization
at the potential ¥, Gpax 1s the maximal conductance, E is the
inversion potential of the Ba®", and & is a slope factor. All
data are given as mean+SEM for » number observations and
statistical significance (p) was calculated using Student’s
t test. Statistical significance for scatter plot analysis was
performed using the Spearman rank order correlation test.

Results

N-type current inhibition by G-proteins is independent
of the B subunit species

G-protein inhibition is generally studied through the
measurement of the peak currents. However, this approach
does not take into account the fact that, at the time to peak,
a considerable proportion of G-proteins has already
dissociated from the channel during depolarization. To
better estimate the real extent of N-type current inhibition
by G-proteins, we used the technical approach described in
Fig. 1 to measure GI,,, the maximum extent of G-protein
inhibition before the start of the G-protein unbinding
process. Representative current inhibition and kinetic
alterations are shown for Ca,2.2 channels co-expressed
with the By, B2a, B3, O B4 subunit (Fig. 2a, top panel) and
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the corresponding GI,, values were quantified (Fig. 2a,
bottom panel). The  subunits did not alter significantly the
maximum extents of inhibition that ranged between 59.2+
1.4% (Cay2.2/p,, channels, n=25) and 62.4+£1.8%
(Ca,2.2/B 1y, channels, n=25; Fig. 2b). In the following part
of this study, three other 3 subunit constructs have been co-
expressed with Ca,2.2, B, an> CD8—B1p, and 3 Ay As for
the wild-type B isoforms, GI;, varied not significantly (p>
0.05) between 58.4+1.8% (B, an> #=9) and 63.5+1.3%
(CD8—B 1p, n=10).

The two parameters that are relevant for the “OFF”
effects, 7 (the time constant of G-protein unbinding from
the channel), and RI (the extent of current recovery from
G-protein inhibition after a 500-ms depolarization) will be
used to investigate the role of N-type channel inactivation
in G-protein regulation. GI, is not a time-dependent
parameter and cannot be influenced by the time course of
inactivation.

Current recovery from G-protein inhibition is altered when
the inactivation kinetics of Ca,2.2 channels are modulated
by  subunits

Auxiliary p subunits are known to influence the inactiva-
tion kinetics of Ca,2.2 channels with a rank order of
potency, from the fastest to the slowest, of B3=>PR4>PBp
>>03,. [45]. Representative control current traces at 10 mV
for Ca,2.2 channels co-expressed with each type of P
subunit are shown in Fig. 3a (left panel). As expected from
former reports, the (3 subunit produces the fastest
inactivation, whereas [3,, induced the slowest inactivation.
The B, and PB4 subunits induce intermediate inactivation
kinetics. In agreement with previous reports [12, 20], B
subunits markedly affect G-protein regulation. Here, we
investigated how channel inactivation affects the kinetics of
G-protein departure from the channel and the extent RI.
The time constants 7 of G-protein dissociation were
extracted from the /G proteins unbinding traces for each com-
bination of channels (Fig. 3a, middle panel), whereas RI
was calculated as the extent of dissociation by comparing
the current levels of IDAMGO: IDAMGO wo unbindings and
Icontror after 500 ms of depolarization (Fig. 3a, right panel).
The data show that both 7 and RI values are differentially
affected by the kinetics of channel inactivation. Average
parameters are reported in Fig. 3b (for 7) and Fig. 3c (for
RI). The time constant 7 of recovery from G-protein
inhibition is 2.9-fold faster for the fastest inactivating
channel (Ca,2.2/B3, 37.5+3.3 ms, n=13) than the slowest
inactivating channel (Ca,2.2/B,,, 107.8£2.7 ms, n=22).
Interestingly, the rank order for the speed of recovery from
G-protein inhibition (B3=>P4>P1,>>P2a) is similar to that
observed for inactivation kinetics. Indeed, Student’s ¢ tests
demonstrate that differences between [ subunits are all
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highly statistically significant (p<0.001) except between
5 and P4 were the difference is less pronounced (p <0.05;
Fig. 3b). Thus, it is concluded that the speed of channel
inactivation imposed by each type of 3 subunit impacts the
time constant of recovery from G-protein inhibition.
Channel inactivation appears as a “synergistic factor” to
channel activation [49] for the speed of G-protein dissoci-
ation. Next, the effects of 3 subunits were investigated on
RI values (Fig. 3c). Two of the 3 subunits (33 and B4) have
closely related RI values (56.9+£1.8% (n=21) vs 56.8+
1.2% (n=34)). In contrast, 3, and 3,, statistically decrease
(45.0+1.3%, n=24) and increase (96.1+1.4%, n=29) RI
values, respectively. From these data, it is clear that faster
recovery from inhibition is not necessarily associated with
an elevated RI wvalue. Although channel inactivation
accelerates the kinetics of G-protein dissociation from the
channel, it also reduces the time window in which the
process can be completed. In these data, a relationship
seems to exist between channel inactivation conferred by
subunits and G-protein dissociation. However, it is unclear
whether this link is only due to the kinetics of inactivation
conferred by 3 subunits or also to differences in molecular
identities. In order to precisely assess this first observation,
we examined how structural modifications of individual
subunits, known to alter channel inactivation, affect the
recovery parameters from G-protein inhibition.

Deletion of a B subunit determinant important for fast
inactivation alters recovery from G-protein inhibition

Important determinants for the control of inactivation rate
have been identified in the past on B subunits [32, 37].
Deletion of the amino terminus of 3 subunits is known to
slow down channel inactivation [14]. According to the data
of Fig. 3, slowing of inactivation should increase both the
time constant 7 of recovery from G-protein inhibition and
the extent of RI. Figure 4ab illustrates the extent of
slowing in inactivation kinetics of Ca,2.2/3;, channels
when the first 57 amino acids of B, subunit at the N-
terminus are deleted (8;, ay)- The amount of inactivation at
the end of a 500-ms depolarization at 10 mV shows a 2.2-
fold decrease from 58.4+1.6% (n=22) to 26.2+2.3% (n=
10; Fig. 4b). Representative traces of DAMGO regulation
of Ca,2.2/p 1, and Ca,2.2/53,, an currents demonstrate that
the deletion of the N terminus of (3, produces a significant
modification in G-protein regulation (Fig. 4c, left panel).
Notably, DAMGO-inhibited Ca,2.2/3,, oy currents dis-
play much slower activation kinetics (quantified in Fig. 8c).
The analysis of the time course of /G proteins unbinding traces
in the presence of truncated P, reveals a slower time
course (Fig. 4c, middle panel). Also, the deletion of the N
terminus of B, leads to an increased recovery from G-
protein inhibition (Fig. 4c, right panel). Statistical analyses
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Fig. 1 Illustration of steps leading to the determination of the
biophysical parameters of N-type currents regulation by G-proteins
according to [48]. a Representative Ca,2.2/33 current traces elicited at
10 mV for control (Iconwol)) and DAMGO (Ipamco) conditions.
b Subtracting Ipamco from Ieongor results in Iy (blue trace), the
evolution of the lost current under G-protein activation. Iconeo; and
It o are then extrapolated to /=0 ms (the start of the depolarization) by
fitting traces (red dashed lines) with a single and double exponential,
respectively, to determine Gl,, the maximal extent of G-protein
inhibition. ¢ IpaMGo without unbinding (IpaMGO wo unbinding> blue trace)
represents an estimate of the amount of control current that is present
in Ipamgo and is obtained by the following equation:
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dissociation from the channel. f The percentage of recovery from
G-protein inhibition (R/, in red) at the end of 500 ms pulse is measured
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100. Arrows indicate the start of the depolarization
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Fig. 2 Maximal G-protein inhibition of N-type currents is independent
of the type of B subunits. a Representative current traces elicited at
10 mV before (Icongo) and under 10 uM DAMGO application (Ipamco)
for Ca,2.2 channels co-expressed with the By, P2a B3, OF B4 subunit
(top panel). Corresponding traces allowing the measurement of the
maximal DAMGO inhibition at the start of the depolarization
(GI,,) are also shown for each experimental condition (bottom panel).
Iconwor and Ip g (obtained by subtracting /pamco from Jeongol) Were

show a significant increase in the time constant 7 of
recovery (2.0-fold) from 60.0+£2.0 ms (n=24) to 118.6%
2.5 ms (n=10; Fig. 4d) and an increase in the RI values
(1.8-fold) from 45.0+1.3% (n=24) to 79.6+2.5% (n=9) by
the deletion of the N terminus of 3y, (Fig. 4e).

To confirm that these effects are independent of the
nature of the 3 subunit involved, similar experiments were
conducted with a 15-amino acid N-terminal truncated (5
subunit B; An. As for S, an» B3 an produces a slowing of
channel inactivation kinetics. After 500 ms at 10 mV,
Ca,2.2/B3 channels inactivate by 68.9+1.7% (n=21)
compared to 41.1+1.1% (n=10) for Ca,2.2/3; Ay channels
(Fig. 5a,b). As expected, DAMGO inhibition of
Ca,2.2/3; oy channels produces currents with slower
activation and inactivation kinetics than Ca,2.2/p33 channels
(shift of the time to peak of the current from 20.7+2.5 ms
with B3 (n=21) to 77.0+7.6 ms with 3; oy (n=10); Fig. Sc,
left panel). Moreover, the time course of IG_proteins unbinding
was slowed down with the N-terminal truncation of P;
(Fig. 5c, middle panel), and the recovery from inhibition
was enhanced (Fig. Sc, right panel). Quantification of these
effects reveals a statistically significant slowing (1.8-fold)
of the time constant of recovery 7 from G-protein inhibition
from 37.5£3.3 ms (n=13) to 67.4+4.5 ms (n=10; see
Fig. 5d) and an increase of RI values (1.2-fold) from 56.9+
1.8% (n=21) to 66.9+2.1% (n=10; see Fig. Se). However,
the time constant of recovery in the presence of f; Ay
remains fast compared to the inactivation kinetics, which
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fitted by a mono- and a double exponential, respectively (red dashed
lines), to better estimate the maximal extent of DAMGO-inhibited
current before the start of the depolarization (Gly)). The red double
arrow indicates the extent the DAMGO-inhibited current at /=0 ms.
Traces were normalized at the maximal value of Iconyo at =0 ms to
easily compare the extent of current inhibition. b Block diagram
representation of Gl for each experimental condition. Data are
expressed as mean+=SEM (in red) for n studied cells

may explain the lower increase in RI values compared to
what has been measured with S, Aon- Also, the starting
value of RI is high for B3 (56.9%) compared to By
(45.0%), which limits the possibility of increase.

Slowing of channel inactivation by membrane anchoring
of B subunit also alters the properties of recovery
from G-protein inhibition

Another approach to modulate channel inactivation is to
modify the docking of the PR subunits to the plasma
membrane [13, 40]. For that purpose, we expressed a
membrane-inserted CD8 linked to the (;, subunit
(CD8—PRp) along with Ca,2.2. As shown in earlier studies
using the same strategy but with a different 3 subunit [2,
40], membrane anchoring of the [y, subunit significantly
slows down the inactivation kinetics (Fig. 6a). Indeed,
inactivation was reduced by 1.5-fold from 58.4+1.6% (n=
22) to 38.1£1.8% (n=10; see Fig. 6b). Membrane
anchoring of P, via CD§ slowed down the DAMGO-
inhibited current activation kinetics (Fig. 6c, left panel).
Under DAMGO inhibition, a greater shift of the time to
peak of the current was observed for CD8—f3;, than for By
(from 57.0+£4.1 ms with B, (n=12) to 168.8+£7.0 ms with
CD8-R, (n=10)). Also, recovery from inhibition was
slowed 1.9-fold from 60.0+£2.0 ms (n=24) to 112.3+5.4 ms
(n=38; Fig. 6d), whereas RI increased 1.3-fold from 45.0+
1.3% (n=24) to 58.0£1.9% (n=9; see Fig. 6¢).
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Fig. 3 Influence of B subunits a
on the recovery of N-type chan-
nel inhibition by G-proteins.
a Representative current traces
before (/conwor) and during ap-
plication of 10 uM DAMGO
(]DAMGO) are shown at 10 mV
for Ca,2.2 channels expressed
with B1a, B2as B3, OF 34 subunit
(left panel). Corresponding
IG-protein unbinding traces are
shown for each condition (mid-
dle panel) and were fitted by a
mono-exponential decrease (red
dashed line) to determine the
time constant 7 of G- i B2
protein I
unbinding from the channel. The
arrow indicates the start of the
depolarization. Traces were nor-
malized to better compare ki-
netics. Traces that allowed the
measurement of RI values (in
red) are also shown for each
condition (right panel). b Box
plot representation of the time
constant 7 of G-protein unbind-
ing as a function of the type of
subunit co-expressed with
Ca,2.2 channels. The number of
cells studied is indicated in
parentheses. ¢ Block diagram
representation of RI values +B
measured after 500 ms depolar- %
ization as a function of the type
of the 3 subunit expressed with
Ca,2.2 channels. Data are
expressed as mean+SEM (in
red) for n studied cells. Statisti-
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Inactivation limits the maximum observable recovery
from G-protein inhibition

As demonstrated above, inactivation influences both the time
constant of recovery and the maximal observable recovery
from inhibition. To study the effect of channel inactivation on
the maximum recovery from inhibition independently of the
time constant of recovery, we compared RI values and
inactivation at a fixed time constant of recovery. The time
constant of recovery from inhibition shows a voltage

dependence similar to that of channel opening [49]. An
example of this voltage dependence is illustrated in Fig. 7a
(left panel) for Ca,2.2/B;, channels. A plot of the time
constant of recovery as a function of membrane depolariza-
tion indicates a great extent of variation in 7 values (Fig. 7a,
middle panel). This voltage dependency of 7 values was
observed for all channel combinations (data not shown). We
then chose to impose the 7 value to 50+5 ms for all
expressed channel combinations by selecting the appropriate
recordings from the set of traces obtained at various test
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Fig. 4 Slowing of inactivation a

kinetics by N-terminal truncated 10 mvV

o

B1p subunit modifies the recov-
ery of N-type current inhibition
by G-proteins. a Representative
current elicited by a step depo-
larization at 10 mV for Ca,2.2
channels co-expressed with the
wild-type 31, subunit or with the
N-terminal truncated subunit.
Current traces were normalized
to facilitate comparison of the
kinetics and extent of inactiva-
tion. b Block diagram represen-
tation of the extent of inactivated
current after 500 ms depolariza-
tion. ¢ Representative current c
traces before (/congor) and during
application of 10 uM DAMGO
(Ipamco) are shown at 10 mV
for Ca,2.2 channels co-expressed
with the wild-type (3, subunit or
with the truncated subunit (eff
panel). Corresponding normal-
ized IG-protein unbinding traces fitted
by a mono-exponential decrease
(red dashed line) are shown for
each condition (middle panel).
The arrow indicates the start of
the depolarization. The black
dotted line represents the Ca,2.2/
31p channel condition shown for
comparison. Corresponding
traces, which allowed the mea-
sure of RI values (in red), are
also shown for each experimental
condition (right panel). d Box
plot representation of time con- 150 ~ -
stants 7 of recovery from G- ]
protein inhibition at 10 mV for
each experimental condition.

e Block diagram representation
of RI values after 500 ms depo-
larization at 10 mV for each
experimental condition. Data are
expressed as mean+SEM (in red)
for n studied cells. Statistical 50
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potentials (Fig. 7a, right panel). This 7 value was chosen
because it allows the incorporation of a large number of
recordings in the analysis. Also, with a 7 of 50 ms, the RI
value at 500 ms after depolarization has reached saturation
(95% of recovery after 150 ms of depolarization). For traces
that underwent a recovery from inhibition with a 7 value of
50+5 ms, we measured the extent of RI and of inactivation,
both at 500 ms. Representative examples for different
channel combinations (Ca,2.2 along with either B,,, B4, or
1 from the slowest to the fastest inactivation) are shown in
Fig. 7b (left panel) where the RI values and the extent of
inactivation (right panel) are measured in each experi-
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mental condition. Figure 7c shows the negative correlation
existing between the extent of maximum recovery from
inhibition and the extent of inactivation (statistically
significant at p<0.001, n=62). These results demonstrate
that the only restriction to observe a complete current
recovery from G-protein inhibition is the inactivation
process. Indeed, channels that have almost no inactivation
(Ca,2.2 / B,,) show a complete recovery from inhibition.
The curve predicts that, for completely non-inactivating
channels, 100% of the current would recover from
inhibition. These results confirm that the experimental
protocol used herein to minimize voltage-independent
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Fig. 5 Slower inactivation ki- a
netics induced by N-terminal

truncated B3 subunit also modi- 10 mv

fies recovery of N-type current
inhibition by G-proteins.
Legends as in Fig. 4 but for cells
expressing Ca,2.2 channels in
combination with the wild-type
33 subunit or with the N-termi-
nal truncated subunit. Data are
expressed as mean£SEM (in
red) for n studied cells. Statisti-
cal t test: two asterisks denote
p=0.01, while three asterisks
denote p<0.001
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inhibition was fully functional. Conversely, channels that
present the most inactivation present the smallest amount
of recovery from inhibition.

Differences in calcium channel inactivation generate drastic
differences in the biophysical characteristics of G-protein
regulation

Since recovery from G-protein inhibition induces an
apparent slowing of activation and inactivation kinetics,
and shifts the voltage dependence of activation towards
depolarized values [49], differences in channel inactivation
that affect the recovery process should also affect the

BS AN

BS AN

biophysical effects of G-proteins on N-type channels.
Calcium currents are generally measured at peak ampli-
tudes. The consequences of this protocol are shown for
Ca,2.2/B1p and Ca,2.2/3,, Ay channels that present differ-
ent inactivation kinetics (Fig. 8a,b). Several observations
can be raised. First, it is observed that the slowing of the
Ca,2.2 inactivation induced by truncating the N terminus of
P1p 1s responsible for a drastic slowing of activation
kinetics under DAMGO application. This effect is most
pronounced at low potential values and is significantly
reduced at high potential values. These effects are quanti-
fied in Fig. 8c. For instance, at 0 mV, the average shift of
the time to peak for Ca,2.2/8;, an channels (307.7+
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Fig. 6 Slowing of inactivation a
kinetics by membrane anchoring

of B}, subunit modifies recovery 10 mv

of N-type current inhibition by
G-proteins. Legends as in Fig. 4
but for cells expressing Ca,2.2
channels in combination with
the wild-type 1, subunit or
with the membrane-linked CD8
—Pp subunit. Data are
expressed as mean+SEM (in
red) for n studied cells. Statisti-
cal ¢ test: three asterisks denote
p=<0.001
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9.0 ms, n=10) is, on average, 9.2-fold greater than that
observed for Ca,2.2/B, channels (33.4+5.2 ms, n=19;
Fig. 8c). Differences in slowing of activation kinetics,
triggered by the two [ subunits, remain statistically
significant for potential values up to 30 mV. Above
30 mV, the convergence of both curves can be explained
by the fact that recovery from G-protein inhibition becomes
too rapid to be influenced by changes in inactivation
kinetics. Second, at the time points of the peak of the
current, slowing of inactivation by the N-terminal trunca-
tion of B}, induces (1) a hyperpolarizing shift of the voltage
dependence of Rlpe, values, and (2) an increase in Rlpe,i
values for potentials equal or below 30 mV (Fig. 8d). Since
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RI,cac values represent a voltage-dependent gain of current
that is added to the unblocked fraction of control currents
under G-protein regulation, they apparently modify the
voltage dependence of channel activation (//V curves) and
reduce the level of DAMGO inhibition [49]. For the
Ca,2.2/P 1, channels, the average half-activation potential
values were significantly shifted by 6.4 £ 0.9 mV (n=13)
under DAMGQO inhibition, whereas for the Ca,2.2/3,, an
channels, a nonsignificant shift by 1.9+0.5 mV (n=10) was
determined (Fig. 8e,f). This difference in behavior can
readily be explained by the voltage dependence of Rl,cax
values. In the case of Ca,2.2/B;,, the maximal Rl,ec.
occurs at 30 mV (Fig. 8d), a depolarizing shift of 20 mV
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Fig. 7 The extent of N-type channel inactivation correlates with the
extent of current recovery from G-protein inhibition. a An example of
the influence of membrane potential values on the time constant 7 of
current recovery from G-protein inhibition is shown for Ca,2.2/3
channels. Normalized /G.protein unbinding traces fitted by a mono-
exponential decrease (red dashed line) are shown for a range of
potentials from 0 to +40 mV (left panel). The arrow indicates the
start of the depolarization. Traces were superimposed to facilitate
kinetic comparisons. Corresponding voltage-dependence of the time
constant 7 of current recovery from G-protein inhibition (n=13) is
shown (middle panel). Data are expressed as mean+SEM (in red)
and were fitted with a sigmoid function. Scheme illustrating
normalized /G_protein unbinding trace fOr @ defined time constant 7 of
50+5 ms (red and black lines, respectively; right panel). The gray
area represents the accepted variation in 7 values (+10%) for the
incorporation of current traces in our subsequent analyses. The arrow

compared to control Ca,2.2/f;, currents, which is respon-
sible for the depolarizing shift of the //V curve under
DAMGO inhibition (Fig. 8e). Conversely, for
Ca,2.2/B3, an» the maximal Rl value is observed at
10 mV (Fig. 8d), which is =5 mV hyperpolarized to the
control Ca,2.2/3, oy peak currents and, therefore, influ-
ences far less the //V curve under DAMGO inhibition
(Fig. 8f). Finally, it should be noted that with a slowing of
inactivation kinetics, the resultant increase in Rljc. values

(=]

0 20 40 60 80 10C
Inactivation (%)

indicates the virtual start of the depolarization. b Representative
normalized current traces before (Icono1) and under 10 pM DAMGO
application (/pamco) for Ca,2.2 expressed in combination with (3,,,
B4, Or Byp subunit at +20, +10, and +10 mV, respectively (left panel).
Traces were selected on the basis of the measured recovery G-protein
inhibition time constant 7 (between 45 and 55 ms). Corresponding
traces allowing the measurement of RI values (in red) after a 500-ms
depolarization (right panel). The gray area represents the extent of
current inactivation during a 500-ms depolarization. ¢ Scattered plot
representation of RI values after a 500-ms depolarization as a
function of the extent of inactivation. Values are shown for various
Ca,2.2/p combinations (n=62) showing a time constant 7 of recovery
from G-protein inhibition of 50+5 ms independently of the test
potential. Fitting these values by a linear curve provided a linear
regression coefficient of —0.768, which is statistically significant at p
<0.001 (Spearman rank order correlation test)

(Fig. 8d, for potentials below 40 mV) produces an apparent
reduction in DAMGO inhibition that is clearly evident
when one compares the effect of DAMGO on //V curves of
Ca,2.2/B1p and Ca,2.2/8}, an (Fig. 8e,f).

In conclusion, these data indicate that slowing of channel
inactivation kinetics increases the slowing of the time to
peak by DAMGO, whereas it reduces both the peak current
inhibition and the depolarizing shift of the voltage
dependence of activation.
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Fig. 8 Effect of channel inactivation on characteristic biophysical
changes induced by G-protein activation. Representative current
traces before (Icontro;)) and under 10 pM DAMGO application
(Ipamco) and corresponding traces allowing the measurement of RI
values are shown for Ca,2.2/py, (a) and Ca,2.2/83;, ox (b) at
various membrane potentials illustrating DAMGO effects on channel
activation kinetics and current recovery from G-protein inhibition in
two conditions of channel inactivation. 4rrows indicate the time to
peak of the currents for control and DAMGO conditions (top panels).
The time to peak of DAMGO-inhibited currents (/Ipamco) Was also
indicated on RI traces (arrows in lower panels). Double arrows
indicate the extent of current recovery from G-protein inhibition at
these time points (RIpqk). € Box plot representation of the shift of the
current time to peak induced by DAMGO application for Ca,2.2/3
channels (green boxes, n=14) and Ca,2.2/8, oy channels (blue
boxes, n=10) as a function of membrane potential. d Histogram
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Discussion

Relevant parameters to study the influence of inactivation
on N-type channel regulation by G-proteins

N-type channel regulation by G-proteins can be described
accurately by three parameters: the G-protein inhibition
level at the onset of depolarization (Gl ), the time constant
of recovery from inhibition (7), and the maximal extent of
recovery from inhibition (RI). GI,, is indicative of the “ON”
effect, whereas 7 and RI are the quantitative parameters
leading to all “OFF” effects of the G-protein regulation
[49]. Since GI;, is a quantitative index of the extent of
G-protein inhibition at the start of the depolarization, i.e., at
a time point where no inactivation has yet occurred, inacti-
vation cannot influence this parameter. On the other hand, G-
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representation of Rl values at the peak of DAMGO currents
(Ipamgo) for Ca,2.2/B, channels (green bars, n=14) and
Ca,2.2/B\p, an channels (blue bars, n=10) as a function of
membrane potential. Current—voltage relationship (//V) were per-
formed for Ca,2.2/B;, channels (green plots, n=13; e) and
Ca,2.2/Bp an channels (blue plots, n=10; f) for control (circle
symbol) and DAMGO-inhibited (triangle symbols) currents measured
at their peak. Data were fitted with a modified Boltzmann equation as
described in the “Materials and methods” section. The insert
represents the shift of the half-maximum current activation potential
(V1)) induced by DAMGO application for Ca,2.2/py, (green box,
n=13) and Ca,2.2/f3, ox channels (blue box, n=10). Data are
expressed as mean+SEM (in red) for n studied cells. Statistical ¢ test:
NS not statistically significant, single asterisk p <0.05, two asterisks
p=<0.01, three asterisks p<0.001

protein dissociation is a time-dependent process at any given
membrane potential and can thus be affected by channel
inactivation since both processes occur within a similar
timescale. In this study, we aimed at investigating this issue
and came up with two novel conclusions. First, channel
inactivation kinetics influences the speed of G-protein
dissociation, and second, removal of G-proteins occurs
within a time window that is closely controlled by
inactivation. Hence, the speed of G-protein dissociation
and the time window during which this process may occur
control the extent of current recovery from G-protein
inhibition at any given time. These conclusions were derived
from the use of a recent biophysical method of analysis of
N-type calcium channel regulation by G-proteins, which is
independent of potential changes in channel inactivation
behavior while G-proteins are bound onto the channels [48].
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G-protein inhibition is completely reversible
during depolarization provided that the channel has slow
inactivation

There are two physiological ways to terminate direct G-
protein regulation on N-type calcium channels: (1) the end
of GPCR stimulation by recapture or degradation of the
agonist (experimentally mimicked by washout of the bath
medium), and (2) membrane depolarization by trains of
action potentials (experimentally simulated by a prepulse
application). Whereas the first one always leads to a
complete recovery from G-protein inhibition, the second
one produces a transient and variable recovery. Interesting-
ly, a very slowly inactivating channel, such as the one
produced by the combination of Ca,2.2 and P,, subunits,
can lead to a complete recovery from G-protein inhibition
after membrane depolarization, whereas a fast inactivating
channel, such as the one produced by the co-expression of
the 3y, subunit, leads only to a partial recovery. For slow
inactivating channels, the time window for G-protein
dissociation is large since channel inactivation does not
interfere with the process. Conversely, for fast inactivating
channels, the time window for G-proteins to unbind from
the channel is considerably reduced since inactivation
prevents the observation of a complete recovery from
inhibition. For these channels, the extent of recovery from
inhibition is controlled by both the speed of G-protein
dissociation and the time window of opportunity. Hence,
the speed of current recovery from G-protein inhibition is
controlled by channel inactivation and by channel opening
as previously shown [49], whereas the time window
opportunity of this process is only controlled by channel
inactivation. It is likely that both parameters (the time
constant of recovery 7 and the time window of opportunity)
are under the control of additional molecular players or
channel-modifying agents such as phosphorylation that
may act on one or the other parameters in an independent
manner, and could contribute to a fine control of the direct
G-protein regulation.

There is an unexpected relationship between the channel
inactivation kinetics and the kinetics of current recovery
from G-protein inhibition

One surprising observation from this study is that fast
inactivation accelerates the speed of current recovery from
G-protein inhibition, whereas slower inactivation slows
down G-protein dissociation from the channel. This was
first demonstrated through the use of different 3 subunit
isoforms (see also [12, 20]), and then confirmed with B
subunit constructs known to modify channel inactivation
kinetics. Besides this functional correlation, there might be
a structural basis that underlies a mechanistic link between

channel inactivation and G-protein dissociation. Indeed,
Herlitze et al. [23] illustrated that an R to A mutation of the
QXXER motif (one of the Gg,-binding determinant within
the I-II linker of Ca,2.x channels [15]) slows both the
inactivation kinetics and the recovery from G-protein
inhibition. The I-II loop of Ca,2.2 appears as a particularly
interesting structural determinant for supporting G-protein
dissociation. First, it contains several Gg,-binding determi-
nants whose functional role remain unclear [11, 15, 23, 33,
53, 54]. Second, this loop is known to contribute to fast
inactivation [21, 23, 46]) possibly through a hinged lid
mechanism that would impede the ion pore [46]. Third,
some of the residues of the QXXER motif have been found
to contribute to inactivation in a voltage-sensitive manner
[41]. A possible working hypothesis for the contribution of
the I-II loop to G-protein regulation can be proposed: (1)
the channel openings provide an initial destabilizing event
favoring G-protein dissociation, and (2) the hinged lid
movement of the I-II loop triggered by the inactivation
process further accelerates G-protein dissociation through
an additional decrease in affinity between Gg, and the
channel.

However, there is an alternative possibility based on the
expected relationship between channel opening probability
and rate of G-protein dissociation [49]. At the potential at
which we performed this study (10 mV), all channel
combinations are at their maximal activation (data not
shown) and should produce maximal opening probabilities.
Nevertheless, we cannot rule out that the various 3 subunits
and structural analogues introduce differences in the
maximal opening probabilities of the channel thereby
explaining differences in the rate of G protein dissociation,
e.g., Poa with a lower opening probability and, thus, slower
recovery from inhibition. However, this would imply that
anything that leads to a slowing of inactivation kinetics,
through a modification of 3 subunit structure, produces a
reduced opening probability. The likelihood of this hypoth-
esis is probably low, but cannot be dismissed.

Inactivation differentially affects each characteristic
biophysical channel modification induced during G-protein
regulation

Since time-dependent G-protein dissociation is responsible
for the characteristic biophysical modifications of the
channel [49], inactivation, by altering the parameters of
the recovery from inhibition, plays a crucial role in the
phenotype of G-protein regulation. Two extreme case
scenarios were observed. G-protein regulation of slowly
inactivating channels, such as Ca,2.2/0, Ay, induces an
important slowing of the activation kinetics, but no or little
depolarizing shift of the voltage dependence of activation
and less peak current inhibition. Conversely, faster inacti-
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vating channels, such as Ca,2.2/B3, present reduced
slowing of activation kinetics, but a greater peak current
inhibition and a marked depolarizing shift of the voltage
dependence of activation. These data point to the fact that
characteristic biophysical changes of the channel under G-
protein regulation should not be correlated with each other.
Indeed, an important shift of the time to peak is not
necessarily associated with an important depolarizing shift
of the voltage dependence of activation or a greater peak
current reduction. Thus, it seems important to be cautious
on the absence of a particular phenotype of G-protein
regulation that does not necessarily reflect the lack of direct
G-protein inhibition.

Physiological implications of channel inactivation
in G-protein regulation

N-type channels are rather heterogeneous by their inactiva-
tion properties because of differences in subunit composi-
tion [43] or in alternative splicing [5, 28]. Very little
information is available on the targeting determinants that
lead to N-type channel insertion at the synapse. However, a
contribution of the  subunits and of specific C-terminal
sequences of Ca,2.2 is thought to be involved in the sorting
of mature channels [24]. An epileptic lethargic phenotype
in mouse is known to arise from the loss of expression of
the B4 subunit, which is accompanied by a P-subunit
reshuffling in the N-type channels [9]. These animals
present an altered excitatory synaptic transmission suggest-
ing the occurrence of a modification in channel composi-
tion and/or regulation at the synapse [10]. Synaptic
terminals that arise from single axons present a surprising
heterogeneity in calcium channel composition and in
processing capabilities [39]. One of the synaptic properties
most influenced by calcium channel subtypes is presynaptic
inhibition by G-proteins. Evidence has been provided that
the extent of N-type current facilitation (hence, current
recovery from G-protein inhibition) is dependent on both
the duration [8] and the frequency of action potentials (AP)
[36, 50]. Low frequencies of AP produce no or little
recovery, whereas high-frequency action potentials more
dramatically enhance recovery. Hence, slowly inactivating
channels should allow much better recovery from G-protein
inhibition than fastly inactivating channels, thereby further
enhancing the processing abilities of synaptic terminals. In
that sense, a model of synaptic integration has been
proposed by the group of Dr. Zamponi [6] that would be
implicated in short-term synaptic facilitation or depression.
It should be noted that the inactivation of calcium channels
does not only rely on a voltage-dependent component and
that other modulatory signals (calcium-dependent inactiva-
tion, phosphorylation) need to find a place in the integration
pathway.
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Conclusion

These data permit a better understanding of the role of
inactivation in N-type calcium channel regulation by G-
proteins and will call attention to the contribution of the
different 3 subunits in physiological responses at the synapse.
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