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Résumé

Les canaux calciques dépendants du voltage sont impliqués dans de nombreux processus
cellulaires tels que la contraction musculaire, la libération des neurotransmetteurs et la
régulation de I’expression génique. Ces canaux sont constitués d’une sous-unité canalaire oy,
qui permet 1’entrée des ions calciques dans le milieu intracellulaire, généralement associée a
différentes sous-unités auxiliaires (a0, y et B) qui régulent les fonctions du canal. La sous-
unité auxiliaire p (Cayp) joue un réle capital dans I’adressage membranaire du canal et dans la
régulation de ses propriétes biophysiques. Des études récentes décrivent cette sous-unité
comme une protéine multifonctionnelle capable d’accomplir des fonctions indépendantes du
canal. Quatre différentes isoformes de Ca,8 sont codées par 4 génes différents et caractérisées
par des similarités structurales mais une distribution tissulaire différente. L’isoforme Ca,fs
est principalement exprimée dans le cerveau et le cervelet jouant ainsi un réle important dans
la régulation des courants calciques neuronaux. L’importance des fonctions neuronales de
Ca,p4 a été soulignee par le fait que la mutation R482X de Ca,f4 a €té associée a une forme
d’épilepsie humaine. Cette mutation perturbe la localisation nucléaire de Ca,p4 et met en
question ainsi les fonctions nucléaires de la sous-unité qui peuvent étre altérées.

Ainsi, I’objectif de mon travail de thése était d’étudier le role de Ca,B, dans le contréle de
la division cellulaire et d’identifier des nouvelles voies de signalisation dans lesquelles Ca,f4
peut intervenir. Le projet comprend aussi un volet comparatif avec le mutant épileptique
(CayP14s1) de Caypa.

Dans ce but, des cellules CHO exprimant de maniere stable Ca,f4 ou son mutant
épileptique (CayP1-481) Ont été générées et la localisation subcellulaire des deux protéines ainsi
que leur implication dans la prolifération et la progression du cycle cellulaire ont été étudiées.
Dans ces cellules, Ca,B4 subit une translocation nucléaire et se retrouve préférentiellement
dans les nucléoles. Néanmoins, la délétion de 38 acides aminés de I’extrémité C-terminale de
Ca/Bs, correspondante a la mutation R482X, empéche sa translocation nucléolaire.
L’expression de Ca,f4 réduit considérablement la capacité proliférative des cellules. Cette
réduction semble étre dépendante de la localisation nucléaire, voir nucléolaire de Ca,f4, parce
que le mutant Ca,Bi14s1 n’induit aucune inhibition de la prolifération. D’un autre cOté,
I’expression de chacune de ces protéines entraine une modification du cycle cellulaire et
I’altération de I’expression de certains genes liés au cycle.

Etant donné que la voie de signalisation Wnt/B-caténine est connue comme l'une des
voies les plus importantes controlant la prolifération cellulaire, j’ai étudié l'effet de
I’expression de Ca,f4 sur cette voie. J’ai ainsi pu montrer que Ca,ps, mais pas Ca,Pi-ss1,
réduit considerablement la transcription des génes cibles de la B-caténine et ralenti la
prolifération cellulaire. Cette inhibition est due a une interaction directe entre Ca,f4 et TCF4
qui empéche I’interaction de TCF4 avec la B-caténine et prévient la transcription des genes
cibles. D’un autre part, I’expression de Ca,f4 augmente au cours de la différentiation
neuronale. L’ensemble de ces résultats suggerent que Ca,Bs peut jouer un rdle dans le
contr6le de la prolifération au cours du développement, en particulier dans les cellules
neuronales.

Mots-clés: CCDV, Ca,f,, proliferation, Wnt, CSM
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Abstract

The voltage gated calcium channels are involved in many cellular processes such as
muscle contraction, neurotransmitter release and regulation of gene expression. These
channels consist of the pore-forming subunit a; usually associated with different regulatory
subunits: 00, p and y. The auxiliary subunit B (Ca,p) plays a key role in regulating
membrane trafficking of the channel and its biophysical properties. Recent studies describe
this subunit as a multifunctional protein that can also perform calcium channel-independent
functions such as gene regulation. Four different isoforms of Ca,f are encoded by 4 different
genes and are characterized by structural similarities but different tissue distribution. Ca,f4
isoform is mainly expressed in the brain and cerebellum, thus, playing an important role in
the regulation of neuronal calcium currents. The importance of Ca,f4 neuronal functions has
been highlighted by its R482X mutation that was associated to a form of human epilepsy.
This mutation disrupts the nuclear localization of Ca,f4 and raises the question about their
nuclear functions that can be altered.

Thus, the aim of my thesis was to study the role of Ca,B4 in the control of cell division
and to identify new signaling pathways in which Ca,f4 can intervene. The project also
includes a comparative section with the epileptic mutant (Cayf1-4s1) of Ca,ps.

To this end, CHO cells stably expressing Ca,B4, or its epileptic mutant (Ca,B1-4s1), Were
generated and the subcellular localization of the two proteins and their implication in the
proliferation and cell cycle progression were studied. In these cells, Ca,4 undergoes nuclear
translocation and is found preferentially in the nucleoli. However, the deletion of 38 amino
acids in the C-terminus domain of Ca,4, corresponding to the R482X mutation, prevents its
nucleolar translocation. In addition, the expression of Ca,B, significantly reduces the
proliferative rate of the cells. This reduction seems to be linked to Ca,f4 nuclear localization
because the epileptic mutant is unable to slow down cell proliferation. On the other hand, the
expression of each of these proteins is able to deregulate cell cycle progression and to alter
the expression of many genes linked to the cycle.

Since the Wnt/B-catenin pathway is known as one of the most important pathways
controlling cell proliferation, | studied the effect of Ca,Bs expression on this signaling
pathway. Indeed, Ca,p4, but not Ca,B1-4s1, Substantially reduces the transcription of B-catenin-
dependant genes and therefore slows down cell proliferation. This inhibition is due to a direct
interaction between Ca,p4 and TCF4 that prevents the interaction of TCF4 with -catenin,
and thereafter negatively regulates the transcription of targeted genes.

On the other hand, the expression of Ca,f4 increases during neuronal differentiation.
These findings suggest that Ca,B4 can play a role in the control of proliferation during
development, particularly in neuronal cells.

Keywords: VGCC, Ca,fs, proliferation, Wnt, MSC
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Chapitre L.
Les canaux calciques et signalisation calcique

1. Canaux Calciques

Le calcium, sous sa forme ionisée Ca’*, est 1’un des plus importants seconds messagers de
la physiologie cellulaire. Il contrdle de nombreux processus physiologiques tels que la
contraction musculaire, la communication neuronale, la division, la différentiation et la
migration cellulaire, ainsi que la transcription des genes (Toth et al. 2016). La régulation
rigoureuse de I’homéostasie calcique est donc essentielle au bon fonctionnement cellulaire.

Dans les conditions de repos, la concentration intracellulaire en calcium est de ’ordre de
100 nM, elle augmente fortement suite a un stimulus pour atteindre plusieurs centaines de
uM. Ce flux calcique traversant la membrane plasmique provoque des changements dans
I’excitabilité cellulaire, un mécanisme qui controle la concentration du calcium
intracellulaire, et ainsi essentiel pour le fonctionnement des cellules eucaryotes (Buraei &
Yang 2010).

2. L’homéostasie du calcium

L’homéostasie de la concentration du calcium intracellulaire [Ca*]; est déterminée par
I'activité coordonnée d'une série de canaux calciques, de pompes a calcium, d’échangeurs et
de proteines liant le calcium qui contrblent de nombreuses fonctions cellulaires (Figure 1).
Les voies majeures d’entrée du Ca®* dans la cellule comprennent les canaux de la famille des
‘transient receptor potential’ (TRP), les canaux calciques dépendants du voltage (CCDV), les
récepteurs purinergiques (ex. P2X) et les composants de la voie SOCE (pour ‘Store-operated
Ca” entry’) STIM et ORAIL.

L’activation des récepteurs couplés aux protéines-G (GPCR), localisés au niveau de la
membrane cellulaire, conduit & la production d’'inositol triphosphate (IP3) et la stimulation
subséquente des récepteurs de I’'IP3 (IP3R) situés dans la membrane du réticulum
endoplasmique (ER), ce qui conduit & la libération du Ca** stocké dans la lumiére du ER. Le
Ca”" intracellulaire est séquestré dans les organites intracellulaires par plusieurs voies mettant
en jeu une ATPase-Ca** (SERCA) qui se trouve dans la membrane du réticulum
sarco/endoplasmique, une ATPase-Ca** de la voie sécrétoire (SPCA) et un uniporteur de
calcium mitochondrial (MCU). Les récepteurs de la ryanodine « RyR » et les échangeurs
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mitochondriaux de Na*/Ca** (NCLX) régulent également la mobilisation du Ca** dans les
organites. Le calcium intracellulaire peut étre aussi expulsé hors de la cellule grace a une
ATPase-Ca?* de la membrane plasmique (PMCA) qui avec I’échangeur Na*/Ca®* (NCX)

jouent un réle dans le rétablissement de la [Ca*']; de repos.

Agonist @

Ca?* dependent
ca» TICa%; V transcription
factors (e.g. NFAT). ——

Ca?* binding
2 t i
e’ | [Ca*],~100 nM

[Ca?*], ~1-2 mM

Figure 1. Représentation schématique des principales voies d’entrée/sortie et de
libération/séquestration du Ca®* impliquées dans la régulation de I’homéostasie de [Ca*"]; dans
les cellules des mammiféres et leur protéines associées (Stewart et al. 2015).

3. Canaux Calciques Dépendants du Voltage

a. Généralité et Classification

Les canaux calciques dépendants du voltage sont, comme leur nom I’indique, régulés par
le potentiel membranaire. Ces canaux sont genéralement fermés quand la membrane
plasmique est polarisée et leur ouverture se produit lors de la dépolarisation membranaire
surtout quand le potentiel membranaire atteint un certain seuil. Ces canaux se trouvent au
niveau de la membrane de cellules excitables (cellules musculaires, cellules gliales et
neurones), mais également au niveau des cellules insensibles aux signaux électriques comme

les lymphocytes.
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En se basant sur leur sensibilité a la dépolarisation membranaire, les canaux calciques
dépendants du voltage ont été classifiés en 2 familles : les canaux a haut seuil actives par une
forte dépolarisation (canaux de type-L, -N, -P/Q, -R) et les canaux a bas seuil activés par de
plus faibles dépolarisations (canaux de type-T) (Bean 1985; Miller 1992; Catterall et al.
2005). Les canaux de type-L ont d'abord été décrits comme étant responsables du couplage
excitation/contraction dans les muscles squelettiques et cardiaques, tandis que les canaux de
type-T ont été impliqués dans l'activité ‘pacemaker’ cardiaque (De Waard et al. 1995; Scott et
al. 1996). Les canaux de type -N, -P/Q et -R ont été mis en evidence dans le systeme nerveux
central et périphérique ou ils jouent un r6le dans le contrdle de la libération des
neurotransmetteurs (De Waard et al. 1995; Scott et al. 1996).

En plus de cette caractéristique biophysique, les canaux calciques dépendants du voltage
différent également dans leur composition en sous-unités (Figure 2). Les canaux a haut seuil
comprennent une sous-unité transmembranaire formant le canal nommée o, (Cay0), associée
a un dimére 06 (Cay00), une sous-unité¢ B intracellulaire (Ca,f) et une sous-unité
transmembranaire supplémentaire nommée y (Cayy). Les canaux a bas seuil ne sont eux

composés que de la sous-unité ay (Catterall et al. 2005).

Out

Figure 2. Organisation moléculaire des CCDVs (Buraei & Yang 2010): Composition, en sous
unités, des CCDVs activés a haut voltage

b. Composition

i. Sous-unité oy
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La sous-unité Cayoy constitue le pore ionique ainsi que le senseur du voltage, qui
transforme la dépolarisation en un influx calcique. Cette sous-unité est donc la principale
parmi les différentes sous-unités des CCDVs. C’est une protéine de 190-250 kDa formée par
4 domaines homologues (I, I1, 111 et IV), liées par des boucles cytoplasmiques (Figure 3).
Chaque domaine contient six segments transmembranaires (S1-S6) qui composent deux
domaines structuraux distincts, le domaine de détection du potentiel (‘VSD’ pour ‘voltage-
sensing domain’) et le domaine formant le pore. Le premier domaine est formé par les quatre
premiers segments (S1-S4) alors que le 2tme comprend les segments S5 et S6 reliés par une
boucle (‘P-Loop’ pour ‘pore-forming loop’) qui rentre dans la membrane formant ainsi le
pore. Ces 4 boucles forment un filtre ionique sélectif ou 4 acides aminés négatifs fortement
conservés (glutamate ou aspartate), provenant chacun d’une boucle déterminent la sélectivité
et la perméabilité au Ca®* (Kim et al. 1993; Kuo & Hess 1993; Sather & McCleskey 2003).

De cette maniére Ca,oy est considérée comme la sous-unité clé responsable des différents
aspects pharmacologiques et biophysiques du canal tel que I’ouverture du pore, la sélectivité
et le flux du calcium (Buraei & Yang 2010).

B Out
I Il 1] IV
P P P P
IAWAWaN B! IAWAWaY P! IAWAWANE! ANl
o0 0GR i
I | I i I | H I
'I' 'I' 'I" 'I'
N AID HI-1V loop
I-1l loop
C
[I-11l loop In

Figure 3. Représentation schématique de la topologie transmembranaire prédite de Ca,y
(Buraei & Yang 2010).

Il faut noter que la nomenclature du canal est basée sur la nature de la sous-unité a; qui le
forme (Tableau 1). Chez les mammiferes, cette sous-unité est codée par 10 génes distincts.

En se basant sur la similitude dans la séquence d’acides aminés, trois grandes familles de
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sous-unités Caya; (Ca,l, Ca,2 et Ca,3), chacune contenant plusieurs membres, ont été
définies. La famille Ca,1, correspondante aux canaux de type-L, est constituée de quatre
membres nommés Ca,1.1, Ca,1.2, Ca,1.3 et Ca,1.4. Les trois membres de la famille Ca,2
(Cay2.1, Ca,2.2 et Ca,2.3) correspondent aux canaux de type -P/Q, -N et -R respectivement.
Les trois types de canaux Ca,3 (Ca,3.1, Ca,3.2 et Ca,3.3) correspondent aux canaux de type-
T (Catterall et al. 2005; Catterall 2011). A cette sous-unité s’associent, sauf pour les canaux
de type-T, les sous-unités auxiliaires B, axd et y qui contrblent I’assemblage, le ciblage et
I’ancrage des canaux a la membrane cytoplasmique. Ces sous-unités auxiliaires modulent les

parametres biophysiques des CCDVs.

Tableau 1. Les canaux calciques dépendants du voltage et leurs sous-unités a; correspondantes.

Famille Classification biophysique Sous-unité a; Génes

Ca,l.1 CACNA1S
Ca/l.2 CACNA1C

Ca,l L-type Y
Ca,1.3 CACNALD
Ca,1.4 CACNALF
P/Q-type Ca2.1 CACNALA
Ca,2 N-type Ca,2.2 CACNA1B
R-type Ca,2.3 CACNALE
Ca3.1 CACNALE
Ca,3 T-Type Ca,3.2 CACNA1G
Ca,3.3 CACNA1H

ii. Sous-unité g

Les CCDVs de type -L, -P/Q, -N et -R contiennent aussi une sous-unité
cytoplasmique, la sous-unité . Cette sous-unité joue un réle majeur dans la régulation du
canal calcique et son adressage membranaire. Durant ma these, je me suis particulierement

intéressé a cette sous-unité qui sera décrite de fagon plus détaillée dans le chapitre II.

lii. Sous-unité o
A ce jour la, quatre isoformes de cette sous-unité ont été identifiées (Tableau 2),
correspondants a I’expression de quatre genes differents et possédant plusieurs variants
d’épissage. C’est une glycoprotéine membranaire formée par deux peptides (o, et 9),
possédant une grande partie extracelulaire attachée a la membrane par le peptide 6. Ces deux

peptides résultant du clivage d’un peptide correspondant 2 un ARNm unique, sont liés par un
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pont disulfure (Klugbauer et al. 1999; Qin et al. 2002). Le peptide 5 est relié a la membrane
plasmique par un linker (glycosylphosphatidylinositol) et maintien le peptide oy
extracellulaire en place (Figure 4) (Davies et al. 2010) permettant son interaction avec la
sous-unité oy (Gurnett et al. 1997). La région correspondante sur oy qui interagit avec a0 se
trouve dans le 3*™ domaine. Concernant leurs fonctions, ces sous-unités peuvent modifier les
propriétés biophysiques du canal, mais leur rdle principal est d’accroitre les courants en
favorisant I’adressage des sous-unités o vers la membrane plasmique et/ou de les maintenir a

ce niveau (Buraei & Yang 2010).

T ol o2
+H,N - +H.N
domain: | I i v 3 Co; "
outside
1[2[3] 123+ 1]2/3] 123+ SS
inside
+H;N COE
+H;N
COE
+HN CO;

Figure 4. La structure des sous-unités des CCDVs (Catterall 2011). Les hélices a prédites sont
représentées sous forme de cylindres; les longueurs des lignes corrélent approximativement aux
longueurs des segments polypeptidiques et la ligne en zigzag sur la sous-unité & illustre le motif
d’ancrage de glycosylphosphatidylinositol.

iv. Sous-unité ¥

Huit difféerents génes codent les différentes isoformes de la sous-unité y (Tableau 2). Cette
derniére est formée de 4 segments transmembranaires et d’extrémités N- et C- terminales
intracellulaires (Figure 4) (Buraei & Yang 2010).

Le domaine d’interaction de la sous-unité y avec Cayay a été localisé sur la premiere
moitié N-terminale de la protéine (Arikkath & Campbell 2003). Trois fonctions cellulaires
différentes ont été proposees pour les membres de la famille des sous-unités vy : a) régulation
de I’expression et des fonctions des CCDVs; b) régulation de 1’adressage, de la localisation et

des propriétés biophysiques des récepteurs AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole
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propionic acid) et plus récemment; ¢) la régulation de I'agrégation cellulaire (Chen et al.
2007).

Parmi les huit sous-unités vy, y; et ys ont les effets les plus prononcés sur la densité du
courant calcique porté pas la sous-unité a; (Arikkath et al. 2003; Hansen et al. 2004). v, vs,
va, Ys €t probablement y; agissent comme des protéines régulatrices du récepteur
transmembranaire AMPA (Kato et al. 2007). Plus réecemment, y, a été impliquée dans les
processus d’interactions intercellulaires. En effet, I’expression de cette sous-unité entraine
I’aggregation des fibroblastes murins qui ne peuvent normalement pas former d’agrégats

cellulaires (Price et al. 2005).

Tableau 2. Liste de toutes les sous-unités auxiliaires des CCVDs

Sous-unités auxiliaires Iso formes

p B, B2, B3, Pa

020 0201, 0207, 0203, 01204
v Y1, 2,3, Y4, Y5, V6, Y7, Y8

4. Larégulation de I’expression génique par les CCDVs

L’idée suggérant I’implication des CCDVs dans la régulation génique n’est pas récente,
elle remonte a une trentaine d’années. En effet, la premiére preuve provient de deux études
simultanées publiées en 1986 (Greenberg et al. 1986; Morgan & Curran 1986).

La premiere étude montre que la dépolarisation chronique de cellules PC12 induit une
augmentation du niveau d'expression du pro-oncogene c-fos. Le lien entre cet effet et les
CCDVs a été établi par I’abolition de cet effet suite a 1’utilisation d’un inhibiteur du canal de
type-L « la nisoldipine », ainsi qu’en antagonisant la calmoduline par la trifluoropérazine ou
la chlorpromazine. 1l a été donc conclu que ’élévation de la [Ca**]; médiée par les CCDVs de
type-L active I’expression de c-fos dépendante de la calmoduline (Morgan & Curran 1986).
La deuxiéme étude montre que, dans les cellules PC12, I'expression de c-fos induite par
I'activation des récepteurs nicotiniques également résulte de I'activation des canaux de type-
L, parce que cet effet est bloqué par le vérapamil, un autre inhibiteur des canaux de type-L
(Greenberg et al. 1986).

A partir de ces études fondatrices, les canaux calciques voltage-dépendants ont été

montrés comme étant impliqués dans le contrdle de 1I’expression de différents genes.

10
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a. Regulation des facteurs de transcription par les
protéines fixant le Ca®* mais non associées au CCDVs
I. CCDVs de type-L

La calmoduline « CaM »  est  une protéine ubiquitaire
capable de se lier auxions Ca® présents dans le milieu
intracellulaire.  Cette liaison induit un changement
conformationnel de la protéine formant ainsi un complexe
calcium-calmoduline (CaM-Ca®") qui permet l'activation de
nombreuses protéines y compris la protéine Kinase
Ca”*/calmoduline-dépendante  (CaMK). Cette kinase est
impliqguée dans la phosphorylation des facteurs de
transcription et, par conséquent, dans la régulation de
I'expression des genes. De ce fait, il n’était pas surprenant que
I’entrée du Ca®* via les canaux calciques de type-L induise
I'activation de la CaMK dans les neurones hippocampiques
(Bading et al. 1993) et que ce processus soit lié a I'activation
du promoteur de c-fos. En effet CaMKI, CaMKII et CaMKIV
partagent la capacité de phosphoryler le facteur de

transcription CREB au niveau de la Ser'®

(Chawla et al.
1998; Yokokura et al. 1997). Bien que la phosphorylation de
CREB soit généralement considérée comme un événement
favorisant son activation, la situation est apparemment plus
complexe car CREB peut étre également phosphorylé au

192 nar la CaMKII conduisant & son inhibition

niveau de la Ser
(Sun et al. 1994). La CaMKIV est considérée comme I'enzyme

la plus efficace de stimulation de la voie CREB car elle permet

le recrutement de la protéine de liaison a CREB (‘CBP’ pour ‘CREB Binding Protein’) au

niveau de CREB (Figure 5) (Bito et al. 1996). Ces différentes données ont soulevé la question

sur les mécanismes d’activation de la CaMK nucléaire par le Ca®* entrant via les canaux de

type-L.

Premiérement, I’accumulation nucléaire du complexe CaM-Ca** a été décrite comme

cruciale pour Iactivation des CaMKs. En effet, il a été suggéré que le Ca?*, entrant dans la

cellule par les canaux de type-L, active la calmoduline qui se lie aux Ca®* pour former le

11
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complexe CaM-Ca?* qui s’accumule dans le noyau (Deisseroth et al. 1998; Mermelstein et al.
2001). Dans les neurones pyramidaux hippocampiques, la CaM nucléaire est détectée dans 15
secondes apres la stimulation et précéde la phosphorylation de CREB. L’élévation de la CaM
nucléaire induite par la dépolarisation a également été observée dans les cellules granulaires
du cervelet, les neurones du néocortex et les cellules granulaires du gyrus denté. Cette
translocation nucléaire n'est pas bloguée par la rupture des filaments d'actine ou des
microtubules ni par le vidage des stocks intracellulaires de Ca®* par la thapsigargine. Par
contre, la translocation nucléaire de CaM-Ca”* est inhibée par la fusion de la CaM & un
peptide de liaison (M13) qui prévient le complexe CaM-Ca®* de former des interactions
dépendantes du Ca**. Ceci suggére que la translocation nucléaire de CaM-Ca** exige une ou
plusieurs protéines endogenes pour la stabilisation du complexe ainsi que pour son transport

nucléaire (Mermelstein et al. 2001).

D’autre part, il a été montré que la voie de signalisation CREB, sous entendu ’activation
de la CaMK, peut étre activée par le calcium nucléaire seul et ne nécessite pas I’import des
protéines cytoplasmiques dans le noyau (Hardingham et al. 2001). Cette étude montre que
I'activation de la voie de signalisation CREB, induite par la stimulation des canaux de type-L,
est maintenue apres le blocage de I’import nucléaire par I'agglutinine du germe de blé. Dans
ce cas, l'activation de la voie est exclusivement liée a I'augmentation de la concentration
nucléaire de Ca** parce que le vidage des stocks intracellulaires de Ca?* par l'acide
cyclopiazonique ou la thapsigargine empéche I’activation de la voie CREB. Cette étude
soutient les résultats précédents démontrant que l'injection d’un chélateur de Ca®" adressé
spécifiguement au noyau (BAPTA-D70), inhibe completement I'activation de la voie CREB
induite par ’activation des canaux de type-L (Hardingham et al. 1997; Chawla et al. 1998).

D’autres études montrent aussi un role important des phosphatases Ca®*-dépendantes dans
la régulation de la voie CREB. La calcineurine est une phosphatase sérine/thréonine
dépendante du calcium qui sert comme un modulateur et influence la déphosphorylation de
CREB. En 1996, Liu et Graybiel ont montré que I’inhibition de la calcineurine par le FK506
dans des coupes striatales de nouveau-nés de rats peut maintenir la phosphorylation de CREB
induite par I’activation des CCDVs de type-L (Liu & Graybiel 1996). Des études plus
récentes ont contredit ces observations en suggérant que la calcineurine peut jouer un réle
positif dans I’expression des génes sous la dépendance de CREB. De ce fait, I’inhibition de la

calcineurine dans les cellules non-neuronales, comme les cellules chromaffines, bloque

12
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I’expression du géne codant pour la proenképhaline qui est sous la dépendance de la voie
CREB (Hahm et al. 2003). Egalement, dans les neurones corticaux de souris, 1’inhibition de
la calcineurine bloque I’expression des génes dépendants de la voie CREB induite par la
dépolarisation. 1l est nécessaire de noter que cette inhibition n’influence pas le flux calcique

induit par la dépolarisation ni la phosphorylation de CREB au niveau de la Ser'*®

(Kingsbury
et al. 2007). Ces résultats contradictoires mettent en premier plan la complexité des réles

joués par la calcineurine dans la régulation de la transcription dépendante de CREB.

Bien que I’implication des canaux de type-L dans le contrGle de la transcription soit la
mieux caractérisée, certaines études suggerent également I'implication des autres types de

CCDVs dans le couplage excitation-transcription.

ii. CCDVs de type-N

Plusieurs travaux ont mis en évidence 1’implication du flux calcique via les CCDVs de
type-N dans la régulation de la transcription. Dans les neurones des ganglions sympathiques,
cette régulation met en jeu le facteur de transcription NFATcl (Herndndez-Ochoa et al.
2007). En effet, I’augmentation de la concentration de calcium intracellulaire entraine
I’activation de la calcineurine, cette derniere déphosphoryle la partie N-terminale de NFATc
qui correspond a la sous-unité du complexe de transcription NFAT. Ces modifications
permettent la translocation nucléaire rapide de NFATCc et la régulation de la transcription de
différents génes (Crabtree & Schreiber 2009). Il est important de noter que cette activation de
NFATcL1 repose uniquement sur l'activation des canaux calciques de type-N parce que cette
voie d’activation est bloquée par la w-conotoxine GVIA, un inhibiteur spécifique de ces
canaux (Hernandez-Ochoa et al. 2007).

En 2007, Zhao et al. ont montré que, suite a la depolarisation des neurones des ganglions
cervicaux supérieurs, la phosphorylation de CREB et I’augmentation en ARNm et en
protéines de c-fos dépendent des CCDVs de type-N a des faibles fréquences de stimulation;
par contre, a haute fréquence de stimulation la régulation de CREB engage exclusivement les
CCDVs de type-L (Zhao et al. 2007). Dans le méme contexte, il a été mis en évidence que
I’activation spécifique des CCVD de type-N des neurones sensoriels primaires dissociés
produit une augmentation de 1’expression en ARNm et en protéines de la tyrosine
hydroxylase (Brosenitsch & Katz 2001).

13
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iii. CCDVs de type-P/Q

Les canaux calciques de type-P/Q ont également été impliqués dans une voie importante
de régulation des génes. En effet, le blocage de ces canaux dans les cellules granulaires du
cervelet par la m-agatoxine IVA entraine 1’inhibition de I'expression de I'ARNm de la
syntaxine-1A, une protéine nécessaire pour la libération des neurotransmetteurs. Etant donné
que les bloqueurs des canaux de type-N et -L n’inhibent pas I'expression de la syntaxine-1A,
I’effet est donc spécifique aux canaux de type-P/Q. En outre, cet effet nécessite les réserves
intracellulaires intactes de Ca* ainsi que les voies fonctionnelles des kinases : CaMKI| et 1V,
PKA et MAPK (Sutton et al. 1999).

b. Régulation des facteurs de transcription par les protéines fixant le Ca®" et associées
au CCDVs

Cette voie implique également une modification des facteurs de transcription par des
phosphatases ou des kinases activées par le Ca®* mais elle différe de la précédente par
I'engagement de protéines qui peuvent directement interagir avec les CCDVs. En effet, il a
été montré que l'activation des canaux de type-L dans les neurones corticaux induit la

phosphorylation de la protéine CREB au niveau de la Ser'

par la voie de signalisation
MAPK (Dolmetsch et al. 2001). Cet effet est spécifique aux canaux de type-L puisque
I’activation de CREB induite par la dépolarisation est insensible aux bloqueurs d'autres types
de canaux calciques (-N et -P/Q). Dans ce cas, I’activation par le Ca?* de la CaM liée au
motif isoleucine-glutamine (domaine 1Q) de I’extremité C-terminal de Ca,1.2 entraine
I’activation de la voie MAPK (Figure 6). Une mutation du domaine 1Q empéchant la liaison
de la CaM sur Ca,1.2 sans affecter le courant calcique inhibe I'activation des genes induite
par la dépolarisation et dépendante de CREB. Ceci indique que le complexe CaM-Ca** non
lié au canal est incapable d'induire la phosphorylation de CREB. Egalement, la MAPK/Erk
peut phosphoryler la RSK (ribosomal s6 kinase) qui subit une translocation nucléaire et
phosphoryle CREB (West et al. 2002). L’activation de la voie MAPK/Erk implique
I'activation de Ras, une petite protéine G, suivie de la phosphorylation de MEK1 (Mitogen-
activated protein kinase) par la MEK kinase. A son tour, MEK1 activée phosphoryle et active
MAPK/Erk qui migre dans le noyau ou elle phosphoryle CREB (Rosen et al. 1994). L’idée
génerale étant que CREB est déja liée a ses régions specifiques dans le promoteur des genes
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régulés par CREB et que sa phosphorylation sur la Ser° par la MAPK favorise le

recrutement de la CBP. L’implication de la CBP dans l'acétylation des histones et le
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recrutement ultérieur de la machinerie de transcription

permet le remodelage de la chromatine et la transcription.

AKAP79/150 _ o ) )
La voie de signalisation NFAT représente également un

c exemple intéressant de transcription initiée par la
dépolarisation neuronale (Graef et al. 1999). Ce processus
est lié aux canaux de types-L parce que leur inhibition

empéche la transcription de genes contr6lés par NFAT. Le

o mécanisme nécessite 1’action de la calcineurine qui permet
CA/ ?. la déphosphorylation de NFATc4 et sa translocation
P

nucléaire (Figure 6) (Beals et al. 1997).

Cytoplasm En 2007, Oliveria et al. ont montré que 1’ancrage de la
calcineurine a Cay,1.2 via la PKA AKAP79/150 est

Nucleus

S © nécessaire a I’activation de la voie de régulation génique
. NFAT )
dépendante de la NFATc4 (Oliveria et al. 2007). En effet,

I’inhibition de ’expression d’AKAP150 a 1’aide d’ARNi1

entraine 1’inhibition de la translocation nucléaire de

v m NFATc4, ce qui suggere que l'absence d’AKAP150
empéche la déphosphorylation de NFATc4 dépendante de la

calcineurine.

® 49

cfos Ces exemples montrent encore une fois 1’implication
BDNF

Figure 6. La régulation des des CCDVs et des protéines liant le calcium, qui leurs sont

facteurs de transcription par associées, dans diverses voies de régulation géniques.
les protéines Ca’*-dependantes

qui font partie du complexe de
signalisation du canal calcique
(Barbado et al. 2009).

c. Régulation des facteurs de transcription par le Ca®*

Dans les études décrites ci-dessus, les facteurs de
transcription étaient sous le contrdle des protéines liant le Ca®*, tels que la CaM. Cependant,
certains facteurs de transcription peuvent lier directement le Ca** ce qui met en evidence un
lien direct entre le Ca®* intracellulaire et la régulation de la transcription. Ce modéle de
régulation est parfaitement illustré par le répresseur transcriptionnel DREAM (Downstream
Responsive Element Antagonist Modulator). C’est une proteine de 29 kDa qui posséde quatre
motifs structuraux « EF hand ». Ce motif constitué de deux hélices o liées par une boucle

formée d'une douzaine d’acides aminés a été caractérisé comme un site de fixation du Ca®*

15



CaIO

Cytoplasm

‘Nucleus

Ca?t

—

c-fos
GnRH
prodynorph

@D O

Figure 7. Régulation
des facteurs de
transcription liant le
Ca” par les CCDVs
(Barbado et al. 2009).

Bibliographie

(Carrion et al. 1999; Carrion et al. 1998). La liaison du Ca*" a
DREAM permet sa dissociation de DRE (Downstream Response
Elements) en favorisant son passage d’un état tétramérique a un état
dimérique (Lusin et al. 2008). Dans ce cas de figure, le Ca** joue
un réle activateur de la transcription au niveau des promoteurs
contenant un DRE. Parmi les genes régulés par DRE on peut citer
c-fos et GnRH qui code pour I'hormone de libération des
gonadotrophines hypophysaires (GnRH) (Carrién et al. 1999;
Leclerc & Boockfor 2007). Dans des neurones immortalisés,
I’utilisation de la nimodipine, un bloqueur des canaux de type-L, ou
la neutralisation de DREAM a l'aide d’un anticorps spécifique
empéche I'expression et la libération de GnRH. Ces observations
établissent un lien direct entre ’entrée du calcium a travers les
CCDVs de type-L et I’activation de DREAM (Leclerc & Boockfor
2007).

d. Régulation directe de la transcription par certains

composants des CCDVs

Apres une série d’études démontrant 1’implication indirecte des
CCDVs dans la régulation de la transcription, un nouveau concept
commence a émerger décrivant les sous-unités des CCDVs comme
régulateurs directs de la transcription. La premiére preuve d'une
telle implication des domaines des canaux calciques dans la
transcription a été apportée par Hibino et al. (Hibino et al. 2003).
Dans cette étude, les auteurs ont mis en évidence un variant
d'épissage particulier de P4, appelé Pa, et montré que ce variant

interagit avec HP1y (Heterochromatin Protein 1 ), une protéine

nucléaire impliquée dans la régulation génique et diminue son activité inhibitrice de la

transcription. Le mécanisme de cette régulation sera détaillé ultérieurement (Chapitre I1I.

Paragraphe 4.1).
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Plus récemment, un fragment protéolytique de
I'extrémité C-terminale de Ca,1.2 a été décrit
comme un facteur de transcription (Gomez-Ospina
et al. 2006). Ce fragment de 75 kDa, nommé
« CCAT » (calcium channel-associated
transcriptional regulator), a été détecté dans les
noyaux des neurones au cours du développement et
persiste aussi dans les neurones adultes. Il contient
un domaine de rétention nucléaire, mais aucun
signal de localisation nucléaire. Au cours de son
trajet vers le noyau, ce fragment s’associe a une
protéine nucléaire p54(nrb)/NonO qui intervient
dans la régulation de la transcription (Shav-Tal &
Zipori 2002). Ainsi, I’expression de plusieurs génes
est modifiée suite a la translocation nucléaire de
CCAT. Parmi ces geénes, le géne codant pour la
connexine Cx31.1, une protéine des jonctions
communicantes « gap » qui joue un réle essentiel
dans l'extension des neurites, est régulée
positivement en présence de CCAT. Il important de
noter que l'augmentation de la concentration
intracellulaire de Ca®*, résultant de I'ouverture des
canaux calciques de type-L, déclenche I'exportation
de CCAT a partir du noyau (Gomez-Ospina et al.
2006). Un fragment de 60-75 kDa de la partie C-

terminale de Ca,2.1 a été aussi détecté dans le

noyau des cellules de Purkinje du cervelet de souris et d’humains (Kordasiewicz et al. 2006).

Par la suite, d’autres études ont mis en évidence une translocation nucléaire de la sous-

unité B des CCDVs et son interaction avec des protéines nucléaires et des facteurs de

transcriptions. Ces études seront décrites de facon détaillées dans le paragraphe 4.f du

chapitre 11.
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5. Les mutations pathologiques des CCDVs alterent la régulation génique

Des mutations des genes codant pour différentes sous-unités des CCDVs ont ete associées
a différentes pathologies (Pietrobon 2002; Kim 2014). Jusqu’a récemment, I’étude des
pathologies liées aux canaux calciques a principalement porté sur les conséquences des
mutations sur les propriétés biophysiques de ces canaux ainsi que sur leur adressage a la
membrane plasmique. Compte tenu de I’implication directe de domaines ou sous-unité des
CCDVs dans la régulation de I'expression des genes, il devient aujourd’hui important
d’étudier le lien entre les mutations touchants ces canaux et des défauts de transcription de
certains genes comme facteur important des pathologies associées a ces mutations. Ainsi,
certaines études montrent que les pathologies associées aux mutations des CCDVs peuvent
résulter de la modification de I'expression de certains génes. Dans ce contexte, la mutation du
géne codant pour la sous-unité Ca,2.1 des canaux calciques de type-P/Q aboutit a un
phénotype ataxique séveére. Dans ce modeéle de souris, il a été remarqué que les niveaux
d’ARNmM et I'expression protéique des récepteurs de la ryanodine de type 1 et 3 sont altérés
dans le cervelet (Sawada et al. 2008). Les taux d'/ARNm du RyR de type 1 sont également
modifiés chez les souris qui portent un autre type de mutation de Ca,2.1 (Cicale et al. 2002).
Le mécanisme cellulaire liant les mutations des CCDVs et I’expression de RyR n’est
aujourd’hui pas connu. En considérant le réle des CCDVs dans la régulation des génes, des
altérations transcriptomiques sont susceptibles d'étre a la base d'une liste croissante des
« channelopathies ».
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Chapitre II.
La Sous-unité

Parmi toutes les sous-unités auxiliaires, la sous-unité B (Ca,f) a été décrite comme
cruciale pour contrdler 1’adressage de Cayay a la membrane plasmique ainsi que réguler ses
propriétés biophysiques (De Waard & Campbell 1995; Walker & De Waard 1998).
Cependant, un nombre croissant de protéines impliquées dans divers voies de signalisation
cellulaire sont capables d’interagir avec Ca,f, classant cette sous-unité comme une protéine
multifonctionnelle. En débutant par un apercu sur Ca,f, ce chapitre résumera les différentes
protéines partenaires de Ca,p et les fonctions cellulaires dans lesquelles ces complexes

« Ca,B-protéine » sont impliqués.

1. Découverte

Les travaux sur la sous-unité Ca, remontent a une étude décrivant la purification et
I’identification, dans le muscle squelettique, des constituants du récepteur de la
dihydropyridine (‘DHPR’ pour ‘dihydropyridine receptor’) qui est une molécule organique
dont les dérivés constituent une classe de médicaments antagonistes du calcium. Durant cette
étude, 3 sous-unités, liées d’une maniére non covalente, ont été purifiées : la plus grande, de
160 kDa, nommée ensuite o, une autre de 53 kDa désignée par B3, et une sous-unité y de 32
kDa (Curtis & Catterall 1984). Les études ultérieures de purification ont montré que ces
récepteurs sont actuellement formés des sous-unités a, (175 kDa), a (143 kDa), B (52 kDa),
d (24-27 kDa) et y (30 kDa). Les sous-unitées a, et & sont liées de maniere post-
traductionnelle par des ponts disulfures formant ainsi la sous-unité o5 (Takahashi et al.
1987; Tanabe et al. 1987). Par la suite, la Ca,p était décrite comme la seule sous-unité
entierement cytosolique associée a un domaine cytoplasmique de la sous-unité a; (Pragnell et
al. 1994). Réecemment, la structure du complexe DHPR squelettique a été dévoilée par cryo-
microscopie électronique, d'abord avec une résolution de 15 A (Hu et al. 2015) et, plus

récemment, avec une résolution de 4,2 A (Wu et al. 2015).

2. Lesisoformes de Ca,p et leur distribution tissulaire

Quatre genes différents CACNB1, CACNB2, CACNB3 et CACNB4 codent quatre
differentes isoformes de Ca, (52-78 kDa) nommées Ca,p;, Ca/p,, Caps et Caba,

respectivement. Chacune de ces isoformes peut subir un épissage alternatif créant une vaste
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collection de variants d'épissage avec des propriétés biophysiques et pharmacologiques
distinctes (Etemad, Obermair, et al. 2014). Les isoformes de Ca,p participent a I'organisation

des CCDVs et leur expression varie entre les tissus (Tableau 3) (Buraei & Yang 2013).

Ca,B1a a été le premier variant d'épissage identifié, il semblait étre le variant principal
exprimé dans le muscle squelettique (Pragnell et al. 1991). 1l a été démontré qu’il joue un role
critique dans le couplage excitation/contraction, non seulement en contrélant I'expression de
Cay1.1 dans les tubules-T, mais aussi en favorisant le regroupement de quatre complexes
DHPR dans une tétrade qui se couple a un seul RyR (Taylor et al. 2014). Ca,p1, a €également
¢été décrit comme principalement exprimé dans le coeur de rat aprés la naissance (Chu et al.
2004). En effet, seuls deux variants d'épissage de Ca,p; (Ca,p1a et Ca,P1p) Ont été observés
dans les tissus du rat (Chu et al. 2004). Cependant, Ca,f1p a €té identifié comme le principal
variant exprimé dans le cceur humain. Ca,f1, est également exprimé dans le cerveau et a

également été détecté dans le pancréas (Chu et al. 2004; Buraei & Yang 2010).

Ca,p, semble étre la sous-unité la plus abondante dans les myocytes auriculaires et
prédominante dans le coeur du rat et les muscles lisses. En outre, Ca,f3, a été détectée a des
faibles niveaux dans le cerveau et dans le muscle lisse de l'aorte, de la trachée et des
poumons. Ca,3, est également présente dans certains types de cellules neuronales incluant les
cellules de Purkinje, les neurones pyramidaux de I'hippocampe et les photorécepteurs (Hullin
et al. 1992; Chu et al. 2004; Herzig et al. 2007). Cinq variants de Ca,f, ont été clonés a partir
du myocarde humain et nommés Ca,B, CaPan, CaPa, CaPag €t Ca,fBr. Ces variants
montrent un profil d'expression différent dans chaque cavité cardiaque (Chu et al. 2004).
Caf2a a éteé détecte dans le tissu ventriculaire humain et a la particularité d'étre le seul variant
qui est palmitoylé (Chu et al. 2004; Buraei & Yang 2010; Buraei & Yang 2013; Restituito et
al. 2000). D'autre part, 'ARNm de Ca, 2, est fortement exprime a la fois dans l'oreillette et le
ventricule. Ce variant ne montre pas de changements significatifs avec I'age, alors que
I'expression de Ca,fzc, Ca,Baq et CayPze diminue avec le développement. Dans les oreillettes
et les ventricules, I'expression de Ca,f, est nettement supérieure a 4-5 semaines qu’a 16
semaines d'age (Chu et al. 2004). De méme, Ca,fB2. est principalement exprimé dans les
ventricules a 4-5 semaines d'age, ce variant est faiblement détecté a 16 semaines, mais pas du
tout exprimé dans les oreillettes (Chu et al. 2004). L’ARNm de Ca,f3 a également été

identifié dans le tissu ventriculaire humain, alors que la protéine est détectée dans le muscle
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lisse ou elle semble étre principalement exprimée avec Ca,f, (Hullin et al. 1992; Chu et al.

2004).

Tableau 3. La distribution tissulaire de Ca,$

Geénes Ca,p Distribution tissulaire
B Cortex cérébral, habenula, hippocampe, bulbe olfactif, muscle
! squelettique, ceeur, rate et lymphocytes T
Bia Muscle squelettique et ceeur du rat postnatal
CACNB1 Bib Cceur humain, cervelet, cortex cérébral, nerf et pancréas
Bic Cerveau et rate
Big Ceeur
Cceeur, hippocampe, cervelet, noyaux pontiques, locus Niger, habenula,
B, glande pinéale, noyaux thalamiques, cerveau, poumons, lymphocytes T
et ostéoblastes.
B2a Ceeur, aorte et cerveau
CACNB2 Bao Cceur, aorte et cerveau
Bac Cceur et cerveau
Bad Cceeur (au début du développent)
Boe Cceur (au début du développent)
Cervelet, cortex cérébral, habenula, hippocampe, bulbe olfactif, striatum,
CACNB3 Ba cceur, aorte, reins, poumons, muscle squelettique, muscle lisse, rate,
thalamus, lymphocytes T et trachée
B Cortex cérébral, gyrus denté, habénula, hippocampe, bulbe olfactif,
4 striatum, thalamus et hypothalamus
CACNB4 Baa Moelle épiniére et cervelet
Bap Moelle épiniére et prosencéphale
Bac Tronc cérébral et cervelet
Bag Tissus rénaux et cardiaques

Ca,f33 a été décrite dans le cerveau ou elle est exprimée de maniére prédominante dans le

bulbe olfactif, le cortex, I'hippocampe et I’habénula. Ca,f3 est aussi présente dans le systéme

vasculaire, particuliérement dans 1’aorte et dans 1’artére rénale, aussi bien dans le myocarde
(Foell et al. 2004; Witcher et al. 1993; Hullin et al. 1992). Ca,B4 est exprimée dans les

cellules de Purkinje et les cellules granulaires, son expression augmente avec le

développement cérébral du rat (Castellano et al. 1993; Ludwig et al. 1997). Egalement, Ca,B4

a ¢été décrite dans le coeur embryonnaire précoce ou elle disparait avant la naissance.

Fortement exprimé dans le cerveau, Ca,B4, est dominant dans le cervelet et 1’hippocampe
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avec une faible expression dans les reins, les testicules et les lymphocytes. L’épissage
alternatif de la sequence N-terminale de Ca,p produit le variant Ca,f4, caractérisé dans le
systéme nerveux central (Helton et al. 2002; Helton & Horne 2002). Egalement, un variant
d'épissage supplémentaire a été identifié dans les tissus rénaux et cardiaques du feetus appelé

CayBaqg (Chu et al. 2004).

3. Structure de Ca,p

La séquence de la sous-unité B peut étre divisée en cinq domaines en fonction des
similitudes d'acides aminés entre les isoformes (Figure 9). Ca,8 se compose de trois
domaines conserveés qui forment la région centrale «core région » et deux domaines
fortement variables qui forment les extrémités N- et C-terminales. Pour la plupart des sous-
unités B, ces domaines (N- et C- terminaux) n'ont pas été cristallisés et leurs structures 3D
sont donc inconnues, a I'exception de la structure de la partie N-terminale de Ca,B4 qui a été
déterminée par RMN. Elle se compose de deux hélices a et de deux feuillets B antiparalléles
(Vendel, Rithner, et al. 2006). Cependant, aucune structure des domaines C-terminaux n’a €té

encore identifiée.

Dans la région centrale se trouve un domaine homologue a Src 3 « SH3 » et un domaine
Guanylate Kinase « GK » reliés entre eux par une région faiblement conservée « HOOK ».
Cette région centrale « SH3-HOOK-GK » résume de nombreuses fonctions critiques des
sous-unites Ca,fs et permet leur classification en tant que membres de la famille des
guanylate kinase associée a la membrane, qui sont groupés sous le nom « MAGUK » (Buraei
& Yang 2013). Le domaine SH3 médie les interactions protéine-protéine et a une séquence
hydrophobe hautement conservée qui se lie aux séquences « PxxP » dans les protéines cibles
(Buraei & Yang 2010; Buraei & Yang 2013). Le domaine GK conserve les caractéristiques
structurales générales des guanylate kinases, qui catalysent le transfert du phosphate de I'ATP
a la GMP afin de génerer I'ADP et la GDP (Buraei & Yang 2010). Ce domaine contient
également un site d'interaction protéine-protéine qui se lie au domaine « AID » (oy-
interaction domain) de Cayoy, guidant ainsi lI'assemblage du canal. Le domaine GK se lie
également a d'autres protéines y compris les RGK, GTPases et les canaux BK¢, (discutés ci-
dessous) (Buraei & Yang 2010; Buraei & Yang 2013).

La longueur ainsi que la séquence en acides aminés de la région HOOK reliant les

domaines SH3 et GK varient entre les isoformes de Ca,f. La structure tridimensionnelle
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d'une partie importante de cette région reste encore indéterminée en raison de sa faible
densité en electrons (Dolphin 2003; Buraei & Yang 2010; Buraei & Yang 2013). Les données
cristallographiques montrent que les domaines SH3 et GK interagissent entre eux et que cette
interaction est importante pour la fonctionnalité de Ca,f. Par conséquence, les mutations et
les modifications post-traductionnelles qui affectent les domaines SH3 et GK de Ca,p altérent
la cinétique du canal (Buraei & Yang 2010; Buraei & Yang 2013).

H3 GK C

y S BID
Cas NN ______

Figure 9. Représentation schématique de Ca,p. Les domaines SH3 et GK sont conservés dans tous
les Ca,fs. Le BID (pour ‘B-interaction domain’) était le premier site d'interaction avec Ca,o0; décrit.
Plus tard, il a été remarqué que l’interaction avec Cayoy; engage des régions supplémentaires du
domaine GK nommées ainsi ABP (pour ‘AID-binding pocket’).

Interactions des domaines SH3 et GK

Les domaines SH3 et GK de Ca, peuvent établir deux types d'interactions: une
interaction intramoléculaire et une interaction intermoléculaire. La premiere est indispensable
au fonctionnement de la sous-unité (Figure 10A). En effet, des mutations ciblant 1’interaction
SH3/GK alterent les cinétiques d’inactivation du canal et peuvent inhiber I’interaction entre
Cayo; et Ca,p (McGee et al. 2004; Takahashi et al. 2004). Une interaction intermoléculaire
existe aussi entre SH3 et GK. Ainsi, une coexpression de Ni,-SH3 et GK-Cy de Ca,B2a, st
capable de rétablir une sous-unité fonctionnelle (Figure 10B). Cette sous-unité reconstituée
restitue 1’amplitude du courant native, 1’adressage membranaire du canal et 1’effet
hyperpolarisant sur la courbe d’activation (Takahashi et al. 2004). Les mutations qui
empéchent I’interaction intramoléculaire perturbent encore ’interaction intermoléculaire et
donc le rétablissement de Ca.f,a. Ceci est le cas de la coexpression de Ni-SH3 avec un GK -
Cir possédant une délétion de cing acides aminés (PYDVV) dans le domaine GK. Au
contraire, la coexpression de Ny-SH3 avec GK-AC, ayant une délétion de 83 acides aminés
en C-terminal, est capable de reconstituer une sous-unité Ca,f2a mais sans restituer
entierement ses effets (Figure 10C) (Takahashi et al. 2005). Finalement, les sous-unités
portant des mutations qui rompent 1’interaction intramoléculaire mais qui ont au moins 1’un

de deux domaines (GK ou SH3) intacts peuvent interagir d’une fagon intermoléculaire
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(Figure 10D) et de restituer les effets de Ca,p (Takahashi et al. 2004). Ces études surlignent

I’importance de ces interactions qui sont indispensables pour la fonctionnalité de la protéine.
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Figure 10. Les différentes formes de I’interaction entre les domaines SH3 et GK de Ca,p*.

4. Les proteines partenaires de Ca,f

a. Cayay, le premier partenaire de Ca,f

La sous-unité a; a eté la premiére protéine identifiée a interagir avec Ca,p et a donc été
considérée comme son partenaire naturel. Jusqu'a récemment, la seule fonction connue de
Ca, était de moduler le ciblage a la membrane plasmique, les propriétés de transmission
sélective, et l'activité de la sous-unité Ca,a;. En effet, cette activité déclenche ou module
d'importants processus physiologiques y compris I'expression génique et les couplages
excitation/sécrétion et excitation/contraction (Rousset et al. 2005). Ainsi, Ca,f est considérée
comme une protéine chaperon permettant I'expression a la membrane plasmique des sous-
unités Ca,1 et Ca,2 (Walker & De Waard 1998).

*Abir Tadmouri. Les déterminants moléculaires et cellulaires de la mutation humaine R482X de la
sous-unité Ca,f4 impliqués dans I'épilepsie. Neurosciences [g-bio.NC]. Université Joseph Fourier -
Grenoble I, 2007. Francais. <tel-00171896>

24



Bibliographie

Plusieurs études se sont penchées sur les domaines protéiques impliqués dans I'interaction
entre Cayay et Ca,p. Tous les Ca,fs interagissent avec le domaine AID de 18 acides aminés
situé dans la boucle cytoplasmique de Caya; entre les domaines transmembranaires | et Il (De
Waard & Campbell 1995; De Waard et al. 1994; Pragnell et al. 1994). En ce qui concerne la
région de Ca, qui interagit avec le domaine AID, une région dans le domaine GK nommeée
« BID » a d'abord été décrite comme étant le domaine d'interaction avec Cayo; (De Waard et
al. 1994; De Waard et al. 1996). Toutefois, I'élucidation récente de la structure de Ca,f2. a
dévoilé que la séquence de BID est profondément enfouie dans le domaine GK, rendant son
interaction directe avec le domaine AID difficile. La structure 3D montre en fait que
I'interaction avec AID engage trois régions du domaine GK qui forment une poche
hydrophobique qui a été nommeée « ABP » (AID binding pocket) (Opatowsky et al. 2004;
Chen et al. 2004; Van Petegem et al. 2004; Almagor et al. 2012). La mutation de certains
résidus d'acides aminés formant le domaine ABP affaiblit considérablement ou inhibe
entierement l'interaction entre Cayay et Ca,f. De méme, la mutation de certains résidus dans
le BID modifie I'interaction entre Ca,a, et Ca,B. Ces études structurales montrent aussi que le
domaine AID adopte une forme a-hélicoidale lors de son interaction avec Ca,Ba, Ce qui

suggére que l'interaction Cay01/Ca,p a la capacité de modifier, en partie, la structure de Cayay.

Comme mentionné précédemment, il est maintenant largement admis que Ca,f est
absolument nécessaire a la sortie de Cayo, du réticulum endoplasmique et son adressage a la
membrane plasmique (Tareilus et al. 1997; Chien et al. 1995; Bichet et al. 2000; Jha et al.
2015). Dans une étude menée par Altier et ses collaborateurs, il a été montré qu'en I'absence
de Ca,B, les sous-unités Ca,1.2 sont soumises a 1’ubiquitination et la dégradation par le
protéasome. Neanmoins, en présence de Ca,f, ces sous-unités sont correctement transportées
vers la membrane plasmique. Ce mécanisme d’ubiquitination et de dégradation n’est
cependant pas commun a tout les CCDVs. En effet, les sous-unités Ca,2.1 ne sont pas
ubiquitinées en absence de Ca,f. Ces résultats démontrent que la voie d'exportation du

réticulum endoplasmique varie entre les différentes familles de CCDVs (Altier et al. 2011).

Réversibilité de linteraction entre Ca,a; et Ca,f

Méme si plusieurs études ont proposé que l’interaction CayB/AID se produit avec une
forte affinité (2-54 nM) (De Waard et al. 1995), différents résultats suggerent fortement que
cette interaction est réversible (Hidalgo et al. 2006; Garcia et al. 2002; Hidalgo & Neely

2007; Jangsangthong et al. 2011), soulevant la question de la permanence de 1’interaction
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Ca,aq/Ca,P. La réversibilité de l'interaction Caya;/Ca,f a également été 1'objet d'une étude
utilisant la récupération de la fluorescence apres photoblanchiment (FRAP) dans des
myotubes dysgéniques. Cette étude a indiqué que, dans les triades du muscule squelettique,
CaB1a forme un complexe stable avec les sous-unités Ca,1.1 et Ca,1.2, tandis que Ca,,, et
Ca,Bap interagissent avec ces canaux d’une manieére plus dynamique. En outre, la
modification ou la suppression de certains résidus dans la boucle I-11 de la sous-unité Ca,1.1
ne modifie pas les propriétes dynamiques de Ca,f. Cependant, la substitution d’un seul
résidus dans I’ABP de CayBi1, (mutation M293A) diminue la stabilit¢ du complexe
Cay01/Ca,P, suggérant que la liaison a Cayay est sous le contrdle des propriétés intrinseques
de Ca, (Campiglio et al. 2013). D’autre part, il a ét¢é montré que certaines protéines
partenaires de Ca, ou Cayoy pourraient réguler la dissociation entre ces deux sous-unités
(Dresviannikov et al. 2009), favorisant ainsi la régulation de I'afflux de calcium et de faciliter

I'engagement de Ca,f dans des voies de signalisation cellulaire indépendante du calcium.

Enfin, il est intéressant de noter que certaines propriétés de déclenchement des CCDVs
sont également définies par 1’isoforme de Ca,f et sa capacité a établir des interactions
supplémentaires avec Cayoy qui n’impliquent pas le domaine AID. Ainsi, les domaines C-
terminaux de certaines Ca, sont capables d’interagir avec l'extrémité N-terminale ou
I'extrémité C-terminale de Cayo; (Walker & De Waard 1998). Plus récemment, une étude de
cryo-microscopie électronique a dévoilé la structure globale du DHPR (Figure 11). Cette
structure illustre la proximité de la sous-unité Ca,p1, avec le domaine C-terminal de Ca,1.1

indiquant la faisabilité de ce type d'interactions secondaires (Wu et al. 2015).
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The Cavl.1c

omplex

Figure 11. La structure du canal calcique voltage-dépendant (Ca,1.1) de lapin & une résolution
de 4,2 A (Wu et al. 2015) . La carte globale de densité de microcopie électronique sur la gauche est
colorée en fonction des différentes sous-unités. Le model structural sur la droite est colorée en
fonction des domaines. Le Ca®* prétendu est représenté comme une sphére verte. CTD : domaine C-
terminal de Ca,o;.

b. Ca,p et les protéines kinases: une relation complexe

Toutes les sous-unités B contiennent dans leurs séquences des sites potentiels de
phosphorylation (Zamponi et al. 2015). Ceci suggére que la phosphorylation de Ca,p peut
réguler les courants calciques portés par les CCDVs et/ou contr6ler l'interaction de Ca,f3 avec
un partenaire protéique. En effet, il a été décrit que la MAPK est capable de phosphoryler et
de potentialiser les canaux calciques de type-L et -N dans les neurones des ganglions de la
racine dorsale (Fitzgerald 2000). Dans les cellules COS-7, I’absence de Ca,p entraine la
disparition de cette régulation. Malheureusement, ce n'est pas clair si cette phosphorylation se
produit sur Cayo; ou Ca,f parce que tous les deux contiennent des sites potentiels de

phosphorylation.

D’autres résultats indiquent que les courants cardiaques de type-L sont sous le contréle de
la voie du récepteur B-adrénergique par l'intermédiaire de la PKA. La encore, le mécanisme

moléculaire de cette régulation n'a pas encore été pleinement élucidé. Blinemann et ses
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collaborateurs ont suggéré qu‘au moins deux résidus de Ca,B, (Ser*’® et Ser*®) sont les sites
potentiels de phosphorylation par la PKA qui a comme conséquence une stimulation des
courants cardiaques (Blnemann et al. 1999). Cependant, ces résultats obtenus dans un
systeme d'expression hétérologue ont été contredits par d'autres expériences réalisées dans
des cardiomyocytes et des modeles d'animaux transgéniques générant ainsi un debat sur la
possibilité et le role de la phosphorylation de Ca,p par PKA (pour revue, voir (Weiss et al.
2013)). Récemment, Brunet et al. ont décrits deux sites de phosphorylation de Ca,R in vivo
(Brunet et al. 2015). Ces sites (Ser'*® et Thr?®) se trouvent dans le domaine HOOK de Ca,p
et sont conservés parmi ses isoformes. Cette étude révele une nouvelle dimension de la

régulation des CCDVs par phosphorylation des domaines HOOK des sous-unités Ca,fs.

La CaMKII (pour ‘Ca?*/Calmodulin-Dependent Kinase II') est I'une des enzymes les plus
abondantes dans différents types cellulaires y compris les cellules musculaires et les
neurones. Certaines etudes ont montré que la CaMKII est capable d’interagir, in vitro, avec
Ca,p1p mais pas Ca,ps3 et Ca,ps (Grueter et al. 2008). En outre, il a été démontré que la
CaMKII peut phosphoryler Ca,f1,, Ca,p3 et Ca,f4, mais les conséquences physiologiques de
ces phosphorylations restent peu claires (Grueter et al. 2008).

D'un autre coté, il a été montré que les souris knock-out pour Ca,3 ont une plus grande
capacité a contrdler une concentration élevée de glucose dans le sang que les souris sauvages
en raison d'une sécrétion d'insuline significativement plus élevée (Berggren et al. 2004). Cette
observation suggére que les canaux calciques régulent la sécrétion d'insuline. De méme,
I'utilisation des siRNA contre Ca,B, et Ca/; augmente significativement le niveau de
I'insuline sérique et aboutit a une homéostasie du glucose efficace. En revanche, la régulation
de I'expression de Ca,f; et Ca,f4 n'a pas montré des conséquences identiques. L'observation
de la localisation des isozymes de PKC dans les cellules B pancréatiques isolées a partir des
souris traitées avec des siRNA anti-Ca,f3, et -Ca,f3 a révélé que trois isozymes de la PKC (a,
BIl et &) subissent une translocation vers la membrane plasmique en absence de Ca,f3; et
Ca,Bs. L'étude ainsi a suggéré que Ca,, et Ca,p3 inhibent I'activation de PKC et la sécrétion
d’insuline par l'un des deux mécanismes suivants: 1) l'inhibition de la translocation des
isozymes de PKC a la membrane, ou 2) la réduction de l'interaction entre les canaux

calciques et les isozymes de la PKC (Rajagopal et al. 2014).
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c. Interaction de Ca,f avec des récepteurs membranaires et d'autres canaux ioniques

i.  Les récepteurs de la ryanodine (RyR)

Dans les cellules des muscles squelettiques, les canaux calciques de type-L, connus sous
le terme DHPR, sont localisés dans des invaginations de la membrane plasmatique appelées
tubules-T. Dans ces cellules, le DHPR joue un réle particulier car il est couplé a un autre
canal calcique, le RyR situé dans la membrane du réticulum sarcoplasmique. La juxtaposition
des tubules-T et de la membrane du réticulum sarcoplasmique permet le couplage physique
du DHPR au RyR et forme une structure hautement organisée appelée la triade. Dans les
tubules-T, les DHPRs sont organises en tétrades correspondant a quatre DHPRs qui font face
aun RyR.

Cette organisation particuliere appelée la tétrade est nécessaire pour le couplage
fonctionnel entre DHPR et RyR qui permet le transfert de l'information électrique détectée
par le DHPR au RyR par un mécanisme connu sous le nom du couplage
excitation/contraction (EC) (Flucher & Franzini-Armstrong 1996). Outre son rble dans
I'expression des DHPRs a la surface membranaire, I'isoforme de Ca,3 du muscle squelettique
(Ca,B1a) semble indispensable a la formation de la tétrade et au couplage EC. En fait, les
courants des canaux de type-L peuvent étre entierement rétablis par l'expression des
différents isoformes de Ca,p exogenes dans les cellules des muscles squelettiques isolés a
partir d'embryons de souris knock-out pour Ca,fi,. Par contre, seulement Ca,f1, et Ca,Pic
sont capables de normaliser le couplage EC (Schredelseker et al. 2005; Schredelseker et al.
2009).

En plus, il a été montré que Ca,f1, interagit directement avec le RyR via une répétition
(L478, V485, L492) située dans I'extrémité C-terminale de Ca,fB1, et dont la délétion conduit
a la perte du couplage EC. En revanche, I'expression de Ca,f,, portant la séquence
correspondante de Ca,f1, dans des myotubes issus de souris knock-out pour Ca,Bi1, est
suffisante pour rétablir le couplage EC (Sheridan et al. 2004). Au niveau du RyR, une région
fortement chargée (KKKRRxxR) conduit l'interaction avec Ca,pia (Sheridan et al. 2004;
Cheng et al. 2005). Enfin, la sous-unité Ca,f1,semble organiser et faciliter I'interaction entre
Ca,1.1 et RyR. En effet, une étude de cryo-microscopie électronique du DHPR a souligné le
réle de Ca,§ comme une ancre qui aide la boucle flexible I1-111 de Ca,a, & interagir avec RyR
(Hu et al. 2015).
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ii. Caypreduit la sensibilité de BKc, au calcium

Les canaux potassiques de grande conductance activés par le Ca** (BKca) se trouvent
dans les cellules excitables et non excitables, y compris les neurones, les myocytes, les
cellules sécrétrices et les cellules épithéliales (Salkoff et al. 2006). Ces canaux activés par la
dépolarisation de la membrane plasmique et la liaison du Ca®* sur leur domaine
intracellulaire sont impliqués dans plusieurs processus physiologiques dont I'excitabilité
neuronale (Salkoff et al. 2006). De maniere surprenante, Zou et ses collaborateurs ont décrit
une association physique entre Ca,f; et Slol, la sous-unité formant le pore du canal BKc,
(Zou et al. 2008). Deux régions distinctes de Slol sont impliquées dans cette interaction: (1)
un motif de liaison & SH3 non-canonique (Tian et al. 2006) et (2) des sites de liaison du Ca**
de Slo1 dites "calcium bowl" (Zou et al. 2008). De plus, cette interaction ne nécessite aucune
autre sous-unité du canal (par exemple, la sous-unité formant le pore) ou toute autre protéine
intermédiaire. Cette interaction entre le canal potassique et Ca,f; ralentit la cinétique
d'activation/inactivation du canal BKc, et diminue de maniére significative sa sensibilité au
Ca®". Les effets observés de Cayf; sur les canaux BKc, résultent de son interaction, via son
domaine GK, avec le "calcium bowl!" de Slol (Zou et al. 2008). Cependant, il a été suggéré
que ’interaction de Ca,f; avec le motif de liaison a SH3 stabilise l'interaction avec Slol, ou

peut contribuer & la formation d'autres complexes.

iii. Le Bestrophin-1 régule les CCDVs via Ca,f

Le Bestrophin-1 est un canal anionique qui se trouve dans I'épithélium pigmentaire
rétinien dont le dysfonctionnement conduit a différents types de dégénérations rétiniennes. Il
est aujourd’hui bien établi que Bestrophin-1 peut réguler les CCDVs en modulant leur
cinétique d'activation et leur activation dépendante du potentiel (Hartzell et al. 2008; Burgess
et al. 2008; Rosenthal et al. 2006; Reichhart et al. 2010; Yu et al. 2008). En effet, il a été
démontré que la régulation des canaux calciques de type-L par Bestrophin-1 est due a
I'interaction de Bestrophin-1 avec la sous-unit¢é Ca,f. En fait, Bestrophin-1 co-
immunoprécipite avec Ca,f3 et Ca,f4; Cependant, aucune interaction n'a été observée avec
Ca,1.3 quand cette sous-unité est exprimée seule. Il a été aussi montré, par microscopie
confocale, que Bestrophin-1 colocalise avec Ca,p; dans le cytoplasme. En revanche, en
présence de Ca,l1.3, Bestrophin-1, Ca,l3 ou Ca,f4, les trois protéines sont retrouvées
localisées au niveau de la membrane plasmique indiquant que l'interaction de Bestrophin-1

avec les canaux Ca?* se fait par le biais de Ca,$ (Milenkovic et al. 2011). 1l a d'abord été
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décrit que cette interaction implique un motif riche en proline de Bestrophin-1 (situé entre les
acides aminés 330 et 346) et le domaine SH3 de Ca,f (Yu et al. 2008; Reichhart et al. 2010).
En 2011, un nouveau motif également riche en proline de I'extrémité C-terminale de
Bestrophin-1 (situé entre les acides aminés 468 et 486) a été identifié. Ce motif est encore
requis pour la modulation des fonctions de Ca, (Milenkovic et al. 2011). En effet, la délétion
du premier motif affecte la liaison Bestrophin-1/Ca, mais pas le trafic de Ca,1.3 a la
membrane plasmique, alors que la délétion du second motif affecte la capacité de Ca,f a
réguler I'expression du canal a la surface cellulaire (Reichhart et al. 2010; Milenkovic et al.
2011). Ces observations suggerent donc que le premier motif riche en proline est requis pour
la liaison entre Ca,f et Bestrophin-1, alors que le deuxiéme motif est impliqué dans le

contrdle des propriétés régulatrices de Ca,f par Bestrophin-1 (Milenkovic et al. 2011).

d. L'interaction de Ca,f avec les GTPases
I. Les RGK GTPases: des inhibiteurs potentiels des CCVDs

Quatre membres constituent la famille des protéines RGK (Rad, Rem, Rem2, Gem/Kir).
Ces protéines peuvent lier GDP et GTP, ainsi, elles possedent une activité GTPase. Le role de
cette activité GTPase dans les fonctions régulatrices des protéines RGK reste cependant mal
compris. Rad a été le premier membre décrit parmi les RGKs qui inhibe le courant calcique
(Béguin et al. 2001). Depuis, tous les membres de la famille des protéines RGK se sont
dévoilés comme des puissants inhibiteurs des courants calciques. En effet, I'expression de
chaque membre des RGKs avec Ca,o4, Caya,d et Ca B, dans différents systemes d'expression
hétérologues, inhibe les courants calciques. Néanmoins, les courants générés par I'expression
de Ca,ay seul semblaient étre insensibles aux RGKSs, suggérant que les RGKs inhibent les
CCDVs par une interaction directe avec Ca,f (Béguin et al. 2001; Finlin et al. 2003; Seu &
Pitt 2006). Cette interaction a été confirmée par des expériences de co-immunoprécipitation
montrant que toutes les RGKs sont capables d'interagir avec toutes les isoformes de Ca,f3
(Béguin et al. 2001; Béguin et al. 2006; Buraei & Yang 2010). En accord avec ces résultats,
I'activité des canaux de type-T, qui ne comprenne pas de sous-unité Ca,f, n'est pas affectée
par les protéines RGK (Chen et al. 2005; Finlin et al. 2003). Xu et ses collaborateurs ont
montré que la surexpression de Rem régule négativement les courants calciques de type-L
sans affecter le nombre des canaux a la surface des cellules (Xu et al. 2010). En présence de
Rem, les courants calciques cardiaques de type-L ne sont plus régulés par la PKA. Cet effet
peut étre d0 a un encombrement stérique ou a un masquage des sites de phosphorylation de

Ca,p par l'interaction avec Rem. Récemment, certaines études ont cherché les détails de cette
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interaction. En effet, il a été montré que trois résidus de Rem (R200, L227 et H229) sont
critiques pour I’interaction Rem/Ca,f, in vitro (Beqollari et al. 2015). De I’autre c6té, deux
régions appartenant au domaine GK de Ca,f4, Ont été identifiées comme nécessaires pour son
interaction avec Rem2. La premiére forme une poche hydrophobique bordée par 4 résidus
critiques (L173, N261, H262 et VV303), dont la mutation de chacun perturbe completement la
liaison. La deuxiéme région n’est pas si loin de la poche, elle contient 3 résidus (D206, L209
et D258) qui lorsqu'ils sont mutés individuellement 1'affinité de I’interaction diminue (Xu et

al. 2015).

Differents mécanismes ont été proposés pour expliquer les effets des RGKs sur les
courants calciques. Le premier repose sur le concept général que les protéines RGK entrent
en compétition avec l'interaction Ca,f/Caya. Cette compétition peut prendre plusieurs formes:
inhibition de I'association de Ca, avec Cayo. ou la réduction de la disponibilité de Ca, dans
le cytoplasme. Dans le premier scénario, la liaison des RGKs a Ca,f influence sa liaison a
Ca,oy et par conséquent l'adressage du canal a la membrane plasmique, en laissant Cayay
piégé dans le réticulum endoplasmique (Buraei & Yang 2010). Cependant, 1’affinité de Ca,p,
pour AID est plus élevée que celle de sa liaison a Rem (Finlin et al. 2006), ce qui rend peu
probable que les RGKs dissocie le complexe Ca,p/Ca,0; (Buraei & Yang 2010). Dans le
second scénario, l'interaction des RGKs avec Ca,p aboutit a un ciblage du complexe
Ca,f/RGK au noyau diminuant ainsi la concentration cytoplasmique de Ca,f et donc
I'adressage de Cayay a la membrane plasmique. Cependant, le réle fonctionnel du complexe
nucléaire Ca,f/RGK reste a élucider. Le second mécanisme est fondé sur le fait que Rem
inhibe les courants calciques de type-N sans modifier la densité de Ca,o; & la membrane
plasmique (Chen et al. 2005). Ces résultats suggérent que les protéines RGK peuvent aussi
déréguler les CCDVs en interagissant avec Ca,f3 associée au canal, donc au niveau de la
membrane plasmique. Ce mécanisme implique l'association du domaine C-terminal des
RGKs aux phospholipides membranaires favorisant ainsi l'ancrage des RGKs dans la
membrane. Enfin, le troisiéme mécanisme suggére que les protéines RGK induisent une
internalisation des CCDVs diminuant ainsi leur expression a la surface cellulaire. Une étude a
montré que dans les cellules HEK293 I'endocytose des canaux de type-L médiée par la
dynamine est renforcée par Rem (Zerangue & Jan 1998). En conclusion, les RGKs
apparemment influencent les courants calciques a deux niveaux différents: au niveau
intracellulaire et au niveau membranaire. Ce double effet rappelle la multiplicité des roles

attribués a Ca,p.
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ii. La dynamine: un lien entre les CCDV et I'endocytose

La dynamine est un membre de la famille des GTPases impliquées dans la fission de la
membrane lors de I'endocytose (Takei et al. 2005; Hinshaw 2000). Elle se compose au moins
de trois domaines: un domaine N-terminale portant 1’activité GTPase, un domaine central et
un domaine C-terminale effecteur GTPasique. Certaines dynamines montrent des domaines
supplémentaires: un domaine PH (pour ‘Pleckstrin Homology’) qui se lie aux phospholipides
et un domaine riche en proline qui peut interagir avec les domaines SH3 de plusieurs
protéines (Hidalgo & Neely 2007). Etant donné que Ca,p posséde un domaine SH3, la
dynamine était soupconnée d'étre un partenaire potentiel de Ca,p (Hidalgo & Neely 2007).
Plusieurs études ont démontré cette interaction (Gonzalez-Gutierrez et al. 2007; Miranda-
Laferte et al. 2011). En 2007, Gonzalez-Gutierrez et al. ont montré que Ca,B,, interagit par
son domaine SH3 avec le domaine riche en proline de la dynamine dans des ovocytes de
Xenopus (Gonzalez-Gutierrez et al. 2007). En effet, I'injection des domaines SH3 de Ca,8
dans des ovocytes de Xenopus exprimant Cayay aboutit a l'internalisation des CCDVs et par
conséquent un nombre réduit de canaux a la membrane plasmique. Cette observation a été
expliquée par la présence de la dynamine endogéne dans des ovocytes de Xenopus. En
revanche, cet effet n'a pas été observé lorsque l'interaction entre la dynamine et le domaine
SH3 a été bloguée par un petit peptide (dérivé du domaine riche en proline de la dynamine),
connu pour perturber l'interaction avec d'autres domaines SH3 et inhiber I'endocytose des
veésicules synaptiques. En outre, il a été montré que le domaine SH3 de Ca,f et Ca, entiére
sont capables d'interagir in vitro avec la dynamine et d’entrainer I’internalisation du canal
potassique « Shaker » (Gonzalez-Gutierrez et al. 2007). Ces observations suggérent que
I'interaction entre la dynamine et les domaines SH3 relie les CCDVs a la machinerie

d'endocytose.

e. L'interaction de Ca,f avec d'autres protéines

i. BARP régule négativement les CCDVs via Ca,f

Une étude récente a décrit pour la premiére fois une glycoprotéine membranaire nommée
BARP (pour ‘VGCC-B-anchoring and -regulatory protein’), qui est principalement exprimée
dans les neurones. En effet, des niveaux élevés d'/ARNm de BARP ont été detectés dans le
cerveau, les Tlots pancréatiques, et les cellules neuroendocrines (Béguin et al. 2014). Dans le
cerveau et le cervelet, BARP co-immunoprécipite avec Ca,p3 et Ca,f4 mais pas avec Ca,f1,
suggérant que dans les neurones BARP peut s'associer a des isoformes spécifiques de Ca,p.
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Lorsque surexprimé dans les cellules COS-1, BARP est capable de se lier a toutes les
isoformes de Ca,f3 et de changer leurs localisations subcellulaires en absence de Cayay. Apres
de nombreuses études montrant une distribution cytosolique et parfois nucléaire de Ca,p, la
surexpression de BARP localise les difféerents isoformes de Ca,f8 du cytoplasme vers la
membrane plasmique. L'interaction entre Ca,p et BARP se fait grace a deux domaines
(Figure 12). Le domaine Il interagit avec Ca,f3, Ca,B2a, Ca/Pa, et Ca,Psa mMais pas avec
CaPB1a, alors que le domaine | se lie a toutes les isoformes de Ca,. De plus, le domaine |
interagit avec le domaine d'interaction a a; de Ca,f et interfere avec son association avec
Ca,aoy. BARP n'a aucun effet sur I'expression de Cayay au niveau de la membrane plasmique,
mais il inhibe I'activité du canal ce qui conduit a I'inhibition de I'exocytose dependante du
Ca?*. Ainsi, BARP contrle la localisation de Ca,f et son association avec Cayo; pour réguler
négativement l'activité des CCDVs. Ces résultats pourraient conduire a de nouvelles

stratégies pour la conception d’inhibiteurs thérapeutiques des CCDVs (Béguin et al. 2014).
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Figure 12. Les domaines structuraux et fonctionnels de BARP. Le site de glycosylation (*), la
région transmembranaire (jaune) et les domaines | et 1l (bleu) qui fixent Ca, sont illustrés. Les acides
aminés en rouge sont cruciaux pour l'interaction avec Ca,f.

ii. Cayf et les protéines synaptiques

Plusieurs études ont montré que Ca,p interagit avec des protéines synaptiques (Kiyonaka
et al. 2007; Vendel, Terry, et al. 2006). RIM1 est une protéine de 1’espace pré-synaptique
impliquée dans la transmission synaptique et la plasticité qui regule I'exocytose des vésicules
synaptiques (Yang & Calakos 2011; Schoch et al. 2002). RIM1 se lie directement et avec une
grande affinité a Ca,fap et Ca,P2a par I'intermédiaire de la séquence SH3-HOOK-GK de Ca,3
et le domaine C-terminal de RIM1. La conséquence de cette interaction est un changement
hyperpolarisant de I'inactivation dépendante du potentiel. La surexpression de RIM1 dans les
cellules PC12 et dans des neurones en culture active la libération des neurotransmetteurs. En

effet, la libération d'acétylcholine est considérablement activée par RIM1 et par son domaine
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C-terminal. Inversement, une inactivation accélérée du courant calcique et une inhibition de
la libération d'acétylcholine sont observées quand un variant de Ca,f incapable de lier RIM1
est exprimé dans les cellules PC12. L’expression de ce variant inhibe également la libération
de glutamate dans des neurones en culture (Kiyonaka et al. 2007). Ces observations mettent
en evidence un réle direct de Ca,p dans l'organisation de la libération des vésicules
synaptiques via son interaction avec RIM1 (Kiyonaka et al. 2007; Buraei & Yang 2010;
Weiss et al. 2011). 1l a également été montré que I'extrémité N-terminale de Ca,f3 et Ca,Paa
se lie & la synaptotagmine I, un membre d'une grande famille de protéines neuronales qui
fonctionne comme un détecteur de Ca** dans la libération des neurotransmetteurs (Stidhof &
Rizo 1996; Fernandez et al. 2001). Le r6le physiologique reste cependant a établir (Vendel,
Terry, et al. 2006; Buraei & Yang 2010).

iii. Ahnak régule les courants de type-L via Ca,f2a

Le nombre croissant des protéines capables d’interagir avec Ca,f étend la fonctionnalité
de cette sous-unité. Ahnak est un autre exemple de ces protéines: c'est une protéine
ubiquitaire, de signalisation et d'échafaudage qui contr6le la perméabilité membranaire et
I'homéostasie intracellulaire du Ca®* (Shao et al. 2009). Plusieurs études ont montré que
Ahnak interagit avec la sous-unité Ca, dans divers types cellulaires, notamment les cellules
musculaires cardiaques, les ostéoblastes et les lymphocytes T (Buraei & Yang 2010).
L'interaction prend lieu dans des sites multiples de I'extrémité C-terminale d’Ahnak tandis
que la région cible sur Ca,B., n'est pas encore identifiée. La capacité d’Ahnak d’étre co-
immunoprécipitée avec Ca,fi,, Ca,ps et Ca/Poa suggére que l'interaction se fait avec les
domaines conservés (SH3 ou GK) de Ca,f (Shao et al. 2009; Alvarez et al. 2004; Haase et al.
1999). L'interaction d'’Ahnak avec Ca, ., réduit I'activité du canal de type-L. En outre, Ca,B2a
et Ahnak peuvent étre phosphorylées par la PKA ce qui conduit a un affaiblissement de la
liaison entre les deux protéines et ainsi une régulation positive des courants de type-L (Haase
et al. 2005). Par conséquent, il a été suggéré que l'interaction Ahnak/Ca,[., réprime l'activité
des canaux de type-L et que leur phosphorylation par la PKA les separent pour lever cette
inhibition (Haase et al. 2005; Haase 2007).

Une étude récente a montré que les lymphocytes T de souris déficientes pour 1’expression
d’Ahnakl présentent une réponse defectueuse a une stimulation du récepteur des cellules T
(TCR' pour 'T-cell receptor’), in vitro, ce qui entraine une réduction de la prolifération et une

diminution de la production d'interleukine-2. Ces cellules sont aussi caractérisées par une
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altération du flux calcique. Il a été suggeré que ce déficit provient d'une diminution de
I'expression des canaux calciques de type-L a la membrane plasmique lié a un défaut
d'interaction entre Ahnakl et Ca,f. Ainsi, Ahnakl joue un réle important dans la
signalisation du calcium dans les lymphocytes T éventuellement par I'intermédiaire de Ca,8
(Matza et al. 2008).

iv. L'actine: le partenaire le plus recemment identifié de Ca,f

Le trafic des canaux ioniques a la surface cellulaire implique leur incorporation dans des
vesicules qui se déplacent le long des filaments d'actine et des microtubules. Dans leur étude
récente, Stolting et ses collaborateurs ont découvert une interaction directe entre Ca,f3, et les
filaments d'actine. Cette interaction, démontrée in vitro et in vivo, implique a la fois les
domaines SH3 et GK de Ca, ce qui suggére que la liaison a l'actine est une propriété
partagée par toutes les Ca,fs. D'autre part, la surexpression de Ca,f, dans des
cardiomyocytes stimule les courants de type-L sans modifier leur dépendance au voltage.
Cette régulation positive des courants est décrite comme dépendante de l'interaction entre
Ca/ et lactine. En effet, en présence du cytochalasine D, un perturbateur de la
polymérisation de I'actine, la surexpression de Ca,f, n’entraine plus une augmentation des
courants de type-L. Ces résultats mettent en évidence lI'importance de Ca, pour I'expression
des CCDVs a la surface cellulaire et pointent au éventuel mécanisme par lequel Ca, controle
I'adressage du canal a la membrane plasmique via son interaction avec l'actine (Stolting et al.
2015).

f. Les fonctions de Ca,f indépendantes du canal

Depuis plusieurs décennies, les fonctions decrites de Ca,f3 ont été exclusivement liées au
canal calcique. Cependant, au cours des derniéres annees, plusieurs etudes ont indiqué que
Ca,p peut accomplir un plus large éventail de fonctions comprenant des taches indépendantes
du canal. La premiere étude des ces fonctions a montré qu'un variant d'épissage alternatif de
Ca,B4, Ca,Bac, exprimeée dans la cochlée de poulet et le cerveau, interagit directement avec
Heterochromatin Protein 1 (HP1y), une protéine nucléaire impliquée dans la régulation de
I’expression génique (Hibino et al. 2003). Cette protéine contient un domaine modificateur de
’organisation de la chromatine dit « chromodomain » essentiel pour I’extinction des génes, et
un domaine « Chromo-Shadow Domain » (CSD) qui agit comme une plateforme pour
I’assemblage d'une variété de protéines nucléaires (Platero et al. 1995). Ca,B4c est un variant
tronque de Ca,p4 dépourvu de 90% de son domaine GK et de I'ensemble de son extrémité C-
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terminale. Ca,f4. et HP1y co-localisent dans le noyau des cellules ciliées de la cochlée. Leur
co-expression dans des cellules tsA201 entraine 1’adressage de Ca,f4c au noyau et I’inhibition
de lactivité d'inactivation des genes de HPly d’une maniére dose-dépendante (voir
chapitre 1. Figure 8). Ces observations étaient spécifiques a Ca,f4c parce qu’un variant plus
long de Ca,P4 ne présente plus d’effet sur I'activité de HP1y. En outre, I’expression de Ca,Bac
avec HPla ou HP1B également redirige Ca,f4c vers le noyau, montrant que d'autres
isoformes de HP1 peuvent se lier a Ca,Bs.. En 2011, Xu et al. (Xu et al. 2011) ont confirmé et
significativement étendu les résultats d’Hibino et al. (Hibino et al. 2003). IIs ont révélé que
l'interaction prend lieu a travers un motif ‘PXVXL’ situé dans I’extrémité C-terminale de
Ca,Pa4c, ce motif est bien connu pour étre présent dans différentes protéines capables de
s’associer a HP1 (Smothers & Henikoff 2000). La méme étude montre que la séquence
‘PVVLV’ conservée dans le domaine GK des Ca,fs est nécessaire pour la liaison au CSD.
Cependant, I’etude de la structure 3D de Ca,p montre que la séquence ‘PVVLV” est enfouie
dans le domaine GK, ce qui pourrait expliquer le manque d'interaction de Ca, avec le CSD.
En revanche, dans le domaine GK tronqué de Ca,fsc, la séquence ‘PVVLV’ pourrait étre
accessible et interagir avec d'autres protéines. Ces observations classent Ca,Bs dans la
famille des protéines PXVXL impliquées dans les processus de modifications épigénétiques
(Xu et al. 2011).

L'idée que Ca,p joue un role dans la régulation des génes a également été supportée par
I’étude réalisée par Zhang et al. montrant que Ca,fs3 interagit avec un nouveau variant
d’épissage du facteur de transcription Pax6 (Zhang et al. 2010). Ce facteur de transcription
est essentiel pour le développement des yeux et du systeme nerveux. Il comporte deux
domaines de liaison & ’ADN reliés par un motif riche en glycine et un domaine de
transactivation (riche en proline, sérine et thréonine) situé en C-terminal. ce nouveau variant
d’épissage de Pax6, appelé Pax6(S), differe de Pax6 par son extrémité C-terminale tronquée
et par la présence d’une queue riche en serine. L’expression de Pax6(S) avec le canal calcique
comprenant Ca,s dans des ovocytes de Xenopus n'affecte pas les propriétés du canal, mais
rend Ca,B; capable de passer du cytoplasme vers le noyau pour réprimer l'activité
transcriptionnelle de Pax6(S). Ca,p1, Ca/p2a et Ca,fs sont également capables d'interagir
avec Pax6(S) suggérant que I’interaction prend lieu dans un domaine conservé de Ca,p. La
queue riche en sérine de Pax6(S) est probablement responsable de 1’interaction avec Ca,f.
Ces résultats montrent que Ca,p peut interagir directement avec un facteur de transcription et

réguler son activité (Zhang et al. 2010).
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En 2012, Tadmouri et al. ont également démontré la participation de Ca, dans la
régulation des génes. Ce groupe a montré que Ca,p4 interagit physiquement avec B5648, une
sous-unité régulatrice de la phosphatase 2A (PP2A), et rentre ensuite dans le noyau pour
participer a la régulation de la transcription génique (Tadmouri et al. 2012). Dans cette étude,
une nouvelle voie de signalisation a été caractérisée par laquelle Ca,f4 pourrait permettre un
couplage direct entre I'excitabilité neuronale et la transcription des genes (Figure 13).

Il a été proposé que, sous l'effet de la dépolarisation membranaire, Ca,f4 se dissocie de
Cayoy, ce qui est en accord avec les observations antérieures sur la réversibilité de
I'interaction Ca,04/Ca,f. Néanmoins, les mécanismes par lesquels la dépolarisation peut
modifier I'affinité de Ca,p pour Cayay n’ont pas encore été élucidés. Ca,f4 est alors capable
d’interagir avec B566 et PP2A et d’étre adressée vers le noyau ou elle recrute HP1y. Le
complexe protéique structuré par Ca,Bs s’associe au promoteur du gene de la tyrosine
hydroxylase (TH) par l'intermédiaire du facteur de transcription TRa (pour ‘Thyroid receptor
a’) entrainant la déphosphorylation des histones H3 associés a ce promoteur et I’interaction
de HP1y avec les histones déphosphorylés. La formation de ce complexe conduit ainsi a la
répression de 1’expression du gene de la TH en deux étapes, d'abord par un effet inhibiteur
direct de Ca,B4 sur TRa, puis par le recrutement de HP1y qui favorise la compactation de la
chromatine (Tadmouri et al. 2012).

Cette voie de signalisation est interrompue par la mutation R482X de Ca,f4, entrainant
I’absence d’un domaine C-terminal de Ca,Bs, associée & une forme d’épilepsie humaine
(Escayg et al. 2000). Ce mutant est en effet incapable de former un complexe avec B569,
présente un défaut d’adressage au noyau ainsi que d'interaction avec HP1y et les histones. Par
conséquent, cette mutation conduit a une interruption compléte de la voie de signalisation de
Ca,p4 (Tadmouri et al. 2012).

Cependant, 1’existence du mutant épileptique de Ca,B4 (B1-4s1) dans le noyau a été mise en
doute par une étude montrant la présence de ce mutant dans le noyau des myotubes, des
neurones de 1’hippocampe et des cellules tsA201 (Etemad, Campiglio, et al. 2014). Ces
résultats contradictoires montrent que les processus conduisant a la localisation nucléaire de
Ca,p4 sont encore loin d'étre élucidés. Ainsi, la présence ou pas de Ca, dans le noyau peut
dépendre de différents partenaires protéiques qui rendent difficile la comparaison entre les

études et les types cellulaires.
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Figure 13. Représentation schématique de la nouvelle voie de signalisation de Ca,p, et des étapes
défectueuses pour son mutant épileptique P1.4g; (Tadmouri et al. 2012).

Dans une autre étude, Ronjat et al. ont étudié I'impact de Ca,p4, ainsi que de son mutant
épileptique, sur la régulation de plusieurs génes in vitro. En effet, la surexpression de Ca,f4
dans les cellules HEK293 modifie I’expression d'un ensemble de genes parmi lesquels un
grand nombre est différemment régulé lorsque Ca,B, est remplacé par le mutant épileptique
(Ronjat et al. 2013). L'expression de 4 entraine la surexpression et I’inhibition de 49 et 27
genes, respectivement. En se basant sur les annotations du projet « Gene Ontology », les
transcrits ont été regroupés dans des groupes fonctionnels (Figure 14). Les résultats montrent
que parmi les transcrits régulés, certains encodent des protéines avec des fonctions liées a la
transcription et la signalisation. Plusieurs génes régulés par Ca,fB4 dans des cellules HEK293
ont été aussi régulés lors de la différenciation neuronale des cellules NG108-15, ce qui est en
corrélation avec la translocation nucléaire de Ca,B4. Ces résultats renforcent le lien entre le

ciblage nucléaire de Ca,p4 et la régulation génique (Ronjat et al. 2013).
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Figure 14. Activité transcriptionnelle induite par I'expression de B, (Ronjat et al. 2013).
Classification fonctionnelle de 1’ensemble des transcrits régulés par 1’expression de PB4 dans les
cellules HEK293.

Par la suite, plusieurs études ont été menées pour étudier lI'implication des variants
d'épissage de Ca,B, dans la régulation génique. Plus recemment, un variant de Ca,34 dépourvu
du domaine N-terminal (Ca,f4) a €té identifié dans le cervelet de souris et les cellules
granulaires du cervelet en culture (Etemad, Obermair, et al. 2014). Ce variant régule les
courants de type-P/Q dans les cellules tsA201 et I’expression de Ca,2.1 dans les neurones,
par contre, il ne montre aucune propriété de ciblage nucléaire. La comparaison de Ca,f4. avec
deux autres variants de Ca,f4 (Ca,Bsa €t CayPap) montre que le nombre de genes régulés par
chaque variant est proportionnel a sa capacité de ciblage nucléaire (Ca,Bsr> CayPaa> CayPae).
Ensemble, ces observations confirment la spécificité des fonctions accomplies par chaque
variant de Ca,f4dans les neurones ou Ca,fB4, joue un double réle dans la régulation du canal
et de I’expression génique, alors que Ca,Pse Sert principalement a la régulation du canal
calcique (Etemad, Obermair, et al. 2014). Encore une fois, cette étude renforce le lien entre le

ciblage nucléaire de Ca,p4 et la régulation génique.

Une étude récente avec les mémes perspectives a été réalisée sur les cellules progénitrices
musculaires. Pendant le développement ou en réponse a des lésions musculaires chez les
adultes, ces cellules sont capables de proliférer, se différencier, et fusionner pour former des
myofibres matures. La prolifération de ces cellules est régulée par des facteurs de
transcription tel que la myogénine qui agit comme un interrupteur pour passer de la

prolifération a la différenciation (Taylor et al. 2014). Ainsi, et en accord avec les conclusions

40



Bibliographie

de Tadmouri et al., Ca,B1, a été décrit comme capable de reconnaitre la région promotrice du
géne de la myogénine, portant un site E-box non-canonique (Taylor et al. 2014). En effet, la
perte de Ca,f1, augmente I'ARNmM de la myogénine ainsi que son niveau protéique ce qui
laisse supposer que CayP1, est un inhibiteur de I'expression de la myogénine. Il est intéressant
de noter que cet effet inhibiteur de Ca,fB1a disparait aprés la différenciation des cellules
progenitrices musculaires, ce qui suggére que le réle de Ca,Pi1, varie au cours du
développement et en fonction de ses partenaires protéiques (Taylor et al. 2014).

Ces études confirment I'idée que les Ca,fs sont des protéines multifonctionnelles qui
constituent non seulement des sous-unités des canaux calciques, mais aussi des acteurs

importants des mécanismes de régulation de la transcription des genes.

5. Pathologies liées a Ca,p

Compte tenu des réles physiologiques importants de Ca,p, il est logique que les mutations
ou les délétions qui touchent cette sous-unité se traduisent par différentes pathologies chez
I'nomme ou la souris. Ainsi, ces protéines sont essentielles pour maintenir la fonctionnalité
globale de I'organisme. Plusieurs études ont généré des souris mutantes nulles Ca,p (Ca,p-
KO) et ont montré que certaines délétions pourraient étre mortelles (pour revue, voir
(Arikkath & Campbell 2003; Karunasekara et al. 2009; Dolphin 2003)). En faite, les souris
Ca,p1-KO homozygotes meurent a la naissance par asphyxie. Les feetus de ces souris ont
montré une réduction des courants de type-L et une masse musculaire réduite. Il est probable
que ce phénotype est di au faite qu'aucune autre isoforme de Ca,f est exprimée dans le
muscle squelettique (Dolphin 2003). Il est intéressant de mentionner que les hétérozygotes
sont asymptomatiques, ce qui indique qu'il existe normalement un niveau suffisant de Ca,p;,
de telle sorte la perte de ~50% de I'expression de Ca,p; n'a pas d'effets néfastes évidents. De
méme, la mutation nulle Ca,f3, donne lieu & un phénotype embryonnaire létal et cet effet peut
étre d0 a des défauts dans le muscle cardiaque parce que Ca/f, est I’isoforme du CCDV
cardiaque. Il est possible de sauver les souris Ca,f,-KO par I'expression transgénique de
Ca,p, dans le tissu cardiaque; pourtant, ces souris dévoilent des anomalies rétiniennes avec
une sensibilité réduite a la lumiére (Ball et al. 2002). Les souris Ca,fB3-KO ont une apparence
normale montrant que d'autres Ca,3 pourraient étre en mesure de remplacer les fonctions de
Cap3 (Karunasekara et al. 2009). Ces souris ne montrent pas de changements
morphologiques dans le cerveau, ni dans les poumons, le cceur, la rate, les reins, le pancréas,

le foie, les testicules et les ovaires. Par contre, I’absence de Ca,f33 réduit les courants de type-

41



Bibliographie

N et -L et altére la cinétique des courants de type-P/Q dans les ganglions cervicaux supérieurs
(Arikkath & Campbell 2003). Ces souris Ca,f3-KO montrent eégalement des changements de
comportement liés a la douleur notamment, une sensibilité réduite a la douleur inflammatoire
et thermique sans aucune altération de la sensibilité a la douleur mécanique (Murakami et al.
2002). En outre, il a été montré que le développement du systéme visuel est perturbé chez ces
souris (Cork et al. 2001). De plus, aprés un régime riche en sel, ces souris montrent une
pression artérielle élevée, ce qui suggere une implication des CCDVs dans la régulation de la
pression artérielle (Murakami et al. 2000). Du point de vue comportemental, ces souris sont
caractérisées par une augmentation de l'agressivité, des niveaux réduits d'anxiété, une
nociception modifiée, et des troubles de mémoire (Murakami et al. 2007). La souris
léthargique (Ih/Ih) a été décrite comme étant porteuse d'une mutation dans le géne codant la
sous-unité Ca,B, aboutissant a une protéine tronquée qui se dégrade rapidement. Ces souris
montrent des signes d'ataxie, des crises motrices focales spontanées et un comportement
léthargique. Les souris Iéthargiques survivent de 15 a 60 jours, elles sont caractérisées par
une réduction du poids corporel, des dysfonctionnements immunologiques et une mortalité
élevée. Bien qu'ils récuperent une grande partie de leurs fonctions immunitaires et du poids
au cours du temps, une fertilité réduite est observée chez les souris qui survivent au-dela de
deux mois. Il est important de mentionner que différents phénotypes sont observés entre les
souris Ca,p3-KO et Ca,ps-KO, ce qui suggére que ces deux sous-unités ne sont pas
fonctionnellement équivalentes (Burgess et al. 1999; Arikkath & Campbell 2003). Pour
résumer, les études utilisant des modeles de souris Ca,-KO montrent que la perte de Ca,f

est létale, sinon, elle génére des insuffisances fonctionnelles dures.

D’un autre c6té, les mutations qui touchent les génes codant les sous-unités Ca,f ont été
aussi associées a une varieté de pathologies. L'analyse du polymorphisme nucléotidique
« SNP » (pour ‘single-nucleotide polymorphism’) associ¢ aux troubles psychiatriques, y
compris la schizophrénie, les troubles bipolaires, les troubles dépressifs majeurs, les troubles
du déficit de l'attention avec hyperactivité et les troubles du spectre autistique a révélé des
SNPs a quatre loci. Parmi eux, un SNP a été identifié dans un intron du géne qui code la
sous-unité Ca,f, des CCDVs de type-L (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics
Consortium 2013). L’idée que la mutation de CACNB2 peut étre associée a des troubles
neurologiques a été soutenue par une étude dans laquelle Breitenkamp et al. ont identifié trois
mutations de CACNB2 chez des patients souffrants des troubles du spectre autistique

(Breitenkamp et al. 2014). Pris ensemble, ces résultats suggerent que l'autisme peut étre di a
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un dysfonctionnement des canaux calciques qui a son tour est lié a une mutation de Ca,p. De
plus, une des plus grandes études géenétiques menées a ce jour pour identifier les loci associés
a la schizophrénie a décrit CACNB2 comme I'un des genes les plus désequilibrés, ce qui
indique que le dysfonctionnement de cette sous-unité du canal peut jouer un réle important
dans I'étiologie des maladies psychiatriques séveres (Schizophrenia Working Group of the
Psychiatric Genomics Consortium 2014). En outre, ce géne a également été lie a des maladies
cardio-vasculaires (pour revue, voir (Soldatov 2015)). Par exemple, dans une
myocardiopathie hypertrophique obstructive, Ca,B, est surexprimé, ce qui conduit
probablement a une surexpression des canaux calciques (Haase et al. 1996; Wei et al. 2000).
L’¢épilepsie myoclonique juvénile humaine a été associée a des variations dans les régions
codantes et non-codantes de CACNB4. Une de ces mutations (R482X) conduit & la troncature
des derniers 38 acides aminés de la protéine. Une deuxiéme mutation de CACNB4
correspondante a la substitution d’une cystéine par une phénylalanine (C104F) a été
enregistrée chez un patient souffrant d’une ataxie convulsive (Escayg et al. 2000). En 2008,
une autre mutation de CACNB4 correspondante a la substitution d’une arginine par une
glutamine (R468Q) a été décrite. Cette mutation a été identifiée chez un jeune patient, ainsi
que chez son pere, atteint de 1’épilepsie myoclonique sévere du nourrisson autrement appelée
syndrome de Dravet (Ohmori et al. 2008). Ces observations révélent 1’association entre les

mutations de Ca,p et un large éventail de troubles neurologiques et non neurologiques.

Le syndrome myasthénique de Lambert-Eaton est défini comme une maladie auto-
immune dans laquelle les boucles extracellulaires des canaux calciques pré-synaptiques sont
reconnues par des auto-anticorps conduisant a un défaut dans la transmission synaptique au
niveau de la jonction neuromusculaire (Lang et al. 1981). Cependant, des anticorps anti-Ca,f33
et anti-Ca,4 ont été detectés dans le sérum des patients atteints par cette pathologie
(Raymond et al. 1999). La contribution de ces anticorps dans la maladie reste incertaine car
Ca,p est une protéine intracellulaire et il est douteux qu’elle soit une cible pour ces anticorps

dans le muscle intact.

La schistosomiase est une maladie parasitaire qui nuit au systeme nerveux et a d'autres
organes internes. La maladie est une conséquence d’une infection parasitaire par des
trématodes appelés schistosomes. Méme si l'infection peut étre traitée efficacement par le
praziquantel (PZQ), le mécanisme d'action exact reste incertain. Récemment, il a été suggeré

que le PZQ vise une variante de Ca,f chez ces schistosomes. En effet, il a été montré que
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I’inhibition de I'expression de Ca,p, par des siRNA, confére aux schistosomes une résistance
au PZQ (Nogi et al. 2009). Bien que le mécanisme explicite reste a élucider, cette observation
ouvre des nouvelles pistes de recherche intéressantes pour étudier la sous-unité Ca,§ comme

un site d'action de médicaments thérapeutiques.
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Chapitre III.
La voie de signalisation des protéines Wnt

1. Généralités

La voie de signalisation des protéines Wnt joue un réle important pendant le
développement embryonnaire (Logan & Nusse 2004) et intervient dans l'auto-renouvellement
des cellules souches qui servent a la réparation des tissus adultes, suite a un endommagement
(Haegebarth & Clevers 2009). Elle est aussi impliquée dans les événements précoces du
développement cérébral (Mulligan & Cheyette 2012). En effet, elle joue un réle important
dans la formation de la synapse et son remodelage, la croissance dendritique et d'arborisation,
la neurotransmission, la neuroplasticité et la neurogenese (Maguschak & Ressler 2012). En
conséquence, elle régule de nombreux processus cellulaires, y compris la
prolifération/sénescence, la différenciation cellulaire, la survie/l’apoptose, la régénération, la
polarité et le mouvement cellulaire (Al-Harthi 2012).

2. Wntet Frizzled

La voie de signalisation des protéines Wnt n'implique pas qu'un seul systeme de
signalisation. En fait, elle regroupe une collection de systemes de signalisation déclenchée
par l'interaction entre le ligand Whnt et son récepteur Frizzled « Fz ». Wnt est une famille de
glycoprotéines extracellulaires sécrétées. Ces protéines de 350-400 a.a. sont riches en
cystéine et portent dans leur région N-terminale un peptide signal pour la sécrétion. La
protéine murine « Wnt3a » représente la premiere protéine Wnt purifiée et caractérisée
(Willert et al. 2003) du fait qu’elle est secrétée efficacement (contrairement a la plupart des
autres protéines Wnt). Le récepteur Fz est une protéine a sept domaines transmembranaires
d’environ 650 a.a contenant un domaine riche en cystéine extracellulaire (CRD), qui est le
site de liaison putatif pour les ligands Wnt (Vinson et al. 1989). La diversité des fonctions
régulées par la voie Wnt est due a la diversité de ses acteurs; c'est un ensemble de 19 ligands,
10 récepteurs et/ou récepteurs alternatifs, ainsi qu'une gamme de transducteurs du signal. A

cet égard, une multitude de combinaisons entre ces différents acteurs sont possibles.

La voie de signalisation peut étre canonique, si elle dépend de la B-caténine, ou non
canonique, donc indépendante de la B-caténine. Généralement, Wntl/ 2/ 3/ 3a/ 8a/ 8b/ 10a/

10b et Fz1/ 5/ 7/ 9 sont classés comme les éléments canoniques, alors que Wnt4/ 5a/ 5b/ 6/

45



Bibliographie

7al 7b/ 11 et Fz2/ 3/ 4/ 6 sont désignés comme non canoniques (Pez et al. 2013). Le reste :
Wnt2b/ 9a/ 9b/ 16 et Fz8/ 10 demeurent non classés (Huelsken & Behrens 2002).

3. Signalisation Wnt/g-caténine canonique

La majorité des fonctions régulées par la voie Wnt, surtout la régulation de I'expression
génique, mettent en jeu la PB-caténine (cette protéine sera détaillée plus tard). En effet,
I'interaction entre Wnt et son récepteur Fz, au niveau de la membrane plasmique, est
communiquée aux génes cibles par la translocation nucléaire de la B-caténine ou elle interagit
avec des protéines de liaison a I'ADN (DNA-binding proteins) qui reconnaissent des

séquences spécifiques dans les promoteurs des genes cibles.

L'interaction de la B-caténine avec ces facteurs de transcription est médiée par le domaine
central formé de 12 répétitions dites 'armadillo’ tandis que les domaines N- et C- terminaux
portent des fonctions d'activation de la transcription (Orsulic and Peifer 1996; van de
Wetering et al. 1997; Hsu et al. 1998). Ainsi, le recrutement de la B-caténine aux génes cibles
active la transcription par l'action de ces domaines ainsi que celle des coactivateurs
(Mosimann et al. 2009; cadigan 2012).

a. Meécanisme de la signalisation Wnt/#-caténine

En absence de Wnt (Figure 15A), la B-caténine est constamment dégradé, dans le
cytoplasme, par l'action d’un complexe de dégradation composé de la protéine d'échafaudage
« I’axine », le produit du géne suppresseur de tumeur adenomatous polyposis coli « APC », la
caséine kinase 1 « CK1 » et la glycogene synthase kinase 3 « GSK3 ». La GSK3 et la CK1
phosphorylent séquentiellement la région N-terminale de la p-caténine, ce qui entraine sa
reconnaissance par la B-TrCP (une sous-unité de l'ubiquitine ligase E3), sa ubiquitination et
sa dégradation par le protéasome (He et al. 2004). En effet, I’Axine coordonne la
phosphorylation séquentielle de la B-caténine par CK1a (Ser®) puis par GSK3 (Thr*, Ser® et
Ser®®) (Kimelman & Xu 2006). La phosphorylation des sérines 33 et 37 crée un site de liaison
pour la B-TrCP, conduisant a 1’ubiquitination de la B-caténine et a sa dégradation. Des
mutations de la B-caténine au niveau et autour de ces résidus sérine et thréonine generent une
B-caténine mutante qui s’échappe de la phosphorylation et la dégradation. Cette élimination
continue de B-caténine I’empéche d'atteindre le noyau, ainsi, les génes cibles sont réprimés

par la famille des protéines TCF /LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor).
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La voie Wnt/B-caténine est activée lorsqu'un ligand Wnt se lie a son récepteur
transmembranaire Fz et son corécepteur LRP6 (low-density lipoprotein receptor related
protein 6) ou LRP5 (Figure 15B). La formation du complexe Wnt-Fz-LRP6 ainsi que le
recrutement de la protéine d'échafaudage Dishevelled (DVL) provoquent la phosphorylation
et ’activation de LRP6 et le recrutement du complexe de dégradation aux récepteurs. Ces
événements conduisent a l'inhibition de la phosphorylation de la B-caténine et par conséquent
a sa stabilisation. La B-caténine, peut alors rentrer et s’accumuler dans le noyau pour former
un complexe avec TCF/LEF et activer I'expression des genes cibles (MacDonald et al. 2009)
tel que I’Axine2 et la CycD1 (Jho et al. 2002; Shtutman et al. 1999).

Bien que la signalisation Wnt/B-caténine soit généralement induite par la liaison des
glycoprotéines Wnt a Fz, une signalisation atypique peut se produire. Des données plus ou
moins récentes indiquent que la B-caténine est emballée dans les exosomes, ce qui entraine
une diminution des taux de B-caténine indépendamment de 1’activité de GSK3 ou de la
dégradation par le protéasome (Chairoungdua et al. 2010). De plus, des inhibiteurs
pharmacologiques de l'activité de GSK3 tel que le chlorure de lithium (LiCl) peut induire la

signalisation dépendante de la 3-caténine méme en absence de Wnt.
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Figure 15. Vue d'ensemble de la signalisation Wnt/g-caténine (MacDonald et al. 2009). (A) En
I'absence de Whnt, la B-caténine forme un complexe avec l'axine, APC, GSK3 et CK1. Elle est ainsi
phosphorylée par CK1 (en bleu) puis par la GSK3 (en jaune). La B-caténine phosphorylée est ensuite
reconnue par la B-TrCP ce qui aboutit & sa dégradation par le protéasome. De ce fait, les génes cibles
sont réprimés par TCF-TLE/Groucho et les histones désacétylases (HDAC). (B) En présence de Wht,
un complexe de récepteurs se forme entre Fz et LRP5/6. Le recrutement de DVL par Fz conduit a la
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phosphorylation de LRP5/6 et au recrutement de I’axine. Ceci perturbe la phosphorylation et la
dégradation de la B-caténine médiée par I'axine, ce qui permet a la B-caténine de s’accumuler dans le
noyau ou elle sert comme un coactivateur de TCF pour activer I’expression des génes cible.

Plusieurs aspects du complexe de dégradation de la B-caténine méritent d’étres soulignés
(Figure 16).

1- En plus de la B-caténine, GSK3 et CK1 phosphorylent également I’axine et I’APC,
conduisant a une augmentation de leur association avec la [-caténine et donc
favorisent la phosphorylation et la dégradation de la B-caténine (Huang & He 2008;
Kimelman & Xu 2006).

2- Deux phosphatases « PP1 » et « PP2A » peuvent s’associer a I’ Axine et/ou a I’APC et
neutraliser I’action de la GSK3 et/ou la CK1 dans le complexe de dégradation. Ainsi,
PP1 déphosphoryle I’Axin et favorise le désassemblage du complexe (Luo et al.
2007), tandis que PP2A déphosphoryle la B-caténine (Su et al. 2008). Chacune de ces
phosphatases conduit ainsi a une réduction de la dégradation de la B-caténine. 1l faut
noter que PP2A peut avoir des réles multiples et opposés dans la voie Wnt en fonction
des sous-unités régulatrices associées particuliéres et des substrats (Kimelman & Xu
2006)

Axin complex assembly Axin complex disassembly
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Figure 16. La régulation du complexe de dégradation de la B-caténine (MacDonald et al. 2009).
Les composants de base du complexe de dégradation : Axine, APC, GSK3 et CK1 favorisent la
phosphorylation de la B-caténine pour sa dégradation par B-TrCP. En plus de la phosphorylation de -
caténine, la GSK3 (jaune) et la CK1 (bleu) phosphorylent également 1’ Axine et I’APC ce qui stabilise
leur liaison a la PB-caténine ainsi que le complexe de dégradation. L'encadrement montre la
phosphorylation de la B-caténine (par CK1 et GSK3) et sa déphosphorylation (par PP2A). L’ APC peut
également agir pour empécher la déphosphorylation de la B-caténine par PP2A. L’APC facilite
paradoxalement la dégradation de I’ Axine et réciproquement (indiqué par la ligne en pointillés). PP1
déphosphoryle 1’Axine d’une maniére a antagoniser sa phosphorylation par la CK1. Ceci régule
négativement la liaison entre la GSK3 et I’ Axine entrainant la dissociation du complexe.
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b. La p-caténine

i.  Structure et fonctions

Pour plus d'une décennie, les caténines (3, y et p120) ont été considérées comme des
cofacteurs pour une classe de molécules d'adhésion cellulaire transmembranaire connues sous
le nom des cadhérines. Cependant, différentes études ont révélé que ces caténines sont des
molécules multifonctionnelles qui peuvent passer du cytoplasme vers le noyau pour réguler
I'expression génique tout en interagissant avec des facteurs de transcription. L'exemple le plus

connu est la B-catenine qui joue un réle majeur dans la voie Wnt canonique.

La B-caténine, codée par le gene CTNNBL, est un membre de la famille des protéines a
domaine armadillo. Cette protéine (92 kDa) est caractérisée par une double fonctionnalité : au
niveau de la membrane plasmique, elle fait partie du complexe d'adhésion cellulaire en liant
les cadhérines au cytosquelette par I’intermédiaire de 1’a-caténine. Alternativement, elle était
décrite dans le cytoplasme et le noyau ou elle forme un complexe actif avec TCF/LEF et
régule la transcription des genes cibles de la voie Wnt (Ozawa et al. 1989). Ainsi, elle est un
élément clé de la voie Wnt canonique. Sa région centrale comprenant 12 répetitions armadillo
sert pour la liaison aux partenaires, tels que 1’Axine, I’APC, ainsi que les facteurs de
transcription (T. a. Graham et al. 2000) (Figure 17). Les domaines C- et N- terminaux sont
aussi importants. En effet le domaine C-terminal de la p-caténine contribue a la formation
d’une multitude de complexes qui favorisent la transcription médiée par la B-caténine. Par
contre, la phosphorylation de I’extrémité N-terminale de la p-caténine favorise sa

dégradation.
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Figure 17. Représentation schématique de la B-caténine et ses partenaires (Xu & Kimelman
2007). Un résumé des régions de la B-caténine qui se lient aux partenaires décrits : les barres noires
indiquent les régions de la B-caténine qui se lient aux différents partenaires, tandis que les points
rouges indiquent les sites de la B-caténine qui se lient aux résidus Sérine/Thréonine phosphorylées du
motif APC 20aa et des E-cadhérines. L’APC est la seule protéine qui contient plusieurs sites de
liaison a la B-caténine. Elle contient deux types de motifs de liaison: trois répétitions de 15 acides
aminées (APC 15aa) et sept répétitions de 20 acides aminés (APC 20aa). L’ APC p-20aa représente la
forme phosphorylée de la région APC 20aa. Les étoiles rouges indiquent les sites de B-caténine
phosphorylés par CK1 et GSK3 qui créent le site de liaison pour 3-TrCP.

ii. Translocation nucléaire de la g-caténine

La stabilisation de la B-caténine conduit a des niveaux nucléaires plus élevés ; par contre,
le mécanisme par lequel la B-caténine est adressé vers, et retenu dans, le noyau n’est pas bien
compris. Des études antérieures ont suggéré que la B-caténine rentre dans le noyau d’une
facon indépendante des importines mettant en jeu une interaction directe avec les
nucléoporines (Henderson & Fagotto 2002). En effet, le domaine central de la B-caténine est
suffisamment homologue a un motif « HEAT » présent dans le domaine central des
importines-f qui permet une interaction directe avec les protéines des pores nucléaires
(‘Yokoya et al. 1999; Fagotto et al. 1998). Cette hypothese est supportée par une étude sur les
embryons de Xenopus qui montre que le domaine armadillo de la B-caténine tout seul était
suffisant pour sa translocation nucléaire (Funayama et al. 1995). Bien que la fonction
principale du domaine armadillo fGt toujours liée a l'interaction entre les caténines et leurs
partenaires, les preuves émergentes suggerent que ce domaine peut également jouer un réle

dans la localisation nucléaire. En effet, ce domaine est le seul domaine fonctionnel de
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I'importine-a, une protéine d'adressage nucléaire qui joue un réle clé dans I'import nucléaire
des protéines porteuses d'une séquence d’adressage nucleaire « NLS » (Conti et al. 1998).
D'autre part, plusieurs protéines contenant le domaine armadillo (APC, B-caténine et p120
caténine) montrent une localisation nucléaire. Ces résultats renforcent I'idée que le domaine
armadillo est important pour la localisation nucléaire et suggerent que toute protéine ayant un
domaine armadillo peut agir comme une protéine de translocation nucléaire. D’autres études
suggerent que ’interaction de TCF avec la B-caténine favorise sa translocation nucléaire
(Revue dans (Morgan et al. 2014)).

c. Kaiso

Kaiso appartient a la famille des BTB/POZ (Broad complex, Tramtrak, Bric a brac/Pox
virus and zinc finger): une famille de facteurs de transcription impliquée dans I'embryogenese
et le cancer. Cette famille est caractérisée par un domaine d'interaction protéine-protéine,
hydrophobe, hautement conservé et situé en N-terminal dit « POZ domain » (Figure 18). Ce
domaine ne sert pas seulement pour I'nomodimérisation de Kaiso mais aussi pour son
interaction avec d'autres protéines. Kaiso, comme les autres membres de cette famille,
posséde un domaine POZ dans son extrémité N-terminale qui facilite son homodimérisation.
Dans son extrémité C-terminale, Kaiso dispose 3 motifs en doigts de zinc (ZF domain)
responsables de la reconnaissance de I'ADN ainsi que la liaison a p120-caténine (Daniel &
Reynolds 1999). Entre les domaines POZ et ZF se trouve deux régions acides (AR)
impliquées dans la transcription (Cowell 1994). En 2004, Kelly et al. (Kelly, Otchere, et al.
2004) ont montré que Kaiso possede une séquence de localisation nucléaire fortement
basique conservée entre les différents especes (Xenopus, humain et souris). Dans cette méme
¢tude, une interaction a été montrée entre Kaiso et I’importine-a, suggérant ainsi que Kaiso
utilise le mécanisme classique de translocation nucléaire médiée par I'importine-a/p (Kelly,
Otchere, et al. 2004). Kaiso posséde également des sites potentiels de phosphorylation
(sérine/thréonine) mais le mécanisme et les conséquences de cette phosphorylation sont
inconnues. L'identification de ce mecanisme ainsi que des kinases responsables de cette
phosphorylation facilitera la compréhension des fonctions de Kaiso et dévoilera I'influence de
sa phosphorylation sur sa distribution subcellulaire ainsi que son interaction avec d'autres

protéines comme la p120-caténine.
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Figure 18. Représentation schématique de Kaiso (Daniel 2007). Les domaines structuraux et
fonctionnels sont mis en évidence. Kaiso est caractérisée par un domaine d'interaction protéine-
protéine POZ situé en N-terminal et un domaine en doigts de zinc ZF situé en C-terminale. Le signal
de localisation nucléaire (NLS) et les deux régions fortement acides (AR) sont également indiqués.
Kaiso a également plusieurs sites putatifs de phosphorylation (les astérisques).

Kaiso agit comme un corépresseur en inhibant l'activation des génes médiée par P-
caténine/TCF (Park et al. 2005). En effet, le chevauchement entre le site de liaison a la p120-
caténine et le site de liaison a 'ADN a été considéré comme la premiére évidence que p120-
caténine régule l'interaction entre Kaiso et I'ADN et par conséquence son activité
transcriptionnelle. Méme si I'idée la plus simple est que p120-caténine empéche I'interaction
entre Kaiso et I'ADN, une autre hypothése suggérant une séquestration de Kaiso dans le
cytoplasme a été rejetée par Kelly et al. En effet, une forme défectueuse de p120-caténine
bloguée dans le cytoplasme n'a pas pu inhiber Kaiso indiquant ainsi que la translocation
nucléaire de pl120-caténine est nécessaire pour l'inhibition de Kaiso (Kelly, Spring, et al.
2004). A ce jour, la liste des génes cibles de la voie Wnt canonique continue a s'élargir
(http://www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html) et il est important a savoir si p120-
caténine/Kaiso régule ces cibles. Néanmoins, la détermination du mécanisme régulant
I'interaction entre p120-caténine et Kaiso facilitera la compréhension de I'intersection entre

les deux voies: p120-caténine/Kaiso et B-caténine/TCF.
d. Les facteurs de transcription TCF/LEF

La famille TCF/LEF est un groupe de facteurs de transcription qui se lient a I'ADN par un
domaine de haute mobilité, d'ou I'appellation 'HMG' (Pour 'high mobility group’). Du point de

vue structural, quatre domaines sont conservés parmi tout les TCF/LEFs (Figure 19):

> Un domaine de liaison a la B-caténine
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Le lien entre TCF/LEF et la voie Wnt a été conclu par double hybride suggérant que la
[-catenine se lie avec LEF1 et TCF1 par un motif conservé dans le domaine N-terminal de
TCF/LEF (YYokoya et al. 1999; Behrens et al. 1996; Huber et al. 1996; Molenaar et al.
1996; Van de Wetering et al. 1997; T. A. Graham et al. 2000; Poy et al. 2001)

> Un domaine de liaison a I'ADN dit « HMG DBD » (pour ' HMG DNA-binding
domain)

Ce domaine regroupe un domaine HMG et un motif peptidique formé de résidus d’a.a.

basiques dit « basic tail ». Ensemble, ces deux parties constituent le domaine de liaison a
I'’ADN dit « HMG DBD ». Ce domaine reconnait les séquences d'ADN spécifiques avec
une affinité de l'ordre des nanomolaires (Giese et al. 1991; van de Wetering & Clevers
1992; Love et al. 1995). Le motif peptidique « basic tail » est situé du coté C-terminal et
séparé du domaine HMG par 9 résidus. Il agit comme un signal de localisation nucléaire

pour I’interaction avec les importines (Giese et al. 1991; Prieve et al. 1998).

> Laséguence de liaison a Groucho GBS (Groucho binding sequence)

En absence de la B-caténine, TCF/LEF inhibe la transcription des génes par un
processus mettant en jeu plusieurs corépresseurs parmi lesquels Groucho est le plus étudié.
Ce répresseur appartient a la famille des répresseurs dite « Gro/TLE » (pour
‘Groucho/transducin-like enhancer of split). La partie N-terminal de Groucho est
caractérisée par son domaine Q riche en glutamine. Par l'intermédiaire de ce domine,
Groucho interagit avec la partie centrale et le HMG DBD de TCF/LEF (Daniels & Weis
2005; Arce et al. 2009).

> Un domaine dit 'C clamp'

Ce petit domaine, riche en résidus basiques, aromatiques et en cysteine, est situé dans
la partie C-terminal du domaine HMG DBD. La fonction de ce domaine a été definie en
2007 comme étant nécessaire pour la régulation génique dans des cellules cancéreuses
humaines (Atcha et al. 2007). La structure de ce domaine n'est pas €lucidée encore, par
contre, il a été montré que ce domaine peut se lier a I'ADN constituant ainsi le second
domaine de liaison a I'ADN (Atcha et al. 2007)
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Figure 19. Représentation schématique de TCF (Cadigan & Waterman 2012) montrant ses
différents domaines : le domaine de liaison a la B-caténine, la séquence de liaison a Groucho GBS, le
domaine de liaison a I’ADN regroupant un domaine HMG et un motif « basic tail », et le domaine « C
clamp ».

i. Hétérogénéité de TCF/LEF

Chez les vertébrés, la famille TCF/LEF s'est étendue a 4 Loci avec des promoteurs
alternatifs. L'épissage alternatif et la diversité des promoteurs sont & la base de la diversité des
TCF/LEFs.

Le résultat fonctionnel de cette hétérogénéité permet les différentes isoformes de
TCF/LEF d'interpréter les signaux Wnt différemment. Egalement, les différentes isoformes
de TCF/LEF peuvent se spécialiser pour réguler des génes bien déterminés ou pour interagir
avec des coactivateurs ou des corépresseurs. Pour les genes dont I'expression est induite par
Whnt/B-caténine, le modéle standard se résume par une inhibition de la transcription par
TCF/LEF, en absence du signal, qui se converti en une activation suite a l'association avec la
B-caténine. Ce modéle est décrit chez les organismes qui contiennent un gene unique qui code
TCF/LEF (Drosophila, C.elegans). Par contre, chez les vertébrés, le mécanisme est plus
complexe suite a I'nétérogénéité de TCF/LEFs ainsi leurs capacités a inhiber ou activer la
transcription des génes cibles de la voie Wnt. Par exemple, TCF3 est connu généralement
comme un répresseur des génes régulés par la voie Wnt (Merrill et al. 2004; Kim et al. 2000).
Par contre, TCF1 et LEF1 sont plutét des activateurs (Reya et al. 2000; Kratochwil et al.
2002; Liu et al. 2005). Le mécanisme qui est a la base de ces différences fonctionnelles n'est
pas connu, mais il parait qu'un motif recruteur des répresseurs situé dans la région centrale de
la protéine et/ou sa partie C-terminal sont responsables de ces différences. Par exemple, un
motif de 5 acides aminés (SxxSS) qui est présent obligatoirement dans TCF3 varie, suite a un
épissage alternatif ; dans TCF4 et il est completement absent dans TCF1 et LEF1 (Gradl et al.
2002; Pukrop et al. 2001; Liu et al. 2005).

Une étude dans un modele de Xenopus a montré que les isoformes portant ce motif
(SxxSS) agissent comme un répresseur tandis que ceux qui manquent ce motif sont plutdt des
activateurs (Liu et al. 2005). Cette idée a été confirmée plus tard par une étude du carcinome

hépatocellulaire humain. Dans cette étude, parmi les 14 isoformes d'épissage alternatif de
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TCF4 exprimés dans les cellules cancéreuses du foie, ceux qui contenaient le motif 'SxxSS'
sont suppresseurs de la croissance tumorale alors que ceux dépourvus de ce motif la
favorisent (Tsedensodnom et al. 2011). Le faite que la présence ou pas de ce motif résultant
d'un épissage alternatif indique que la prédominance des différents isoformes de TCF4 varie
en fonction du type cellulaire. Cette variabilité peut étre a la cause de la double fonctionnalité

(activateur ou répresseur) de TCF4.

ii. TCF/LEF-p-caténine régulent la modification des histones

En absence du signal, TCF/LEF recrute des corépresseurs a la chromatine des genes
cibles. Suite a l'association entre TCF/LEF et B-caténine, ces corépresseurs sont inactivés ou
remplacés par des coactivateurs qui sont recrutés par une interaction avec la B-caténine. Ce
processus de régulation génique met en jeu un mécanisme de modification de la chromatine,
notamment l'acétylation des histones. En effet, l'addition de groupement d'acétyles aux
résidus de Lysine a I'extrémité N-terminal des histones H3 et H4 est corrélée a l'activation de
la transcription. Cette réaction est catalysée par des histones acétyltransférases HAT et
neutralisée par les histones désacétylases HDAC. Parmi les HATS, la CBP et la protéine p300
peuvent se lier au domaine de transactivation située a lI'extrémité C-terminale de la -caténine
et ainsi activer la transcription des genes cibles (Teo & Kahn 2010; Mosimann et al. 2009).
Le recrutement de CBP/p300 a la chromatine ainsi que l'activation de la transcription ont été
corrélé a l'acétylation des histones H3 et H4 (Lyu et al. 2011; Badis et al. 2009; Parker et al.
2008; Sierra et al. 2006; Kioussi et al. 2002). Méme si ces études ont décrit un réle essentiel
de l'acétylation des histones dans I'activation des génes cibles de la voie Wnt, d'autres études
n'ont pas trouvé une modification significative de l'acétylation des histones en réponse a
I'activation de la voie (Wohrle et al. 2007; Blythe et al. 2010).

iii. L’expression et la régulation de TCF/LEF

L'expression et la localisation de TCF/LEF sont deux fagons par lesquelles la voie Wnt
régule l'activité de ces facteurs de transcription. Egalement, l'activité de TCF/LEF peut étre
régulée par un mécanisme de phosphorylation/déphosphorylation vu la présence, dans leurs
structures, de certains sites de phosphorylation. En effet, I'activation de la kinase NLK
(Nemo-like kinase) par Wnt5a régule négativement la transcription suite a la phosphorylation
de TCF4 et LEF1 ainsi que leur dissociation de I'ADN (Ishitani et al. 1999; Ishitani et al.
2003). TNIK (pour "Traf2- and NCK-interacting kinase') est un deuxieme exemple de kinase
qui phosphoryle TCF dépendamment de Wnt et de B-caténine. Cette kinase phosphoryle
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TCF3 et TCF4 (Shitashige et al. 2010) aboutissant a une activation de la transcription
(Mahmoudi et al. 2009).

Un modele a été proposé suggérant que la concentration nucléaire de TCF est importante,
comme celle de la B-caténine, pour assurer un rapport proportionnel entre f-caténine et TCF
(Phillips & Kimble 2009). De ce fait, une forte concentration de TCF peut aboutir a une
répression plutdt qu'une activation de la transcription. En accord avec cette idée, une étude a
montré que la déetection des changements dans les signaux Wnt est plus fiable quand on
surveille les quantités relatives des deux interactants (B-caténine et TCF) que lorsqu'on
mesure les niveaux absolus de la B-caténine stabilisée (Goentoro & Kirschner 2009).

Ainsi, ca pourrai étre probable que la voie Wnt régule la transcription des géenes en

contrdlant la concentration nucléaire de TCF/LEF autant qu'elle fait pour la 3-caténine.

4. Signalisation Wnt/p-caténine et le développement cérébral

La voie de signalisation Wnt/B-caténine est nécessaire pour le développement et la
structuration du systéme nerveux central embryonnaire. Ainsi, 1’altération de cette voie
aboutit a des anomalies cérébrales. En effet, Wnt7a et Wnt7b stimulent la prolifération des
cellules progénitrices neurales dans le cortex cérébral et augmentent le nombre des cellules
qui peuvent generer des neurospheres primaires (Viti et al. 2003). Dans le méme contexte,
une autre étude a montré que des souris transgéniques exprimant une [-caténine stabilisée
dans les précurseurs neuronaux développent un cerveau plus large que les souris sauvages,
avec une augmentation de la surface du cortex cérébral. Egalement, chez ces souris, une plus
grande proportion des précurseurs transgéniques rentre a nouveau dans le cycle cellulaire
apres la mitose, par rapport aux précurseurs de type sauvage. Ces résultats montrent que, chez
les mammifeéres, la B-caténine peut fonctionner comme un interrupteur entre la prolifération
et la différentiation des précurseurs au cours du développement neuronale (Chenn & Walsh
2002). Pr contre, la suppression conditionnée de la -caténine dans les précurseurs neuronaux
corticaux altére le développement de [1’épithélium neuronal, diminue la prolifération
cellulaire, perturbe les jonctions adhérentes et la migration radiale des neurones vers les
couches superficielles (Machon et al. 2003). Une autre étude, in vitro, a montré que le
renforcement de la signalisation de la B-caténine favorise la neurogenese (Otero et al. 2004).
Ces observations suggérent que [I’activation de la voie Wnt/B-caténine favorise
I’amplification des précurseurs neuraux, tandis que son inhibition empéche leur auto

renouvellement.
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Etant donné les roles critiques de la voie de signalisation Wnt/B-caténine dans le
développement et 'homéostasie, il n’est pas surprenant que les mutations des acteurs de cette
voie sont associées a un grand nombre de troubles héréditaire, le cancer et d'autres maladies.
En tant que tel, le dysfonctionnement de la voie Wnt est associé a un certain nombre de
troubles du systeme nerveux central, y compris l'autisme, la schizophrénie, les troubles de

I'numeur, I'épilepsie et la maladie d'Alzheimer (Inestrosa et al. 2012).
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Chapitre IV.
Les cellules souches mésenchymateuses

1. Généralités

Depuis plus de 60 ans, la recherche sur les cellules souches adultes a commencé. Les
travaux primaires comprenaient deux types de cellules souches: les cellules souches
embryonnaires et les cellules souches adultes. Ces travaux avaient comme but principal les
applications clinique, ou dans d’autre terme la médecine régénérative. Pourtant,
I’immunoréjection, la tumorigénicité et les problémes étiques ont toujours encombré
I’avancement de ces travaux et ’arrivée a une application clinique fructueuse. Ces problemes
ont été résolus par I’utilisation des cellules souches mésenchymateuses CSM (‘“MSC’ pour

‘Mesenchymal Stem Cells’) adultes dans les transplantations autologues.

2. Les cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses sont douées d’une forte capacité
d'autorenouvellement et sont multipotentes. En effet, ces cellules peuvent se différencier en
de nombreux types cellulaires y compris les cellules cartilagineuses (chondrocytes), les
cellules osseuses (ostéoblastes) et les cellules graisseuses (adipocytes) (Figure 20).
L’avancement des travaux de recherches sur les CSM a montré que ces cellules peuvent aussi
se différencier en de nombreux types de cellules qui ne font pas partie des tissus squelettiques
comme les cellules nerveuses, les cellules du muscle cardiaque, les cellules hépatiques et les
cellules endothéliales formant la couche interne des vaisseaux sanguins (Nombela-Arrieta et
al. 2011). Ces cellules spécialisées se caractérisent ainsi par leurs propres structures et
fonctions pour prendre place dans a un tissu particulier. La multipotentialité, in vitro, ainsi
que la facilité d'isolement et d'expansion ont rapidement positionné les CSM comme agents
thérapeutiques prometteurs en medecine régénérative et les ont fait I'objet de la recherche

clinique intensive (Nurkovic et al. 2016).

Premierement, les CSM ont été isolées a partir de la moelle osseuse. Néanmoins, ces
cellules ont été également décrites dans d’autres types de tissus y compris le cordon
ombilical, le sang périphérique, le foie feetal et le tissu adipeux. L’isolement des CSM

dérivées du tissu adipeux reste le plus utilisé a I’heure actuelle, vu la facilité de la méthode et
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les larges quantités de cellules obtenues comparées avec celles isolées de la moelle osseuse
(Tholpady et al. 2005; Fernyhough et al. 2008).

Auto-
renouvellement

I Cellules souches
mésenchymateuses

Adipocytes

j

Chondrocytes Myoblastes

Figure 20. Propriétés de différenciation des cellules souches mésenchymateuses (Pers &
Jorgensen 2013). Dans des conditions appropriees, les cellules souches mésenchymateuses sont
capables de s’autorenouveler et de se différencier en différents types de lignées cellulaires.

3. Difféerenciation des cellules souches mésenchymateuses en cellules souches

neurales

Differentes etudes ont décrit le potentiel des CSM de se différencier en des cellules
souches neurales (CSN). En effet, Buzanska et al. ont montré en 2002 que pas plus que 5%
des CSM peuvent se différencier et donner naissance a des cellules exprimant des marqueurs
neuraux et gliales in vitro (Buzanska et al. 2002). Cette idée a été supporté par des études in
vivo (Zhao et al. 2002; Hofstetter et al. 2002). Cependant, une autre étude a montré que la
majorité des CSM (plus que 60%) peuvent se différencier en des CSN (Hermann et al. 2004).
Le désaccord entre ces résultats obtenus peut étre expliqué par plusieurs facteurs citons : la
différence des protocoles d’isolement, des conditions et des milieux de cultures, la nature des
facteurs de croissance utilisés et I’origine des CSM. Malgré le désaccord sur le rendement de
la différenciation, la fonctionnalité des neurones dérives des CSM était un point de rencontre

entre ces différentes études. En effet, ces neurones présentent a la fois les processus axonaux
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et dendritiques, sont capables de former des synapses, sont électriquement actifs et présentent
une transmission synaptique fonctionnelle (Fu et al. 2008). De ce fait, I’idée suggérant un
potentiel de différenciation neural chez les CSM a commence de se propager en surlignant
des applications thérapeutiques pour les maladies neurodégénératives.

Du point de vue expérimental, au cours des 15 derniéres années, plusieurs approches de
differentiation neuronales des CSM ont été decrites, in vitro. Woodbury et al. ont d’abord
observé que les CSM peuvent se différencier en cellules exprimant des marqueurs neuronaux
(tels que I’énolase2 et les neurofilaments) en présence du B-mercaptoéthanol et du
diméthylsulfoxide (Woodbury et al. 2000). Cependant, l'utilisation des produits chimiques
pour induire la différenciation neuronale des CSM n’était pas entierement convaincante parce
que les cellules transformées ne montrent aucune activité électrophysiologique. Ainsi, il a été
proposé que la transformation cellulaire peut étre causé par des événements cellulaires plut6t
qu’une différenciation (Liu et al. 2012). En effet, ces observations pourraient étre un artefact
de stress cellulaire d( a leur exposition a des substances chimiques toxiques. Cette hypothése
était fondée sur le fait que non seulement les CSM, mais aussi autres types de cellules
(HEK293, PC12) réagissent rapidement suite a l'exposition au B-mercaptoéthanol ou au
diméthylsulfoxide en adoptant une apparence comparable aux cellules neuronales. Ceci est dd
a la perturbation du cytosquelette plutdt qu’une vraie différenciation (Franco Lambert et al.
2009). Des mélanges de facteurs de croissance ont également été utilisés pour induire la
différenciation neuronale des CSM (Song et al. 2002; Locatelli et al. 2003; Tohill et al.
2004). D’un autre cOté, il y a des preuves suggérant une différentiation neuronale des CSM
lorsqu'elles sont placées en co-culture avec des neurones ou des astrocytes (Song et al. 2002;
Wislet-Gendebien et al. 2004). D’autres études ont démontré que 1’expression de certains
genes particuliers peut améliorer la différenciation neuronal et de promouvoir la neurogenése
a partir des CSM (Kohyama et al. 2001; Dezawa et al. 2004).

4. Les CSM dans la médecine régenérative

Les propriétés intrinséques d’auto-renouvellement et de multipotences des CSM sont trés
prometteuses dans le traitement de nombreuses maladies dégénératives ainsi que des lésions
tissulaires. En tant que tel, les CSM représentent une fortune thérapeutique dans la médecine
régenérative.

Depuis quelques dizaines d’années, des essais cliniques ont pris naissance visant

I’application des CSM en médecine régénérative. La premicre étude clinique de thérapie
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cellulaire contre 1’accident vasculaire cérébral se basait sur la transplantation des cellules
progenitrices neurales « NT2N » immortalisée dans la matiere grise sous-corticale. Ces
cellules ont été traitées avec de I'acide rétinoique, ce qui conduit & leur différenciation en
neurones fonctionnels. En conséquence, apres leur transplantation dans des modéles animaux
d'accident vasculaire cérebral, les cellules NT2N forment des synapses et des axones et
conduisent a I'amélioration des parametres électrophysiologiques (Kondziolka et al. 2000).

Subséquemment, au cours des derniéres années, plusieurs études cliniques de thérapie
cellulaires ont donné lieu & de nombreuses publications sur ce sujet (Lee et al. 2010; Bhasin
et al. 2011; Honmou et al. 2011; Park et al. 2015). Dans ces études, les CSM ont été
géneralement appliquées par voie intraveineuse de 5-9 jours a 3-12 mois apres l'accident
vasculaire cérébral. Malgré [’absence des complications importantes, des conclusions
définitives ne peuvent étre tirées de ces études a cause du petit nombre de patients. Le
traitement direct des nerfs périphériques endommagés par des CSM a également été démontré
pour étre efficace. En effet, de nombreuses études ont montré que ces traitements peuvent
sauver une certaine dégrée de la fonction neurologique apres la Iésion (Guo et al. 2015; Wang
et al. 2015; Foroutan et al. 2015). Par exemple, dans un modéle de rat ayant une lésion du
nerf facial, le traitement par des MSC montre une amélioration de I’organisation axonale et
I'épaisseur de la myéline comparé aux nerfs qui avaient seulement été suturé (Salomone et al.
2013). Dans une autre étude, I’injection des CSM chez un lapin ayant une lésion du nerf
sciatique montre une meilleure récupération fonctionnelle et une meilleure régénération du
nerf (Lasso et al. 2015).

5. Les limitations de I’application des CSM dans la médecine régénérative

Malgré ces études prometteuses, il est nécessaire de signaler que certaines limitations
empéchent 1’application des MSC dans la réhabilitation régénérative. Parmi ces limitations,
on peut citer le processus de vieillissement qui modifie la fonctionnalité des CSM. Ainsi, leur
activité proliférative diminue de maniere significative en fonction de I’age, ce qui limite leur
potentiel de différentiation (Hwang 2014). La tumorigenése est I'un des grands obstacles dans
la thérapie cellulaire basée sur les CSM. En fait, il est possible qu'un petit nombre de cellules
s'échappe et se développe dans le site de la greffe pour former une tumeur (Kim & de Vellis
2009). Egalement, il est possible que ces cellules acquiérent des mutations malignes qui les
transforment en cellule cancéreuses (Reya et al. 2001; Miura et al. 2006). D'autres limites
sont liées au cOté pratique de l'application des CSM allant de la manipulation a la
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commercialisation, ce qui rend difficile I’industrialisation de ces procédés. En effet, il est trés
important d'assurer des lignées cellulaires pures et non pas portantes des contaminations

croisées avant que les thérapies par les CSM soient commercialisées (Torsvik et al. 2010).

Finalement, pour conclure d’une maniére fiable a propos du potentiel thérapeutique des
CSM, il est essentiel de mettre en place des processus efficaces et reproductibles d'isolement,
de culture et de différenciation, de maniere a obtenir une population homogene de CSM pour
I’utilisation dans des applications cliniques. Ceci reste 1'un des plus grands défis pour la

réalisation d’un plus grands succes, voir une révolution, dans ce domaine.
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L’histoire de Ca,3 remonte a plusieurs décennies, cette protéine a été découverte suite a la
purification et ’identification du DHPR en 1984. A cette époque, elle a été définie comme
une sous-unité régulatrice des CCDVs, dont les principales fonctions consistent a controler
I’adressage du canal a la membrane plasmique, sa régulation ainsi que ses propriétés
biophysiques. En conséquence, durant les deux dernieres décennies, la sous-unité Ca,f était
considérée comme étant uniquement le partenaire de la sous-unité Ca,o;. Néanmoins, apres
I’enchainement des études fonctionnelles, d’autres fonctions ont été dévoilées et attribuées

specifiquement a Ca,p.

Parmi les 4 isoformes de Ca,f, nous nous sommes intéressés a 1’isoforme neuronale
Ca,p4 et son réle nucléaire. Cette isoforme est principalement exprimée dans le cerveau et
dans les cellules de Purkinje et les cellules granulaires du cervelet. En effet, la premiére
évidence d’une fonction propre a Ca,p, ainsi indépendante du canal, a montré qu’un variant
de Ca,fB4 peut interagir avec la protéine nucléaire (HP1y) et passer ensuite dans le noyau pour
réguler la transcription génique. Plus récemment, B5696, la sous-unité régulatrice de la PP2A
a été décrite comme un nouveau partenaire de Ca,B;. Cette interaction favorise la
translocation nucléaire de Ca,Bs ou elle organise un complexe protéique avec TRo qui
participe a la régulation de la transcription. Le point commun entre ces études est que ces
fonctions indépendantes du canal nécessitent la translocation de Ca,f vers le noyau afin de
participer a la régulation génique. Méme si cette responsabilité génique semblait étre une
fonction commune a toutes les sous-unités Ca,p, des exceptions ont été récemment décrites.
En fait, il a été montré que la translocation nucléaire de Ca,p; varie entre les différents
variants d’épissage; en conséquence, leur aptitude & participer dans des processus

épigenétiques dépend de leur capacité de rentrer dans le noyau.

Ces ¢études renforcent I’hypothese parlant de la réversibilité de I’interaction entre Ca,f et
Cayo;. Cette réversibilité laisse le choix a Ca,f d’étre présente au niveau membranaire ou elle
régule le canal, dans le cytoplasme ou elle interagit une gamme de protéines intracellulaire et
ou dans le noyau ol elle intervient dans la régulation de la transcription. Egalement, elles
surlignent la divergence des fonctions de Ca,8 et ainsi leur importance pour le
fonctionnement cellulaire. L'importance de Ca,f4 neuronale aussi repose sur le fait que les
mutations qui touchent cette sous-unité sont associées a une variété de pathologies humaines.
En effet, une mutation du gene CACNB4 humain correspondante a une terminaison

prématurée (R482X) genére une protéine tronquée de 38 a.a du coté C-terminal (Ca,f1-4s1).
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Cette mutation a été décrite chez des patients atteints d’une épilepsie juvénile myoclonique.
Outre les différences decrites dans la régulation du canal calcique, ce mutant montre des

difficultés dans I’adressage nucléaire comparé a la sous-unité Ca,f4 sauvage.

D’autre part, les études structurales révelent que ’interaction entre Ca,p et Cayoq ne
nécessite que peu d’éléments structuraux de Ca,f, permettent ainsi de penser a d’autres
interactions moléculaires fortement favorables. Pareillement, la ressemblance, du point de
vue structural, entre Ca,p et les protéines de la famille MAGUK suggérent un réle de

Ca,p dans 1’échafaudage protéique.

Récemment, notre équipe de recherche a dévoilé que I’expression de Ca,f4 dans un
systéme d’expression hétérologue montre une modification dans le niveau d'expression d'un
ensemble de génes. Etant donné que parmi ces génes certains sont impliqués dans la
prolifération cellulaire, 1’objectif de mes travaux de thése était de rechercher le role potentiel
de la sous-unité Ca,f4 dans la prolifération cellulaire. Ce travail a été réalisé en exprimant
d’une maniere stable Ca,B4, dans un systéme d’expression hétérologue de cellules CHO, et en
étudiant ainsi l'impact de la protéine sur la prolifération et le cycle cellulaire. Une étude
comparative a été réalisée avec le mutant épileptique Ca,B1.4s1 qui montre des difficultés de
translocation nucléaire. En effet, ce mutant n’influence que peu la cinétique du canal, ainsi, le
phénotype neurologique caractérisé par les crises épileptiques ne peut pas étre expliqué
uniquement par cette dérégulation. Dans d’autres termes, c’est possible que le défaut de
translocation nucléaire du mutant ainsi que son incapacité a accomplir certaines fonctions

nucléaires soit a la base du phénotype épileptique.

Egalement, je me suis concentré sur 1’identification de nouveaux partenaires protéiques
de Ca,B4, ainsi que des nouvelles voies de signalisation qui peuvent témoigner une
intervention de Ca,f4. D’un autre c6té, une partic de mes travaux de thése focalisait sur
I’étude de I’expression de Ca,f4au cours de la différentiation neuronale. Ceci a été aussi basé
sur des observations préliminaires décrivant une variabilité de I’expression de Cayf4 au cours

de la différentiation neuronale.

Pour la réalisation de cette étude diverses techniques de biologie moléculaire,
d’immunocytochimie, de microscopie confocale, de biochimie et de biologie cellulaire ont

été utilisées.
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Partie Il
Matériel et méthodes

1. Modéles cellulaires :

a. Lignée CHO:
Une lignée cellulaire issue d'ovaires d’hamsters chinois (CHO : Chinese Hamster
Ovary) a été utilisée comme un systéme d’expression hétérologue pour Ca,f. Les cellules ont
été obtenues auprés de I'ATCC (ATCC CCL-61). Les lignées CHO ont été maintenues dans
un milieu de culture complet composé de: DMEM/F-12 (Dulbecco’s modified Eagle
medium/ Nutrient Mixture F-12) supplémenté avec 10% de sérum de veeu feetal (FBS), de la
pénicilline (100 unités/ml) et de la streptomycine (10 pg/ml) et maintenu a 37°C dans un

environnement humidifié avec 5 % de CO..

b. Lignée FOCUS :

Nous avons utilisé une lignée d’hépatocytes cancéreuse (FOCUS : Friendship of
China and United States) pour le projet Wnt. La lignée FOCUS a été maintenue a 37°C avec
5% de CO, dans un milieu DMEM-F12 supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal
décomplémenté (chauffé pendant 1h a 56°C), 1% de solution d’acides aminés non essentiels
1X (MEM Neaa, Gibco), 1% de pyruvate de sodium 1X (Gibco), pénicilline (100 unités/ml),
streptomycine (10 pg/ml), , hygromycine B (100 pg/mL), puromycine (0,5 pg/mL) et
blasticidine (3 pg/mL).

2. Plasmides et transfection :

Les vecteurs d'expression et les constructions d’/ADNc codant pour eGFP, B4-eGFP,
B1-481-€GFP, Priosp-eGFP, SH3-eGFP, B563-myc et B5656-shRNA ont été décrits
précédemment (Tadmouri et al. 2012). Pour la génération des lignées CHO stables, les
plasmides utilisés sont:

1. Le vecteur pEGFP-N1 (Clontech).

2. Le vecteur pEGFP-N1 dans lequel I’ADNc de rat codant a la sous-unité B, (CACNB4,
numéro d'acces: L02315) a été cloné pour générer B4 fusionné au domaine N-terminal de
I’eGFP (B4-eGFP).

3. Le vecteur B4pR482X/pEGFP-N1 codant le mutant épileptique de B4 (B1-41-eGFP).
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Pour les transfections stables, les cellules CHO ont été ensemencées dans des boites
de Petri de 100 mm et transfectées avec le plasmide désiré a 50% de confluence en utilisant le
protocole classique de transfection par le phosphate de calcium (Melchers 2001). Brievement,
10 pg d’ADN ont été mélangés avec 50 uL de CaCl; (2.5 M) et le volume a été ajusté a 500
uL avec de I’cau. Le mélange a été ensuite ajouté, goutte a goutte, dans 500 uL d’HBS 2X.
Ainsi, la transfection a été effectuée en ajoutant le mélange goutte a goutte aux cellules.
Apres 8 heures d’incubation, les cellules ont été rincées 2 fois avec du milieu DMEM/F-12
sans sérum ni antibiotiques, puis remises dans un milieu complet.

Pour les transfections transitoires, la lipofectamine® (Thermo Fisher Scientific) a été
utilisée selon les instructions du fournisseur mais en utilisant un ratio 1:1
d’ADN/Lipofectamine (Tableau 4). En effet, la lipofectamine chargé positivement forme un
complexe avec les molécules d'acides nucléiques chargées négativement et permet donc leur
pénétration a I’intérieur des cellules. Il faut noter que pour une meilleure viabilité cellulaire, il
faut retirer les antibiotiques et le sérum du milieu durant la transfection. Ainsi, avant
d’ajouter le complexe de transfection, les cellules sont rincées avec du PBS avant de rajouter

du DMEM/F-12 sans sérum ni antibiotiques.

Tableau 4. Conditions de transfection par la lipofectamine

- Lipofectamine . ® Milieu de culture
Conditionnement ADN Opti-MEM™ (uL
(uL) (ug) | Op (ML) (mL)
Boite de pétri
(10 cm) 30 30 2 X 750 10
Plaques 6 puits 4 4 2x 250
Plaques 12 puits 1 1 2x100 1

3. Geéneration des lignées stables CHO :

Les cellules CHO parentales ont été transfectées avec les vecteurs codant pour eGFP, B4-
eGFP ou le mutant B1.4s1-eGFP par le phosphate de calcium. Quarante-huit heures apreés la
transfection, les cellules ont eté détachées, triées en fonction de la fluorescence acquise grace
a I’eGFP avec un cymométre en flux (BD FACS ARIA) et collectées dans des tubes simples.
Les cellules CHO exprimant ’eGFP, B4-eGFP ou Bi.451-eGFP ont été ainsi mises en culture
dans un milieu de culture complet supplémentée par de la généticine (Gibco) (1 mg/ml). Par
la suite et pendant environ 4 semaines, les cellules ont été répliquées deux fois par semaine a
basse densité, puis réensemencées dans des plaques a 96 puits a une densité d’une

cellule/puits. Aprés 7 jours de culture, les puits contenant une colonie de cellules isolées ont
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été examinés par un microscope a fluorescence et les cellules eGFP positives ont été de
nouveau ensemenceées dans des plaques a 6 puits. Les cellules qui dérivent de ces colonies
isolées ont ensuite été analysées par cytométrie en flux (BD Accuri C6) et les cultures
contenant plus que 95% des cellules eGFP positives ont été amplifiées, aliquotées et
congelées dans un milieu de culture cellulaire complet contenant 10% de DMSO et stockés
dans de I'azote liquide. Ensuite, les cellules ont été cultivées sans généticine et régulierement
examinées par cytométrie en flux pour déterminer si les cellules exprimant eGFP, B4-eGFP ou
B1.481-€GFP restaient stables.

4. Les lignées stables FOCUS :

Quatre lignées stables dérivées d’une lignée FOCUS ont été obtenues du Centre de

Recherche en Canceérologie de Lyon (CRCL), par une collaboration avec Dr. Philippe Merle.

Expérimentalement, un systéme rapporteur qui permet de mesurer 1’activité
transcriptionnelle de la B-caténine a été utilisé (Figure 21). D’abord, la construction (PGF1-
TCF/LEF1) a été transduite dans les cellules d’intérét, elle comporte : la séquence de la cop-
GFP ainsi que celle de la luciférase Firefly sous la dépendance du promoteur minimal
mCMV. En amont du mCMV se trouvent quatre répétitions des séquences reconnus par les
facteurs de transcription TCF/LEF (appelées aussi « Wnt Response Element » ou « WRE »).
En effet, la copGFP est une protéine fluorescente similaire a la GFP caractérisée par la
présence d'un peptide déstabilisant sur son extrémité C-terminale ce qui raccourcit le temps
de demi-vie de la protéine a 30 min. La luciférase est une enzyme qui catalyse la réaction de
bioluminescence en oxydant la luciférine en oxyluciférine en présence d’oxygene, d’ATP et
de Mg?*, ceci aboutit alors & I'émission d'un photon (Inouye 2010). Ainsi, en quantifiant la
lumiere émise, par le test de luciférase, ou la fluorescence de la copGFP, par un cytomeétre en
flux, il est possible de mesurer I’activité transcriptionnelle de la B-caténine. En effet, en
absence de B-caténine nucléaire, le promoteur mCMV est inactif et aucune luminescence ni
fluorescence n’est observée (Figure 21A). Par contre, quand la voie canonique est activée, la
B-caténine transloquée dans le noyau reconnait TCF/LEF et se lie aux séquences «WRE »
permettant d’activer le promoteur mCMYV et de transcrire les génes rapporteurs (Figure 21B).
Comme controle négatif, un plasmide (PGF1-mCMV) dépourvu des séquences « WRE » a
été utilisé (Figure 21C).
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Figure 21. Schéma illustratif du systéme rapporteur de D’activité transcriptionnelle de la p-

caténine

Ainsi, des cellules FOCUS a été d’abord transduites avec : (1) des lentivirus codant pour
le vecteur PGF1-TCF/LEF1 correspondant au systeme rapporteur actif, désignées par TCF
(+) ou (2) des lentivirus codant pour le vecteur contréle PGF1-mCMV correspondant au
systeme rapporteur inactif désignées par TCF (-).

Les cellules ayant intégrées les plasmides ont été sélectionnées par leur résistance a la
puromycine puis retransduites par des lentivirus codant pour : (1) Wnt3 et Fzd7 désignées par
Wnt Fz ou (2) vecteur vide désignées par VV. De nouveau les cellules ayant intégré les
plasmides ont été sélectionnées par leur résistance a 1’hygromycine et la blasticidine.
Subséquemment, les quartes lignées FOCUS sont :

1. TCF (+) Wnt Fz

2. TCF(+) VvV

3. TCF (-) Wnt Fz

4. TCF(-) WV

La vérification de ces cellules a été effectuée au CRCL, par des tests de luciférase ainsi
que par RT-PCR quantifiant 1I’expression de deux genes, CycD1 et Axine2, connus pour étres

cibles de la voie Wnt/B-caténine.
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5. Quantification de la prolifération cellulaire :

La quantification de la division des cellules CHO a été étudiée par différentes méthodes

allant des méthodes classiques vers les plus spécifiques.

D’abord, Les cellules CHO parentales ont ét¢ mélangées avec celles exprimant de
maniére stable p4-eGFP ou eGFP & un ratio de 1:4. A partir de chaque suspension préparée,
quatre autres ont été préparées par dilution en série (1:10, 1: 100, 1: 1 000, 1:10 000). Les
cellules ont été ensuite ensemencées dans des plaques a 6 puits et incubées a 37°C, 5% de
CO.. Les suspensions cellulaires ont éte fixées avec 4% de paraformaldehyde (PFA) pendant
20 min sur de la glace, lavées avec du PBS et centrifugées a 110 x g pendant 3 min. Le culot
a été ensuite remis en suspension dans du PBS et stocké a 4°C a I'obscurité pour 1’analyse
ultérieure. La méme procédure a éte effectuée aux cellules ensemencées: a 90% de
confluence, les cellules ont été culotées, fixées, lavées, remises en suspension dans du PBS et
stockées a 4°C a l'obscurité. Les suspensions cellulaires ont été ensuite analysées par
cytométrie en flux (BD Accuri C6) avec un laser d'excitation de 488 nm. Les valeurs relatives
de fluorescence ont été déterminées par l'analyse de 100 000 événements pour chaque
échantillon. Ainsi, le changement dans le ratio entre les cellules eGFP positives et négatives a
été calculé en fonction du temps permettant de comparer la vitesse de division entre les

différentes lignées.

Egalement, la prolifération cellulaire a été quantifiée par simple dénombrement cellulaire.
5 x 10° cellules ont été ensemencées dans des boites de Petri de 100 mm et incubées & 37°C,
5% de CO,. 24 et 48 heures plus tard, les cellules ont été rincées avec du PBS, typsinisées et
remises en suspension dans du PBS. Le nombre des cellules a été ensuite calculé a I’aide

d’une cellule de Malassez permettant d’estimer le temps de génération de chaque lignée.

Pour valider la spécificité de nos observations concernant la prolifération cellulaire, on a
eu recours a un test spécifique de prolifération cellulaire : Cell Proliferation Dye eFluor® 670
(eBioscience). Le principe de ce test repose sur 1’utilisation d’une molécule fluorescente qui
se lie aux amines primaires des cellules conférant ainsi aux cellules un niveau quantifiable de
fluorescence. Suite a chaque division, cette molécule se distribue d’une maniére équivalente
dans les cellules filles et la fluorescence se divise par deux. Ainsi, le suivi de la diminution de
la fluorescence par cytométrie en flux permet de quantifier la capacité proliférative des

cellules.
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Du point de vue expérimental, le marquage a été effectué selon les instructions du
fournisseur. Les cellules CHO ont été marquées avec 2,5 UM du marqueur pendant 10 min
dans un bain marie de 37°C a l'obscurité. Le marquage a ensuite été arrété par I’addition de 5
volumes de milieu complet froid et Iincubation des cellules pendant 5 min sur la glace. A la
fin de I'incubation, les cellules ont été rincées 3 fois avec du milieu complet puis analysées
par cytométrie en flux dans un systeme BD Accuri C6 avec un laser d'excitation de 640 nm.
Des quantités variables de cellules (6 x 10°, 3 x 10° ou 1.5 x 10°) ont ensuite été ensemencées
dans des plaques a 6 puits d’une maniére a obtenir 90% de confluence apres 24, 48 ou 72
heures d'incubation. Lorsque les cultures cellulaires atteignaient 90% de confluence, elles ont
été récoltées, remises en suspension dans du DMEM/F-12 sans rouge de phénol et la dilution
du marqueur fluorescent a été évaluée par cytométrie en flux par I’analyse d'un minimum de
5000 événements pour chaque échantillon. Les pics obtenus ont été ensuite déconvoluées et
l'indice de prolifération a été calculé en utilisant le logiciel Modfit LT™. Ce logiciel définit
I’indice de prolifération comme étant la somme des cellules dans toutes les générations,
divisé par le nombre de cellules meres théoriquement calculé présentes des le début de
I'expérience. Il constitue donc une mesure de l'augmentation du nombre de cellules dans la

culture au cours de I'expérience.

6. Synchronisation des cellules :

Pour certaines expériences, il était nécessaire de synchroniser les cellules ou de les
enrichir dans une phase du cycle cellulaire. Ainsi différentes méthodes ont été utilisées pour
synchroniser les cellules en GO/G1, G1/S et G2/M. Les cellules CHO ont été enrichies en
GO/G1 en les privant du sérum pendant 72 heures (Campisi et al. 1984). Briévement, 2 x 10°
cellules ont été ensemencées dans une boite de Petri de 100 mm avec du milieu complet et
incubées pendant 6 heures a 37°C. Une fois les cellules sont devenues adhérentes, le milieu
complet a été élimine et les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS. La synchronisation
cellulaire a ensuite été déclenchée par 1’addition du DMEM/F-12 sans sérum ni antibiotiques
et I’incubation des cellules pendant 72 heures. La synchronisation des cellules en utilisant la
thymidine et le nocodazole ont été réalisées comme décrit précédemment (Matsui et al.
2012). Le nocodazole est un agent antimitotique qui interfere avec l'organisation des
microtubules. Etant donné que la formation des microtubules est une condition importante
pour que les cellules entrent en mitose, le nocodazole est donc considéré comme un bloqueur

en G2/M. La thymidine est un inhibiteur du cycle cellulaire qui blogue les cellules en G1/S
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en inhibant la synthése de I'ADN (Jackman & O’Connor 2001). Expérimentalement, les
cellules ont été bloguées en phase G1/S avec 2 mM de thymidine (Sigma-Aldrich-Aldrich)
pendant 24 heures ou en G2/M avec 50 ng/ml de nocodazole (Sigma-Aldrich) pendant 24
heures. L'efficacité du synchronisme des cellules a été confirmée par cytométrie en flux apres

leur marquage par I'iodure de propidium.

7. Extraction protéique et fractionnement subcellulaire :

Pour préparer un extrait protéique total, les cellules ont été culottées et reprises dans le
tampon de lyse pendant 30 min sur la glace. Le tampon de lyse est constitué de 10 mM Tris,
1.5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0,5% Triton X-100 avec un cocktail d’inhibiteurs de protéase
(Roche). La lyse cellulaire a été finalisée par sonication (6 x 10 secondes) et la concentration
totale en protéines a été déterminée en utilisant le kit de dosage des protéines « Pierce™ BCA

Protein Assay ».

Le fractionnement subcellulaire a été réalisé comme deécrit dans (Have et al. 2012). En
bref, les cellules culotées a partir des boites confluentes ont été remises en suspension dans
un tampon de lyse hypotonique (pH 7,9) composé de 10 mM HEPES-KOH, 10 mM KClI, 1,5
mM MgCl,, 0,5 mM dithiothréitol (DTT) avec un cocktail d’inhibiteurs de protéase (Roche)
et incubées pendant 5 min sur la glace. Les cellules ont été éclatées mécaniquement en
utilisant un homogénéisateur pré-refroidi puis centrifugées pendant 5 minutes a 4°C, 200 x g.
Le surnageant correspondant a la fraction cytoplasmique a été conserve et le culot a été remis
en suspension dans une solution S1 (0,25 M sucrose, 10 mM MgCl,), déposé sur une solution
S2 (0,35 M sucrose, 0,5 mM MgCI,) puis centrifugé pendant 5 min a 4°C, 1200 x g. Le culot
a été remis en suspension dans S2 puis soniqué 6 x 10 secondes sur la glace. L'échantillon
soniqué a été ensuite déposé sur une solution S3 (0,88 M sucrose, 0,5 mM MqgCl,) et
centrifugé pendant 10 min a 4°C, 2000 x g. Le surnageant correspondant a la fraction
nucléoplasmique a été conservé tandis que le culot a été remis en suspension dans S2,
centrifugé pendant 5 min a 4°C, 2000 x g puis conservé, ce qui correspond a la fraction
nucléolaire. Afin de valider toute étape de fractionnement, 2 uL de chaque culot et de
surnageant ont été déposés sur une lame et observés a l'aide d'un microscope a contraste de
phase. Il faut noter que toutes les solutions (S1, S2 et S3) ont été préparées dans de I'eau
distillée et supplémentées par un cocktail d’inhibiteurs de protéase (Roche). La concentration
des protéines dans chaque fraction a été déterminée en utilisant le kit de dosage des protéines
« Pierce™ BCA Protein Assay ».
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8. Immunoprécipitation :

Avant incubation avec I’extrait cellulaire, les billes « Dynabeads® Protein G » (10003D,
Thermo Fischer Scientific) ont été couplées avec 1’anticorps immunoprécipitant. 50 pL de
billes sont rincées 3 fois avec du PBS-Tween 0,1% puis remises dans 50 pL du tampon de
rincage. Ensuite, les billes sont incubées pendant 10 min avec 10 ug d’anticorps anti-GFP
(11814460001, Roche) a température ambiante sous rotation. Apres le couplage, le complexe
billes-anticorps est rincé 2 fois avec du PBS-Tween 0,1%. Des 1gG de souris (M5284, Sigma-
Aldrich) ont été traités de la méme maniére que I’anticorps immunoprécipitant permettant
I’obtention d’un complexe billes-1gG qui servira comme control négatif. Apres 1’extraction
protéique totale (500 pL) a partir des cellules transfectées par les constructions désirées, 200
uL d’extrait protéique total sont ajoutés a chacun des deux complexes déja préparés et 100
pL d’extrait protéique total sont dénaturés avec 25 pL du tampon de Laemmli 5X et stockés a
-20°C. Les échantillons sont ensuite incubés pendant 30 min a température ambiante sous
rotation. A la fin de ’incubation, les échantillons sont rincés 3 fois avec du PBS-Tween
0,1%. Le culot ainsi obtenu, correspondant au complexe billes-anticorps-antigéne, est
dénaturé dans 15 pL du tampon de Laemmli 5X, pendant 10 min, puis dilués avec 60 pL

d’eau. Les échantillons sont ensuite chauffés durant 10 min a 70°C puis stockés a -20°C.

I faut noter que pour I’'IP via I’anticorps anti-myc couplé a la biotine (sc-40 B, Santa
Cruz Biotechnology), des billes magnétiques couplées & la streptavidine « Dynabeads®
Streptavidin M-280 » (11205D, Thermo Fischer Scientific) ont été utilisées. Ainsi, 200 puL
d’extrait protéique total sont incubés, pendant une heure a température ambiante, avec 20 ug
d’anticorps anti-myc. Ensuite, le complexe anticorps-antigéne est incubé avec les billes
magnétiques, déja saturees pendant une heure par 1% BSA, a température ambiante pendant
une heure. Les échantillons sont lavés 3 fois avec du PBS-Tween 0,1% et les protéines sont
dénaturées dans 15 pL du tampon de Laemmli 5X pendant 10 min, diluées avec 60 pL d’eau,
chauffées a 70°C puis stockés a -20°C. Dans ce cas, le control négative utilisé était des

cellules qui n’expriment pas la protéine immunopecipite.

9. Electrophorese et Western-blot :

Une quantité egale de protéines totale de chaque échantillon a été séparée par
électrophorese SDS-PAGE dans un gel de séparation a 10%. Les protéines séparées ont

ensuite été transférées vers une membrane en PVDF (Immobilon®-P, Millipore). La
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membrane a été bloquée dans 5% du bloqueur « blotting-grade » (Bio-Rad) dans du PBS-
Tween 0,1% pendant 1 heure a température ambiante puis rincée 3 fois avec du PBS-Tween
0,1%. L’incubation avec ’anticorps primaire a été effectuée a température ambiante pendant
3 heures a une dilution de 1:5000. Les différents anticorps utilisés dans ce travail sont : Un
anticorps polyclonal de lapin anti-fibrillarine (ab5821, Abcam), un anticorps polyclonal de
lapin anti-B566 (Martens et al. 2004), un anticorps polyclonal de lapin anti-GFP (A-11122,
Thermo Fischer scientific), un anticorps polyclonal de lapin anti-myc (ab9106 ; Abcam), un
anticorps monoclonal de lapin anti B-catenin (8480, cell signaling technology) et un anticorps
polyclonal de lapin anti-TCF4 (ab185736, Abcam). Apres 2 lavages avec du PBS-Tween
0,1%, la membrane a été mise en incubation avec I’anticorps secondaire a température
ambiante pendant 45 min a une dilution 1:10000 : protéine A-HRP (ab7456; Abcam) ou un
anti-IgG de lapin conjugué a I’HRP (sc-2004, Santa Cruz Biotechnology). Apres 2 lavages
avec du PBS-Tween 0,1%, les bandes ont été visualisées avec le systeme de détection ECL

(Thermo Fischer Scientific).

10. Immunocytochimie des cultures cellulaires :

Il est important de signaler que pour les manips d’immunocytochimie le PBS utilisé

contient du calcium et du magnésium pour maintenir les jonctions entre les cellules.

L’imagerie des cellules vivantes a été effectuée en ensemencant les cellules dans des
lames a chambre « Lab-Tek ». Aprés 24 heures, les cellules ont été lavées avec du PBS et la
membrane plasmique a été marqué avec la concanavaline conjuguée a I’Alexa647 (5 pg/ml)
pendant 5 min & 37°C, 5% CO,. Les noyaux cellulaires ont été visualises en utilisant 5 pg/ml
de Hoechst 34580 (Thermo Fischer Scientific) et les protéines exprimées ont été visualisés
directement par la fluorescence de I’eGFP.

Les cellules ensemencées sur des lamelles de verre ont été mises en incubation avec 5
pg/ml de Hoechst 34580, lavées avec du PBS puis fixées avec du PFA 4% (PFA) dans du
PBS pendant 30 min. Aprés fixation, les cellules ont été rincée avec du PBS puis
permeabilisées avec du Triton X-100 0,1% dans du PBS. L’incubation avec les anticorps
primaires a été réalisée pendant 2 heures a température ambiante. Les anticorps primaires
suivants ont eté utilisés pour I'immunofluorescence: un anticorps polyclonal de lapin anti-
fibrillarine (ab5821, Abcam), un anticorps monoclonal de souris anti-SC35 (ab11826,
Abcam), un anticorps polyclonal de lapin anti B566 (Martens et al. 2004), un anticorps
polyclonal de lapin anti-TCF4 (ab185736, Abcam) et un anticorps polyclonal de lapin anti-fB4
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(Kiyonaka et al. 2007). Les anticorps primaires anti-Fibrillarin et anti-SC35 ont été utilisées a
1 pg/ml alors que I'anti-B566 et 1’anti-TCF4 ont été utilisés a 1:200 et I’anti-B4 a 1:500. Apres
I’incubation, les cellules ont été lavées 2 fois avec du PBS puis incubées avec les anticorps
secondaires dilués a 1:500 pendant 45 min: un anti-lapin conjuguée a la cyanine3 (Cy3) (711-
166-152, Jackson) ou un anticorps anti-souris conjugué a Cy3 (715-165-150, Jackson). Les
lamelles ont été ensuite rincées deux fois avec du PBS et les lames ont été montées avec le
milieu de montage « ProLong® Gold Antifade » (P36934, Thermo Fischer Scientific). Pour le
projet Wnt/B-catenin, le noyau n’était pas marqué avec du Hoechst, par contre le milieu de
montage utilisé pour monter les lames contenait du DAPI (P36931, Thermo Fischer

Scientific).

Les images ont été acquises avec un microscope confocal LSM710 Zeiss ou un confocal
Nikon Al. Les images ont été traitées par les logiciels ImageJ ou Fiji. La quantification des
niveaux nucléaires de B4 a également été réalisée en utilisant le logiciel ImageJ comme décrit
dans (McCloy et al. 2014). En effet, le noyau de chaque cellule a été délimité et la surface
ainsi que la densité intégrée ont été mesurées. Egalement plusieurs mesures du bruit du fond
ont été effectuées. La fluorescence nucléaire = densité intégrée - (surface du noyau x
moyenne de fluorescence des bruits du fond) a ensuite été calculée. La méme procédure a été
appliquée pour le calcul de la fluorescence cellulaire totale. Ainsi le rapport
noyau/cytoplasme a été calculée par la formule: gNCR = fluorescence nucléaire/
(fluorescence cellulaire total - fluorescence nucléaire). Pour mesurer le degré de
colocalisation entre deux signaux différents de fluorescence, le logiciel Volocity (Perkin
Elmer, USA) a été utilisé. Il permet de calculer du coefficient de corrélation de Pearson
correspondant au coefficient de colocalisation. Ces analyses ont été effectuées a la plateforme
d’imagerie « MicroPICell » de I'Université de Nantes.

11. Analyse du cycle cellulaire :

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques & 6 puits & une densité de 1 x 10°
cellules/ml et incubées pendant 24 heures a 37°C, 5% CO,. Les cellules ont été ensuite
récoltées et fixées avec de 1’éthanol 70% a -20°C pendant la nuit. Le lendemain, les cellules
ont éte lavées avec du PBS et marquées par I'iodure de propidium a I'obscurité pendant 30

min puis analysées par cytometrie en flux.
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12. Incorporation du BrdU :

L’immunomarquage des cellules incorporant le bromodésoxyuridine (BrdU) et I'analyse
par cytométrie en flux ont été réalisés en suivant les recommandations du fabricant (APC
BrdU Flow Kit, BD Pharmingen™). Expérimentalement, les cellules ont été pulsées pendant
1h avec une solution de BrdU (1 mM) a 37°C, 5% CO.,. Ensuite, les cellules ont été rincées
avec du PBS, récoltées et centrifugées pendant 3 minutes a 110 x g. Le culot a ensuite éte fixé
avec la solution BD Cytofix/Cytoperm pendant 30 min sur la glace, lavé avec la solution BD
Perm/Wash Buffer puis centrifugé pendant 3 min a 110 x g. Les cellules ont ensuite été
incubées avec la solution de perméabilisation Cytoperm BD Plus pendant 10 min sur la glace.
Aprés la perméabilisation, les cellules ont été rincées, refixées, rincées puis traitées avec de la
DNase (300 pg/ml) pendant 1 heure & 37°C. Par la suite, les cellules ont été incubées avec
des anticorps anti-BrdU conjugués a I’APC (1:100) pendant 20 min. Enfin, les cellules ont été
lavées deux fois par la solution BD Perm/Wash et analysées par cytométrie en flux dans un
systeme BD Accuri C6. Les cellules non incubées avec du BrdU et mises en incubation avec

les anticorps anti-BrdU ont été utilisées comme témoin négatif.

13. Extraction d’ARN et RT-PCR :

Pour le projet prolifération, I’extraction de 'ARN a été réalisée en utilisant le Kit
d'extraction d’ARN NucleoSpin® (Macherey-Nagel, Allemagne) selon les instructions du
fabricant. La concentration d’ARN et la pureté des échantillons ont été mesurées en utilisant
le spectrophotométre Nanodrop ND-1000. La qualité de I'ARN a été visualisée par
électrophorese sur gel d'agarose 2%. L'ADNCc a €té synthétisé a partir de 0,5 pg d’ARN en
utilisant le kit de transcription inverse RT?2 First Strand (Qiagen, UK) selon les
recommandations du fabricant. Les échantillons d’/ADNc ainsi obtenues ont été stockés a -
20°C.

La PCR quantitative a été réalisée dans un systeme de plaques a 96 puits précongues
(Chinese Hamster Cell Cycle (PAJJ-020Z, Qiagen) RT? Profiler™ PCR Array) qui permet
d’étudier I’expression de 84 génes liés au cycle cellulaire. Dans ces plaques les amorces de
ces 84 geénes sont déja introduites par le fournisseur ; ainsi, il suffit d’ajouter ’ADNc et le
mélange du SYBR Green « RT> SYBR Green qPCR Master Mix » selon les instructions du
fabricant. L’amplification a été réalisée par le StepOnePlus™ Real-Time PCR System

(Applied Biosystems). L’activation de la polymérase s’effectue a 95°C pendant 10 min,
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suivie d’une amplification de 40 cycles comprenant 15 sec a 95°C et 1 min a 60°C. Les
valeurs de Ct (Cycle threshold) ont été exportées et analysées par le modéle d’analyse de
données « RT? Profiler PCR Array Data Analysis template V4 » qui est disponible sur le site
Qiagen. L’expression génique relative a été calculée par la méthode de AACT et exprimée en
« fold change ». L'analyse statistique de I'expression génique a été effectuée avec le test de

« Student » et chaque valeur de p <0,05 a été considérée comme statistiguement significative.

Pour le projet Wnt, les cellules FOCUS ont été transfectées par les vecteurs codant
pour ’eGFP ou B4-eGFP. Vingt-quatre heures apres la transfection, les cellules ont été
récoltées, remises dans un tampon (0,7 mM EDTA, 0,2% FBS dans du PBS) sur la glace. Les
cellules ont été ensuite triées a base de la fluorescence de I’eGFP a I’aide d’un FACS BD
ARIA | (200 000 cellules/tube). Apres centrifugation, les cellules ont été remises dans du
« Extract-all » (Eurobio) et conservées a -80°C. La suite de ’expérience a été effectuée au
CRCL ou I’ARN a été extrait selon le protocole du fabricant « Eurobio ». L’ADNc a été
synthétisé a partir de 250 ng d'ARN en utilisant le kit « M-MLV RT » (Invitrogen) selon les
instructions du fabricant. La PCR en temps réel a été réalisée avec un appareil Light Cycler
480 (Roche) en utilisant le kit QuantiFast SYBR Green PCR (Qiagen) selon les instructions
du fabricant. Le protocole de la PCR consiste a activer la polymérase a 95°C pendant 5 min,
suivi d’une amplification de 40 cycles de 2 étapes chacun (10 sec a 95°C et 30 sec a 60°C).
Les expeériences ont été réalisées en triplicata et la normalisation de I'expression génique a été
effectuée en utilisant le gene de ménage 18S. Les analyses ont été effectuées en utilisant la
méthode de AACT et les résultats ont été exprimées en « fold change ». Il faut noter que les

amorces ont été congues en utilisant le site Primer3 (Tableau 5).

Pour le projet CSM, I’extraction d’ARN a ¢été effectuée en utilisant le kit
« RNAspin Mini» (GE Healthcare) et 'ADNc a été synthétisé a partir de 400 ng d'/ARN en
utilisant la transcriptase inverse « Superscript Il » (Invitrogen) selon les instructions du
fabricant. Pour la PCR, un melange de 10 puL du SYBR Green (4227848, Affymetrix), 2 pL
de chaque amorce (10 uM) (Tableau 5) et 2 uLL d’ADNCc a été préparé. L’amplification a été
effectuée dans un systeme « Light Cycler » (Roche) selon les conditions suivantes: 1 cycle a
50°C pendant 2 min, 1 cycle a 95°C pendant 5 min, 45 cycles a 95°C pendant 3 sec et 60°C
pendant 30 sec. Les expériences ont eté réalisées en triplicata et la normalisation de
I'expression genique a été effectuée en utilisant le gene de ménage GAPDH. Les analyses ont

été effectuées en utilisant la méthode de AACT et les résultats ont été exprimées en « fold
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change ». Il faut noter que les amorces utilisées pour ce projet ont été concues en utilisant le

site Roche.

Tableau 5. Liste des amorces utilisées pour la PCR

Asing 2 sens ATGGTGAGGTCCACGGAAAC
anti-sens CTTCACACTGCGATGCATTT
CyeD1 sens AAGGCGGAGGAGACCTGCGCG
anti-sens ATCGTGCGGCATTGCGGC
188 sens GGACACGGACAGGATTGACA
anti-sens ACCCACGGAATCGAG-AAAGA
CACNBA sens TGTACCTGCATGGAATTGAAGA
anti-sens GGCCTGCTTGTGTAGGAATC
sens CATGAGAAGTATGACAACAGCCT
GAPDH anti-sens AGTCCTTCCACGATACCAAAGT

14. Test de luciférase et CopGFP :

Les cellules FOCUS ont été transfectées par les vecteurs codant pour eGFP, B4-eGFP, B;-
481-€GFP ou Br125p-eGFP. Vingt-quatre heures aprés la transfection, les cellules ont été
récoltées, remises dans un tampon (0,7 mM EDTA, 0,2% FBS dans du PBS) sur la glace. Les
cellules ont été ensuite triées a base de la fluorescence de I’eGFP a I’aide d’un FACS BD
ARIA 1. Seules les cellules eGFP positives ont été collectées dans des plaques & 96 puits (10*
cellules/puits). Ensuite, 1’activité de la luciférase a été quantifiée par le kit Dual-Glo®
Luciferase Assay System (Promega Corporation, Etats-Unis) dans un luminométre selon les
instructions du fabricant. L'activité enzymatique de la luciférase a été exprimée en « fold
change » par rapport au controle négatif (cellules transfectées par 1’eGFP), qui a été donné la

valeur arbitraire de 1.

Les cellules FOCUS ont été transfectées par les vecteurs codant pour ps-myc, TCF4-myc
ou pcDNA comme témoin négatif. Vingt-quatre heures apres la transfection, les cellules ont
été détachées et analysées par cytométrie en flux dans un systétme BD Accuri C6 avec un
laser de 488 nm. Les valeurs relatives de fluorescence ont été determinées par I'analyse d'au
moins 5 000 événements pour chaque échantillon. Les données obtenues ont éte analysees a
l'aide du logiciel FCS express 5 et I’intensité de fluorescence de la Cop-GFP a été exprimee

en tant que le mode des pics.
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15. Différentiation des cellules souches en cellules neuronales :

Toutes les études cliniques ont été meneées selon les principes énoncés dans la déclaration
d'Helsinki. Les échantillons étaient fournis par le centre de médecine régénérative « Reviva »
avec l'approbation du conseil d’éthique de la recherche du « Middle East Institute of Health »,
Beyrouth, Liban. Ces échantillons correspondaient a des sujets humains libanais agés de 25 a

40 ans, sans antécédent pathologique notable.

a. Isolation et culture des CSM :

Le tissu adipeux a été obtenu par liposuccion de la graisse abdominale sous-cutanée, et
introduit dans un tube de 50 mL. L’échantillon a été ensuite rincée par une solution de PBS
supplémentée avec 5% d’un mélange d’antibiotiques « PSA » (pénicilline, streptomycine et
amphotéricine B) et centrifugée a 300 x g pendant 3 min. le lavage a été répété 3 fois avec
I’élimination, a chaque fois, du culot contenant des globules rouges. Pour éliminer la matrice
extracellulaire, 1’échantillon a été incubé avec de la collagénase de type 1 a 37°C sous
rotation pendant la nuit. Apres I’incubation, 1’échantillon est centrifugé pendant 10 min a 600
X @, puis, 5 ml de sérum sont ajoutés au culot pour inhiber I'activité de la collagénase. Aprés
une seconde centrifugation, le culot contenant les cellules est ensemencé dans des flakes de
75 cm? en utilisant le DMEM/F-12 comme milieu de culture. A 80% de confluence, le
passage des cellules a été effectué, donc en moyenne tous les deux jours, et la différenciation
3éme

a éte induite aprés le passage.

b. Différentiation des CSM en cellules neuronales :
La différentiation des CSM en cellules neuronales est composée de deux étapes: d’abord
une induction des CSM en Neurosphéeres « NSP » suivie par une différenciation finale en

cellules neurales « NLC » (pour ‘Neuron-Like Cells’).

i.  Induction des CSM en neurospheres :

A 80% de confluence les CSM sont rincées, trypsinisées, culotées et mises en culture
dans des flasks de 25 cm? & une densité de 1 x 10° cellules. Le milieu de culture utilisé est
composé de : un milieu de culture basal « AdvanceSTEM Mesenchymal Stem Cell Basal
Medium » supplémenté avec 10% de sérum « AdvanceSTEM Growth Supplement ». Ces
deux produits sont obtenus du kit « Mesenchymal Stem Cell Expansion Kit » (SH30875.KT,
GE Healthcare Life Sciences). Ce milieu est aussi supplémenté par 2% B27 (17504044,
Gibco) et 1% PSA. Les cellules ont éte incubées a 37°C, 5% de CO, pendant 14 jours (JO -
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J14). Pour les 16 jours suivants (J14 - J30), le milieu de culture a été supplémenté avec 20
ng/ml du facteur de croissance des fibroblastes humains (b-FGF) et 20 ng/ml du facteur de
croissance épidermique humain (EGF). Le milieu de culture a été renouvelé tous les 3-4

jours.

ii. Différenciation finale des NSP en NLC :

Les NSP obtenues aprés 30 jours d’induction ont été collectées puis cultivées pour initier
leur différenciation finale en NLC : neurones, astrocytes et oligodendrocytes. Dans ce but, les
NSP ont été ensemencées dans des plaques & 6 puits & une densité de 1 x 10° cellules dans un
milieu de culture basal « AdvanceSTEM Mesenchymal Stem Cell Basal
Medium » supplémenté avec 10% de sérum « AdvanceSTEM Growth Supplement », 2% B27
(17504044, Gibco) et 1% PSA, 20 ng/ml de facteur de croissance des nerfs B (B-NFG) et 20
ng/ml du facteur neurotrophe dérivé de la glie (GDNF) a 37°C et 5% CO,. La différentiation
est effectuée pendant 7 jours (J30 - J37) durant lesquels le milieu a été renouvelé tous les 3-4

jours.

c. Caractérisation des CSM par cytométrie en flux :

Pour suivre la pureté des échantillons et le rendement de la différentiation, les cellules ont
été analysées, a chaque stade de différentiation (JO, J30 et J37), par des marqueurs de surface
spécifiques (Tableau 6). Expérimentalement, les cellules sont trypsinisées, centrifugées et
remises dans du en suspension DMEM/F-12 sans rouge de phénol. 10° cellules sont
mélangées avec 5 pL d’anticorps et incubées a 4°C pendant 20 min a l'obscurité. Les
échantillons sont ensuite centrifugés a 300 x g pendant 7 min et le culot est rincé avec du
DMEM/F-12 sans rouge de phénol puis remis en suspension dans ce méme milieu. Les

échantillons sont ensuite analyses par cytométrie en flux dans un systeme MACSQuant.

Tableau 6. Liste des anticorps utilisés pour la caractérisation des CSM.

Anticorps Référence Fournisseur
Anti CD34-vio-blue 130-095-393 Miltneyi Biotech
Anti CD45-PE 130-080-201 Miltneyi Biotech
Anti CD73-PE 130-095-182 Miltneyi Biotech
Anti CD105-vio-blue 130-099-666 Miltneyi Biotech
Anti CD90-APC 130-095-402 Miltneyi Biotech
Anti-nestine-FITC N5413 Sigma-Aldrich
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Chapitre L.
Les partenaires protéiques de Ca,f3 et leurs
fonctions associées

Protein partners of the calcium channel  subunit highlight new

cellular functions

Mohamad Rima, Marwa Daghsni, Ziad Fajloun, Ridha M’rad, Juan L. Brusés, Michel Ronjat
and Michel De Waard.

Revue publiée dans le journal « Biochem. J. »
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83



Résultats

Introduction :

Comme il est maintenant connu, le calcium est 1'un des plus importants seconds
messagers qui déclenche et régule différents processus cellulaires. Subséquemment, les
CCDVs qui représentent la principale voie d’entrée de calcium dans les cellules sont
important pour maintenir la fonctionnalité cellulaire. Ces canaux sont composés de
différentes sous-unités dont chacune accomplie des réles bien déterminés. Pour une longue
période, la sous-unité auxiliaire Ca,8 a fait 1’objet de nombreuses études visant la
compréhension de sa structure et ses fonctions. Parmi ces fonctions, certaines étaient liées au
canal calcique, dont elle fait partie, mais d’autres sont complétent indépendantes des CCDVs.
Certaines fonctions nécessitaient le détachement de Ca,f du canal, d’autres requéraient sa
translocation vers le noyau et dans la majorité des cas ces fonctions mettaient en jeu une
interaction entre Ca,f avec un ou plusieurs partenaires. Ainsi, Ca, était capable de lier une
variété de protéines, notamment des canaux, des récepteurs, des facteurs de transcriptions,
des kinases, etc. Grace a chacun de ses partenaires Ca, prend place dans une fonction
différente, citons par exemple la régulation génique, I’endocytose et la régulation d’autres
canaux. Ainsi, cette sous-unité auxiliaire est de plus en plus décrite comme une protéine

multifonctionnelle.

Dans cette revue nous nous sommes concentrés sur les diverses fonctions cellulaires de
Ca,p sur la base de l'identité de son partenaire. En commengant par un bref apercu sur les
CCDVs, cette revue a mit l'accent sur les différents partenaires protéiques de Ca,p et a
résumé les fonctions cellulaires dans lesquelles les complexes structurés par Ca,f sont

impliqués.
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Protein partners of the calcium channel 8 subunit highlight new cellular
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Calcium plays a key role in cell signalling by its intervention in a
wide range of physiological processes. Its entry into cells occurs
mainly via voltage-gated calcium channels (VGCC), which are
found not only in the plasma membrane of excitable cells but also
in cells insensitive to electrical signals. VGCC are composed of
different subunits, «,, 8, &,8 and y, among which the cytosolic 8
subunit (Ca, 8) controls the trafficking of the channel to the plasma
membrane, its regulation and its gating properties. For many years,
these were the main functions associated with Ca,. However, a
growing number of proteins have been found to interact with Ca, g,
emphasizing the multifunctional role of this versatile protein.

Interestingly, some of the newly assigned functions of Ca, are
independent of its role in the regulation of VGCC, and thus further
increase its functional roles. Based on the identity of Ca, 8 protein
partners, this review emphasizes the diverse cellular functions of
Ca, 8 and summarizes both past findings as well as recent progress
in the understanding of VGCC.

Key words: calcium channels, gene expression and regulation,
voltage-gated channels.

INTRODUCTION

Our ability to process and achieve all physiological functions
relies on the communication between cells. The fastest mechanism
of communication brings into play electrical signals generated
by ion channels located across the plasma membrane. Indeed,
these channels allow specific ions to diffuse through the lipid
bilayer, thereby generating changes in membrane potential. This
electrical signal triggers a number of cellular events among which
the activation of voltage-gated calcium channels (VGCC) that
results in a calcium influx. This remarkable feature that allows
the combination of electrical and chemical activities, depends
on different types of ligand- and voltage-gated channels, which
are permeable to ions such as sodium (Na*), potassium (K*),
chloride (C1~) and calcium (Ca**).

Calcium is one of the most important second messengers
in the cell. It controls many physiological processes such as
muscle contraction, neuronal communication, cell division and
gene transcription. Its entry in cells occurs via VGCC which are
found not only in the membrane of excitable cells, including
muscle cells and neurons, but also in cells not sensitive to
electrical signals such as glial cells and lymphocytes. VGCC
were first characterized in skeletal muscle [1-4]. With these
seminal works, it was shown that the skeletal muscle VGCC is a

multimeric protein complex, composed of a main pore-forming
a, subunit (Ca,a;) associated with auxiliary subunits: 8, o, and
y (Ca,B, Ca,,6 and Ca,y respectively). Later, the purification
and characterization of the brain N-type Ca®* channel confirmed
the multimeric nature of VGCC but did not confirm the presence
of a Ca,y subunit as an associated entity to the channel [5-7]. All
VGCC subunits are encoded by several genes (10 for Ca, o, 4
for Ca, B, 4 for Ca,«,8 and 8 for Ca,y) increasing the phenotype
diversity of calcium channels [8]. Besides regulating the channel,
emerging evidence shows that these auxiliary subunits may
undergo additional functions unrelated to the Ca,«; subunit (for
review, see [9]). Among all auxiliary subunits, the cytosolic
subunit (Ca, 8) has been shown to control the trafficking of Ca,«;
to the plasma membrane, its regulation and its gating properties
[10,11]. However, a growing number of proteins involved in
diverse aspects of cell signalling have been found to interact with
Ca, 8, leading to this subunit being envisioned as a multifunctional
protein. Interestingly, several recent studies highlight new Ca,
functions that are independent of its role in the regulation of the
VGCC.

Beginning with a brief overview on VGCC, this review will
focus on the different protein partners of Ca, 8 and on the cellular
functions in which these B subunit-containing complexes are
involved.

Abbreviations: ABP, AID-binding pocket; AID, «s-interaction domain; ASD, autism spectrum disorder; BARP, g-anchoring and -regulatory protein;
BID, g-interaction domain; BKc,, large-conductance Ca?* -activated K+ ; CaMKII, Ca?* /calmodulin-dependent kinase Il; Ca, 8, voltage-gated calcium
channel B subunit; CSD, chromo-shadow domain; DHPR, dihydropyridine receptor; ER, endoplasmic reticulum; GK, guanylate kinase; HVACC, high
voltage-activated calcium channels; KO, knockout; LEMS, Lambert-Eaton myasthenic syndrome; LVACC, low voltage-activated calcium channels; MAPK,
mitogen-associated protein kinase; MPC, muscle progenitor cells; NC, non-canonical; PKA, protein kinase A; RyR, ryanodine receptor; SNP, single-
nucleotide polymorphism; SR, sarcoplasmic reticulum; VGCC, voltage-gated calcium channels.
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Table 1 Ca?* channel types and their corresponding «4 subunits
Channel family ~ Currenttype 4 subunit  Gene name
Ca,1 L-type Ca,1.1 CACNA1S

Ca,1.2 CACNA1C

Ca,1.3 CACNA1D

Ca,1.4 CACNA1F

Ca,2 P/Q-type Ca,2.1 CACNATA
N-type Ca,2.2 CACNA1B

R-type Ca,2.3 CACNATE

Ca,3 T-type Ca,3.1 CACNA1G
Ca 3.2 CACNATH

Ca,3.3 CACNA1I

VOLTAGE-GATED CALCIUM CHANNELS

Based on their sensitivity to membrane depolarization, VGCC
were classified in two families: high voltage-activated calcium
channels (HVACC), which are activated in response to large
membrane depolarization, and low voltage-activated calcium
channels (LVACC) that are activated by smaller depolarization
[12]. Further studies divided VGCC into subtypes (L-, N-,
P/Q-, R- and T-types) according to their biophysical (voltage-
dependencies and kinetics of activation and inactivation) and
pharmacological properties [8]. L-type channels were first
described as responsible for the excitation/contraction coupling
in skeletal and cardiac muscles, whereas T-type channels were
involved in heart pacemaker activity [13,14]. N-, P/Q- and R-
type channels were found to be mainly expressed in the central
and peripheral nervous systems, playing a role in the control
of neurotransmitter release [13,14]. In addition to these
characteristics, VGCC also differ in their subunits composition.
HVACC embody a principal transmembrane subunit «; (Ca,«,)
known as the pore-forming subunit associated with a disulfide-
linked dimer «,6 (Ca,x,8), an intracellular 8 subunit (Ca,p)
and an additional transmembrane y subunit (Ca,y) so far best
characterized in the skeletal muscle Ca>* channels. In contrast,
LVACC are only composed of Ca, o, [8].

A clearer subtype channel nomenclature is based on the
different isoforms of the pore-forming subunit (Table 1, for review,
see [15]). Three major families of ¢, subunits (Ca,1, Ca,2 and
Ca,3), each one containing several members, have been defined
[8]. The Ca,1 family includes four different L-type channels
named Ca,1.1, Ca,1.2, Ca,1.3 and Ca,1.4. The three members
of the Ca,2 family (Ca,2.1, Ca,2.2 and Ca,2.3) correspond to
P/Q-type, N-type and R-type channels respectively. In addition,
there are three types of Ca,3 channels (Ca,3.1, Ca,3.2 and Ca,3.3)
corresponding to the T-type channels [8,16].

VOLTAGE-GATED CALCIUM CHANNEL B8 SUBUNIT (Ca,$)
Discovery

Characterization in 1984, by Curtis and Catterall, of the skeletal
muscle dihydropyridine receptor (DHPR) as the first identified
VGCC, led to the discovery of Ca,f. In that study, three non-
covalently linked subunits were purified: «, 8 and y (160, 53
and 32 kDa respectively) [2]. Further studies showed that the
DHPR consisted of «; (175 kDa), o, (143 kDa), B (52 kDa), §
(24-27 kDa) and y (30 kDa). Moreover, «, and § are associated
post-translationally via disulfide bonds into a unique subunit
termed «,8 [17,18]. Ca, B, corresponding to the 52 kDa protein,
was later on described as the only entirely cytosolic subunit and
was shown to associate with a cytoplasmic domain of «; subunit

© 2016 The Author(s). Published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society.

[19]. Recently, the cryo-electron microscopy structure of the
skeletal DHPR/L-type Ca’" channel complex has been published,
initially with a 15 A resolution [20] and more recently with 4.2 A
resolution [21].

Ca,p isoforms and tissue distribution

Four different genes CACNBI, CACNB2, CACNB3 and CACNB4
encode four different Ca,8 named Ca,fB,, Ca,f,, Ca,8; and
Ca, B, respectively. Each of Ca, 8 can undergo alternative splicing
creating a wide collection of splice variants with distinct
biophysical and pharmacological properties [22]. As mentioned
above, Ca,f isoforms participate in the organization of various
types of VGCC and, therefore, show a specific tissue distribution
(Table 2) [23]. Ca,,, was the first identified splice variant
and appeared to be the main isoform expressed in the skeletal
muscle [24]. It has been shown that it plays a critical role
in excitation/contraction coupling, not only by controlling the
expression of Ca, 1.1 in transverse tubules but also by promoting
the clustering of four DHPR complexes in a tetrad that pairs to
a single ryanodine receptor (RyR) [25]. Ca,B,, has also been
described as the main isoform expressed in postnatal rat heart
[26]. In fact, only two Ca, g, splice variants (Ca,f,, and Ca,f,;)
have been observed in rat tissue [26]. However, Ca,,, was
identified as the main Ca,f expressed in human heart indicating
that different Ca, splice variants may be expressed in the
same tissue depending on the species or the age. Ca, S, is also
expressed in the brain where its distribution remains diffused
as in human ventricular tissue, and it was also detected in the
pancreas [26,27]. Ca,f, seems to be the most abundant subunit
expressed in atrial myocytes and appears to be predominant in
rat heart and smooth muscle. In addition, Ca, 8, was detected at
low levels in the brain and in the smooth muscle of the aorta,
trachea and lung. Ca,f, is also present in some neuronal cell
types including cerebellar Purkinje cells, hippocampal pyramidal
neurons and photoreceptors [26,28,29]. Five distinct Ca, 8, splice
variants have been cloned from human myocardium named
Ca, B, Ca,Ba, Ca,fy, Ca,B,y and Ca,B,.. These five splice
variants show different expression profiles in each heart chamber
[26]. Ca, B,, was detected in human ventricular tissue and has the
particularity to be the only subunit that mediates slow kinetics
inactivation of Ca,«; through palmitoylation [23,26,27,30]. On
the other hand, Ca,f,, mRNA is highly expressed in both atria
and ventricles. It does not show significant variations with age,
whereas the expression of Ca,f,., Ca,f, and Ca,f,. decrease
with development. In atria and ventricles, Ca,f8,. expression is
significantly higher at 4-5 weeks than at 16 weeks of age [26].
Likewise, the Ca, 8, isoform is mainly expressed in the ventricles
at 4-5 weeks of age, it is weakly detected at 16 weeks and it
is not detectable at any age in atria [26]. The Ca,f; isoform
mRNA was also identified in human ventricular tissue, whereas
Ca, 8; was detected in smooth muscle where it appears to be the
major isoform along with Ca, 8, [26,28]. Ca,S, and Ca,; were
both detected in the brain. Ca,f; is predominantly expressed
in olfactory bulb, cortex, hippocampus and habenula, whereas
Ca, B, is prominent in cerebellar Purkinje and granule cells and
its expression increases with development in rat brain [31-33].
Previously, Ca, 8, was reported to be present in early embryonic
heart and to disappear before birth with an additional splice variant
identified in renal and fetal cardiac tissues termed Ca, 844 [26].

Ca, B structure

Ca,B subunits are highly homologous proteins sharing the
particularity of containing specific interacting domains. The
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Table 2 Tissue distribution of Ca,

(Gene name Ca, B splice variants Tissue distribution References
CACNB1 B1 Cerebral cortex, habenula, hippocampus, olfactory bulb, skeletal [24,31]
muscle, heart, spleen and T-cells
B1a Skeletal muscle and postnatal rat heart [24,26,31,33]
Bip Human heart, cerebellum, cerebral cortex, nerve and pancreas [26,31]
Bic Brain and spleen [31]
B Heart [14,53]
CACNB2 Bo Heart, hippocampus, cerebellum, pontine nucleus, substantia nigra, [14,29,33]
central grey, habenula, pineal gland, thalamic nuclei, cerebrum,
lung, T-cells and osteoblasts
B2 Heart, aorta and brain [26,29]
Ban Heart (predominant in human heart), aorta and brain [26,28,29]
Boc Heart and brain [26,28,29]
Bod Heart (only early in development) [28,29]
Boe Heart (only early in development) [29]
CACNB3 B3 Cerebellum, cerebral cortex, habenula, hippocampus, olfactory bulb, [26,28,32,33]
striatum, heart, aorta, kidney, lung, skeletal muscle, smooth
muscle, spleen, thalamus, T-cells and trachea
CACNB4 Ba Brain stem, cerebral cortex, dentate gyrus, habenula, hippocampus, [26,28,33]
olfactory bulb, striatum, thalamus and hypothalamus
Bua Spinal cord and cerebellum [54,55]
B Spinal cord and forebrain [54,55]

N SH3 BID GK C
cap e

Figure 1  Schematic representation of Ca, 8

The SH3 and GK domains are conserved in all Ca,Bs. BID was the first identified interaction
site that binds to Ca,«4. Later, it was found that the interaction with Ca,«¢ engages additional
regions of the GK domain, therefore, termed ABP (AID-binding pocket).

sequence can be divided into five domains based on amino acid
similarities between subtypes (Figure 1). Ca,f consists of a
conserved motif of three linked domains called the ‘core region’
flanked by highly variable N- and C-termini. The N- and the
C-termini of most Ca, subunits have not been crystallized and
their 3D structure is therefore unknown, with the exception of the
structure of the N-terminus of Ca,8, that has been determined
by NMR [34]. It consists of a fold made up of two «-helices
and two anti-parallel B-sheets. However, none of the C-termini
structures have been identified yet [23,27]. The ‘core region’ is
composed of two highly conserved domains: the Src homology
(SH3) and the guanylate kinase (GK) domains connected by a
weakly conserved HOOK region. This SH3-HOOK-GK core
recapitulates many critical functions of Ca, 8 subunits and allows
their classification as members of the membrane-associated GK
protein family, which are grouped under the generic term of
‘MAGUK’ [23]. The Src homology (SH3) domain mediates
specific protein—protein interactions. It has a highly conserved
hydrophobic surface, the PxxP-binding site, which binds to PxxP-
sequences in target proteins [23,27]. The GK domain maintains
the general structural characteristics of GKs, which belong to
the nucleotide monophosphate kinase family and catalyse the
reversible phosphate conversion from ATP to GMP in order to
generate ADP and GDP [27]. The GK domain also contains a
protein—protein interaction site that binds to the «,-interaction
domain (AID) of Ca,«,, thereby guiding channel assembly.
The GK domain also binds to other proteins including RGK,
GTPases and Ca’*-activated K* (BKc,) channels (discussed
below) [23,27].

The length and amino acid sequence of the HOOK region
linking the SH3 to the GK domain varies among Ca,f subunits.

The three-dimensional structure of a large portion of this region
is still undetermined due to its low electron density [23,27,35].
Crystallographic data show that the SH3 and GK domains
interact intra-molecularly and that this interaction is important
for the functionality of Ca,f. Mutations and post-translational
modifications affecting the SH3 and GK domain of Ca,f can
alter the gating kinetics of the channel [23,27].

PARTNERS OF Ca,
Ca,p and Ca,c4: a strong relationship

Ca,a; was the first protein identified to interact with Ca,p
and has therefore been considered as the natural partner
of Ca,f. Until recently, the only function of this auxiliary
subunit was to modulate the plasma membrane targeting,
expression levels, gating properties and activity of Ca,«,, which
triggers or modulates important physiological processes including
gene expression, excitation—secretion and excitation—contraction
coupling [36]. Effectively, Ca, 8 is considered a chaperone protein
allowing the surface expression of Ca, 1 and Ca,2 subunits, which
are unable to reach the plasma membrane alone [11].

Several studies have investigated the protein domains involved
in the interaction between Ca,«; and Ca, . All Ca,Bs interact
with the 18-amino acid AID located in the cytoplasmic loop
of Ca,a; between transmembrane domains I and II [10,19,37].
Regarding the region of Ca,f that interacts with AID, a region
in the GK domain (named BID for S-interaction domain) was
first described as the interacting domain with Ca,x; [37,38].
However, the recent elucidation of the crystal structure of Ca, 8,
revealed that the BID sequence is deeply buried within the GK
domain making its direct interaction with AID difficult. Thus,
it has been shown that the interaction with AID engages three
regions of the GK domain sequence that form a hydrophobic cleft
that was named AID-binding pocket (ABP) [39—-42]. Mutation
of some amino acid residues in the ABP significantly weakens
or entirely inhibits the interaction between Ca,x; and Ca,pf.
Similarly, mutation of some amino acid residues in the BID
alters Ca,«,/Ca,f interaction, suggesting that modification of
the BID could alter ABP/AID interaction. Interestingly, these

© 2016 The Author(s). Published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society.
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structural studies show that the AID adopts an «-helical structure
when interacting with Ca,f,,, demonstrating that Ca,«,/Ca,p
interaction has the ability to modify Ca,«, structure to some
extent.

As mentioned previously, it is now widely accepted that
binding of Ca, S to the AID is absolutely required for the exit of
Ca,o; from the endoplasmic reticulum (ER) and its trafficking
to the plasma membrane [43—45]. In a previous study, Altier et
al. [46] showed that in the absence of Ca,f, Ca,1.2 channels
are subjected to ubiquitination and proteasomal degradation.
However, in the presence of Ca, S, Ca,1.2 channels are properly
folded and transported to the plasma membrane. This mechanism
of ubiquitination and proteasomal degradation is not common
to other types of HVACC, in that the Ca,2.1 channels are not
ubiquitinated in the absence of Ca, 8. These findings demonstrate
that the export pathway from the ER varies among different
channel families and suggest the presence of a still unidentified
mechanism regulating L-type channels expression [46].

Although the Ca,B/AID interaction has been proposed to
occur with high affinity (ranging from 2 to 54 nM) [13], several
reports strongly suggested that this interaction is reversible [47—
50], raising the question of the permanence of Ca,«,/Ca,f’s
interaction. The reversibility of the Ca,f/Ca,«, interaction
has also been the subject of a study using FRAP analysis
in dysgenic myotubes. This study reported that in skeletal
muscle triads, Ca,f,, forms a stable complex with Ca,l1.1
and Ca,1.2, whereas Ca,f,, and Ca,pB,, interact with these
channels in a more dynamic manner. Moreover, modifications
or deletions in the I-II loop of Cay1.1 did not alter the dynamic
properties of Ca, . However, a single residue substitution in the
ABP of Ca,,, (M293A mutation) decreased the stability of
the Ca,«,/Ca,B complex, suggesting that binding to Cay«, is
under the control of intrinsic properties of Ca,8 [51]. On the
other hand, reports also showed that some protein partners of
Ca, B or Ca,«a, could regulate the dissociation between these two
subunits [52], thereby promoting calcium influx regulation and
facilitating the engagement of Ca,f in calcium-independent cell
signalling pathways.

Finally, of interest also, is the finding that some of the gating
properties of VGCC are also defined by the nature of the Ca,f
isoform, and by its ability to perform additional interactions with
Ca,, that do not involve the AID. As such, the C-termini of
some Ca, have been reported to interact with either the N-
terminus or the C-terminus of Ca,«, [11]. A recent cryo-electron
microscopy study of the overall structure of the DHPR illustrated
the proximity of the Ca,f,, subunit to the C-terminal domain
of Ca,1.1 indicating the plausibility of this type of secondary
interaction [21].

Ca, 8 and protein kinases: a complex relationship

Phosphorylation is one of the most common mechanisms to
regulate protein functions. VGCC do not break this rule.
Indeed, cardiac L-type Ca’* channels were among the first
channels shown to be regulated by phosphorylation. Although
phosphorylation of the cardiac Ca,«, is well documented, both
in terms of the identification of the phosphorylation sites as well
as their functional relevance, phosphorylation of Ca,f remains
poorly understood. Nevertheless, all Ca,8 subunits contain
numerous putative phosphorylation sites in their sequences [15]
suggesting that phosphorylation of Ca, has the potential to up-
or down-regulate VGCC-mediated currents, or alternatively, to
regulate an interaction site with a protein partner. In fact, a
previous study reported that mitogen-associated protein kinase

© 2016 The Author(s). Published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society.

(MAPK) is capable of phosphorylating and potentiating L- and
N-type calcium channels in dorsal root ganglion neurons [56].
This up-regulation required Ca,f in COS-7 cells because the
MAPK-dependent up-regulation is abolished in the absence of
Ca, 8. Unfortunately, it remains unknown if this phosphorylation
occurs on Ca,«; or Ca,f because both contain potential MAPK
phosphorylation sites.

Moreover, there is evidence indicating that cardiac L-type
currents are under the control of the B-adrenergic receptor
pathway, via protein kinase A (PKA); however, the molecular
mechanism of this regulation has not yet been fully elucidated.
Blinemann et al. [57] suggested that at least two residues (Ser*”®
and Ser*”) of Ca,, are the potential phosphorylation sites for
the PKA-mediated stimulation of cardiac L-type currents. Given
that this study was done in a heterologous expression system,
further experiments performed in transgenic animal models and
cardiomyocytes contradicted this finding and thus generated a
debate on whether Ca, can be phosphorylated by PKA (for
review, see [58]). Ca’* /calmodulin-dependent kinase IT (CaMKII)
is one of the most abundant enzymes in several cell types including
muscle cells and neurons. Previous studies showed that CaMKII is
able to associate with Ca, 8, in vitro but not with Ca, 85 and Ca, 8,
[59]. Also, it has been shown that CaMKII can phosphorylate
Ca,B, Ca,B; and Ca,B,, but the physiological consequences
of this phosphorylation remain unclear [59]. Recently, a study
was conducted in which Ca,2.2 channels were expressed in
Xenopus oocytes in various subunit combinations with or without
Ca, B [60]. Using acetyl-B-methylcholine (MCh) (an activator
of PKCqx), as well as PKC isoenzymes «, BII or &, Ca,2.2
currents were potentiated when Ca,2.2 was expressed alone. In
contrast, MCh failed to potentiate currents when Ca,2.2 was
co-expressed with Ca,f,, Ca,f,, Ca,f; or Ca,B, and PKC
isoenzymes failed to potentiate currents when Ca,2.2 was co-
expressed with Ca,f,. In addition, MCh failed to potentiate
Ca,2.2 currents in the serine/threonine (Thr*??, Ser'”” and Ser?'*?)
mutants of Ca,2.2. These observations suggest that Ca, 8 compete
with PCK for their target sites on Ca,2.2 [60]. This notion
was further supported by an in vitro study done by the same
group [61].

Ca, B; knockout (KO) mice showed a greater ability to control
high glucose concentration in blood than wild-type mice owing
to a significantly higher insulin secretion [62]. This finding
led to the suggestion that calcium channels regulate the secretion
of insulin. Similarly, down-regulation of Ca,f, and Ca,f; via
specific siRNA increased serum insulin levels and caused an
efficient glucose homoeostasis. In contrast, down-regulation of
Ca, B, and Ca, B, failed to show identical consequences. The
observation of PKC isoenzymes localization in isolated pancreatic
B-cells from Ca, B, or Ca,f; siRNA-injected mice revealed that
three PKC isoenzymes PKC «, BII and 6 translocated to the
plasma membrane. The study suggested that Ca,$, and Ca,pS;
inhibit PKC activation via one of the two following possibilities:
(1) inhibition of the translocation of PKC isoenzymes to
the membrane or (2) reduction of the interaction between
calcium channels and PKC isoenzymes and thus the secretion
of insulin [61]. Altogether, these findings show that Ca,  regulates
insulin secretion.

Interaction of Ca, 8 with membrane receptors and other ion
channels

Ryanodine receptors

In skeletal muscle cells, L-type VGCC are localized at
invaginations of the plasma membrane called T-tubules. These
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channels were first characterized as the DHPRs. In these cells, the
DHPR play a particular role since they are functionally coupled to
another calcium channel, named the skeletal RyR, located within
the sarcoplasmic reticulum (SR) membrane. The juxtaposition
of the T-tubules and the SR membrane allows the physical
coupling of the DHPR and the RyR and forms a highly organized
structure named the triad. Within the T-tubules membrane,
the DHPR is organized in tetrads corresponding to four functional
DHPRs facing one RyR. This particular organization called the
tetrad is required for the DHPR/RyR functional coupling, which
allows the transfer of the electrical information sensed by the
DHPR to the RyR through a mechanism known as the ‘excitation—
contraction’ (EC) coupling [63,64]. In addition to its role in the
surface expression of DHPRs, the skeletal muscle isoform of
Ca, B (Ca,pB,,) appears to be indispensable for the formation of the
tetrad and EC coupling [63,64]. In fact, L-type Ca>* currents can
be fully rescued by the expression of different exogenous Ca,
isoforms in skeletal muscle cells isolated from Ca,fS,,-KO mice
embryos or zebrafish knockdowns, but only Ca,f,, and Ca,f,,
are able to normalize EC coupling. In addition, Ca, 8,, was shown
to interact directly with the RyR via a heptad repeat (L*8-V#3-
L*?) located in the C-terminus of Ca, 8,,. Deletion of this region
leads to the loss of EC coupling. In contrast, expression of the
Ca, B,, subunit carrying the corresponding sequence of Ca, S, in
Ca, B,,-null myotubes is sufficient to recover EC coupling [65].
A highly charged region (KKKRRxxR) of the skeletal RyR was
found to govern the interaction with Ca, S, [65,66]. Finally, the
Ca, B, subunit seems to help organize Ca,1.1/RyR interaction.
Indeed, a cryo-electron microscopy study of the DHPR pointed
to the role of Ca, 8 as an anchor that helps the flexible II-III loop
of Ca,«; to interact with RyR [20].

Ca, B slows BK¢, Ca+ sensitivity via Slo

BK¢, channels are found in excitable and non-excitable cells,
including neurons, myocytes, secretory cells and epithelial
cells [67]. Activation of these channels follows membrane
depolarization and binding of cytosolic Ca’* and plays important
roles in several physiological processes including smooth
muscle tone and neuronal excitability [67]. Surprisingly, Zou
et al. [68] described a physical association between the L-type
Ca’* channel B subunit (Ca,,) and Slol, the pore-forming
subunit of BK¢, channels. This interaction takes place at two
distinct regions of Slol: (1) a non-canonical (NC) SH3-binding
motif previously revealed to link BK¢, channels to the actin
cytoskeleton [69] and (2) sites in the calcium bowl region
of Slol [68]. Moreover, this interaction does not involve any
other channel subunit (such as the pore-forming subunit) or
any other intermediate protein. Consequently, this interaction
between structural elements of a potassium channel and a calcium
channel slows BK, channels activation/deactivation Kinetics and
decreases significantly Ca** sensitivity. The observed effects of
Ca, B, on BK(, channels gating were described as the result of its
interaction with the calcium bowl region of Slo1. This interaction
may be part of a mechanism modulating negative feedback
control of voltage-dependent Ca’* influx in excitable cells
by accelerating membrane repolarization and inducing L-type
deactivation [68].

Bestrophin-1 regulates VGCC via Ca, 8

Bestrophin-1 is an anion channel found in the retinal pigment
epithelium (RPE). Mutation of this channel leads to different
types of retinal degeneration. It is well documented that

bestrophin-1 can regulate VGCC including modulation of
activation kinetics, voltage-dependent activation and/or current
amplitude [70-74]. Recently, it has been shown that the regulation
of L-type Ca’" channel activity by bestrophin-1 is due to
the physical interaction of bestrophin-1 with Ca,. In fact,
bestrophin-1 co-immunoprecipitated with Ca,8; and Ca,f,,
however, no interaction was observed with Ca,1.3 when this
subunit was expressed alone. Confocal microscopy showed
a uniform co-localization of bestrophin-1 and Ca,f; in the
cytoplasm. In contrast, in the presence of Cay1.3, Ca,f; and
bestrophin-1 or Ca,f, and bestrophin-1, all three proteins were
found to be localized at the cell membrane indicating the
preferential interaction of bestrophin-1 with Ca?* channels
through Ca,f [75]. It was first described that this interaction
involves a proline-rich motif of bestrophin-1 (located between
amino acids 330 and 346) and the SH3 domains of Ca,f [73,74].
More recently, Milenkovic et al. [75] reported a novel conserved
proline-rich motif on the C-terminus of bestrophin-1 (located
between the amino acids 468 and 486), which is also required
for bestrophin-1-dependent modulation of Ca,p functions. The
absence of the first proline-rich motif reduced the binding to Ca, 8
but did not affect the trafficking of Cay 1.3 to the cell membrane,
whereas a deletion mutant lacking the second proline-rich motif
impaired the capacity of Ca, S to regulate the surface expression
of the pore-forming subunit [73,75]. These observations led to
the conclusion that the proline-rich motif between amino acid
positions 330-346 is required for the binding between Ca, and
bestrophin-1, and that the other proline-rich motif between amino
acid positions 468—486 is involved in the regulatory properties of
Ca,p [75].

Interaction of Ca, 8 with GTPases
RGK GTPases: potential inhibitors of HVACC

Four members constitute the family of Ras-related monomeric
small GTP-binding (RGK) proteins (Rad, Rem, Rem2, Gem/Kir).
Although these proteins present important sequence differences
compared with the Ras family, they conserved the ability to
bind GDP and GTP as well as the GTPase activity. However,
it is still unclear if and how this GTPase activity is related
to the regulatory functions of RGK proteins. Rad was the
first RGK shown to inhibit VGCC Ca?* currents [76]. Since
then, all members of the RGK family have been shown to
be potent inhibitors of Ca** currents carried by VGCC. Co-
expression of each RGK member with Ca,«,, Ca,«,§ and Ca,j
in various heterologous expression systems, led to the inhibition
of Ca’* currents. However, Ca’" currents generated by the
expression of Ca,«, alone appeared to be insensitive to any RGK,
strongly suggesting that RGKs inhibit VGCC through their direct
interaction with Ca, 8 [76-78]. This RGK/Ca, interaction was
corroborated by co-immunoprecipitation experiments and seems
to be promiscuous since all RGK proteins were able to interact
with any full-length Ca,f [27,76,79]. Consistent with this idea,
the activity of T-type channels, which is independent of Ca,p,
was not affected by RGK proteins [77,80].

In adult guinea pig heart cells, Xu et al. [81] showed that over-
expression of Rem down-regulates L-type Ca’* currents without
affecting the number of channels at the cell surface. Interestingly,
under these conditions, PKA failed to up-regulate L-type Ca®*
currents indicating that Rem somehow counteracts the normal
PKA regulation of cardiac L-type currents. This effect may be
due to a steric hindrance or a masking of PKA phosphorylation
sites on Ca, 8 by Rem interaction.

© 2016 The Author(s). Published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society.
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More generally, different mechanisms have been proposed for
the effects of RGK on VGCC Ca** currents. The first one relies
on the general concept that the RGK proteins enter in competition
for the interaction of Ca, with Ca,«. This competition can take
several forms (inhibition of association of Ca, with Ca,x or
reduction of Ca, 8 availability in the cytoplasm). In the first case
scenario, binding of RGK protein to Ca,f alters its binding
to Ca,o; and consequently the trafficking of the channel to
the plasma membrane, leaving Ca,«, trapped in the ER [27].
However, what is known so far is that Ca,, binds to AID
with a higher affinity than it does with Rem [82], making
unlikely that RGK proteins out compete Ca,f for Ca,«;, once
they are associated [27]. In the second case scenario, interaction
of Ca,f with RGK proteins would lead to the targeting of the
Ca,8/RGK complex to the nucleus decreasing the cytoplasmic
concentration of Ca, 8 and the consequent targeting of the Ca,
to the plasma membrane. Indeed, RGKs were shown to localize
to the nucleus in a process depending on their interaction with
CaM and 14-3-3 proteins. However, the putative functional role
of the nuclear Ca,/RGK complex remains to be elucidated. A
second mechanism relied on the fact that Rem was also shown
to inhibit VGCC without modifying the density of Ca,«; at the
plasma membrane [80]. These results suggested the possibility
that RGK proteins could inhibit VGCC gating by interacting
with Ca,f associated with the channel complex at the plasma
membrane. This mechanism would involve the association of the
C-terminal domain of RGK with the negatively charged inositol
1,4,5-biphosphate and triphosphate lipids (PIP lipids), thereby
promoting the membrane anchoring of RGKs. Finally, the third
mechanism suggests that RGK proteins induce the internalization
of VGCC, thereby decreasing their surface expression. A study
showed that in HEK293 cells, the dynamin-mediated endocytosis
of L-type channels was enhanced by Rem [83]. In conclusion,
RGKs apparently influence calcium channel currents at two
different levels: at the intracellular and at the plasma membrane
level. This dual effect is reminiscent of the multiplicity of roles
assigned to Ca, B.

Dynamin: a linker between HVACC and the endocytic machinery

Dynamin is a member of the large GTPases family of proteins
involved in membrane fission during endocytosis [84,85]. It con-
sists minimally of three domains: an N-terminus GTPase domain,
a conserved middle domain and a C-terminus GTPase effector
domain (GED). Some dynamins, such as mammalian dynamins I,
II and III, show supplementary domains: a pleckstrin homology
domain in charge of phospholipid binding and a proline-rich
domain that can interact with SH3 domains of several proteins
[49]. Since Ca, 8-SH3 shares the general 3D structure of canonical
SH3 domains, dynamin was suspected to be a potential interacting
partner for Ca, [49]. Several studies demonstrated that this
interaction indeed occurs [86,87]. In 2007, Gonzalez-Gutierrez
et al. [86] showed that Ca, 8,, interacts via its SH3 domain with
the proline-rich domain (PRD) of dynamin in Xenopus oocytes.
Injection of isolated Ca,B8-SH3 domain into Xenopus laevis
oocytes expressing Ca, o led to the internalization of VGCC, and
consequently, a reduced number of calcium channels at the plasma
membrane. This observation was explained by the presence of
endogenous dynamin in Xenopus oocytes. In contrast, this effect
was not observed when the interaction between dynamin and
SH3 domains was blocked by a small peptide (derived from the
proline-rich domain of dynamin), known to disturb the interaction
with other SH3 domains and to inhibit the endocytosis of synaptic
vesicles. Moreover, the isolated SH3 domain and the full-length

© 2016 The Author(s). Published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society.
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Figure 2 Structural and functional domains of BARP

The N-glycosylation site (*), transmembrane region (yellow) and the Ca, -interacting domains
I'and Il (blue) are illustrated. Amino acids in red are crucial for the interaction with Ca, 8.

Ca,B were found to interact in vitro with dynamin and to
internalize the distantly related Shaker potassium channel [86].
These observations suggest that the interaction between dynamin
and SH3 domains links HVACC to the endocytic machinery.

Interaction of Ca, 8 with other proteins
BARP negatively regulates VGCC activity via Ca, 8

The interaction of VGCC with proteins of the secretory machinery
highlights the importance of the coordination of Ca’* entry
and neurosecretion at the spatial and temporal levels. A recent
study described a previously uncharacterized protein, VGCC-
B-anchoring and -regulatory protein (BARP). This integral
membrane glycoprotein is predominantly expressed in neurons
and neuropeptide secretory cells. In fact, high BARP mRNA
levels were located in brain, pancreatic islets and neuroendocrine
cell lines (MIN6 and PC12), with no or weak expression in
other tissues [88]. Interestingly, in the brain and cerebellum,
BARP co-immunoprecipitated with Ca,f; and Ca,S, but not
with Ca, B, suggesting that BARP may associate with specific
Ca,f in particular sub-cellular domains of neurons. When over-
expressed in COS-1 cells, the protein was able to bind to all
the different Ca, isoforms and apparently to change their
sub-cellular localization in the absence of Ca,«;. Indeed, after
many studies showing a cytosolic distribution with some nuclear
targeting of Ca, 8 isoforms, over-expression of BARP localized
the cytosolic Ca,8 isoforms to the plasma membrane. The
interaction between Ca, and BARP involves two domains,
namely domain I and domain II (Figure 2). Domain I was first
described as the major interacting region of BARP with Ca,pf.
Then, a truncated BARP that lacked domain I was able to interact
with Ca,f leading to the identification of the second binding
region, domain II. This second domain interacts with Ca,fs,
Ca, ., Ca,B,, and Ca, B, but not with Ca,B,,, whereas domain
I binds to all Ca,Bs. Moreover, domain I interacts with the «;
interaction domain of Ca,8 and interferes with the association
between Ca, and Ca,«,. Interestingly, BARP does not have any
effect on Ca,«, expression at the plasma membrane, but it inhibits
Ca’* channel activity, leading to the inhibition of Ca’* -evoked
exocytosis. Thus, BARP controls the localization of Ca, and
its association with Ca,a, to negatively regulate VGCC activity.
These findings may lead to new strategies for the design of original
therapeutic VGCC blockers [88].

Interaction with synaptic proteins: synaptotagmin | and RIM1

Previous studies showed that Ca, 8 interacts with synaptic proteins
[89,90]. RIM1 is an important presynaptic protein involved in
synaptic transmission and plasticity that regulates synaptic vesicle
exocytosis [91,92]. RIM1 binds directly and with high affinity
to Ca,fB4 and Ca,pB,,. The SH3-HOOK-GK sequence of Ca,j
and the COOH terminus of RIM1 mediate this interaction. The
most pronounced effect of RIM1/Ca, 8 interaction on HVACC is
a hyperpolarizing shift of the voltage-dependence of inactivation



Diversity of Ca, 8 protein partners and functions 1837

[27]. Moreover, RIM1 boosts neurotransmitter release when
over-expressed in PC12 cells and cultured cerebellar neurons.
In fact, acetylcholine release was considerably activated by
full-length RIM1 and by its C-terminal domain. However, an
accelerated inactivation of native Ca** currents and inhibition
of vesicle docking and acetylcholine release were observed
when a Ca, construct (Ca,-AID dominant negative) that
interrupts the RIM1/Ca,f association was expressed in PC12
cells. Furthermore, this construct inhibited glutamate release in
cultured cerebellar neurons [89]. These observations highlight a
direct role of Ca,f in the organization of the synaptic vesicle
release machinery via its interaction with RIM1 [27,89,93]. Also,
ithas been shown that the N-terminus of Ca, 85 and Ca, 8,, binds to
synaptotagmin I, a member of a large family of neuronal proteins
that functions as a Ca?>* sensor in neurotransmitter release [94,95].
Unfortunately, the physiological impact of this interaction is so
far unknown [27,90].

Ahnak up-regulates L-type currents via Ca, 82,

The growing number of proteins that are able to interact with
Ca,f expands the functionality of these subunits. Ahnak is
another example of these proteins. It is a 700 kDa ubiquitous
signalling and scaffolding protein that plays a regulatory role
in controlling Ca*>* membrane permeability and intracellular
Ca?™ homoeostasis [96]. Many studies showed that Ahnak
interacts with Ca,8 in various cell types including cardiac
muscle cells, osteoblasts and T-lymphocytes (for review, see
[27]). The interaction takes place via multiple sites in the C-
terminus of Ahnak while the target region on Ca, 8,, has not been
identified. Given that Ahnak is able to co-immunoprecipitate with
Ca, B, Ca,f; and Ca, 8,,, the interaction seems to occur in the
conserved SH3 or GK domains [96-98]. A reduction in L-type
channel activity was conferred by the Ahnak/Ca, 3, interaction.
In addition, Ca,f,, and Ahnak can be phosphorylated by PKA,
leading to a weaker binding between the two proteins and an
up-regulation of L-type current [99]. Consequently, it has been
suggested that Ahnak/Ca,f,, binding, under basal conditions,
suppresses L-type channel activity and that PKA phosphorylation
of both proteins uncouple Ca, 8,, from Ahnak in order to repress
this inhibition [99,100].

Interestingly, a recent study showed that T-lymphocytes from
Ahnak1-KO mice are defective in responding to TCR (T-cell
receptor) stimulation in vitro, which results in low proliferation,
low interleukin-2 production and impaired Ca’" influx. It was
suggested that this deficit comes from a decreased expression of
L-type calcium channels at the plasma membrane, probably due
to the lack of Ahnak1/Ca,f interaction. Thus, Ahnak1 plays an
important role in T-cell Ca** signalling possibly through Ca,pS.
However further studies need to be conducted in order to validate
this hypothesis [101].

Actin, the most recently identified partner of Ca, 8

Trafficking ion channels to the cell surface involves their
incorporation into vesicles that move along actin filaments and
microtubules. In their recent study, Stolting et al. [102] uncovered
a direct interaction between Ca,, and actin filaments. The
interaction was demonstrated in vitro as well as in vivo, it involves
both, the SH3 and GK domains, suggesting that binding to actin
is a property shared by all Ca,fs. On the other hand, over-
expression of Ca, 8, in cardiomyocytes stimulated L-type currents
without changing their voltage dependence of activation. This up-
regulation of L-type currents has been shown to be dependent

on Ca, B/actin interaction. In fact, in the presence of cytochalasin
D, which disrupts actin polymerization, over-expression of Ca, 8,
failed to stimulate L-type currents, as is observed in cells with
intact actin cytoskeleton. Together, these findings highlight the
importance of Ca, 8 for the surface expression of VGCC and point
to a possible mechanism in which Ca, promote the transport of
the channel to the plasma membrane via its interaction with actin
(Table 3) [102].

Ca2+ channel-independent functions of Ca,3: Ca,8, a potential
gene regulator

For several decades, the described functions of Ca,8 have been
exclusively linked to VGCC. However, within the last few years,
several studies indicated that Ca, 8 undergoes a wider spectrum of
functions (Table 3) including calcium channel-independent tasks.

The first study that examined the calcium channel-independent
functions showed that a Ca, 8, splice variant ‘Ca, 8,.”, expressed in
chicken cochlea and brain, interacts directly with the scaffolding
domain of heterochromatin protein 1 y (HP1y) [103]. This
nuclear protein is involved in gene silencing and transcriptional
regulation [103]. It has a chromodomain essential for gene
silencing, and a chromo-shadow domain (CSD) that acts as a
scaffold assembling a variety of nuclear proteins [108]. Ca,B,.
is a truncated isoform of Ca, B, lacking 90 % of its GK domain
and the whole C-terminus. Indeed, Ca,$,. and HP1y were found
to co-localize in the nucleus of cochlear hair cells, and when co-
expressed in tsA201 cells, Ca, B,. translocates from the cytoplasm
to the nucleus and attenuates the gene silencing activity of HP1y
in a dose—response manner. These findings were specific since a
longer isoform of Ca,f, had no effect on HP1y-gene silencing
activity. Furthermore, co-expression with either HPla or HP1p
also redistributed Ca,f,. into the nuclei, showing that other
isoforms of HP1 can bind Ca, 8,.. Using yeast two-hybrid assays
with deletion mutants of CHCB2, the same group showed that the
interaction requires the C-terminus of the CSD. Previously, Xu
et al. [104] confirmed and significantly extended the preliminary
findings of Hibino et al. [103]. They revealed that the primary
CSD interaction takes place through a Ca, 8,. C-terminal PXVXL
consensus motif, which is well known to be present in various
HP1-associated proteins [109]. In the same study, they pointed to
the conserved PVVLYV sequence in the GK domains of all Cayj
as the key residues for binding to CSD. However, within full-
length Ca, 8, the PVVLV sequence is buried in the GK domain,
which explains the lack of full-length Ca,$ to interact with
CSD.

In contrast, the truncated GK domain of Ca,S, makes the
PVVLYV sequence accessible for interacting with other proteins.
These observations add the Cay 8, to a growing list of PXVXL
protein family with epigenetic responsibilities [104]. As a result,
the turning on of a set of genes located at specific loci of
euchromatin suggests that this interaction is able to attenuate the
suppressive effect of HP1y, or alternatively, that it can promote
the binding of HP1y on a specific region of euchromatin leading
to a positive effect on gene expression [104].

The notion that Ca, 8 plays a role in gene regulation was further
supported in a study by Zhang et al. [105] showing that the full-
length Ca,f; interacts with a novel splicing isoform of Pax6.
This transcription factor is critical for the maturation of the
eyes and the nervous system. It includes two DNA binding
domains (paired domain and homeodomain), connected by a
glycine-rich linker and a C-terminal transactivation domain rich
in proline, serine and threonine. The isolated isoform, named
Pax6(S), differs from Pax6 in its C-terminus, which consists of

© 2016 The Author(s). Published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society.
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Table 3 Protein partners of Ca, 8 and their associated functions

Subunit isoform Protein partner Effect Mechanism References
Ca,B RGK GTPases Inhibits calcium channel Inhibition of the association between Ca, 8 and [76,79]
function Ca,aq leading to a decreased channel abundance
at the plasma membrane
Cay B2 Dynamin Inhibits calcium channel Internalization of VGCC and, consequently, a reduced ~ [86]
function number of channels at the plasma membrane
Cay B+ Slo1 Inhibits BKg, channels Slows BKc, channels activation/deactivation kinetics [68]
and decreases significantly their sensitivity to Ca?*
Ca,B3/Ca, B4 BARP Negatively regulates VGCC BARP modulates the localization of Ca,8 and its [88]
activity association with Ca,«+, thus inhibits Ca?+
channel activity and Ca?+ -evoked exocytosis
Ca,B3 / Ca,Ba Bestrophin-1 Regulates calcium channel The regulation is due to the physical interaction of [73-75]
function bestrophin-1 with Ca, 8. Thus, mutation of
bestrophin-1 reduces the ability of Ca, 8 to guide
Cayary to the cell membrane
CayBs HP1y Gene regulation Attenuates the gene silencing activity of HP1y [103,104]
CayB3 Pax6 Gene regulation Ca, B3 translocates from the cytoplasm to the nucleus  [105]
and suppresses the transcriptional activity of Pax6
CayBaa B568/TRa/HP1y Gene regulation The complex binds to specific gene promoters and [106,107]
dephosphorylates histones that will be able to
interact with HP1y
CayBan/Cay B2 RIM1 Hyperpolarizing shift of the The interaction occurs between the ‘core region’ of [89]
voltage dependence of (Ca, B and the C-terminus of RIM1
inactivation of HVACC
CayB1a RyR Crucial for DHPR formation, The interaction takes place between a heptad repeat [65,66]
and thus for maintaining an (L478-V485-1492) located in the C-terminus of
efficient EC coupling (Ca,B1, and a highly charged region (KKKRRxxR)
in the RyR
Cay B2 Ahnak Reduction in cardiac L-type The interaction occurs via several sites in the [96-100]
currents C-terminus of Ahnak while the target region on
(Cay, B, is not defined. Given that Ahnak
co-immunoprecipitates with Ca, 81, Ca, 83 and
(Cay, B2, the interaction seems to be in the
conserved GK or SH3 domains
Cay B2 Actin Up-regulates cardiac L-type The interaction involves both SH3 and GK domains [102]

currents

conserved among all Cay BS

a truncated proline, serine and threonine domain and a unique
serine-rich tail (S tail). In fact, co-expression of Pax6(S) with
a Ca’* channel complex including Ca,8; in Xenopus oocytes
did not affect channel properties but made Ca,fB; capable of
translocating from the cytoplasm to the nucleus to repress the
transcriptional activity of Pax6(S). Ca, ,,, Ca, 8,, and Ca, 8, were
also able to interact with Pax6(S) and it is obvious that the S tail
mostly endows the interaction between Pax6(S) and Ca, 8. These
findings provide evidence that a full-length Ca, 8 can also directly
interact with a transcription factor and regulate its activity [105].

In 2012, Tadmouri et al. [106] also supported the idea of the
involvement of Ca,f in gene regulation. This group showed that
Ca,f, physically interacts with B566, a regulatory subunit of
phosphatase 2A (PP2A), acquiring thus the ability to translocate
to the nucleus and regulate gene activity. In this study, a novel
signalling pathway was characterized in which Ca, g, directly
couples neuronal excitability to gene transcription. Briefly, it
was proposed that, under the effect of membrane depolarization,
Ca,, would first dissociate from Ca,«;, which would be in
agreement with earlier observations on the reversibility of the
Ca,«,/Ca,p interaction. Nevertheless, the mechanisms whereby
depolarization may change the affinity of Ca,f for Ca,«; have
not been elucidated yet. Once free from this partner, Ca, 8 would
then interact with B568 and translocates along with PP2A to
the nucleus, recruiting HP1y along its travel route. Of course,
a Ca,o;-independent life of Ca,f, that does not require a
physical dissociation from Ca,«; can also be envisioned. The
protein complex constructed by Ca, 8, associates with the tyrosine

© 2016 The Author(s). Published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society.

hydroxylase (TH) gene promoter region through the nuclear
transcription factor thyroid hormone receptor o (TRa). The
resulting nuclear platform, constructed by Ca, 84, binds to specific
gene promoters regions, dephosphorylates histone H3 on Ser'
associated to these promoters and orients HP1y interaction with
the dephosphorylated histones, provided that these histones are
also trimethylated on Lys’. The arrangement of this complex leads
to gene repression: first by a direct inhibitory effect of Ca,p,
on TRa and second by HP1ly recruitment known to promote
heterochromatin formation [106]. An interesting observation is
that this signalling pathway is interrupted by the human epileptic
mutation of Ca,, (R482X). This mutant is unable to form a
complex with B564, to translocate to the nucleus and thus to
interact with HP1y and histones. Consequently, this mutation
leads to a full disruption of the Ca, S, signalling pathway [106].
However, the nuclear localization ability of the human epileptic
mutation of Ca,f, (R482X) has been questioned by a study
showing the presence of this mutant in the nucleus of myotubes,
hippocampal neurons and tsA201 cells [110]. These conflicting
findings show that the processes leading to the nuclear localization
of Ca, B, are still far from being understood. The presence or not
of Ca, § in the nucleus may depend on a wealth of different protein
partners, which makes difficult the comparison between studies
and cell types.

In another study, Ronjat et al. [107] investigated the impact of
Ca, B, as well as the human epileptic mutant on the regulation
of several genes in vitro. Indeed, over-expression of Ca,p,
in HEK293 cells modifies the expression of a set of genes
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among which a large number are differently regulated when
Ca, B, is replaced by the variant carrying the premature stop
mutation associated with juvenile epilepsy [107,111]. Several
genes regulated by Ca, 8, in HEK293 cells were also regulated
upon neuronal differentiation of NG108-15 cells, which correlates
with the nuclear translocation of Ca, 8,. These findings strengthen
the link between Ca,fB, nuclear targeting and regulation of a
specific set of genes [107].

Thereafter, several studies were conducted to investigate the
implication of Ca,B, splice variants in gene regulation. More
recently, a spliced Ca, 8, subunit lacking the variable N-terminus
domain (Ca, 8,.) was identified in mouse cerebellum and cultured
cerebellar granule cells (CGCs) [22]. This variant regulates
P/Q-type currents in tsA201 cells and surface expression of
Cay2.1 in neurons. Comparing Ca, ,. with two other full-length
Ca, B, variants (Ca,B,, and Ca,fy4,), Ca,f, is mostly abundant
in the distal axon and does not show any nuclear-targeting
property. Interestingly, the number of genes regulated by each
Ca,B, splice variant was proportional to the level of their
nuclear-targeting capacity (Ca, 84, > Ca, B4, > Ca,f,.). Together,
these observations support isoform-specific functions of Ca,f,
splice variants in neurons, with Ca,B,, playing a double role
in channel and gene regulation, whereas the newly identified
Ca, B, variant serves mainly in calcium-channel dependent
functions [22].

A recent study with the same perspectives was conducted on
muscle progenitor cells (MPC). During development or after
activation in response to muscle damage in adults, MPC are
able to proliferate, differentiate and fuse together to form mature
myofibres. The proliferation of MPC is regulated by myogenic
transcription factors such as myogenin, which acts as a switch
for MPC to progress from proliferation to differentiation [25]. As
described previously, many studies showed a nuclear localization
of Ca,B [103,106]. Since the physiological importance of this
localization remains blurred, Taylor et al. [25] investigated the
nuclear function of Ca, in MPC. Interestingly, they found that
Ca,f,, is expressed in proliferating MPC, before the expression
of Ca,1.1, and is localized within the nucleus. Loss of Ca, 8,
expression altered MPC expansion in vitro as well as in vivo, and
led to significant changes in global gene expression. Thus, some
genes were negatively regulated whereas others were positively
regulated showing that Ca, 8, may act as a positive or a negative
regulator of gene expression in MPC [25].

In agreement with the findings of Tadmouri et al. [106], Ca, 8,
was found localized at the promoter region of several genes,
preferably at NC E-box sites, which are found in some pro-
moter regions acting as a protein-binding site [25]. In fact, the
loss of Ca, 8, increases myogenin mRNA and protein levels sug-
gesting that Ca, 8, acts as an inhibitor of myogenin expression.
Thereby, Ca,,, was able to bind to a site of the Myog promoter
carrying an NC E-box. Moreover, this effect disappeared after dif-
ferentiation of MPC. Therefore, it has been suggested that under
normal circumstances the Myog promoter is able to find a way to
break out Ca, ,,-mediated inhibition during differentiation [25].

These studies further support the notion that Ca,B are
multifunctional proteins that not only constitute a subunit of
calcium channels but also regulate gene transcription.

Interaction of Ca, 8 with pharmacologically active molecules: 4-AP
requires Cavp to stimulate HVACC

A recent study showed that aminopyridines potentiate Ca®*
currents via the intracellular Ca, ;. In fact, aminopyridines such
as 4-aminopyridine (4-AP) and 3,4-diaminopyridine (3,4-DAP)

are described as voltage-activated K* channel (K,) blockers and
are widely prescribed to patients with multiple sclerosis [112],
myasthenia gravis [113] and Lambert—Eaton syndrome [114] in
order to improve neuromuscular functions. The conventional view
is that blocking K, channels with 4-AP leads to a prolonged
duration of action potentials followed by Ca®* influx and
neurotransmitter release. However, Wu et al.’s [115] findings
challenge this classical idea by showing that 4-AP and its various
analogues are able to stimulate directly HVACC in dissociated
neurons. The intracellular Ca, S is primarily responsible for this
potentiating effect. Indeed, 4-AP was able to increase N- and
L-type currents but not T-type currents.

By investigating in more details the structural determinants
of this effect, it turned out that 4-AP, which has the amine at
position 4 of the pyridine ring, is the most effective aminopyridine
in stimulating HVACC and produces a greater effect than 3,4-
DAP. Also, 4-AP analogues such as 4-(aminomethyl)pyridine, 4-
(methylamino)pyridine and 4-di(methylamino)pyridine activate
HVACC with a similar or greater effectiveness than 4-AP. This
evidence suggests the existence of a variety of compounds, which
are effective activators of HVACC [115]. The identification of the
subunit involved in the HVACC-stimulatory effect was carried
out by expressing Ca,2.2, Ca, 85 and Ca,«,8 subunits in HEK293
cells. In fact, 4-AP had only a small effect when Ca,2.2 was
expressed alone or in combination with Ca,x,6. However, 4-
AP had a profound effect on HVACC activity when Ca,f; was
co-expressed with Ca,2.2 or with Ca,2.2 and Ca,«,8, showing
that Ca, ; is necessary for the HVACC-potentiating effect of 4-
AP. Moreover, T-type channels, which do not require Ca, for
their activity, were insensitive to 4-AP in dissociated neurons and
HEK?293 cells boosting the hypothesis that 4-AP requires Ca, 8 to
potentiate HVACC activity.

More recently, specific sites in the GK, HOOK and C-terminus
domains of Ca, B; were identified, by a site-directed mutagenesis
study as crucial for the potentiation of L-type and N-type currents
by 4-AP [116]. Together, these findings indicate that 4-AP, as
well as its analogues, are able to stimulate directly HVACC in
neurons independently of K, channels through Ca,f;. This new
information is not only important for understanding how 4-AP
acts on HVACC but also for developing new strategies to treat
patients with impaired neuromuscular functions.

IMPLICATION OF Ca,s IN DISEASES

Considering the important physiological roles of the Ca,p
subunits, it is actually understandable that mutations or deletions
of these essential auxiliary subunits result in a loss of function
in humans or mice models. These proteins are essential to
maintain the overall functionality of the organism. Several studies
generated Ca,B-null mice by conventional gene targeting and
showed that some of these deletions could be lethal (for review,
see [35,117,118]). In fact, homozygous Ca,S,-null mice die
at birth from asphyxiation. The fetuses of these mice showed
reduced L-type currents, reduced muscle mass and structural
abnormalities. Of interest is the finding that heterozygotes are
asymptomatic, indicating that there is normally a sufficient excess
of Ca,B,, such that loss of ~ 50% of the expression has
no obvious deleterious effects. It is likely that the phenotype
of the Ca,8, KO is due to the fact that no other Ca, are
expressed in skeletal muscle [35]. Equally, Ca, 8,-null mutation
gives rise to an embryonic lethal phenotype and this effect
could be due to the cardiac muscle defects since Ca,f, is an
auxiliary subunit of cardiac VGCC. Rescuing Ca,fS,-null mice
is possible by transgenic expression of Ca,f, in the cardiac
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tissue. However, these mice reveal retinal abnormalities with
reduced sensitivity to light [119]. Ca, 8;-null mice have a normal
appearance showing that other Ca, could be able to substitute
for Ca, B; functions [118]. These mice do not show morphological
changes in the brain as well as in the lung, heart, spleen, kidney,
pancreas, liver, testis and ovary. However, the deficiency in
Ca, 5 reduces N- and L-type currents along with an alteration
of P/Q-type current’s kinetics in the superior cervical ganglia
[117]. These Ca, 8;-null mice also showed changes in pain-related
behaviour with reduced sensitivity to inflammatory pain, slightly
reduced sensitivity to thermal pain and unaltered sensitivity to
mechanical pain [120]. Moreover, the development of the visual
pathway was shown to be disrupted in Ca, 8;-null mice [121]. In
addition, after a high-salt diet, these mice showed an elevated
blood pressure, suggesting an implication of VGCC in blood
pressure regulation [122]. Furthermore, compared with wild-
type mice, Ca,f;-null mice showed an increased insulin release
at high blood glucose concentration leading to more efficient
blood glucose concentration regulation [62]. Behaviourally,
these mice are characterized by increased aggressiveness,
reduced levels of anxiety, altered nociception and memory
impairment [123].

The lethargic (lh/lh) mouse was described as carrying a
mutation in the gene encoding Ca, S, leading to the expression
of a truncated protein that is rapidly degraded. Lethargic mice
showed signs of ataxia, spontaneous focal motor seizures and
lethargic behaviour. The mice survive from 15 to 60 days with
a reduction in body weight, immunological dysfunctions and
increased mortality. Although they recover a large amount of their
immune function and body weight over time, a reduced fertility
is observed in mice that survive beyond 2 months of age. Also,
it is important to mention that different phenotypes are observed
between mice lacking Ca,f; or Ca,f, in the brain, suggesting
that these subunits are not functionally equivalent [117,124]. To
summarize, studies using Ca, 8-KO mice models show that Ca, g
loss of function are either lethal or generate harsh functional
deficiencies.

Moreover, alteration of the expression levels of different
Ca, subunits has also been associated with a variety of
human diseases. Interestingly, analysis of genome-wide single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with psychiatric
disorders including schizophrenia, bipolar disorder, major
depressive disorder, attention deficit-hyperactivity disorder and
autism spectrum disorder (ASD) revealed SNPs at four loci.
Among them, an SNP was identified within an intron of the
brain-expressed gene encoding the Ca,f, subunit of L-type
VGCC [125]. The notion that mutation of CACNB2 may be
linked to neuronal disorders was further supported by a study
in which Breitenkamp et al. [126] identified three mutations
of CACNB2 in ASD-patients. Taken together, these findings
support the hypothesis that autism may be due to calcium
channel dysfunction. Furthermore, one of the largest genome-
wide association studies carried out so far to identify gene loci
associated with schizophrenia found CACNB?2 as one of the genes
with highest levels of disequilibrium, indicating that dysfunctions
of this channel subunit may play an important role in the aetiology
of severe psychiatric illness [127]. In addition, the CACNB2 gene
has also been linked to cardiovascular diseases (for review, see
[128]). For example, in hypertrophic obstructive cardiomyopathy,
Ca,f, is up-regulated, which probably leads to the reported
increase in Ca?" channels expression [129,130]. Human juvenile
myoclonic epilepsy was associated with variations in coding and
non-coding regions of CACNB4 [111]. One of these mutations
(R482X) leads to the truncation of the last 38 amino acids
of the protein [111]. Co-expression of the truncated protein
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Figure 3 Main functions of Ca,8

(R) Cay B enhances Cayar1 localization from the ER to the plasma membrane. (B) Ca, 8 promotes
VGCC gating. (C) In the SR of muscle cells, Ca, B interacts with the RyR and this interaction
is critical for the excitation—contraction coupling. Ca,8 also interacts with many intracellular
proteins leading to an up (D, green arrow) or down (E, red arrow) regulation of VGCC. (F) Ca, 8
can also translocate into the nucleus where it partakes in transcriptional regulation. Partners of
Cay B include RGK proteins, receptors (RyR), ion channels (e.g. bestrophin), signalling proteins
(such as kinases, dynamin and Ahnak) and transcription factors.

with Ca,2.1 induces alterations of the gating kinetics of the
channel, which are unlikely to be the causes of the pathology.
Altogether, these observations reveal an association between
mutations of Ca,f and a wide spectrum of neurological and
non-neurological disorders ranging from weak to extremely
severe.

Lambert—-Eaton myasthenic syndrome (LEMS) is defined as
an autoimmune disease in which the extracellular loops of
presynaptic Ca’" channels are recognized by autoantibodies
leading to the disruption of the channel array at the
neuromuscular junction and thus to a defect in synaptic
transmission [131]. However, antibodies against Ca, 8; and Ca, 8,
are also detectable in sera from LEMS patients [132]. The
contribution of Ca,f autoantibodies in this disease remains
unclear because Ca,B is an intracellular protein and it is
unlikely to be a target for these antibodies in the intact
muscle.

Schistosomiasis is a parasitic disease that harms the nervous
system and other internal organs. The disease is the consequence
of an infection by parasitic flatworms termed Schistosoma. Even
though the infection can be effectively treated with praziquantel
(PZQ), the exact mechanism of action remains unclear. Recently,
it has been suggested that PZQ targets a variant of Schistosoma’s
Ca,B. In fact, a previous study showed that knocking down
the expression of Ca,f in Schistosoma, using siRNA, confers
a resistance to PZQ [133]. Although the explicit mechanism
remains to be elucidated, this observation supports the idea
discussed earlier that Ca, 8 could be a site of action of therapeutic
drugs.

CONCLUSION

The current literature is positioning Ca,B at the crossroads
of different signalling pathways (Figure 3). Thus, Ca,f is
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evolving from a regulatory subunit of VGCC to a multifunctional
protein.

As it appears, Ca,«,/Ca,f interaction is reversible, and Ca,f
passes through three different life stages: firstly at the plasma
membrane where it regulates Ca’* channels, secondly in the
cytoplasm for functions that for the most part remain to be
determined and thirdly in the nucleus for gene regulation. This
localization and functional diversity raises two major questions.
How does Ca, 8 dissociate from Ca,«;? What determines its sub-
cellular localization?

Channel activation by plasma membrane depolarization and
associated calcium influx were the first described candidates to
regulate the distribution of Ca,$ within the cell [106,134].

However, more studies are needed to understand how voltage
and Ca’", or both together, coordinate their effort to promote
Ca,B dissociation from the membrane and thus allow the
cytoplasmic/nuclear distribution. Voltage and Ca** influx are not
the only candidates in regulating the sub-cellular distribution of
Ca, . It appears that most of the identified Ca, 8 protein partners
are also strong actors in Ca, 8 sub-cellular distribution. Evidence
is arising that interaction of Ca, with a given protein leads to
important structural changes that are sufficiently important to
promote or negatively affect its interaction with other proteins.
The most compelling evidence for this particular behaviour of
Ca,f comes from its assembly with B56§ that initiates the
formation of a new protein complex by promoting the interaction
with transcription factors, a phosphatase and a heterochromatin
promoting protein, along with a new localization in the nucleus.
The same holds true for the interaction of Ca,8 with RGK
proteins. Therefore, a particularly sensitive question to address in
the future will be the understanding of the dynamics of molecular
interactions that shape the contribution of Ca, 8 in various protein
complexes, all performing seemingly different cellular functions.

A remaining question that has not been answered yet is how
many protein complexes Ca, can form? Obviously, the list of
proteins that interact with Ca, § is likely to grow with the discovery
of additional protein partners, making it more difficult to predict
the number of complexes in which Ca,f may take part. An
additional factor that needs further investigation is the implication
of calcium in the multiplicity of Ca,f functions. Whatever the
final picture may look like, it can already be assumed that Ca,f
is a general ‘chaperone’ protein that helps bridging multiple
different cellular functions including neuronal excitability, gene
expression, excitation—contraction coupling and cell division
and differentiation. The availability of conditional Ca,S-mutant
mice and the development of new mutants disrupting protein
interaction sites will notably help to boost our understanding
of the physiological roles of Ca, as well as the pathological
consequences of their mutations and absence.
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Résultats

Conclusion :

Dans cette revue nous avons résumé les différentes fonctions cellulaires qui mettent en
jeu la sous-unité B des CCDVs. Jusqu’au moment de la soumission de cette revue, les études
continuaient a sortir et & découvrir des nouvelles fonctions de Ca,f. Ainsi, un grand progres a
été réalisé au cours des deux dernieres décennies dans la compréhension de la biologie
moléculaire, la structure, la fonction et la régulation de Ca,. L’idée émergente est que Ca,f3
est une protéine multifonctionnelle qui agisse principalement comme une sous-unité
régulatrice des CCDVs, mais aussi capable de s’engager dans des fonctions indépendantes du
canal. Cependant, malgré ce nombre important d’études nous restons un peu loin de la
compréhension compléte de la souplesse de Ca,B. A ce niveau, de nombreuses questions

importantes restent a élucider :

Comment Ca,p favorise 1’export de Ca,o; du RE ? Est-ce que la formation du complexe
Ca,p/Cayoy, par exemple, peut masquer un signal de rétention possible sur Cayoy ?

Comment Ca,p se dissocie de Cayoy pour accomplir ces différentes fonctions ? Est-il
possible que cette dissociation soit déclenchée par le potentiel d’action ? Peut-elle mettre en
jeu des changements structuraux au niveau de Ca,f réduisant ainsi son affinité a Ca,ay ? Ou,
est-ce que le partenaire protéique, en interagissant avec Ca,f, peut induire ce genre de
changement structural ?

Quelles sont les facteurs qui régulent I’engagement de Ca,p dans 1'une des voies de
signalisation et pas ’autre ? Dans combien de complexes protéiques Ca,f3 peut prendre

place ?

Toutes ces questions et encore d’autres restent sans une réponse claire connue.
Néanmoins, ce qui est connu et méme sdre, que la liste de protéines qui interagissent avec
Ca,p va continuer a s’élargir avec la découverte de nouveaux partenaires de Ca,p.

Malgré la présence et I’utilit¢ des modeles de souris KO pour Ca,f dans ces études,
I’obtention des structures a haute résolution de Ca,f, seules ou complexées avec leurs
partenaires, reste la solution le plus précieuse qui facilitera la compréhension de la

fonctionnalité de Ca,p.

99



Résultats

Chapitre II.
Le role de Caf4+ dans la prolifération cellulaire

Introduction :

L’idée de cet article repose sur les observations de notre équipe qui a montré que
I’expression de Ca,p4 dans un systéme d’expression hétérologue montre un changement dans
I’expression d’un ensemble de génes. Le regroupement de ces génes dans des groupes
fonctionnels, a montré que certains sont impliqués dans la prolifération cellulaire. Ainsi la
question a été posée: est-il possible que Ca,fs posséde la capacité de réguler la

prolifération ? Si oui, cette régulation est elle positive ou négative ?

Du point de vue expérimental, toutes les études antécédentes ont été effectuées dans des
systémes d’expression ot Ca,f, a été transfectée transitoirement. Etant donné que les lignées
cellulaires exprimant de maniere stable notre protéine d'intérét sont plus utiles lorsque
I'expression génique est nécessaire a long terme, nous avons pensé a générer des lignées
stables exprimant Ca,f4. Ainsi, outre leur utilité dans les études fonctionnelles, ces lignées

offrent un matériel avantageux pour les études d’interaction protéine-protéine.

Dans notre étude nous avons commencé par la génération des lignées de cellules CHO
exprimant la sous-unité Ca,B, ‘full-length’, ou son mutant épileptique P41, tous les deux
fusionnés a ’eGFP en C-terminale. Aprés la validation de la stabilité des modéles cellulaires,
des études de localisation subcellulaires ont été menées, ainsi que 1’impact de Ca,f4 sur la
prolifération et le cycle cellulaire a été étudié. L’étude comporte aussi un volet comparatif

avec le mutant épileptique B1-4s1 qui montre des difficultés dans 1’adressage nucléaire.

Ce travail a donné naissance a un article soumis dans le journal «Journal of Cell

Science ».
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ABSTRACT

B subunits of Voltage-Gated Calcium Channel (VGCC) represent cytosolic proteins that
interact with VGCC and participate in the trafficking of the channel to the cell membrane and
its regulation. Recent studies have determined that B subunits exert VGCC-independent
functions when translocated to the nucleus, including control of gene expression. Mutations
of the neuronal B4 subunit are linked to human disorders including epilepsy and intellectual
disabilities; however, it has not been determined whether the pathogenic phenotype is related
to channel dysfunction or to other functions of the protein. This study investigated the
subnuclear localization of B4 subunit and its role in cell proliferation and cell cycle
progression. Stably transfected Chinese Hamster Ovary (CHO)-K1 cells expressing either
full-length B4 or the C-terminally truncated epileptic mutant form [Bi1.43; Were generated.
Cell proliferation and cell cycle progression were evaluated by in vitro assays and the
subcellular localization was investigated by subcellular fractionation and confocal
microscopy. Full-length B4 localizes almost exclusively in the cell nucleus and concentrates
into the nucleolar compartment. Deletion of the C-terminal 38 amino acids (B1-4s1) partially
disrupted the nuclear translocation and subnuclear localization of the protein. Cell
proliferation was found to be reduced by the expression of Bs. In contrast, the epileptic
mutant did not affect cell proliferation, suggesting that nuclear localization of B4 is required
to regulate cell division. Analysis of B4 subcellular distribution during the cell cycle revealed
that B4 is highly expressed in the nucleus at the G1/S transition phase and is translocated out
of the nucleus during chromatin condensation and cell division. Also, full-length B4 interfered
with cell cycle progression by preventing cells from entering the S-phase via a mechanism
involving B569, a regulatory subunit of the phosphatase 2A (PP2A) that binds B4 but not B1-
481. These results suggest that nuclear accumulation of B4 at the G1/S transition phase affects
the progression into S-phase resulting in a decrease in the rate of cell proliferation.
Regulation of cell cycle exit is a critical step in determining the amount of neuronal
precursors and neuronal differentiation suggesting that mutations of the P4 subunit could

affect neural development and formation of the mature central nervous system.

KEYWORDS:

Cell cycle; cell proliferation; Ca,; CHO cells; voltage-gated calcium channel; epilepsy.
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INTRODUCTION

Variation in intracellular Ca®* concentration is a widespread second messenger system
regulating a diversity of key physiological functions. In response to action potentials, Ca**
influx through VGCC, leads to different organ-specific cellular events including muscle
contraction, neurotransmitter release, cell division, gene transcription and more generalized
biochemical processes (1-3). VGCC are found at the plasma membrane of most excitable
cells such as muscle cells and neurons, and in non-excitable cells including glial cells and
lymphocytes. Therefore, they represent the key signal transducers of membrane
depolarization into Ca®* influx (4).

Since the first description of VGCC in skeletal muscle cells, a number of studies have
characterized their structure, function and regulation. VGCC are multimeric protein
complexes composed of the main pore-forming a; subunit generally associated with the
auxiliary subunits B, 0206 and y. Among these, 3 subunits stand out as supporting an important
set of regulatory functions. Indeed, they regulate the trafficking and the expression levels of
the channel at the plasma membrane (5) and the gating properties and kinetics of the main a;
subunit (6), which in turn modulates many physiological processes including gene expression
(for review see (7)), excitation/secretion and excitation/contraction coupling (8,9).

The VGCC-B subunits comprise a group of proteins characterized by similar protein
structure but different tissue distribution. The B4 subunit is primarily expressed in the brain
and is highly expressed in Purkinje and granule cells of the cerebellum. The expression levels
of B4 are developmentally regulated and increase with age in rat brain (10-12). In addition to
its role in the regulation of calcium currents, the importance of B4 in neural function is
underscored by the fact that mutations of this subunit are associated with a variety of human
pathologies including juvenile myoclonic epilepsy (13).

Until recently, it was believed that B subunits were only able to carry out calcium
channel-dependent functions. However, there is now evidence that auxiliary B subunits may
be directly involved in other cellular events that take place far away from the plasma
membrane (14). Indeed, the short P4 Splice variant interacts with the nuclear protein
heterochromatin protein 1 gamma (HP1ly) and controls its repressive effect on gene
transcription (15,16). In addition, the full-length B3 subunit interacts and regulates the activity
of an alternative spliced isoform of the transcription factor Pax6 (17). Finally, Tadmouri et al.
demonstrated that by interacting with the regulatory subunit of phosphatase 2A (PP2A) B566,

B4 translocates into the nucleus and organizes a protein complex that participates in
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transcriptional regulation (18). This protein complex includes a transcription factor, the
thyroid receptor a, which provides gene-specificity for the epigenetic regulation (18). The
common point among these studies is that calcium channel-independent functions require the
translocation of  subunits from the cytoplasm to the nucleus in order to partake in gene
regulation. Even though this genetic responsibility seems to be a common function to all
subunits, exceptions have been recently elucidated. More precisely, it was demonstrated that
nuclear translocation of B4 is splice variant-dependent. As a consequence, their ability to
interact with the epigenetic machinery depends on their nuclear-targeting capability (19). A
previous analysis of the role of B4 in the regulation of gene expression in HEK293 cells and in
mice brain highlighted significant changes in the expression level of a set of genes involved
in cell proliferation (20). Based on these observations, we investigated the possible role of the
B4 subunit on cell proliferation by stably expressing f4-eGFP in CHO cells and studying the
impact of the protein on the cell cycle. A comparative study was performed with eGFP as a
control and the epileptic mutant B1.481-eGFP that is defective in B566/PP2A association and

epigenetic regulation.
MATERIAL AND METHODS

CHO cell culture

CHO cells were cultured in complete cell culture media containing Dulbecco’s modified
Eagle medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS), penicillin (100 units/mL) and streptomycin (10 pg/mL) and maintained at 37°C

in a humidified environment with 5% CO,.

Plasmids and transfection

Expression vectors and cDNA constructs coding for eGFP, B4-eGFP, B1.431-eGFP, B566-
myc and B5656-shRNA were previously described (18). Briefly, parental CHO cells were
seeded onto 100 mm Petri dishes and transfected with the desired plasmid construct at 50%
confluence using a conventional calcium-phosphate protocol (21). The plasmids used were:
1) the pEGFP-N1 vector (Clontech) 2) a pEGFP-N1 vector in which the full-length rat
CACNB4 cDNA (accession number L02315) was cloned in frame upstream of eGFP to
generate PB4 fused to the N-terminus of eGFP (B4-eGFP) and 3) the B4,R482X/pEGFP-N1
vector coding for B4 epileptic mutant (B1-481-€GFP) C-terminally fused to eGFP.
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Generation of stably transfected CHO cell lines

Chinese Hamster Ovary (CHO)-K1 cells were obtained from ATCC (ATCC CCL-61),
handled following ATCC recommendations, and cultured in complete cell culture medium.
Parental CHO cells were transfected with the vectors coding for eGFP, B4-eGFP or the B1-481-
eGFP mutant. Forty-eight hours after transfection, the cells were detached, sorted by eGFP
fluorescence with a BD Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) ARIA and collected in
single tubes. CHO cells expressing eGFP, B4-¢GFP, or P1.431-eGFP were grown in tissue
culture plates in complete culture medium supplemented with geneticin (Gibco) (1 mg/mL).
The cells were replated twice a week at low density for approximately 4 weeks and then
replated in 96 well-plates (96WP) at a calculated density of 1 cell/well. After 7 days in
culture, wells containing a single cell colony were examined with a fluorescence microscope
and eGFP-positive cells were replated in 6-well plates (6WP). Cells derived from single
colonies were then analyzed by flow cytometry and cultures containing above 95% eGFP-
positive cells were expanded, aliquoted and frozen in complete cell culture medium
containing 10% DMSO, and stored in liquid nitrogen. Thereafter, cells were grown without
geneticin and regularly examined by flow cytometry to determine whether the cells kept
expressing eGFP, B4-eGFP or B1.481-€GFP.

Cell proliferation test

Parental CHO cells were mixed with those stably expressing eGFP or f4-eGFP at a ratio
of 1:4. From each suspension, four others were prepared by serial dilution (1:10, 1:100, 1:1
000, 1:10 000) and cultured in 6WP at 37°C, 5% CO,. Aliquots of the cell suspensions were
fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) for 20 min on ice, washed with Phosphate-Buffered
Saline (PBS) and centrifuged at 110 g for 3 min. The pellet was then resuspended in PBS and
stored at 4°C in the dark for further analysis. The same procedure was carried out to the
cultured cells. When they reached 90% confluence, cells were harvested, fixed, washed,
resuspended in PBS, and stored at 4°C in the dark. Cell suspensions were analyzed by flow
cytometry with a BD Accuri C6 system with a 488 nm excitation laser. Relative fluorescence

values were determined by analyzing 100,000 events for each sample.

Cell counting
5 x 10° cells were seeded into 100 mm Petri dishes with complete medium. Twenty-four
and 48 hrs after the plating, cells were washed, harvested, resuspended in PBS, and counted

using a Malassez cell counting chamber.
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Synchronization of cell cycle

CHO cells were enriched at GO/G1 by serum starvation (22). Briefly, 2x10° cells were
plated into 100 mm Petri dishes with complete medium and incubated for 6 hrs at 37°C, 5%
COs,. Once the cells became adherent, the media was discarded, and cells were washed twice
with PBS. Cell synchronization was then triggered by adding DMEM/F-12 without FBS and
culturing the cells for an additional 72 hrs. Cell cycle synchronization using thymidine and
nocodazole were carried out as previously described (23). Briefly, cells were blocked in G1/S
with 2 mM thymidine (Sigma-Aldrich, France) for 24 hrs or in G2/M with 50 ng/mL
nocodazole (Sigma-Aldrich, France) for 24 hrs. The efficiency of the cell synchrony was

confirmed by flow cytometry of propidium iodide-stained cells.

Cell Proliferation assay

CHO cells were labeled with 2.5 uM Cell Proliferation Dye eFluor® 670 (eBioscience)
for 10 min at 37°C in the dark. The labeling was then stopped by adding 5 volumes of ice-
cold complete media and incubating cells on ice for 5 min. At the end of the incubation
period, cells were washed 3 times with complete media and analyzed by flow cytometry in a
BD Accuri C6 system with a 640 nm excitation laser. Varying amounts of cells were then
plated in 12WP to obtain 90% confluence after 24, 48 or 72 hrs of incubation. When cell
cultures reached 90% confluence, cells were harvested, resuspended in DMEM/F-12 without
phenol red, and the dilution of the fluorescent dye was assessed by flow cytometry by
analyzing a minimum of 5,000 events for each sample. Obtained peaks were deconvoluted
and the proliferation index was calculated using ModFit LT™ software.

Protein extraction, subcellular fractionation and Western blotting

Total proteins were extracted from cultured cells using a lysis buffer consisting of 10 mM
Tris (pH 7.5), 1.5 mM MqgCl,, 10 mM KCI, 0.5% Triton X-100 and protease inhibitor
cocktail (Roche). Cells were incubated in lysis buffer on ice for 30 min. Cell lysis was
completed by sonication (6 x 10 sec) and total protein content was determined by Pierce™
BCA Protein Assay Kit.

Subcellular fractionation was performed as described in (24). Briefly, cells collected from
confluent dishes by trypsinization were resuspended in hypotonic lysis buffer consisting of 10
mM HEPES (pH 7.9), 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM dithiothreitol (DTT) and
protease inhibitor cocktail (Roche), and incubated for 5 min on ice. Cells were mechanically
disrupted using a pre-chilled Dounce homogenizer and centrifuged for 5 min at 4°C at 200 x
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g. The supernatant was retained as cytoplasmic fraction and the pellet was resuspended in S1
solution (0.25 M sucrose, 10 mM MgCl,), laid over S2 solution (0.35 M sucrose, 0,5 mM
MgCl,) and centrifuged for 5 min at 4°C at 1200 x g. After discarding the supernatant, the
pellet was resuspended in S2 solution and sonicated on ice (6 x 10 sec). The sonicated sample
was laid over S3 solution (0.88M sucrose, 0,5 mM MgCl,) and centrifuged for 10 min at 4°C
at 2000 x g. The supernatant was retained as nucleoplasmic fraction while the pellet was
resuspended in S2 solution, centrifuged for 5 min at 4°C at 2000 x g and kept as nucleoli
fraction. To validate each separation step, 2 puL from each pellet were observed under phase-
contrast microscopy. All solutions (S1, S2 and S3) were prepared in distilled water and
supplemented with protease inhibitor cocktail (Roche). Protein content was determined by
Pierce™ BCA Protein Assay kit and 10 g of total protein from each sample were separated
by SDS-PAGE in a 10% resolving gel. Separated proteins were then electro-transferred to
Immobilon®-P PVDF Membrane (Millipore). The membrane was blocked in 5% blotting-
grade blocker (Bio-Rad) in PBS-Tween 0.1% for 1 hr at room temperature, and then
incubated for 3 hrs with 1:5,000 rabbit polyclonal anti-f34 antibody as described in (25), rabbit
polyclonal antibody anti-fibrillarin (ab5821, Abcam), rabbit polyclonal antibody anti-B564 as
previously described (26) or rabbit polyclonal anti-GFP (A-11122, Thermo Fisher Scientific).
After washing with PBS-Tween 0.1%, blots were incubated with 1:10,000 HRP-conjugated
protein A secondary antibody (ab7456, Abcam) at room temperature for 45 min. Bands were
then visualized by ECL detection system (Thermo Fisher Scientific).

Cell labeling

Live cell imaging was carried out by culturing cells in Lab-Tek chamber slides. After 24
hrs, cells were washed with PBS, and the plasma membrane was labeled with 5 pg/mL
Alexab47-conjugated concanavalin (Con A) for 5 min. Cell nuclei were visualized using 5
pHg/mL Hoechst 34580 (Thermo Fisher Scientific) and expressed proteins were visualized
directly by eGFP fluorescence. Cells cultured on glass cover slips were incubated with 5
pMg/mL Hoechst 34580, washed with PBS, fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) for 30
min, washed with PBS, and then permeabilized with 0.1% Triton X-100. The following
primary antibodies were used for immunofluorescence: rabbit polyclonal antibody anti-
fibrillarin (ab5821, Abcam), mouse monoclonal antibody anti-Sc35 (ab11826, Abcam) and
rabbit polyclonal antibody anti-B566 (26). Anti-fibrillarin and anti-Sc35 primary antibodies
were used at 1 pg/mL while anti-B566 was used at 1:200 for 2 hrs at RT. Cells were then
washed and incubated with secondary antibodies: Cy3-conjugated anti-rabbit 1gG (711-166-
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152, Jackson) or Cy3-conjugated anti-mouse 1gG (715-165-150, Jackson) diluted at 1:1500.
Images were acquired with a LSM710 Zeiss Confocal microscope. Merged pictures were
obtained by Image] software. Quantification of B4 nuclear levels was also performed using
ImagelJ as described in (27). Briefly, an outline was drawn around each cell nucleus and the
areas as well as the integrated density were measured, along with several adjacent
background readings. The nuclear fluorescence = integrated density — (area of selected
nucleus x mean fluorescence of background readings), was then calculated. The same
procedure was applied to calculate the total cellular fluorescence. The ratio between nuclear
and cytoplasmic fluorescence qNCR was then calculated using the following formula: gNCR
= nuclear fluorescence / (total cellular fluorescence - nuclear fluorescence). To measure the
degree of colocalization among two different fluorescence signals, the Volocity software
(Perkin Elmer, USA) was used. It allowed the calculation of Pearson correlation coefficient
corresponding to the coefficient of colocalization. Analysis was performed at the Cellular and

Tissular Imaging Core Facility of Nantes University (MicroPICell).

Cell cycle assay

Cells were seeded in 6WP at a density of 1x10° cells/mL and incubated for 24 hrs at
37°C, 5% CO,. Cells were then collected and fixed in 70% ethanol at -20°C overnight. The
next day, the cells were washed with PBS and stained with propidium iodide (P1) in the dark

for 30 min at room temperature and analyzed by flow cytometry.

BrdU incorporation

Immunostaining of incorporated bromodeoxyuridine (BrdU) and flow cytometric analysis
were performed following the manufacturer’s recommendations (APC BrdU Flow Kit, BD
Pharmingen™). Briefly, cells were incubated for 1 hr with BrdU solution (1 mM) at 37°C. At
the end of the pulse, cells were washed with PBS, harvested, and centrifuged for 3 min at 110
X ¢. The pellet was then fixed with BD Cytofix/Cytoperm buffer for 30 min on ice, washed
with BD Perm/Wash buffer and centrifuged for 3 min at 110 x g. Cells were then
permeabilized with BD Cytoperm Permeabilization buffer Plus for 10 min on ice. Cells were
then fixed, washed and treated with DNase (300 pg/mL) for 1 hr at 37°C. Afterwards, cells
were incubated with fluorescently conjugated anti-BrdU antibodies (1:100) for 20 min at
room temperature. Finally, cells were washed twice with BD Perm/Wash and analyzed by
flow cytometry in a BD Accuri C6 system. Cells not treated with BrdU and incubated with

anti-BrdU antibody were used as control.
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RNA lIsolation and RT? Profiler PCR Array examination

RNA extraction was performed using the NucleoSpin® RNA extraction Kit (Macherey-
Nagel, Germany) according to the manufacturer instructions. RNA concentration and the
purity of the samples were measured using a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer. RNA
quality was visualized on a 2% agarose gel electrophoresis. cDNA was synthesized from 0.5
Mg RNA samples using an RT? First Strand Kit (Qiagen, UK) as recommended by the
manufacturer. cDNA samples were stored at -20°C until required. Quantitative PCR was
performed according to the RT? Profiler PCR array instructions on a StepOne Plus™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). The Chinese Hamster Cell Cycle RT? Profiler™
PCR Array (PAJJ-020Z), which profiles a total of 84 cell-cycle related genes, was purchased
from Qiagen.

PCR reactions were conducted using the RT’SYBR Green gPCR Master Mix according
to the manufacturer instructions. Briefly, equal aliquots of cDNA and RT?SYBR Green qPCR
Master Mix (25 pl) were added to each well of the PCR Array plate. The conditions of the
PCR program consisted of an initial cycle at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 15 s
at 95°C and 1 min at 60°C. Cycle threshold (CT) values were exported and analyzed by
RT?Profiler PCR Array Data Analysis template V4, which is available on Qiagen website.

Relative gene expression was calculated by the AACT method and expressed as fold change.

Statistics
Student’s two-tailed t test was used to calculate the statistical significance of differences

between two sets of averaged data. p<0.05 was considered statistically significant.
RESULTS

Generation of stably transfected cell lines

Cell lines stably expressing proteins of interest are useful tools in functional studies.
Thus, to facilitate the study of the role of B4 on cell proliferation and protein-protein
interactions, we generated stably transfected CHO cell lines expressing recombinant full-
length VGCC P4 subunit or its epileptic mutant variant B1.4g1 both C-terminally fused to
eGFP. CHO cells were transfected with the vectors expressing 4-eGFP, the epileptic mutant
B1-481-eGFP or eGFP. B4-eGFP, B1.431-eGFP and eGFP transfected cells acquired fluorescence
after transfection and monoclonal selection suggesting that cells were expressing correctly
the desired proteins (Fig. 1A). Flow cytometry plots show that cell populations have
homogenous levels of protein expression suggesting a successful selection and clonal
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expansion. Cells transfected with B;4s1-eGFP expressed lower protein levels and wider
fluorescence plot as determined by FACS measurements compared to those transfected with
B4-eGFP and eGFP. This is presumably due to the instability of the mutant protein resulting
in shorter protein half-life (18). Western blot analysis of cell lysates from transfected cells
using anti-eGFP antibodies detected bands of the predicted molecular weights of ~ 90, 86 and
32 kDa confirming the proper expression of B4-eGFP, B1.451-eGFP or eGFP respectively (Fig.
1B). As expected, parental CHO cells do not show endogenous expression of B4-eGFP, B1.481-
eGFP, or eGFP. In order to evaluate stable expression of the different constructs, cell lines
were analyzed weekly by flow cytometry. While the number of cells expressing eGFP or B4-
eGFP remained above 98% positive, the percentage of cells expressing P1.451-€GFP
significantly decreased over time, requiring monthly selection with antibiotics. Nevertheless,
experiments were carried out in cell cultures containing above 90% of cells expressing the
protein of interest. These results indicate the successful generation of CHO cell lines stably
expressing Bs-¢GFP, B1.431-eGFP and eGFP, which were named CHO-f4-eGFP, CHO-[1.481-
eGFP and CHO-eGFP, respectively.

Subnuclear distribution of 4

Analysis of confocal images was used to evaluate the expression and subcellular
localization of B4 and its epileptic mutant variant in stably transfected cell lines (Fig. 1C, D).
Based on eGFP fluorescence, B4-€GFP is mostly localized in the nucleus (QNCR= 3.00 *
0.78) where it associates with a particular type of nuclear bodies. The presence of B4-eGFP in
the nucleus was also confirmed by using anti-p, antibodies (data not shown). In contrast to
full-length B4-eGFP, eGFP and the epileptic mutant B;-451-eGFP were evenly distributed in
the nucleus and in the cytosol (QNCR= 1.10 £ 0.29 and 1.10 = 0.25, respectively).
Interestingly, nuclear localization of B4-eGFP is not uniform. As determined by the absence
of Hoechst dye staining, nuclear bodies containing high amounts of B4-eGFP lack DNA.
However, no significant difference was observed between the sub-cellular localization of
eGFP and B;-481-eGFP, where both proteins were expressed in the cytoplasm as well as in the
nucleus. Moreover, P1.4g1-eGFP and eGFP do not show the particular nuclear localization of
full-length B4-eGFP, as such, nuclear bodies that lack DNA do not contain high amounts of
B1-481-eGFP.
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Fig. 1 Analysis of CHO cells stably expressing eGFP, B;,-eGFP or B;.-eGFP. (A) Flow
cytometry analysis of CHO-eGFP (left panel), CHO-B4-eGFP (middle panel) and CHO-B; 45:-eGFP
(right panel) (red peaks) compared to parental CHO cells (black peaks). Plots show the number of
cells against green fluorescence intensity. Note the higher levels of expression and the narrower peaks
detected in cells expressing eGFP or P4-eGFP as compared to cells expressing Bi1.4s-€GFP. (B)
Western blot analysis of protein expression in stably transfected CHO cell lines. CHO-B4-eGFP,
CHO-eGFP, CHO-B;.451-eGFP and parental CHO cells were lysed and 10 pg of total protein from
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each sample were separated by SDS-PAGE, electro-transferred to a PVDF membrane and
immunoblotted with anti-eGFP antibodies. (C) gNCR values of eGFP fluorescence in each cell line
(n=20 for each condition). NS, non-significant; ****p<0.0001. (D) Representative confocal images of
CHO cells expressing eGFP, B;,-eGFP or B;.45-eGFP (green) and labeled with Hoechst 34580 dye
(blue) and concanavalin-Alexa647 (red) to detect DNA and the cell membrane respectively.

To evaluate the nature of the nuclear bodies containing B4-eGFP, we further investigated
the colocalization of P4-eGFP with nucleolus and speckle markers. A specific nucleolar
marker (fibrillarin) colocalizes with B4-eGFP as assessed by confocal microscopy (Fig. 2A).
In contrast to full-length B4-¢GFP, eGFP and the epileptic mutant P;.4g1-€GFP did not
colocalize with fibrillarin (Fig. 2B and 2C, respectively) indicating that although this mutant
variant is detected in the nucleus, it does not adopt the nucleolar localization observed with
the full-length B4. Pearson correlation coefficient (PCC) between fibrillarin labeling and B4-
eGFP fluorescence was significantly higher than the PCC between fibrillarin labeling and
eGFP or B;.451-eGFP fluorescence (Fig. 2D). This finding was validated by Western blot
analysis of nucleolar extracts showing a significant proportion of P, associated to the
nucleolus, contrary to eGFP or B1.4s-eGFP (Fig. 2E). The sequence of full-length B4 was
analyzed with a specific program (NoD, Nucleolar localization sequence detector available at
http://www.compbio.dundee.ac.uk). However, no NoLS was detected, suggesting that P4
nucleolar translocation is dependent on its interaction with one or more molecular partners
that probably cannot interact with the truncated variant B1.451. Overall, these results provide
evidence of a differential nuclear localization of 4-eGFP and point to the fact that besides its
discrete interaction with DNA domains (18), B4-eGFP may also form part of an RNA
processing machinery within the nucleus. Also, these findings suggest that the nuclear
localization of P4,-eGFP and its association with a particular type of nuclear bodies, the
nucleolus, is probably due to a molecular interaction between B4 and a component of these
nuclear bodies, both of which are affected by the loss of the C-terminal 38 amino acids in the
epileptic mutant PB1.4g1. Colocalization of Bs-eGFP with the speckles was less obvious than
with the nucleolus (Supplementary Fig. 1). In fact, confocal images show that a small fraction
of B4-eGFP colocalized with Sc-35 (nuclear speckles marker), which is not the case of B1.4g1-
eGFP or eGFP. However, PCC between Sc-35 labeling and B4-eGFP fluorescence were lower
than those with eGFP control. Moreover, PCC between Sc-35 labeling and PBs-eGFP
fluorescence were significantly similar to those of B1.4g1-€GFP. Therefore, it can be concluded
that B4 and Pi14s1 are excluded from the speckles. Overall, these findings show that 4

colocalizes specifically with the nucleolus but not with speckles.
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Fig. 2 Nucleolar localization of 4. Representative confocal images of CHO cells expressing (A) Bs-
eGFP, (B) eGFP or (C) B1.45:1-eGFP (green). Cells were labeled with Hoechst 34580 dye (blue) and
anti-fibrillarin (red) to detect DNA and the nucleolus, respectively. (D) Pearson correlation coefficient
between eGFP fluorescence and anti-fibrillarin labeling in each cell line (n=20). ****p<0.0001. (E)
Detection of B4 in nucleolar extract by immunoblotting: CHO-B4,-eGFP, CHO-eGFP and CHO-[; 4g:-
eGFP cells were fractionated and 10 pg of total protein from each sample were separated by SDS-
PAGE, electro-transferred to a PVDF membrane and immunoblotted with anti-eGFP and anti-
fibrillarin antibodies.

P4 expression enhances B566 presence in the nucleolus

B566 is a regulatory subunit of phosphatase 2A (PP2A) that was previously described as
able to bind B4 in a SH3/GK interaction-dependent manner and to contribute to its nuclear
localization (18). Since endogenous B566 is expressed in CHO cells, we further investigated
the colocalization of B4 and B566. Interestingly, when compared to eGFP cells, CHO-p,-
eGFP cells showed an increased level of endogenous B56¢6 in the nucleolus, as seen by
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confocal images (Fig. 3A, B). However, the expression of Bi.45:-€GFP, which is unable to
bind B566, did not change the subcellular distribution of B566 (Fig. 3C). This finding was
therefore validated by Western blot analysis of nucleolar extracts showing the presence of
B566 in the nucleolus (Fig. 3D, E and F). Moreover, the PCC between B566 labeling and Bs-
e¢GFP fluorescence was significantly higher than those with eGFP or B1.481-€GFP (Fig. 3G).

P4 nuclear localization varies with the cell cycle

Based on the above observations of P4-eGFP nuclear localization, we investigated
whether the subcellular localization of B4-eGFP varies during the cell cycle. To this end,
CHO-B4-eGFP cells were synchronized at GO/G1, G1/S and G2/M transition phases of the
cycle by serum withdrawal, treatment with thymidine or nocodazole respectively.
Interestingly, confocal images showed that the subcellular distribution of 4-eGFP appears to
be cell cycle-dependent. In fact, fluorescence intensity quantification showed that the gNCR
of B4-eGFP varies during the cell cycle. While the lowest level of nuclear localization was
observed at the GO/G1 phase, qNCR increases at the G1/S phase and reaches its highest level
at the G2/M transition phase (Fig. 4A). Contrariwise, gNCR values of CHO-eGFP cells
remain constant during the cell cycle (Fig. 4B).

To examine the localization of Ps-eGFP during mitosis, CHO-B4-eGFP cells were
synchronized at the G2/M transition phase by treating the cells with nocodazole for 24 hrs.
Thereafter, nocodazole was washed out and the cells were allowed to progress in mitosis for
1 hr in complete medium. Confocal images showed that the structure of the nuclear bodies
associated with B4-eGFP varies during the cell cycle (Fig. 4C). In some cases, the nuclear
bodies were very rounded and bright, while in others, they looked heteromorphic. In both
cases, untreated and in cells at G,/M, B4-eGFP does not appear to localize to the cytoplasm.
However, during chromatin condensation in mitotic cells, the nuclear bodies associated with
B4-eGFP dispersed and in turn, the protein is detected in the cytoplasm (Fig. 4C, lower row).
This redistribution may occur as a consequence of the dissociation of the nuclear membrane
during mitosis and the dispersion of the RNA processing machinery associated with the
nuclear bodies opening the possibility for passive diffusion of B4,-eGFP into the cytoplasm.
Altogether these findings indicate that the Bs-eGFP nuclear localization is dynamically
regulated during the cell cycle, and probably through the action of protein partners that

promote or not its translocation to the nucleus and its association with subnuclear structures.
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Fig. 3 Nucleolar localization of B565. Representative confocal images of CHO cells expressing (A)
B4-eGFP, (B) eGFP or (C) B1.451-eGFP (green). Nuclei were labeled with Hoechst 34580 dye (blue)
and endogenous B563 were labeled with anti-B566 (red). (D, E, F) Detection of B563 in nucleolar
extract by immunoblotting: CHO-B4-eGFP, CHO-eGFP and CHO-B, 45;-eGFP cells were fractionated
and 10 pg of total protein from each sample were separated by SDS-PAGE, electro-transferred to a
PVDF membrane, and immunoblotted with anti-fibrillarin and anti-B566 antibodies. (G) Pearson
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correlation coefficient between eGFP fluorescence and anti-B566 labeling in each cell line (n=20).
NS, non-significant; ***p<0.001; ****p<0.0001.
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Fig. 4 B4 subcellular localization varies during the cell cycle progression. (A) CHO-B,-eGFP and
(B) CHO-eGFP cells were synchronized by serum deprivation or treatment with thymidine and
nocodazole (NCDZ). Samples were then stained with Hoechst 34580 and B, was visualized by eGFP
fluorescence. Images were acquired with a LSM710 Zeiss Confocal microscope and the intensity of
eGFP fluorescence was quantified using ImageJ and displayed as box-plots (n=50 for each condition).
NS, non-significant; ****p<0.0001. (C) Confocal images of CHO-B,-eGFP cells left untreated (upper
row) or treated with NCDZ (50 ng/mL) for 6 hrs. At the end of NCDZ treatment, cells were fixed
(T=0 min, middle row) or washed and cultured without NCDZ for 60 min before fixing (T=60 min,
lower row). All cells were incubated with the DNA dye DRAQ5 for 30 min before fixing. Upper row:
non-dividing cells. Middle row: non-dividing CHO cells treated with NCDZ. Lower row: Cell with
condensed chromatin undergoing mitosis.

P4-eGFP inhibits cell proliferation

To investigate the effect of B4-eGFP on cell proliferation, parental CHO cells were mixed
with those stably expressing eGFP or f4,-eGFP at a ratio of 1:4. From each cell suspension,
four serial diluted samples were prepared (1:10, 1:100, 1:1 000, 1:10 000) and plated in 6WP.
The percentage of eGFP-positive cells was assessed after 4, 7, 9, and 11 days by flow
cytometry. The results show that the percentage of CHO-B;,-eGFP cells decreased
significantly over time to reach 27% after 11 days. In contrast, the percentage of parental
cells increased and reached 73%, suggesting that parental CHO cells were dividing faster
than CHO-B4-eGFP cells (Fig. 5A). However, no significant decrease was observed when
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comparing CHO-eGFP to parental cells even over 11 days (Fig. 5B) indicating the specific
role of B4 in this process.

To verify this observation, we investigated the possible effect of 4-eGFP on cell division
by quantifying the rate of cell growth. CHO-B4-eGFP, CHO-eGFP and parental CHO cells
were plated at equal densities and counted 24 and 48 hrs later. CHO-B4-eGFP cell cultures
showed significantly fewer cells at 24 and 48 hrs compared with to CHO-eGFP and parental
CHO cell cultures (Fig. 5C). Moreover, the estimated rate of CHO-f4-eGFP cell division was
approximately half as compared with parental CHO cells. While parental and CHO-eGFP
cells divided every 18 hrs, CHO-B4-eGFP divided every 35 hrs. These results strongly
suggest a role of B4 in slowing cell division.

The effect of B4 on cell proliferation was further validated using the Cell Proliferation
Dye eFluor® 670 test to track cell proliferation over 24, 48 and 72 hrs. To this end, cells were
synchronized at the GO/G1 phase before labeling and the proliferation rate was assessed. The
results show that the proliferation index of CHO-B4-eGFP was significantly lower than that of
CHO-eGFP cells (after 72 hrs, proliferation index= 9.0 £ 0.2 and 16.2 + 0.4 for CHO-f,-
eGFP and CHO-eGFP, respectively) (Fig. 5D). Altogether these findings suggest that the
expression of B4-eGFP in CHO cells severely affects cell proliferation.

The structural integrity of B4 has been described as essential for its nuclear targeting and
its interaction with some protein partners (18). To further investigate the specificity of the
inhibition of cell proliferation, we examined whether the mutant of B4, deficient in nuclear
localization, could produce the same effect on cell proliferation. Thus, we examined the ;-
481-€GFP epileptic mutant (13) that does not show a specific nuclear localization as observed
for full-length B4 (Fig. 1D). Tracking the proliferation of CHO-B1.451-eGFP cells was also
carried out over 24, 48 and 72 hrs after GO/G1 cells enrichment. The proliferation index did
not vary between CHO-B;.45-eGFP and CHO-eGFP (Fig. 5D) suggesting that the
preservation of B structural integrity is necessary to inhibit cell proliferation. In conclusion,
these findings suggest that the inhibitory effect on cell proliferation may be linked to the
translocation of 34 into the nucleus and/or its association with specific protein partners, which

in turn requires the preservation of B4 structural integrity.
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Fig. 5 B, decreases the division rate of CHO cells. Quantification of (A) CHO-B4-eGFP and (B)
CHO-eGFP cells proliferation compared to parental CHO cells expressed as % eGFP(+) versus %
eGFP (-) cells over 11 days (n=6). (C) Quantification of parental and stably transfected CHO cell
growth after 2 days in culture (n=3). (D) Quantification of synchronized CHO-B4-eGFP and CHO-f3,.
481-€GFP cell proliferation expressed as proliferation index. The proliferation index was calculated
using ModFit LT™ based on the decrease of Cell Proliferation Dye eFluor® 670 signal (n=3). NS,
non-significant; **p<0.01; ***p<0.001.

P interferes with cell cycle progression

Cell cycle stages were measured by flow cytometry as described earlier. The cell cycle, as
assessed by PI incorporation, was divided into GO/G1, S, and G2/M phases. Compared to the
eGFP control, results show that CHO-B4-eGFP cells display changes in cell cycle profile
(Fig. 6A). In fact, the percentage of cells in the GO/G1 and G2/M phases is slightly increased
in CHO-B4-eGFP. More significantly, a reduction in S-phase proportions is observed when
comparing CHO-B4-eGFP to CHO-eGFP (15.9 + 0.1% for control and 8.7 = 0.2% for CHO-
B4-eGFP). The decreased proportion of cells in S-phase may indicate a failure to enter the
DNA synthesis phase. On the other hand, cells that express the epileptic mutant show a lower
level of reduction in S-phase proportions (15.9 + 0.1% for control and 12.9 £+ 0.5% for CHO-

B1-481-eGFP) which remains nevertheless significant. The fact that CHO-B1.45:-eGFP cells
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also display a form of cell cycle progression alteration is indicative that these changes cannot

be linked only to nuclear and nucleolar localization of B4-eGFP.
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Fig. 6 B, changes cell cycle profile and prevents cells from entering S-phase. (A) Cell cycle
analysis using propidium iodide in CHO-eGFP,CHO-B,-eGFP and CHO-B;.45:-eGFP cells after 24 hrs
of incubation (n=3). (B) Effect of B,-eGFP expression on BrdU incorporation in CHO cells: cultured
CHO cells stably expressing eGFP or B,-eGFP were pulsed for 1 hr with BrdU. At the end of the
pulse, cells were detached, fixed, permeabilized, immunostained with anti-BrdU antibodies and
analyzed by flow cytometry in a BD Accuri C6 system. The effect of B4 expression on BrdU
incorporation is also shown after over-expression of B5656-myc or reduction of endogenous B568
level by shRNA: 24 hrs before the pulse, CHO cells were transfected by construct coding for B566-
myc or B566 shRNA (n=3). (C) Expression of endogenous B563 (control) and B565-myc in CHO
cells. The effect of B566-shRNA on endogenous B566 expression in CHO cells as shown by Western
blot. NS, non-significant; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001.

P prevents cells from entering S-phase by interacting with B560

As discussed earlier, the cell cycle progression is modified in cells that express Bs, in
particular in S-phase proportions. Analysis of BrdU incorporation rates in the stably
transfected cell lines showed that the percentage of BrdU positive cells is significantly lower
in CHO-B,4-eGFP cells as compared to eGFP control cells (% BrdU (+) cells = 63.4 + 0.4%
for control and 17.5 £ 0.6% for CHO-B4-eGFP) (Fig. 6B). This finding suggests that B4

inhibits cell proliferation probably by an alteration of the dynamics of the cycle. The milder
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alterations observed with the epileptic mutant have however no consequences on cell
proliferation.

We further studied if the effect of B4 on cell cycle is B565-dependent. Indeed, BrdU
incorporation rate was evaluated after over expression of B5656-myc or reduction of
endogenous B566 using B565-shRNA (18). Exogenous B566-myc accentuates the inhibitory
effect of B4 and further reduces the percentage of cells in S-phase (% BrdU (+) cells dropping
from 17.5 + 0.6% to 9.3 + 2.3% in the presence of B566-myc). Conversely, expression of
B566-shRNA, reducing the level of endogenous B566 in CHO cells (Fig. 6C), leads to an
increase of cells in S-phase (% BrdU (+) cells rising from 17.5 £ 0.6% to 23.2 + 3.7%) (Fig.
6B). Altogether these data indicate that B4 prevents cells from entering S-phase in a manner
that involves, in part, B569.

Since both B4 and P41 Were able to induce changes in cell cycle profile, we investigated
the mechanism mediating the effect on cell cycle by analyzing the gene expression profile of
a set of genes involved in the cell cycle. In fact, the expression of B4 results in a significant
up- and down-regulation of 5 and 21 genes respectively. In addition, the expression of B1-481
leads also to a significant up- and down-regulation of 5 and 21 genes respectively (Fig. 7).
Among these regulated transcripts, 8 are only regulated by B4, 11 are only regulated by B1-as1
and 15 are commonly regulated by B4 and B1.4g1 Of which 12 are downregulated and only one
transcript is upregulated in presence of P4 or Piss:. Interestingly, two transcripts are
differently regulated in presence of Ps or Piusi: While Cdc34, encoding the ubiquitin-
conjugating enzyme E2 R1, is downregulated with B4 and upregulated with B;.45;, CycD1 that
encodes cyclin D1 is upregulated with B4 and downregulated with B1.451. Cdc34 is a member
of the large family of ubiquitin ligases (UBC) required for the G1 to S transition. The specific
targets of this Cdc34 ubiquitin ligase remain unknown, but have been proposed to be the G1
cyclins (28). CycD1 is also known as a regulator of G1/S transition, it is maximally expressed
in early G1, where most cells in S and G2/M phases are cyclin D1-negative. These findings
show that the expression of B4 or 1481 changes cell cycle profile, which maybe be in part due
to the regulation of a set of genes that regulate cell cycle progression. The changes in gene
expression induced by P4 are however more susceptible to alter cell proliferation than the set

of genes regulated by B1-4s1.
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Fig. 7 B, and PB14e1 expression modify the transcription profile of a set of genes involved in cell
cycle. Histogram showing only significantly (p<0.05) regulated genes in CHO-B,-eGFP cells (black)
and CHO-B;.48:-€GFP cells (gray) compared to CHO-eGFP cells. Relative gene expression was
calculated by the AACT method and expressed as fold change.

DISCUSSION

Conceptually, VGCC-B subunits are evolving from the status of a channel-regulatory
subunit to the one of a multifunctional protein with diverse cellular roles. Herein, we add
novel evidences to this evolving concept by describing several new findings. To facilitate the

study of the role of B4 at the cellular level, a CHO cell line stably expressing 4 was generated
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and fully characterized. While PB4 exhibits a specific nuclear localization, which was
previously highlighted in other cell types and in mice brain (15,16,18,19), we now evidence
that B4 IS not homogenously distributed in the nucleus and is largely localized in nuclear
bodies lacking DNA. We also demonstrate for the first time that the VGCC-B,4 subunit plays a
major role in cell proliferation and cell cycle progression.

Concerning the subnuclear distribution of B4, one of our hypotheses was that these
structures might correspond to speckles or nucleolus. However, a refined investigation
indicates that 4 iS mostly localized within the nucleolar compartments. Furthermore, the
subcellular localization of P4 varies greatly during the cell cycle where a nuclear
accumulation occurs during the progression of the cycle. These results may highlight an
important nuclear-dependent role of B4 and probably a large set of unrevealed functions.
Tadmouri et al. have previously shown that the epileptic mutant of B4, lacking a part of its C-
terminal domain, is less effective in nuclear targeting (18). Our results are coherent with these
earlier data where we demonstrate that B1.45; loses its specific nuclear localization, but they
extend these findings by demonstrating that this mutant does not accumulate in the nucleolus.
The concomitant accumulation of B566 in nucleolus, an exclusive partner of B4, tends to
indicate that this PP2A regulatory subunit is authorized to accompany B4 during its
accumulation in the nucleolus. Interestingly, however, the absence of B566 accumulation in
the nucleolus in presence of B1.431, on which B566 is unable to bind, strongly suggest that it is
B4 that conducts B569 into the nucleolus and not the opposite way around.

In addition to these findings, we demonstrate that 4 inhibits CHO cell proliferation.
These findings open the intriguing and exciting possibility that B4 could operate as a
molecular switch regulating the transition between cell proliferation and cell differentiation.
It would be tempting to link this effect to the nuclear accumulation of B4 and/or its particular
localization in nucleolus, a structure known to play a regulatory role in cell division and cell
cycle progression (29). Indeed, this effect on cell proliferation is not observed with B;-481, the
epileptic mutant, that does not accumulate in the nucleus and is absent from nucleolar bodies.
Also, nuclear localization of B4 was previously observed in hippocampal neurons and was
also correlated with cell differentiation (18). This being said, the possibility remains that the
two observations are mechanistically disconnected and are by essence only circumstantial.
Further work will be required to link the two phenomena but an obvious molecular candidate
of interest to investigate in the future is B566 that is required to connect B4 to PP2A. The
latter is one of the most versatile phosphatase involved in cell division. Indeed, PP2A is
known to dephosphorylate over 300 substrates involved in cell cycle, thus regulating most
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pathways and cell cycle checkpoints (30). While our studies have all been conducted on cell
lines, they also need confirmation in native tissues, namely the developing brain, the locus of
the epileptogenesis role of B1481. In this context, we would recognize precise monitoring of
neurogenesis, neuronal migration and differentiation in brain areas where B4 IS mostly
expressed in young mice.

As interesting complement to these results, overexpression of P4 or Pia4s in stably
transfected CHO cell lines modifies their cell cycle profiles by preventing cells from entering
S-phase. The effect is accentuated when B5696 is overexpressed in CHO-B4 cells suggesting
that the mechanism involves, in part, B560. Also, the effect is less pronounced with B1.481,
which is defective in binding B565. As a protein partner of B4, B560 participates to the
process of gene regulation by both facilitating nuclear accumulation and epigenetic
modifications of Bs-regulated genes (18). This finding may point to a cooperative mechanism
involving B568 and B4 in the regulation of cell division. This being stated, the effect of B4 on
cell cycle cannot be inferred to B568 only, since P1.481 that does not interact with B566, also
produces alterations in the cell cycle. They occur differently, in a way that does not globally
impact cell proliferation in return. In agreement, both 4 and Pi.4g1 expression leads to the
regulation of a set of cell cycle-related genes. Interestingly, some of these genes are
commonly regulated by B4 or Pi4s1, While others are exclusively regulated by one of the
protein but not by the other. This indicates that B566 cannot be solely responsible for the
regulation of these genes but that alteration of other signaling pathways or gene regulation
mechanisms must be involved. Alternatively, it should be emphasized that a set of the
regulated genes may also be altered, not because of the direct involvement of B or Bi.4s1 IN
gene regulation, but as a consequence of the alteration in cell cycle and cell proliferation.
Nevertheless, our findings open new exciting avenues of research on the role of VGCC-f
subunits in cell cycle progression and cell proliferation.

In conclusion, our data demonstrate that, besides its role in VGCC targeting and
regulation of its biophysical properties, B4 participates in a variety of novel functions as a
nuclear protein. We also show that expression of B4-eGFP in CHO cells, which do not
endogenously express the 4 subunit of VGCC, induces a decrease in the rate of cell division
and affect cell cycle progression. These findings provide a critical evidence of the potential
role of B4 in cell proliferation, which will notably help in the exploration of ion channels as
molecular biomarkers and therapeutic targets for various diseases linked to cell division

alterations.
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Supplementary Figures

A

C

Supplementary Fig. 1 Sub-nuclear localization of p,: Representative confocal images of CHO cells
expressing (A) B4-eGFP, (B) eGFP or (C) Pi1.4s1-€GFP (green). Nucleus was labeled with Hoechst
34580 dye (blue) and speckles were labeled with anti-Sc-35 and visualized with Cy3-conjugated anti-
mouse IgG (red). (D) Pearson correlation coefficient between eGFP fluorescence and anti-Sc-35
labeling in each cell line (n=50). NS, non-significant; **** p<0.0001.
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Chapitre IIL
Ca,f4, un régulateur de la voie Wnt/f-caténine

Introduction:

Dans la premiere partie du travail, nous avons pu montrer que Ca,B4 joue un role
inhibiteur de la prolifération cellulaire. Ainsi, nous avons passé a chercher les causes qui
peuvent étre derriere ce phénotype observé. Notre hypothése s’est établie sur les études
antérieures décrivant Ca,fBs dans la régulation génique. En effet nous avons suggéré que
I’implication de Ca,f, dans certaines voies de signalisation, qui régule la division cellulaire,

peut étre I’origine de nos observations.

Parmi les différentes voies de signalisation décrites, nous avons choisi la voie de
signalisation Wnt qui est connue comme l'une des voies les plus importantes régulant la
prolifération cellulaire. Cette voie joue aussi un rdéle important pendant le développement
embryonnaire et cérébral ou elle intervient dans la formation des synapses, la croissance

dendritique et la neurogeneése.

Dans ce cadre, nous avons utilisé des lignées hépatocellulaires dérivées de carcinome
humain (FOCUS) qui ont été manipulées pour tenir une voie Wnt constitutivement active. Un
autre avantage de ces cellules est leur expression, d’une maniere stable, d’un geéne rapporteur
sous la dépendance de la voie Wnt permettant d’étudier le role de Ca,f4 au niveau
transcriptionnel. Ainsi, dans ce modéle cellulaire, I’impact de Ca,fB4 sur la prolifération a été
validé, et les causes ont été recherchées en posant la question : est-il possible que Ca,f4 prend
partie dans la voie Wnt ? Si oui, comment ? Est-il réalisable que 1’un des acteurs de la voie
soit un partenaire de Ca,f4? L’étude comporte aussi un volet comparatif avec le mutant

épileptique P1.451 qui montre des difficultés dans 1’adressage nucléaire.

Les résultats de ce travail font 1’objet d’un article qui est en cours de préparation.
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ABSTRACT

In our previous findings, we showed that the B4 subunit of Voltage-Gated Calcium
Channel (VGCC) is able to partake in cell proliferation and cell cycle regulation. Here we
investigate the mechanism by which the subunit reduces cell proliferation. Several lines of
evidence suggest that 4, mediates this function by regulating gene expression. Since the
Wnt/B-catenin signaling pathway is known as one of the most important pathways regulating
cell proliferation, the effect of B4 on the Wnt/p-catenin pathway was studied in vitro. Results
show that B4 inhibits the transcriptional activity of the TCF/LEF promoter and that this
inhibition requires nuclear localization of B4. In contrast to full-length B4, mutants that are
unable to translocate to the nucleus do not inhibit the TCF/LEF transcriptional activity. B4
acts through a direct interaction with TCF4 and this interaction is lost with a SH3-mutated
variant of B4 (L125P), suggesting that B, bind to TCF4 via its SH3 domain. Interestingly,
exogenous expression of TCF4 normalizes the transcriptional activity of TCF/LEF caused by
B4 suggesting that TCF4 is being occupied by B4, Together, these findings highlight the role
of B4 in the Wnt/B-catenin signaling pathway and provide a framework for understanding how

alterations of this pathway may contribute to the etiology of neurological disorders.

KEYWORDS:

Cell proliferation; B subunit; voltage-gated calcium channel; epilepsy; FOCUS cells;
Whnt/B-catenin.
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INTRODUCTION

Voltage-Gated Calcium Channel (VGCC) is a multimeric protein complex found not only
at the plasma membrane of most excitable cells, but also in non-excitable cells such as
lymphocytes. In response to action potential, Ca®* entry through VGCC, regulates different
organ-specific cellular events including muscle contraction, neurotransmitter release, cell
division and gene transcription (Flavell & Greenberg 2008; Deisseroth et al. 2003; Greer &
Greenberg 2008). On the structural level, VGCCs are composed of a main pore-forming oy
subunit generally associated with the auxiliary subunits B, 020 and y. Among all auxiliary
subunits, the B subunits (Ca,f) exhibit an important set of regulatory functions. It mediates
the trafficking and regulates the expression level of o at the plasma membrane (Bichet et al.
2000). Moreover, Ca,p takes in charge the regulation of ay gating properties and kinetics (De
Waard & Campbell 1995), which in turn contribute to many physiological processes
including gene expression, excitation/secretion and excitation/contraction coupling (Catterall
1999; Rousset et al. 2005).

Among the four isoforms of Ca,f, the B4 subunit is primarily expressed in the brain where
it is mostly found in Purkinje and granule cells of the cerebellum. In addition to its
responsibility in regulating calcium currents, the importance of 4 in neural function rely on
the fact that mutations of this subunit were associated with a variety of human pathologies
including juvenile myoclonic epilepsy (Escayg et al. 2000). For several decades, it was
assumed that Ca,p functions were only linked to calcium channel. However, recent studies
suggest that Ca, may be directly involved in cellular events that take place in the nucleus,
including gene regulation (Hibino et al. 2003; Xu et al. 2011; Zhang et al. 2010; Tadmouri et
al. 2012). In our latest findings, we investigated the subnuclear localization of the neuronal 4
subunit in heterologous expression system and studied its role on cell proliferation and cell
cycle progression. Our results showed that full-length 4 localizes almost exclusively in the
cell nucleus and concentrates into the nucleolar compartments. Moreover, cell proliferation
was found to be reduced by the expression of Bs. In contrast, B4 epileptic mutant Pi.4g; that
shows difficulties in entering the nucleus do not affect cell proliferation suggesting that
nuclear accumulation of B4 is required to inhibit cell proliferation. However, the mechanism

by which B4 inhibits cell proliferation has not been described yet.

The Wnt signaling pathway plays an important role during embryonic and brain
development (Logan & Nusse 2004; Mulligan & Cheyette 2012) and is known as one of the
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most important pathways regulating cell proliferation (Al-Harthi 2012). In the nervous
system, it plays an important role in synapse formation and remodeling, dendritic growth and
arborization, neurotransmission, neuroplasticity and neurogenesis (Maguschak & Ressler
2012). Given the critical roles of the Wnt signaling pathway, it is not surprising that alteration
of this pathway is associated with many pathologies including cancer and neurological
diseases (Inestrosa et al. 2012). The pathway relies on the stabilization and nuclear
translocation of B-catenin that activate genes transcription. Briefly, in the absence of Wnt, 3-
catenin, a protein involved in intercellular junctions of epithelial tissues, is phosphorylated by
GSK3p and degraded by the proteasome. However, activation of the pathway by Wnt binding
to frizzled receptor “Fz” results in the stabilization of cytoplasmic -catenin. The latter can
then translocate into the nucleus where it interacts with members from the TCF/LEF
transcription factors family. This complex binds then to DNA consensus sequence, referred to
the Wnt responsive element, and activate transcription of many genes especially those that
encode proteins necessary for the proliferation (Cyclin D1, MYC, etc.) (MacDonald et al.
2009; Graham et al. 2000; Cadigan & Waterman 2012).

In this study we extend our previous findings highlighting the role of the VGCC-p4
subunit on cell proliferation by looking for the possible mechanism that is behind this
phenotype. To this end, we studied the proliferation rate of a hepatocellular carcinoma-
derived cell lines (FOCUS), which have been manipulated to hold firm a constitutively active
Whnt signaling pathway. Also, we investigated the transcriptional activity of the pathway in
presence of B4. Consequently, we show that the inhibition of cell proliferation by B4 is linked,
in part, to the repression of the Wnt signaling pathway that is disrupted by the epileptic

mutant B1-481'
MATERIALS AND METHODS

Cell culture

CHO cells were cultured in complete cell culture media containing Dulbecco’s modified
Eagle medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS), penicillin (100 units/mL) and streptomycin (10 pg/mL). FOCUS cells were
cultured in complete cell culture media containing Dulbecco’s modified Eagle
medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS), 1% Sodium Pyruvate, 1% MEM Non-Essential Amino Acids, penicillin (100
units/mL), streptomycin (10 pg/mL), hygromycin B (100 pg/mL), puromycin (0,5 pg/mL)
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and blasticidin (3 pg/mL). Cells were maintained at 37°C in a humidified environment with
5% CO,. Cells were replated and used for the experiments when they reached 85%
confluence. Four different FOCUS cell lines were kindly obtained from Dr. Philippe Merle
(MD/PhD, Centre de recherche en cancérologie de Lyon). These cell lines were manipulated
in order to over express Wnt and Fz along with a TCF/LEF reporter gene. Briefly, the
reporter gene encode for the cop-GFP as well as Firefly luciferase, both under the control of
the mCMV minimal promoter. Upstream the mCMV four repetitions of Wnt Response
Element (WRE) recognized by the transcription factors TCF/LEF are located (TCF (+)). As a
negative control, a plasmid lacking WRE sequences was used (TCF (-)). Moreover, these
cells were transducted in order to over express Wnt and Fz (Wnt Fz). As a negative control,
cells were transducted by empty vectors (VV). Thus the four different FOCUS cell lines used
in this study are: TCF (+) Wnt Fz; TCF (+) VV; TCF (-) Wnt Fz; TCF (-) VV.

Plasmids and Transfection

Expression vectors and cDNA constructs coding for pcDNA, eGFP, B4-eGFP, B;.45:-
eGFP, BL12sp-eGFP and B4-myc were as previously described (Tadmouri et al. 2012). Plasmid
coding for TCF4-myc, Kaiso and -catenin were a gift from Mireia Duiiach (PhD, Universitat
Autonoma de Barcelona). CHO and FOCUS cells were transfected using Lipofectamine 2000

as per the manufacturer instructions.

Cell proliferation test

FOCUS cells were labeled with 2.5 uM Cell Proliferation Dye eFluor® 670 (eBioscience)
for 10 min at 37°C in the dark. The labeling was then stopped by adding 5 volumes of ice-
cold complete media and incubating cells on ice for 5 min. At the end of the incubation
period, cells were washed 3 times with complete media and analyzed by flow cytometry in a
BD Accuri C6 system with a 640 nm laser. Varying amounts of cells were then plated in 12
well-plates (12WP) to obtain 90% confluence after 24, 48 or 72 hrs of incubation. When
culture reached 90% confluence, cells were harvested, resuspended in DMEM/F-12 without
phenol red, and the dilution of the fluorescent dye was assessed by flow cytometry by
analyzing a minimum of 5 000 events for each sample. Obtained peaks were deconvoluted

TTM

and the proliferation index was calculated using ModFit LT ™ software.

Luciferase reporter assay
FOCUS cells were transfected with the vectors coding for eGFP, B4-eGFP, B;1-481-eGFP or
BLi2sp-eGFP. Twenty-four hours after the transfection, cells were detached, sorted by eGFP
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fluorescence in a BD Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) ARIA | and Diva version
6.1.2 software. Based on eGFP fluorescence, only transfected cells (eGFP positive cells) were
collected in 96WP. Firefly luciferase activity was then quantified with the Dual-Glo®
Luciferase Assay System as per the manufacturer instructions (Promega Corporation, USA)
in a PHERAstar FS microplate reader. The firefly luciferase enzyme activity was expressed

as fold change compared to negative control, which was given the arbitrary value of 1.

Cop-GFP reporter assay

FOCUS cells were transfected with the vectors coding for Bs-myc, TCF4-myc or pcDNA
as negative control. Twenty-four hours after the transfection, cells were detached and
analyzed by flow cytometry in a BD Accuri C6 system with a 488 nm laser. Relative
fluorescence values were determined by analyzing at least 5 000 events for each sample.
Obtained data were analyzed using FCS express 5 and cop-GFP fluorescence intensity was

expressed as the mode of the peaks.

Quantitative RT-PCR

FOCUS cells were transfected with the vectors coding for eGFP or B4-eGFP. Twenty-four
hours after the transfection, cells were detached, sorted by eGFP fluorescence with a BD
Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) ARIA |. Based on eGFP fluorescence, 200 000
transfected cells (eGFP positive cells) were collected in single tubes. Total RNA of sorted
cells was extracted using Extract-all (Eurobio) according to the manufacturer protocol.
Complementary DNA (cDNA) was synthesized from 250 ng of total RNA using M-MLV RT
(Invitrogen) supplemented with DNAsel (Roche) according to the instructions of the
manufacturer. Primers were selected by using the Primer3 website. To amplify Axin2 mRNA
the following primers were used: 5-ATGGTGAGGTCCACGGAAAC-3° and 5’-
CTTCACACTGCGATGCATTT-3’. The primers 5-AAGGCGGAGGAGACCTGCGCG-3’
and 5-ATCGTGCGGCATTGCGGC-3" were used for CycD1l; and 5’-
GGACACGGACAGGATTGACA-3’ and 5’-ACCCACGGAATCGAGAAAGA-3* were
used for 18s. Real-time PCR was performed with a light cycler 480 (Roche) using the
QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen) according to the manufacturer instructions. The
cycling protocol was 5 min at 95°C followed by 40 cycles of 2 steps each (10 s at 95°C and
30 s at 60°C). Experiments were performed in triplicate and normalization of gene expression
was performed using the housekeeping gene 18S. Relative gene expression was calculated by

the AACT method and expressed as fold change.
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Protein extraction, Immunoprecipitation and Western blotting

Total proteins were extracted from cultured cells using a lysis buffer consisting of 10 mM
Tris (pH 7.5), 1.5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0.5% Triton X-100 and protease inhibitor
cocktail (Roche). Cells were incubated in the lysis buffer on ice for 30 min and Cell lysis was
completed by sonication.

Prior to the incubation with the cell extract, Dynabeads® Protein G (10003D, Thermo
Fisher Scientific) were coupled with the immunoprecipitating antibody. 50 pL of beads were
washed 3 times with PBS-Tween 0.1% and resuspended in 50 pL of the washing buffer. Then
the beads were incubated for 10 min with 10 ug of anti-GFP antibody (11814460001, Roche)
at room temperature under rotation. After coupling, the beads-antibody complex was washed
2 times with PBS-Tween 0.1%. Mouse 1gG (M5284, Sigma) were treated in the same manner
as the immunoprecipitating antibody to obtain a beads-1gG complex that serves as a negative
control. Thereafter, protein extracts were added to each of the two previously prepared
complexes. The samples were incubated for 30 min at room temperature under rotation. At
the end of the incubation, samples were rinsed 3 times with PBS-Tween 0.1%. The obtained
pellet, corresponding to the complex beads-antibody-antigen, was denatured in 15 pl of
Laemmli buffer 5X for 10 min and then diluted with 60 pl of water. Samples were then
heated for 10 min at 70°C then stored at -20°C. Note that for the IP via anti-myc antibodies
coupled to biotin (sc-40 B, Santa Cruz Biotechnology) magnetic beads coupled to
streptavidin "Dynabeads® M-280 Streptavidin» (11205D, Thermo Fisher Scientific ) were
used. In this case, the negative control consisted of cells that do not express the

immunoprecipitated protein.

Samples were separated by SDS-PAGE in a 10% resolving gel. Separated proteins were
then electro-transferred to Immobilon®-P PVDF Membrane (Millipore). The membrane was
blocked in 10% blotting-grade blocker (Bio-Rad) in PBS-Tween 0.1% for 1 hr at room
temperature, and then incubated for 3 hrs with 1:5 000 primary antibody: rabbit polyclonal
anti-GFP (A-11122, Thermo Fischer Scientific), rabbit polyclonal anti-myc (ab9106,
Abcam), rabbit monoclonal anti B-catenin (8480, Cell Signaling Technology) and rabbit
polyclonal anti-TCF4 (ab185736, Abcam). After 2 washes with PBS-Tween 0.1%, blots were
incubated with anti-rabbit 1gG conjugated to HRP (sc-2004, Santa Cruz Biotechnology) at
room temperature for 45 min. Bands were then visualized with the ECL detection system

(Thermo Fischer scientific).
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Cell Labeling

Cells cultured on glass cover slips were washed with PBS and fixed with 4%
paraformaldehyde (PFA) for 15 min. After PBS washing, cells were permeabilized with 0.1%
Triton X-100. eGFP-tagged constructs were visualized directly using GFP fluorescence.
Endogenous proteins were labeled for 1-2 h with primary antibody: TCF4 was labeled with
rabbit polyclonal anti-TCF4 antibody (ab185736, Abcam). After PBS washing, cells were
incubated for 45 min with Cy3-conjugated anti-rabbit secondary antibody (1:500) (711-166-
152, Jackson). Sample were then mounted in « ProLong® Gold Antifade » (P36931, Thermo
Fischer Scientific) and images were acquired with a Nikon A1 Confocal microscope. Merged

pictures were obtained by FiJi software.

Statistics
Student two-tailed t test was used to calculate the statistical significance of differences

between two sets of averaged data; p<0.05 was considered significant.
RESULTS

P4 regulates cell proliferation in vitro

In our previous observations, B4 expression in CHO cells showed a reduction in cell
proliferation. Here, the effect of B4 on FOCUS cell proliferation was analyzed using the Cell
Proliferation Dye eFluor® 670. To this end, cells were transfected by the plasmids coding for
B4-eGFP or eGFP. Twenty four hrs later, cells were labeled with the dye and the proliferation
rate was assessed over 24, 48 and 72 hrs. Results show that the proliferation index of [Ps-
eGFP expressing cells was significantly lower than those expressing eGFP (after 72 hrs,
proliferation index =9+ 0.2 and 16.2 + 0.4 for B4-eGFP and eGFP, respectively) (Figure 1A).
These results are in agreement with our previous findings on CHO cell lines showing that the
expression of B4 reduces cell division rate. Assessment of B, subcellular distribution in
FOCUS cells shows that B4-eGFP is mostly localized in the nucleus where it associates with
nucleolar compartments. In contrast to B4-eGFP, eGFP is evenly distributed in the nucleus
and in the cytosol (Figure 1B), which is in agreement with our previous observations on CHO

cells.
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Figure 1. B,regulates cell proliferation of FOCUS cells. (A) Quantification of FOCUS (TCF (+)
Wnt Fz) cell proliferation expressed as proliferation index. The proliferation index was calculated
using ModFit LT™ based on the decrease of Cell Proliferation Dye eFluor® 670 signal (n=3).
****¥p<0.0001. (B) Representative confocal images of FOCUS (TCF (+) Wnt Fz) cells expressing [4-
eGFP and eGFP (green) and labeled with DAPI (blue) to visualize the nucleus.

Pa regulates the transcriptional activity of f-catenin

Next it was asked, whether the observed phenotype may be associated with an
intervention in the Wnt signaling pathway that is well known as a regulator of cell division.
Therefore, FOCUS cell lines were transfected by the plasmids coding for B4-eGFP or eGFP
as control, and luciferase reporter activity was measured 24 hrs after the transfection (Figure
2A). B4 expression resultsin a 2-fold decrease of the luciferase reporter gene activity in cells
over expressing Wnt and Fz (0.95 + 0.08 for eGFP and 0.44 + 0.07 for B4-eGFP). A

significant decrease was also observed in cells that do not over express Wnt (0.28 + 0.03 for
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eGFP and 0.18 + 0.06 for Bs;-eGFP), which may point to the endogenous activity of the
pathway in this hepatocellular carcinoma-derived cell line. However, any significant changes
were observed in cells expressing the TCF (-) reporter gene, pointing to the specificity of the
inhibition. These observations were additionally validated by measuring cop-GFP reporter
gene expression (Figure 2B). FOCUS cell lines were transfected by p4-myc or an empty
plasmid (pcDNA) as control. Twenty-four hrs after the transfection, cop-GFP expression was
quantified with a BD Accuri C6 system. The results show that B4 expression leads to a
significant decrease of the cop-GFP reporter gene activity in cells over expressing Wnt and
Fz. These findings show that B4 expression inhibits the transcription of TCF reporter gene. To
further confirm this inhibition, the expression of two well known Whnt-target genes, CycD1
and Axin2 (Jho et al. 2002; Shtutman et al. 1999), were investigated by gRT-PCR. As shown
in Figure 2C, CycD1 mRNA level decreased significantly in presence of B4 (1 £ 0.1 for eGFP
and 0.4 + 0.1 for B4-eGFP). Moreover, the transcription of Axin2 was totally inhibited by B4
expression (1 + 0.1 for eGFP and 0.05 + 0.1 for Ps-eGFP). Together, these observations
suggest that the VGCC-B4 subunit is able to partake in the Wnt signaling pathway in order to

repress the transcriptional activity of B-catenin.

P4 intervenes downstream GSK3f

To determine whether B4 intervention takes place upstream or downstream GSK3p, the
reporter gene expression was assessed after LiCl treatment. In fact, LiCl is a chemical
activator of the Wnt signaling pathway (Klein & Melton 1996). It inhibits GSK3p activity,
thus, prevents B-catenin phosphorylation and degradation leading to its nuclear accumulation
and activation of Whnt-target genes. FOCUS cell lines were transfected by f4-myc or an
empty plasmid (pcDNA) as control. Twenty-four hrs after the transfection, cells were treated
with LiCl (20 mM) for 24 hrs and then cop-GFP expression was quantified with a BD Accuri
C6 system. Our results (Figure 2D) show that even after the induced activation of the
pathway by LiCl, B, was able to reduce significantly the expression of cop-GFP reporter gene.

These findings demonstrate that B4 intervenes downstream GSK3, likely within the nucleus.
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Figure 2. B, regulates the transcriptional activity of the TCF/LEF promoter. (A) Luciferase
expression measured in the absence and presence of B4 in FOCUS cells. The firefly luciferase enzyme
activity was expressed as fold change compared to eGFP trasfected FOCUS (TCF (+) Wnt Fz) cells,
which were given the arbitrary value of 1. (B) CopGFP expression measured in the absence and
presence of B4 in FOCUS cell lines. (C) gRT—PCR experiments showing downregulation of CycD1
and Axin2 expression in cells expressing B4. Data were normalized using the 18s housekeeping gene.
(D) CopGFP expression measured after chemical activation of FOCUS (TCF (+) Wnt Fz) cells with
20 mM LiCl. 20 mM of NaCl were used as a negative control. (n=3). NS, non-significant; **p<0.01;
***p<0.001; ****p<0.0001.

p+ mutant variants do not alter the transcriptional activity of f-catenin

The structural integrity of B4, namely the SH3/GK internal interaction have been
described as essentials for its nuclear targeting and its interaction with some protein partners
(Tadmouri et al. 2012). To further investigate in the details of the inhibition of the
transcriptional activity, we examined whether mutants of B4, deficient in nuclear localization,
could produce the same effect on the reporter gene expression. We first examined the
epileptic PB1.481-eGFP mutant, corresponding to the R482X mutation leading to the loss of 38
amino acids in the C-terminal domain of the protein (Escayg et al. 2000). This mutation has

previously been shown to impair the specific nuclear localization of B4 (Figure 3A, upper
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panel). The luciferase reporter gene activity wasn’t influenced by the expression of the B1-481-
eGFP mutant (Figure 3B) suggesting that the nuclear localization of 4 is necessary to inhibit
gene expression.

The secondly studied mutant (BLi2sp-€GFP) is known to disrupt the SH3/GK interaction
(McGee et al. 2004; Takahashi et al. 2004) and was also described as unable to enter the
nucleus (Tadmouri et al. 2012). Confocal images of transfected FOCUS cells show that
BLi2sp-eGFP is completely excluded from the nucleus (Figure 3A, lower pannel) as was
previously reported for other cell lines (Tadmouri et al. 2012). Here again, no significant
difference in luciferase expression was observed between BL125p-GFP transfected cells and
control (Figure 3B). These findings support the hypothesis that B4 inhibitory effect of the Wnt
signaling pathway requires its nuclear translocation, which is affected by the alteration of its

structural integrity.

TCF4 a new protein partner of f4

To determine whether B4 inhibitory effect is due to an interaction with a key player of the
Wnt pathway, three potential nuclear candidates have been suggested to interact with B4:
Kaiso, B-catenin and TCF4. Immunoprecipitation of fs-eGFP in CHO cells resulted in co-
precipitation of TCF4-myc (Figure 4A). However, any interaction of TCF4-myc was detected
with eGFP, suggesting that the immunoprecipitation occurs specifically via B4 (Figure 4B).
This finding was further validated in FOCUS cell lines where immunoprecipitation of B4-
eGFP results in co-precipitation of endogenous TCF4 (Figure 4C). However, neither Kaiso-
myc nor B-catenin was immunoprecipitated with B4 in CHO cells (data not shown).

Interestingly, B14s1-eGFP mutant of B4 co-immunoprecipitated with TCF4-myc (Figure
4D) suggesting that binding to TCF4 do not require the C-terminal domain of B4and may be
mediated by another specific domain of 4. This issue was further addressed by investigating
the interaction of the Bi125p-eGFP mutant with TCF4. Interestingly, this mutant wasn’t able to
co-immunoprecipitate with TCF4-myc in CHO cells (Figure 4E) suggesting that the
preservation of B4 structural integrity is required for this interaction. Since the B 125p-eGFP
variant of B, carries the mutation in its SH3 domain, it has been asked whether the interaction
occurs via the SH3 domain of B4. Thus, co-immunoprecipitation experiments were carried out
in CHO cells using a truncated construct of B4 consisting of its SH3 domain (SH3-eGFP).
Results show that TCF4-myc co-immunoprecipitates with SH3-eGFP (Figure 4F) suggesting
that the interaction of TCF4 with B4 is mediated by its SH3 domain.
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Figure 3. TCF/LEF transcriptional activity is not influenced by B, mutants. (A) Representative
confocal images of FOCUS (TCF (+) Wnt Fz) cells expressing [1.451-eGFP and By 1.5p-eGFP (green)
and labeled with DAPI (blue) to visualize the nucleus. (B) Luciferase expression measured in the
absence and presence of mutants of B, in FOCUS cells. The firefly luciferase enzyme activity was
expressed as fold change compared to eGFP trasfected FOCUS (TCF (+) Wnt Fz) cells, which were
given the arbitrary value of 1. n=3.

On another hand, confocal images of FOCUS (TCF (+) Wnt Fz) cells (Figure 5A) showed

that a higher level of endogenous TCF4 concentrates in regions containing [s-eGFP.

Nevertheless, this observation was lost with eGFP transfected cells. Moreover, neither B 481-

eGFP nor Bii25p-eGFP mutants did not colocalize with TCF4. All together, these findings
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show that B4 interacts with TCF4 and that the interaction requires the preservation of P4

structural integrity.

- o
A \Q\Q\\ RARRNS B KR
— e | <« p,-eGFP o~ -, | 1eGFP
o= == | ( TCF4-myc -t <« TCF4-myc
X N~
C o D ® O«
M| <p-eGFP ! W8 | BreGFP
# | (TCF4 wmw <« TCF4-myc
S S
E o F o
S - @ | (B _-eGFP u « SH3-eGFP
— <« TCF4-myc . <« TCF4-myc

Figure 4. B, interacts with TCF4 in vitro. (A) Immunoprecipitation of TCF4-myc by B,-eGFP
expressed in CHO cells. (B) Lack of co-immunoprecipitation shows the absence of TCF4-myc/eGFP
interaction. (C) Immunoprecipitation of endogenous TCF4 by [,-eGFP expressed in FOCUS cells.
(D) Western blot analysis of TCF4-myc immunoprecipitated by B;.4s:-€GFP expressed in CHO cells.
(E) Lack of co-immunoprecipitation shows the absence of TCF4-myc/B 125p-eGFP interaction in CHO
cells. (F) Immunoprecipitation of TCF4-myc by SH3-eGFP expressed in CHO cells. Expression of
eGFP-tagged proteins was verified by the observation of cell fluorescence. eGFP-tagged proteins
were immunoprecipitated by mouse anti-GFP antibody (11814460001, Roche) and detected by
western blot using rabbit polyclonal anti-GFP (A-11122, Thermo Fischer Scientific). TCF4-myc was
detected using rabbit polyclonal anti-myc (ab9106, Abcam), while rabbit polyclonal anti-TCF4
(ab185736, Abcam) was used to detect endogenous TCF4.

P inhibitory effect is counteracted by over expression of TCF4

One of the possible mechanisms by which B4 reduces the transcriptional activity of
TCF/LEF promoter may be by occupying TCF4 which will no longer be available to bind -
catenin and to activate its transcriptional activity. To investigate this hypothesis, cop-GFP

reporter activity was measured after exogenous expression of TCF4 in presence/absence of

Ba. As seen in figure 5B, B4 expression results in a significant decrease of the cop-GFP
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reporter gene activity. This effect is completely lost when TCF4-myc is co-expressed along
with Ba.

These results show that in presence of B4, TCF4 is able to rescue the transcriptional
activity of TCF/LEF promoter and, therefore, to ride up cop-GFP expression to its normal

level, strongly suggesting a competitive binding between 4 and p-catenin on TCF4.
DISCUSSION

In this study we extend our previous findings describing the role of the VGCC-f,4 subunit
in cell division and epigenetic regulation (Tadmouri et al. 2012). To this end, a human
hepatocellular carcinoma cell line (FOCUS) was used to study the possible impact of the
VGCC-B4 subunit on the Wnt signaling pathway. This manipulated cell line is characterized
by the stable expression of a double reporter gene (Luciferase/cop-GFP) both under the
control of TCF/LEF promoter. Moreover, these cells possess the advantage of stably
expressing Wnt3 and Fz7 that lead to a constitutively activated pathway. Our results show
that expression of B4 in FOCUS cells decreases their division rate which is in agreement with
our earlier observations on other cell line. Also, B4 exhibits a nuclear localization with a
particular sub nuclear distribution that was already shown to match the nucleolus. On another
hand, our results show that the expression of B4 results in a drastic decrease in the
transcriptional activity of TCF/LEF promoter. The involvement of B4 in the pathway occurs in
the nucleus. In fact, LiCl is a chemical activator of the Wnt signaling pathway that act by
inhibiting GSK3 leading to the translocation of B-catenin into the nucleus. Even in presence
of LiCl, B, was able to repress the transcriptional activity of TCF/LEF promoter suggesting
that the intervention of B4 occurs at the nuclear level of the pathway. This finding was in
concurrence with the nuclear localization of B4 and was strengthened by the fact that mutants
of B4 that are unable to enter the nucleus do not repress the transcriptional activity of the

reporter gene.
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Figure 5. B, execute its inhibitory effect by occupying TCF4. (A) Representative confocal images
of FOCUS (TCF (+) Wnt Fz) cells expressing B4-¢GFP, eGFP, B1.451-eGFP and P 1,5p-eGFP (green)
and labeled with DAPI (blue) to visualize the nucleus. Endogenous TCF4 was labeled with rabbit
polyclonal anti-TCF4 and visualized using a Cy3-conjugated anti-rabbit secondary antibody (B)
copGFP expression measured in the absence and presence of 3, after exogenous expression of TCF4-
myc in FOCUS cell lines. *p<0.05.
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VGCC-B subunits were already described to bind some transcriptions factors and to
modify their transcriptional activity (Hibino et al. 2003; Xu et al. 2011; Zhang et al. 2010;
Tadmouri et al. 2012). From this point, different nuclear actors of the Wnt signaling pathway
have been suggested to bind 4. Neither Kaiso nor p-catenin was able to bind B4 in vitro;
however, B4 was able to interact with TCF4. The interaction requires the preservation of f4
structural integrity and was abolished when the SH3 domain of B, was mutated. Contrariwise,
the truncated construct of 4 consisting of its SH3 domain was able to bind TCF4 suggesting
that B4 interact with TCF4 via its SH3 domain. This observation is in agreement with earlier
reports describing the SH3 domain of VGCC- subunits as a protein-binding domain (for
review, see (Buraei & Yang 2010; Buraei & Yang 2013)).

Since the transcriptional activity can be rescued by exogenous TCF4, we suggest that 4
exerts its inhibitory effect by occupying TCF4 which will no longer be available to bind -
catenin and to activate the expression of Wnt-target genes. However, different scenarios by
which B4 occupies TCF4 can be suggested. First, one may think that the B-catenin binding
domain of TCF4 become unavailable after its binding to B4. This may be due to a direct
involvement of this domain in the interaction with B4 or simply to a steric hindrance. On
another hand, since 4 was already shown to translocate to the nucleolus and that this domain
is well known for proteins sequestration (Boisvert et al. 2007), it is likely to propose that B4
may sequester TCF4 in the nucleolus decreasing its nuclear concentration. Recently, a model
has been proposed suggesting that the nuclear concentration of TCF is important, such as that
of B-catenin, to ensure a proportional ratio between B-catenin and TCF (Phillips & Kimble
2009). Thus, a reduced concentration of TCF4, due to its nucleolar sequestration by By, IS
suspected to be the reason behind P4 inhibitory effect.

Another mechanism may be suggested in which PP2A/B566 dephosphorylates TCF4.
Indeed, it is well documented that regulation of some transcription factors involves a
mechanism of phosphorylation/dephosphorylation mediated by protein kinases and
phosphatases, respectively (Wlodarchak & Xing 2016). The TCF family of transcription
factors also follows this rule; thus, their activity may be regulated by
phosphorylation/dephosphorylation due to the presence in their structures of potential
phosphorylation sites. For example, Traf2- and NCK interacting kinase “TNIK” is a kinase
that phosphorylates TCF3 and TCF4 (Shitashige et al. 2010) leading to the activation of their
transcriptional activity (Mahmoudi et al. 2009). B564 is a regulatory subunit of phosphatase
2A (PP2A) that was previously depicted as able to bind B4 and thus contribute to its nuclear
localization by structuring a complex made of B4s/B566/PP2A (Tadmouri et al. 2012). Based
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on this fact, it may be possible that by its binding to B4, TCF4 is dephosphorylated by PP2A
leading to the repression of their transcriptional activity. Thus, different mechanisms can be
proposed and worth being investigated.

In conclusion, we show that, in vitro, the VGCC-B, is able to interact with the
transcription factor TCF4 and repress Wnt-target gene expression. The in vivo implication of
B4 in controlling Wnt-target gene expression remains to be deciphered. Given the critical
roles of the Wnt/B-catenin in the development and homeostasis, it is not surprising that its
alteration is associated with many diseases including cancer and other neurological
pathology. Consequently, this work opens exciting perspectives for understanding the
underlying molecular causes of some neurological pathologies in which the Wnt signaling

pathway have been implicated.
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Chapitre IV.
Expression de Cayf+ au cours de la differentiation
neuronale

De nombreuses études associent aujourd’hui plusieurs fonctions & une seule protéine.
Ceci est aussi le cas de la sous-unité B des CCDVs, qui semble étre une protéine
multifonctionnelle. Cette diversité est due a la divergence des isoformes et de leurs variants
d’épissage, a la possibilité de Ca,f d’étre présente dans différents compartiments cellulaires,
a sa capacité de lier plusieurs protéines ainsi qu’a la variabilité de 1’expression de certaines
isoformes au cours du développement. Par exemple, I'expression des variants Ca,f2., CayB2qg
et Ca,f2 diminue, alors que I’expression de Ca,f1p, et de Ca,B4 est régulée positivement au
cours du développement. En effet, dans les oreillettes et les ventricules, I'expression de Ca,Bac
est nettement supérieure a 4-5 semaines qu’a 16 semaines d'age (Chu et al. 2004). De méme,
Ca,P2e est principalement exprimé dans les ventricules a 4-5 semaines d'age, ce variant est
faiblement détecté a 16 semaines (Chu et al. 2004). Par contre, ’expression de 1’isoforme
neuronale Ca,f4 augmente avec le développement cérébral du rat (Castellano et al. 1993;
Ludwig et al. 1997). Ces résultats montrent que la protéine n’est pas exprimée d’une maniére

constante et que son expression varie en fonction de I’état de différentiation des cellules.

Dans la majorité de ces études, les niveaux protéiques de Ca,, mais pas de son ARNm,
ont été ¢tudiés. Par la suite, nous nous sommes intéressés a étudier I’expression de Ca,ps
durant la différentiation neuronale. Dans ce but, des CSM ont été induites en NSP puis
différenciées en NLC. Apres la validation de la différentiation et de la pureté des échantillons

par cytométrie en flux, 1’expression de Ca,4 a été quantifiée par RT-PCR.

RESULTATS

1- Immunophénotypage des cellules

Pour suivre la pureté de nos échantillons ainsi que le rendement de la différentiation, les
cellules ont été analysées, a chaque étape de différentiation, pour leur expression des
marqueurs de surface spécifiques par cytométrie en flux. D’abord il était nécessaire de
vérifier la présence des marqueurs spécifiques aux CSM tels que CD105, CD90 et CD73. Les
résultats montrent qu’a JO plus ou moins 50% des cellules expriment ces marqueurs et que ce

pourcentage diminue suite a la différentiation pour devenir négligeable dans les NLC (Figure
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22A). Egalement, il était nécessaire de vérifier I’absence des marqueurs hématopoiétiques
pour assurer la qualité des préparations et vérifier 1’absence de cellules hématopoiétiques. Les
anticorps utilisés étaient dirigés contre I’antigéne des cellules progénitrices hématopoiétiques
CD34 et une protéine transmembranaire de type | dite « CD45 ». Les résultats de ces deux
marquages montrent que dans les échantillons de CSM, NSP et NLC, le pourcentage des
cellules hématopoiétiques était negligeable (Figure 22B). Ensemble, ces résultats montrent la
pureté¢ des préparations de CSM et qu’il ya pas eu une excroissance de cellules
hématopoiétiques a partir des précurseurs purifiées lors de la différentiation. Pour vérifier la
réussite de la différentiation, 1’expression d’un autre marquer « la Nestine » a été étudiée.
Cette protéine des filaments intermédiaires, qui est exprimée par les cellules souches
neurales, est régulée négativement lors de leur différentiation. Dans nos échantillons, 54%
des cellules a JO (MSC) exprimaient la Nestine, cette expression diminue progressivement en
fonction de la différentiation pour devenir négligeable a J37 (NLC) (Figure 22C). Le niveau
éleve de cellules exprimant la Nestine dans les échantillons de MSC n’était pas étonnant, ceci
a été déja décrit dans certaines études (Wong et al. 2014; Xie et al. 2015; Liu et al. 2013) et
souligne la pluripotence de ces cellules progénitrices. Il faut noter que la morphologie des
cellules a été suivie par microscopie a contraste de phase (Figure 22D) vérifiant ainsi chaque

stade cellulaire.
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Figure 22. Caractérisation des CSM avant et aprés la différentiation: (A), (B) et (C)
Immunophénotypage des cellules souches mésenchymateuses derivées de tissu adipeux (MSC), des
neurospheres (NSP) et des cellules neuronales (NLC) par cytométrie en flux. (D) Les CSM, NSP et
NLC vues en microscope a contraste de phase.

2- L’expression de B, Vvarie en fonction de la différentiation neuronale

La sous-unité B4 des CCDVs a été déja décrite comme étant une protéine capable de subir
une translocation nucléaire et cette observation a été déja validée dans des modeles cellulaires
et dans des cultures de neurones. Récemment, notre équipe de recherche a montré que la
distribution subcellulaire de B4 est dépendante de la maturité des neurones (Tadmouri et al.
2012; Ronjat et al. 2013). Subséquemment, Nous avons pensé a étudier le niveau
d’expression de P4 dans les cellules souches neuronales et les neurones differenciés, tous les

deux dérivées des CSM, et observer si cette expression varie suite a la différentiation.

Dans ce but, des échantillons d’ARNm ont été extraits a partir des trois stades cellulaires
(MSC, NSP, NLC), retranscrits en ADNCc puis analysés par Q-PCR. Les niveaux d'expression
des geénes ont été normalises a la GAPDH et la quantification relative a été réalisée en
utilisant la méthode de AACt. Les niveaux d'ARNm dans les SCM ont été choisis comme

référence et ont été arbitrairement normalisées a 1. Les résultats montrent que I'expression de
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B4augmente en fonction de la différentiation. En effet, deux fois plus d’ARNm de B4 ont été
détectées dans les NSP alors que les NLC expriment 6 fois plus de 4 par rapport aux MSC et
3 fois plus par rapport aux NSP (Figure 23). Ces résultats dévoilent une corrélation entre

I’expression de B4 et le degré de différenciation neuronale.
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Figure 23. L’expression de B, est corrélée a la différentiation neuronale. L’ARNm de B, a été
analysé par RT-PCR. Les niveaux d'expression des génes ont été normalisés a la GAPDH et la
quantification relative a €té réalisée en utilisant la méthode de AACt. Le niveau d'ARNm dans les
CSM a été choisi comme référence et a été arbitrairement normalisé a 1. Les données sont exprimées
en tant que moyen + écart-type. n=3, *p<0.05.

DISCUSSION

De nombreux troubles neurologiques tels que la maladie de Parkinson, la sclérose en
plaques et la maladie d'Alzheimer sont dus a la perte de neurones et de cellules gliales. Les
études émergentes se sont focalisées sur la capacité des CSM a se différencier en cellules
souches neuronales comme une solution pour traiter ces troubles.

Dans notre étude, nous avons utilisé le tissu adipeux comme source pour générer des
cellules souches neurales dérivées des CSM. Ces cellules sont facilement accessibles en
grandes quantités avec un minimum de méthodes invasives. La caractérisation de ces cellules
par cytometrie en flux a montré la réussite de la purification ainsi que la fiabilité du protocole

de différentiation.
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D'autre part, depuis une dizaine d’années les études ont dévoilé le potentiel de la sous
unité B des CCDVs comme une protéine nucléaire ayant des fonctions cruciales telles que la
régulation genique, la régulation de la prolifération et du cycle cellulaire. L’isoforme
neuronal B4 a été aussi décrit comme capable de subir une translocation nucléaire dans des
modeles d’expression hétérologues ainsi que dans les neurones (Hibino et al. 2003; Xu et al.
2011; Ronjat et al. 2013; Tadmouri et al. 2012; Zhang et al. 2010; Etemad et al. 2014). Aussi,
cette translocation est corrélée a la différentiation, ou des niveaux nucléaires plus élevées de
B4 ont été détectés dans les neurones proportionnellement a leur état de différentiation. Dans
cette partie du travail, nous avons étudié 1’expression de B, dans les cellules souches
neuronales et suivi cette expression aprées leur différentiation en cellules neuronales. Nos
résultats montrent qu’aux différents stades cellulaires 1’expression de 4 n’est pas uniforme
ou elle augmente suite la différentiation des cellules souches en cellules neuronales. Ceci peut
étre di aux obligations fonctionnelles dépendantes du canal calciqgue, ou méme a des
fonctions qui peuvent étre accomplies loin de la membrane plasmique.

Vue I'importance de la sous unité B4 dans le systeme nerveux, les mutations qui touchent
cette sous-unité ont été liées a différentes pathologies. En conséquence, ce modele de cellules
neuronales dérivées des CSM s’avére promettant d’une part pour la compréhension du canal
calcique mais aussi pour fournir un matériel efficace pour les tentatives d'utiliser les CSM
pour la thérapie cellulaire. A cet effet, ces résultats préliminaires peuvent étres plus élargis en
étudiant la translocation nucléaire de Ca,f4 au cours de la différentiation, I’expression des
autres composants du canal calcique, de la fonctionnalité des neurones et leur fiabilité dans le

traitement des maladies neurodégénératives.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Au cours des dix derniéres années plusieurs études ont mis en évidence la participation
directe d’un fragment de la sous-unité Cao; et la sous-unité Ca,p des canaux calciques
dépendants du voltage a différentes voies de signalisation contrdlant I’expression de geénes.
Ainsi, la sous-unité Ca,f, longtemps considérée comme une sous-unité uniquement
régulatrice des CCDVs, apparait comme une protéine multifonctionnelle. De nombreuses
protéines sont aujourd’hui associées a plusieurs fonctions et la situation « plusieurs fonctions

pour une méme protéine » semble se généraliser.

Au cours de mon travail de thése, je me suis intéress¢ a étudier le role de 1’isoforme
neuronale Ca,f4, dans le contréle de la division cellulaire et la régulation génique. Cette
derniére a été déja décrite dans plusieurs études antérieures (Hibino et al. 2003; Tadmouri et
al. 2012; Etemad et al. 2014; Ronjat et al. 2013), ainsi I’objectif était d’identifier de nouvelles
voies de signalisation dans lesquelles Ca,B4 peut intervenir. Expérimentalement, ces études
ont ét¢ menées dans des systémes d’expression ou Ca,B, a été transfectée transitoirement.
Etant donné que les lignées cellulaires exprimant de maniére stable notre protéine d'intérét
sont plus utiles pour étudier son effet a long terme, nous avons générer une lignée cellulaire
CHO stable exprimant la sous-unité Ca,ps. Pour pouvoir mener une étude comparative avec
le mutant épileptique de Ca,f4, une lignée cellulaire CHO stable exprimant Ca,f1.4s1 a été

aussi généree.

Dans la premiere partie du travail nous avons étudié la localisation de Ca,f4 dans notre
modele cellulaire. En effet, la localisation nucléaire de Ca,f a été décrite dans différentes
¢tudes précédentes; néanmoins, aucune étude n’a articulé la distribution subnucléaire de
Ca,p4. Ainsi, nous avons étudié cette distribution et décrit, pour la premiére fois, la
localisation nucléolaire de Ca,fB4. Effectivement, par microscopie confocal et western blot,
nous avons pu montrer la présence préférentielle de Ca,Bs dans les nucléoles. Cette
localisation est exclusive pour Ca,f4 et nécessite probablement son extrémité C-terminale ou
sa capacité a lier certaines protéines. Ces suggestions ont été basées sur le fait que le mutant
épileptique de Ca,p,4 est défectueux pour I’adressage nucléolaire. En effet, la délétion de 38
acides aminés dans I’extrémité C-terminale de Ca,f4, correspondante a la mutation R482X,

empéche sa translocation nucléolaire, d’un facteur de 7, versus la sous-unité native.
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Du point de vue fonctionnel, I’expression de Ca,B4 inhibe la prolifération cellulaire in
vitro. Etant donné que le mutant épileptique de Ca,f4 n’a aucun effet sur la prolifération,
cette inhibition semble étre sous la dépendance de la localisation nucléaire, voir nucléolaire,
de Ca,p4. Bien que le nucléole soit principalement associé a la biogenése des ribosomes,
plusieurs preuves montrent qu'il possede des fonctions supplémentaires. Certaines de ces
fonctions, comprennent la régulation de la mitose, la progression du cycle cellulaire et la
prolifération (Boisvert et al. 2007). Ainsi, il est probable que la localisation de Ca,f4 dans le
nucléole soit a la base de I’inhibition de la division cellulaire par un mécanisme qui reste a
¢lucider. D’un autre c6té, en présence de Ca,B4 la localisation nucléaire et nucléolaire de
B566, une sous-unité régulatrice de la phosphatase PP2A, sont favorisées. Cette derniere est
I'une des phosphatases les plus polyvalentes impliquées dans la division cellulaire. En effet,
PP2A est connue a déphosphoryler plus de 300 substrats impliqués dans le cycle cellulaire,
régulant ainsi presque toutes les voies principales et les points de contrdle du cycle cellulaire
(Wlodarchak & Xing 2016). De ce fait, il est probable que Ca,4 supporte la translocation

nucléaire de B566, sous entendu PP2A, favorisant ainsi la régulation de la prolifération.

En outre, nous avons montré que Ca,f4 dérégule la progression du cycle cellulaire en
empéchant les cellules de rentrer dans la phase S du cycle. Le mécanisme n’implique qu’en
partie B5606 parce que le mutant épileptique Cayf1-481, qui ne fixe pas B569, est aussi capable
de modifier le profile du cycle cellulaire. Afin de comprendre ces observations, une analyse
transcriptomique a été réalisée en étudiant le profil d'expression génique d'un ensemble de
genes impliqués dans le cycle cellulaire. Comme prévu, et puisque le variant épileptique
montre une distribution subcellulaire différente que Ca,B4, les deux sous-unités exhibent un
profil de régulation génique différentiel. Parmi les transcrits régulés, certains sont
uniquement controlés par 1’une des deux protéines (Ca,f4 ou Ca,P14s1) alors que d’autres
sont régulées par les deux. Ces observations conférent au mutant épileptique des
responsabilités de régulation génique qui difféere de ceux de Ca,f4. Ceci peut étre du aux
differents partenaires protéiques, non encore identifiés, qui peuvent se lier a Ca,f34 mais pas a

CaP1-481, OU inversement.

La deuxieéme partie de notre travail consistait a étendre nos résultats et chercher les causes
derriere ’impact de Ca,p4 sur la prolifération cellulaire. Pour cela, nous nous sommes basés
sur les études antérieures décrivant Ca,f4 dans la régulation génique. En d’autres termes,

nous avons suggéré que 1’origine de nos observations sur la prolifération cellulaire peut étre
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du a une implication directe de Ca,f4 dans une voie de signalisation qui régule la division
cellulaire.

Parmi les différentes voies de signalisation potentielles, nous avons choisi la voie Wnt qui
est connue comme l'une des voies les plus importantes régulant la prolifération et la
differentiation cellulaire. Cette voie joue un réle important pendant le développement
embryonnaire et cérébral et intervient dans le maintien des cellules souches (Al-Harthi 2012).
Dans notre étude, nous avons montré que Ca,f4 est impliquée dans la répression de
I’expression des génes cibles de la voie Wnt. Cette inhibition se produit dans le noyau suite a
I’interaction de Ca,f4 avec le facteur de transcription TCF4, qui est un acteur crucial de la
voie.

Contrairement a la sous-unité Ca,B4, le mutant épileptique est incapable de réprimer
I’expression génique mais il interagit avec TCF4. Ceci montre que cette interaction ne
nécessite pas ’extrémité C-terminale de Ca,fs. Le deuxiéme mutant qui était testé dans ce
projet porte une mutation ponctuelle (L125P), au niveau du domaine SH3, qui rompe
I’interaction intramoléculaire SH3/GK. Ce mutant est aussi incapable de réprimer
I’expression génique et ne se lie pas @ TCF4. Ceci nous a laissé penser que I’interaction de
Ca/ps avec TCF4 se produit via le domaine SH3. Effectivement, les expeériences
d’immunoprécipitation ont validé notre hypothése qui est en accord avec les rapports
antérieurs décrivant le domaine SH3 des Ca,fs en tant qu’un domaine de liaison aux
protéines (Buraei & Yang 2010; Buraei & Yang 2013). Ainsi, ces résultats sont les premiers a
montrer une inhibition directe de la voie Wnt par Ca,f4 ayant comme conséquence une

réduction de la prolifération cellulaire.

D’un autre c6té, nous avons mis en ¢évidence une expression différentielle de Ca,f4 au
cours de la différentiation neuronal. En effet, ’expression de Ca,,; augmente lors de la
différentiation des CSN en neurones, toutes les deux dérivées des CSM. Ceci peut étre di a
des obligations fonctionnelles dépendantes du canal calcique, ou méme a des fonctions
propres a Ca,f4. Ce travail peut étre complété en étudiant 1’expression des autres composants
des CCDVs ainsi que la fonctionnalité de ces canaux. Par conséquence, ce travail ouvre des
nouvelles pistes de recherche visant la compréhension du canal calcique et peut fournir un
matériel efficace pour les essais d'utilisation des CSM pour la thérapie cellulaire des maladies

neurodégénératives.
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En gros, cette étude révele un coté non exploré de la sous-unité Ca,f4 dans la prolifération
et caractérise une nouvelle voie de régulation de I’expression génique par Ca,f4. Cette

régulation a été décrite in vitro et nécessite ainsi sa validation in vivo.

La souris léthargique constitue un modele naturel d’épilepsie humaine, permettant de
comprendre la mutation R482X et ses consequences. Cette mutation génere une protéine
tronquée (CayP1-481) qui n’influence que trés peu les cinétiques du canal. Ainsi, le phénotype
neurologique, caractérisé par 1’apparition des crises d’épilepsie, ne peut pas étre expliqué
uniquement par cette 1égére dérégulation. Dans d’autres termes, le phénotype épileptique peut
étre, en partie, lié au défaut de translocation nucléaire de Ca,[1-481, ainsi, a son incapacité
d’accomplir des fonctions nucléaires importantes. Etant donné que les deux fonctions de
Ca,p4 décrites dans cette étude sont abolies avec la forme mutante épileptique de la protéine,
une étude comparative entre des souris sauvages et des souris léthargiques parait intéressante.
Expérimentalement, il est possible de quantifier les CSN, de déterminer leur capacité
proliférative et de comparer ces deux parametres entre les deux modeéles de souris sauvage et
léthargique. Egalement, il est possible de quantifier, par microscopie confocal, les neurones
en utilisant des coupes de cerveaux issues de ces deux modeles de souris. Ceci permettra
d’abord de comprendre le role Ca,f4 dans la prolifération dans son milieu natif et d’étudier le
lien possible entre le phénotype épileptique et les défauts fonctionnels de Ca,f1-4s1. Dans ces
mémes modeles, une étude comparative de I’expression des genes cibles de la voie Wnt
s’avere prometteuse. Elle permettra de valider nos observations in vivo et de comprendre le

mécanisme de régulation génique en détails.

Ce travail peut aussi étre complété pas un éventail de manipulations; d’abord il est
important de déchiffrer le dynamisme de la translocation nucléaire, voir subnucléaire, de
Ca,p4. Dans ce contexte, les techniques de FRAP et de FLIP (Fluorescence loss in
photobleaching) permettrons d’étudier la mobilité de Ca,p, dans les différents sens: du
cytoplasme vers le noyau, ou inversement, et du noyau vers le nucléole, ou inversement.
Egalement, il sera intéressant de déterminer, au sein de chaque compartiment cellulaire, la
fraction de Ca,f4 libre versus la fraction liée a d’autres composants cellulaires. Ceci
permettra de comprendre le mécanisme de translocation nucléaire, voir nucléolaire, de Ca,fs.
D’un autre c6té, 1’évolution des techniques analytiques et des bases de données peptidiques
sont utiles dans les études protéomiques visant 1’identification des partenaires de Cayf4. En

effet, I’immunoprecipitation de Ca,Bs et I’identification de ses partenaires protéiques par
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spectrométrie de masse (MALDI) est envisageable. Ceci permettra de definir les complexes
protéiques qui peuvent étre structurés par Ca,f4 et d’ouvrir des nouvelles pistes de recherche

sur ses fonctions.
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CONCLUSION

En conclusion, la sous-unité Ca,f4, admise comme une protéine régulatrice du canal
calcique, posséde d’autres activités indépendantes de la sous-unité Cayoy, Y compris la
prolifération cellulaire. Outre sa localisation nucléaire, Ca,B4 est présente préférentiellement
dans le nucléole, le site de régulation de plusieurs processus cellulaires. La localisation
nucléaire de Ca,f4 a pour role de réprimer 1’activité transcriptionnelle de la voiec Wnt et par
conséquence la prolifération cellulaire. D’un autre c6té, durant la différentiation des cellules
souches en cellules neuronales 1’expression de Ca,fs augmente. Ceci peut classer Ca,f4
comme un interrupteur moléculaire entre la prolifération et la différentiation cellulaire. Des
patients, souffrant d’une épilepsie myoclonique juvénile portent des mutations de la sous-
unité Ca,B4. Cette forme mutée de la protéine ne peut pas réguler la prolifération cellulaire ni
I’expression des génes cibles de la voie Wnt. Par conséquence, le phénotype épileptique peut
étre di a ’absence de régulation de la voie Wnt connue pour étre dérégulée dans les maladies

neurodégénératives.
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Identification of L-Amino Acid Oxidase (Mb-LAAOQO) with Antibacterial
Activity in the Venom of Montivipera bornmuelleri, a Viper from Lebanon
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Abstract: The L-amino acid oxidase (LAAO) is a multifunctional enzyme, able to partake in different activities including
antibacterial activity. In this study, a novel LAAO (Mb-LAAO) was isolated from the venom of M. bornmuelleri snake
using size exclusion chromatography followed by RP-HPLC and partially characterized. However, the molecular weight
of the Mb-LAAO determined by ESI-MS and SDS-PAGE was 59 960.4 Da. Once the enzymatic activity test confirming
the enzyme’s identity (transformation of L-leucine) was done, the Mb-LAAO was evaluated for its antibacterial activity
against Gram-negative bacteria. It showed a remarkable effect against M. morganii and K. pneumoniae. Moreover, no cy-
totoxic activity was observed for Mb-LAAO against human erythrocytes arguing for an exploration of its pharmaceutical

interest.

Keywords: Antibacterial effect, LAAO activity, L-amino acid oxidase, LC-ESI-MS analysis, Montivipera bornmuelleri.

INTRODUCTION

Nature has been a source of medicinal products for thou-
sands of years, among which snake venoms form a rich
source of bioactive molecules, such as peptides, proteins and
enzymes with important pharmacological activities. While
the original native snake venom compounds are usually un-
suitable as therapeutics, interventions by medicinal chemists
as well as scientists and clinicians in pharmaceutical research
and development have made it possible to use the snake
venom proteins as therapeutics for multiple disorders based
on the available structural and functional information. Snake
venoms, with their cocktail of individual components, have
great potential as therapeutic agents for human diseases [1-3].
A large number of proteins have been purified and character-
ized from snake venoms. The most common enzymes in
snake venoms include Phospholipase A2, Proteinase, Nucleo-
tidase, Phosphodiesterase, and L-Amino Acid Oxidase [4].

L-amino acid oxidases (LAAOs, EC 1.4.3.2) are enanti-
oselective flavoenzymes catalyzing the oxidative deamina-
tion of a wide range of L-amino acids. During the reductive
half reaction, the amino acid substrate is oxidized to the
imino acid with concomitant reduction of the flavin cofactor
(flavin adenine dinucleotide or FAD). The imino acid prod-
uct of oxidation undergoes a non-enzymatic hydrolysis to
give the respective a-keto acid and ammonia. An oxidative
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half reaction completes the catalytic cycle reoxidizing the
FAD with molecular oxygen and producing hydrogen perox-
ide. LAAO activity has been detected in a wide range of or-
ganisms, both eukaryotic and prokaryotic [5]. The LAAOs
isolated from snake venoms are the most well characterized
members of this enzyme family. These enzymes are found in
high concentrations in venomous snakes. Several biological
activities of LAAOs from snakes have been reported, includ-
ing apoptosis-inducing activity on various human cell lines
[6] as well as antibacterial [7] and anti-HIV activity [8] It has
been shown that these effects could be correlated to the pro-
duction of a highly localized concentration of H,O, [9-11].
In fact, the finding that LAAO-induced apoptosis is distinct
from that caused by exogenous hydrogen peroxide supports
the idea that the mode of hydrogen peroxide delivery is an
important factor in inducing apoptotic activity. Such findings
have generated an increasing interest in the application of
venom LAAOs as a target for the treatment of acquired im-
munodeficiency syndrome (AIDS) [8].

Due to this variety of functions, LAAOs has been the
subject of a number of biophysical, biochemical, spectro-
scopic and kinetic studies in order to understand its evolution
in Viperidae venom and its mechanisms of action in snake-
bites.

M. bornmuelleri is one of the venomous viper species
found in Lebanon at altitudes above 1800m. Its small size,
rarely exceeding 60 cm, is due to adaptation to the cold cli-
mate of its habitat [12]. This specie is listed as endangered
by the International Union for the Conservation of Nature
based on its limited geographic range estimated to be less
than 20,000 km? Very little is known about the biology of

© 2013 Bentham Science Publishers
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this rare species; however the Lebanon viper is likely to have
aspects in common with other members of the viper family
(Viperidae) [13].

Many of the early efforts in venom research were di-
rected towards the identification, characterization and purifi-
cation of proteins that are found in abundance in venoms or
in most natural components. With the advent of more sophis-
ticated purification techniques, there have been studies of
new and interesting protein components that are found in
smaller quantities. In our previous studies, we have demon-
strated the presence of different components within the
venom of M. bornmuelleri such as PLA2, metalloproteinase
and serine-proteinase [12]. In this work, we describe the
identification and partial characterization of a novel LAAO
from M. bornmuelleri venom named Mb-LAAO. In addition
to enzymatic activity the Mb-LAAO was evaluated for bac-
tericidal activity against Morganella morganii and Klebsiella
pneumonia, two gram-negative bacteria, and its hemolytic
effect toward human erythrocytes was equally established.

EXPERIMENTAL
Materials

Venom was manually milked from M. bornmuelleri vi-
pers, freeze-dried into crystal shape, and stored at —20°C in a
dry, cold and light-free place. Ammonium acetate, Formic
acid (FA), SDS, Tris-glycine buffer, Coomassie Brilliant
blue, ethanol, acetic acid, methanol, mercaptoethanol, glyc-
erol, bromophenol blue, acetonitrile (ACN), L-Leucine and
trifluoroacetic acid (TFA) were from Sigma-Aldrich (USA).
Muller Hinton agar and Imipenem disk were purchased from
Bio-Rad. Bacterial strains were obtained from Strain Bank at
Azm center for the research in biotechnology and its applica-
tions.

HPLC

Five milligrams of lyophilized crude venom was sus-
pended in 0.2 ml of 0.05M ammonium acetate buffer, pH 8.2.
A total of 200pl (ZSm%/ml) was injected into a Waters
300SW (PROTEIN-PAK™, 7.5x300mm) size-exclusion col-
umn. The column was previously equilibrated with the elution
buffer (0.05M ammonium acetate buffer, pH 8.2). The col-
lection process required 60min at a flow rate of 0.5 ml/min.
A UV/VIS (Agilent G1314D-VWD) detector was used to
monitor absorbencies at 280 nm. HyStar™ V 3.2 software
was used to control the pumps and store data. All the col-
lected fractions were subjected to the LC-ESI-MS analysis.

LC-ESI-MS Analysis

On-line LC-ESI-MS analysis of collected fractions was
performed on a Restek Ultra II C18 column (25 cm length,
4.6 mm inner diameter and 5 um diameter of grafted silica
particles). 20 uL of each fraction were injected into the sys-
tem automatically and eluted with a linear gradient of 0% to
100% buffer B [ACN +0.1% FA] in 40 min then 100%
Buffer A [water +0.1% FA] for 5 min at a flow rate of 0.75
ml/min (A= 280 nm). Fractions were injected manually into
the LC-ESI-MS system and analyzed in positive ion mode.
ESI spectra were acquired using an Esquire 3000 type from
Bruker. Data processing was performed with the aid of the
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following Softwares: 44.0 Hystar Version 3.2, Hystar Post
Processing, Esquire Control Version 1.3 and Data analysis
compass.

Sodium Dodecyl Sulfate-polyacrylamide Gel Electropho-
resis

Each fraction was applied to Sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) according
to a modified technique of Laemmli (1970). Separating gels
12% and stacking gel 4% were used.

The samples mixed with Tris-HCI (1.25 M, pH 6.8), SDS
10%, 2-Mercaptoethanol, Glycerol, Bromophenol Blue
0.1%, were heated for 5 min in a boiling water bath and then
placed into ice. Twenty uL of each sample was then loaded
onto a gel, and electrophoresis was carried out using Tris-
Glycine (pH 8.3) with SDS 10% buffer at a constant voltage
(60 V for 2 h). The gel was stained for 15 min in 0.1%
Coomassie brilliant blue R-250. Destaining was carried out
in a solution containing 10% ethanol and 7.5 % acetic acid,
until the background became clear. The molecular weights of
the protein bands were determined using protein standard
markers (6.5-200 kDa).

Antibacterial Activity

Each fraction collected by exclusion chromatography
was screened for antibacterial activity against M. morganii
and K. pneumonia by disc-diffusion method. The strains
were inoculated into the agar for 24 hours at 37 °C. A colony
of each strain was placed in 5 mL of 0.9% NacCl, vortexed,
and then inoculated by flooding onto sterile MH agar plates
(90-mm diameter). The surface of the medium was allowed
to dry for about 3 min. sterile paper discs were then placed
onto the MH agar surface and 20 ul of each fraction were
added per disc in duplicate. The blank disc containing 20 ul
of 0.05M ammonium acetate buffer, pH 8.2, served as a
normal control. The plates were incubated at 37 °C for 24 h.
The antimicrobial activity is related to the diameters of the
inhibition of growth recorded in millimeter around the disks.

LAAO Activity

LAAO activity was determined by spectrophotometrical
method using L-Leucine as substrate [14]. The reaction was
performed in a 96 well plate, which each contain 100 uL of
L-Leucine (0.05M) and 20 uL of the sample to be tested.
After measuring the absorbance at 450 nm the plate was in-
cubated at 37 °C for 2 h. The reaction was then stopped by
the addition of 100 uL of Trifluoroacetic acid (TFA 27%)
and once again the absorbance was measured. An increase in
absorbance at 450 nm indicates the presence of enzyme ac-
tivity.

Hemolytic Activity on Human Blood Agar Plate

Human blood agar plates were prepared by adding 5 ml
of RBCs to 95 ml of sterile nutrient agar aseptically and the
solution was poured immediately into the Petri dishes. After
solidification, the wells are cut into the agar (6 mm diameter)
then loaded with 20 ul of test solutions. The plates were ob-
served for hemolysis after 24 h of incubation at room tem-
perature [15].
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RESULTS AND DISCUSSION

In fact, the crude venom of M. bornmuelleri was frac-
tioned by size exclusion chromatography (SEC) according to
the protocol described in the experimental part, and six frac-
tions with different times of retention were collected. The
SEC chromatogram is represented in (Fig. 1). Each peak was
collected in one defined fraction. Thus, six fractions (fraction
A, B, C, D, E and F) corresponding to six represented peaks
were pooled. The separate passage of each fraction through
RP-HPLC coupled to ESI mass spectrometer (LC-ESI-MS)
has enabled directly the mass analysis of various components
present in each fraction and eluted from the C;g column.
High molecular weight proteins were observed in fractions A
and B. Contrariwise, low molecular weight proteins about 14
kDa to 20 kDa were found in fractions C through F.

The analysis using LC-ESI-MS of fraction A correspond-
ing to the first peak on SEC chromatogram (grey color in
Fig. 1) showed the presence of few components with domi-
nance of a mass equal to 59 960.4 Da at a retention time
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around 27 min. The appearance of the peak in (Fig. 2A) at 27
min suggests the purity of the matching protein. The poten-
tial Mb-LAAO displayed on one ion peak protonated with
75H+ at m/z = m/z 800.5 corresponding to the same mass
equivalent to 59 960.4 Da. This value of experimental mass
obtained added to the specific activity test (shown later) con-
firms the identity of LAAO.

The obtained results show clearl¥ that, the combination
of Waters 300SW PROTEIN-PAK™, (7.5x300mm) size-
exclusion column and LC-ESI-MS using Restek Ultra II Cig
column coupled to Electrospray Ionisation Mass Spectrome-
ter is very useful in detecting LAAO from the crude venom
of M. bornmuelleri.

Figure 3 describes the electrophoretic profile of fraction
A, B, C, D, E and F all obtained by HPLC (size exclusion
column). Fraction A showed a single band of 60 kDa, ap-
proximately similar to the one obtained by ESI-MS confirm-
ing the success of Mb-LAAO’s isolation from the venom of
M. bornmuelleri.
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Fig. (1). SE chromatogram. The absorbance was measured at 280 nm. The retention time of each peak obtained is indicated in min. Each
peak corresponds in one fraction. The grey-shaded area (peak 1/fraction A) indicates the location of Mb-LAAO using ESI-MS and specific

activity assays.



340 Infectious Disorders — Drug Targets, 2013, Vol. 13, No. 5 Rima et al.
A) Intens. J
[mAU]
40 £
~
o~
3 —LAAO
204
104
0-"717 ™ "——.I T - T T T I T T T T l ml - T T T T T T T T T T T T T T T T T T li T Iil T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 Time [min]
[E=-FRACTION 3_1_01_2710.d: UV Chromatogram, 280 nm ]
B)
Intens.
75+ +MS
800.5
8000
6000
40004
20004
0 T L ' L v T v T v L v L T L v T T T T
500 1000 1500 2000 2500 mass/z
(@)
Component Mass Molecule Abundance  Abund.[%] StdDeviation Act. Peak z
A 59960.4 [M + H]+ 10402 100 0.639635 750.7 80+
760.2 79+
769.6 78+
779.8 77+
790.0 76+
800.5 75+
811.4 T4+
8225 73+
833.8 72+
8454 71+
857.4 70+

Fig. (2). A) Analytical C,5 reversed-phase profile of peak1/fraction A obtained by Waters 300SW PROTEIN-PAK™, 7.5x300 mm SEC. The
extracted LAAO was eluted at 27 min using a gradient of 0% to 100% ACN in 40 min then 100% water for 5 min at a flow rate of 0.75 ml / min.
B) ESI mass spectrum (MS) of peak1/fraction A. The peak obtained corresponds to the mass of the protonated ion of LAAO (M + 75H"). C)
Different characteristics of LAAO’s mass value obtained after analysis. They correspond to the molecular weight of LAAO (Mass = 59 960.4 Da),
the amplitude of abundance, the percentage of abundance, the standard deviation, the mass values protonated and the number of protons

hooked for each one; all correspond to the same molecule: the LAAO.

Comparing a part of these results with previous studies
concerning the characterization of snake venoms shows mass
matching with the theoretical masses found in the bibliogra-
phy: Fry et al. [16] summarized that the molecular weights
found for many LAAOs range from 55 to 59 kDa, in which
differences can be observed depending on the procedure
used for the determination. In this study, the molecular
weight of LAAO was found around 59 kDa belonging to the
same range. Nevertheless, others with molecular weight of 2
281 Da and 13 664 Da are supposed to belong to Sarafotoxin
and PLA, proteins families, respectively (data not shown).
Henceforth, definitive assignment of these proteins detected
in M. bornmuelleri’s venom can only be done through spe-

cific activity study. That’s why all fractions collected from
SEC were screened for LAAO, hemolytic (on blood agar)
and antibacterial activity.

Studies have shown that LAAO is one of the major com-
ponents of snake venoms, which possess numerous biologi-
cal functions and is thought to contribute to the toxicity of
the venom [17]. LAAO is a classical flavoprotein that cata-
lyzes the oxidative deamination of L-amino acids, converting
them into keto-acids, ammonia and hydrogen peroxide (H,0O,)
[6]. Here, LAAO activity was detected in M.bornmuelleri’s
crude venom and fraction A using L-Leucine as substrate.
Table 1 shows the results obtained by the enzymatic activity
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200 kDa Myosin from porcine heart

116 kDa Galactosidase from E.Coli
97 kDa Phosphorylase b from rabbit muscle

66 kDa Bovine Serum Albumine
55 kDa Glutamic Deshydrogenase from bovine liver

45 kDa Ovalbumine from chicken egg

36 kDa Glyceraldehyde-3-PDH from rabbit muscle

24 kDa Trypsinogen from bovine pancreas
20 kDa Trypsin inhibitor from soybean

s 6.5 kDa Aprotinin from bovine lung

Fig. (3). SDS PAGE profile of the different fractions collected by SEC. From left to right: FA: Fraction A, FB: Fraction B, FC: Fraction C,
Standard: Molecular marker, FD: Fraction D, FE: Fraction E and FF: Fraction F. The gel was stained for 15 min with 0.1% (w/v) Coomassie

Brilliant Blue R-250 and distained by 7.5% (v/v) acetic acid.

Table1l. Enzymatic activity testing of the fractions collected by SEC measured using L-Leucine as substrate. A negative control
using a placebo having no enzymatic activity is also indicated.
. Fraction A Fraction Fraction Fraction Fraction Fraction
Absorbance Negative Control
Mb-LAAO B C D E F
To 0.069 0.126 0.148 0.149 0.15 0.177 0.182
T 0.078 0.157 0.135 0.149 0.146 0.145 0.146

testing of the fractions collected by SEC. It shows the pres-
ence of an increase in absorbance at 450 nm. Indeed, com-
pared to the other samples and to the control, fraction A
was the unique fraction showing an increase in absorbance
(0.126 to 0.157) when the sample was added to the
L-Leucine indicating the presence of LAAO activity. This
result came to assure those obtained with ESI-MS and SDS-
PAGE analysis that fraction A contains potential LAAO en-
zZymes.

For the hemolytic test, after 24h of incubation at room
temperature, fraction A did not show any hemolytic activity
due to the absence of enlightenment around the well contain-
ing the sample which is not the case of the positive control
which shows a clearly enlightened area (data not shown).

Several studies described the antibacterial activity of
snake venoms [18]. In our previous work- accepted for publi-
cation in “Frontiers in Toxinology” (2013 Edition, Ben-
tham Science Publishers) - the antibacterial effect of M.
bornmuelleri’s crude venom was studied. It exhibits large
inhibition zones on both gram positive and negative strains.

Based on these data, fractions A to F were assayed for anti-
bacterial activity against two gram-negative bacteria (M.
morganii and K. pneumonia). The results (Table 2) showed
that Fractions B, C, D, E and F failed to exhibit any antibac-
terial activity against the two selected bacteria. However,
Fraction A which contains Mb-LAAO as judged by enzy-
matic activity testing, ESI-MS and SDS-PAGE was the only
one able to ban the growth of two gram negative bacteria. A
clear zone of inhibition (8 mm) was seen against M. mor-
ganii followed by 6 mm for K. pneumoniae. Compared with
imipenem which was used as control, the crude venom of M.
bornmuelleri demonstrated equally a significant antibacterial
activity against the two strains. It exhibits large inhibition
zones with a diameter of 19 mm for M. morganii and 10 mm
for K. pneumoniae. These results correlate with other studies
concerning the antibacterial activity of LAAO isolated from
viper’s venom. In a previous study, LAAO isolated from B.
atrox and C.s adamanteus was found to have a strong effect
against S. aureus and P. mirabilis [18].
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Table2. The antibacterial activity of the fractions and the crude venom of M. bornmuelleri measured using standard disk-diffusion
test on Muller Hinton agar M. morganii and K. pneumonia. The Negative (Water/Ammonium acetate) and the Positive con-
trol (imipenem antibiotic) are also indicated.

Bacterial Fraction A Fraction Fraction Fraction Fraction Fraction Crude Negative Positive

strains Mb-LAAO B C D F venom control control

M. morganii 8 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 19 mm 0 mm 23 mm

K. pneumoniae 6 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 10 mm 0 mm 30 mm
CONCLUSION REFERENCES

In conclusion, an LAAO enzyme named Mb-LAAO was
isolated and partially characterized for the first time from the
venom of M. bornmuelleri. The isolated Mb-LAAO reveals
an oxydase effect that highlights its identity, given that the
enzymatic test performed on L-leucine as substrate is a spe-
cific test (enzyme/substrate). Mb-LAAO exhibits a consider-
able antimicrobial effect against M. morganii and K. pneu-
moniae. Moreover, any cytotoxic activity against human
erythrocytes was observed. This is why this protein deserves
further studies leading to the determination of its N-terminal
sequence, its mechanism of action and its potential pharma-
cological applications.
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bornmuelleri, venom
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RBCs = Red blood cells

RP-HPLC = Reverse phase high pressure liquid chro-
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ABSTRACT

Viper’s venom is a source of biopharmaceutical compounds, hence the need to assess the effect of this
animal extract on human blood. Here, we studied the blood coagulation disorders and hemolytic activities of the
venom of M. bornmulleri viper. The pro-coagulant and anticoagulant effects are analyzed with venom
concentrations ranging from 0.4 to 0.0031 mg/mL. Thus, the PT is way above the normal value indicating an
anticoagulant activity whereas for the aPTT, the high concentration of the venom showed an anticoagulant
activity, but a pro-coagulant effect was occurred when the venom concentration decreases to 0.05 and/or 0.025
mg/mL. Hemolytic tests, performed in suspension (30% RBCs) and on blood agar plate (5% RBCs), show that an
increased concentration of the venom going until 1.6 mg cannot produce a hemolytic effect, even in the
presence of ca** (hemolysis < 0.5%). Also, on the blood agar plate no hemolytic area appeared even with 0.04
mg of the lyophilized venom. Otherwise, the venom was able to induce a low hemolytic activity (hemolysis = 1.3
%) by acting on L-a-PC used as substrate. In this case, the destruction of erythrocytes increased proportionally to
the added amount of phospholipids which are hydrolyzed to fatty acids and lysophospholipids (two toxic
substances for RBCs), probably due to the presence of PLA2 in the venom and which are known by their ability to
hydrolyze lecithin
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INTRODUCTION

Snake’s venom is a complex mixture of
proteins, nucleotides and inorganic ions. This
combination gives an array of toxicity to the
venom, where the peptides and polypeptides are
responsible for a variety of toxic properties [1].
The snake crude venom has a wide spectrum of
biological activities, such as neurotoxic,
cardiotoxic, cytotoxic and antibacterial activity [1-
3]. Furthermore, some viper venom components
show antitumor and antiangiogenic activities [4].
Due to this broad range of biological functions, the
snake venom and its bioactive components have
been the subject of many scientific articles in
different research fields, including biochemistry,
biophysics, toxicology, pharmacology and
medicine [1, 5-7].

According to their ability to shorten or
prolong the blood clotting process, snake venom
proteins that affect blood coagulation can
functionally be classified as pro-coagulant or
anticoagulant proteins. Pro-coagulant proteins are
either serine proteinases or metalloproteinases.
They induce blood coagulation either by
specifically activating zymogen, one of the blood
coagulation factors, or by directly converting
soluble fibrinogen into an insoluble fibrin clot [8].
However, those which prolong the blood
coagulation process are proteins or glycoproteins.
Some of these anticoagulant proteins exhibit
enzymatic activities, such as PLA2 and proteinase,
whereas others do not exhibit any enzymatic
activity. The mechanism of anticoagulant activity
of only a few of these proteins is well understood
[9]. Thus, venoms of Crotalidae and Viperidae
snakes were considered as complex mixtures of
numerous molecules that can possess both pro-
coagulant and anticoagulant properties [10-12].
Pro-coagulant molecules, especially from the
Viperidae, have been used in medical applications
and diagnosis such as RVV-factor X activator
(RVVX) a well-known pro-coagulant from Russell’s
viper venom (RVV) useful for measuring a lupus
anticoagulant [13].

Moreover, the assessment of the blood
effect of snake venoms concerning the
coagulopathy and hemolytic activity is not a
recent concept. In fact, since 1961, Rosenfeld and
collaborators had conducted a study on the
hemolytic effects of 29 snake venoms [14]. All

Cytotoxicity testing on human blood of the Montivipera bornmuelleri venom

these venoms have shown indirect hemolytic
activities except those of M. frontalis, B. cotiara,
B. jararaca, N. naja, B. caeruleus and various other
Indian and South American viper venoms which
have revealed a more potent hemolytic effect. In
1979, a study was performed on 24 other snakes’
venoms for their ability to hemolysis washed
human RBCs in the presence of albumin and Ca**
[15]. Except for Crotalus h. horridus, all venoms
hemolysed the RBCs to a varying degree. The
majority of the venoms hydrolyzed membrane
phospholipids in the presence or absence of
albumin, as long as Ca** was present. A correlation
was found between fatty acid cleaved and
hemolytic activities. These results suggested that
membrane damage as evidenced by membrane
phospholipid splitting is a prerequisite to
hemolysis in this system [16].

M. bornmuelleri is one of venomous viper
species found in Lebanon. Very little is known
about the biology of this endemique and rare
species. M. bornmuelleri venom has been the
subject of some previous studies conducted by
our team of researchers [17, 18]. Our earlier
results about the characterization of the M.
bornmuelleri venom demonstrated that it is a
complex mixture of proteins and enzymes and,
has considerable biological effects such as pro-
inflammatory  and  antibacterial  activities.
Henceforth, the impact evaluation of M.
bornmuelleri venom on human blood concerning
the coagulation disruption and hemolytic
activities, designing the principal aim of this work,
seems essential to assess the important
exploration of the interest biomolecules
presented in this natural extract.

MATERIALS AND METHODS
A. Materials

Venom was manually milked from M.
bornmuelleri vipers, freeze-dried into crystal
shape, and stored at -20°C in a dry, cold and
light-free place. In our study, the lyophilized
venom was dissolved in PBS to obtain a
solution of 20 mg/mL. L-a- PC and Triton X-100
were from Sigma-Aldrich. The calcium chloride
was from Riedel-de Haén. The nutrient agar
was purchased from Bio-Rad. Pacific
Hemostasis Thromboplastin-DS, Pacific
Hemostasis aPTT XL, Pacific Hemostasis
Calcium Chloride reagents were obtained from
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Fisher Diagnostics Company. The products:
Collagen/EPI and Collagen ADP cartridges were
purchased from Siemens Healthcare
Diagnoatics.

B. Methods
1. Human plasma coagulation effect

PT and aPTT tests were performed in
a certificated medical laboratory using
Behring coagulation system according to the
manufacturer's instructions. Freshly
aspirated blood from healthy volunteer who
had not taken any drugs for at least 2 weeks
prior to sampling was collected in 3.2%
sodium citrate tube and used directly.
Samples were centrifuged for 10 min at
4000 rpm, and the plasma was recuperated.
Venom was mixed to the plasma to get a
range of concentrations of 0.5, 0.25, 0.125,
0.05, 0.025 mg/mL. PT test was performed
on plasma 100uL incubated for 1min at
37°C. Coagulation is initiated by addition of
200 pL of Pacific Hemostasis
Thromboplastin-DS reagent. Results are
expressed as the time needed for clot
formation. Positive and negative controls
were used to evaluate the results obtained
in the presence of the venom. For the
realization of aPTT test, 100 pL of plasma
were mixed to 100 uL of Pacific Hemostasis
aPTT-XL reagent and incubated 2 min at
37°C. Coagulation is initiated by adding 100
pL of calcium chloride. The time needed for
clot formation is called activated partial
thromboplastin time.

2. Hemolytic activity
2.1. Direct hemolytic activity: The toxicity of
the M. bornmuelleri venom on RBCs was
evaluated using fresh human blood. Blood
was collected aseptically from healthy
volunteers into tubes treated with EDTA
and centrifuged at 3000 rpm for 5 min. The
supernatant was discarded and the pellet
containing RBCs were washed thrice with
PBS by repeated centrifugation at 3000 rpm
for 5 min. Thereafter, thirty percent RBCs
suspension was prepared and a volume of
300 pL was taken in each tube and treated
with different amounts of a solution of
venom (20 mg/ml). The tube considered as
positive control contains 200 pL of distilled

% Hemolysis =

water and 100 plL of RBCs, whereas the
negative control contains 200 ul of PBS and
100 pL of RBC. All tubes were then
incubated at 4°C for 30 min and centrifuged
at 3000 rpm for 5 min. Absorbance of the
supernatants were measured at 540 nm and
the values obtained with the positive
control represented a 100% hemolysis. The
percentage of hemolysis was then
calculated using the following formula:

ATube - Anegative control

x 100

Apositive control

2.2. Hemolytic activity on human blood agar
plate: Human blood agar plates were
prepared by adding 5 mL of RBCs to 95 mL
of sterile nutrient agar aseptically and the
solution was poured immediately into the
Petri dishes. After solidification, the wells
are cut into the agar (6 mm diameter) then
loaded with 20 pL of test solutions with
different concentrations of M. bornmuelleri
venom. The plates were observed for
hemolysis after 24 h of incubation at room
temperature.

2.3. Hemolytic activity in the presence of
divalent ions (Ca®*): In this experiment,
calcium ions (20 mM) were incubated with
the test solutions of M. bornmuelleri venom
for evaluating their effects on erythrocyte
lysis. 2.9 mg of CaCl,.2H,0 were dissolved in
1 mL of PBS, the resulting solution were
used for the preparation of the RBCs
suspension (30% V/V). After treatment with
different amounts of venom test solutions,
the tubes were incubated and centrifuged
as described earlier, and the degree of
hemolysis was calculated after measuring
the absorbance of the released hemoglobin
into the supernatant at 540 nm. In this case,
the tube considered as positive control
contains 200 pL of distilled water and 100
puL of RBCs, whereas the negative control
contains 200 puL of PBS and 100 uL of RBCs
in the presence of CaCl,.

. Indirect hemolytic activity

Indirect hemolysis involves the
conversion of lecithin to lysolecithin and
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fatty acids, which are known to induce
hemolysis of erythrocytes. Erythrocyte
suspensions were incubated with different
amounts of venom samples in the presence
of 30 pg/mL lecithin and 1.25 mM CaCl..
The tubes were then incubated and
centrifuged as described earlier, and the
degree of hemolysis was calculated after
measuring the absorbance of the
supernatant at 540 nm.

Table 1: Prothrombin time (PT) and activated partial
thromboplastin  time (aPTT) performed using Behring
coagulation system.

M. bornmuelleri venom PT aPTT
concentrations [mg/mL] in seconds in seconds

.13 2540
125 33.4
- >0

>200 >150
0.1 ~ >0 150
> 200 16.9

0.025 o515 186
0.0125 313 22,6
0.00625 B

26.5 342
RESULTS AND DISCUSSION

1. Human plasma coagulation effects

PT and aPTT tests were performed to
evaluate the effect of M. bornmuelleri venom
on the blood coagulation cascade. Results
obtained for PT and aPTT tests shown in Table
1 are compared to the standard used for
system calibration. For venom concentration 2
0.05 mg/mL, there was a total anticoagulation
activity in PT test with time exceeding 200
seconds. This effect decreases with a lower
concentration of the crude venom, even a
concentration of 0.0031 mg/mL still exhibit an
anti-coagulant activity. In aPTT test, the venom
has shown an anti-coagulant action with high
concentration > 0.1 mg/mL but when
concentration decreases to 0.05 and 0.025
mg/mL, the clotting time went down the
normal value pointing to a pro-coagulant
activity of the crude venom of M. bornmuelleri.
Below these concentrations, the crude venom
has no action on blood coagulation and aPTT
value returns to normal. The crude venom of
M. bornmuelleri showed both pro-coagulant
and anticoagulant activities with different
concentrations; PT and aPTT are both

Cytotoxicity testing on human blood of the Montivipera bornmuelleri venom

disrupted suggesting that the defect lies in
multiple pathways or in the common pathway
of the coagulation cascade.

In general, Viperidae venoms mainly cause
hemorrhaging and coagulation disorders. Over
the vyears, many toxins affecting blood
circulation  have been isolated and
characterized from various viper venoms [19].
Some affect platelet aggregation, whereas
others affect blood coagulation cascade.
Venom proteins that affect blood coagulation
can be classified as pro-coagulant or
anticoagulant proteins based on their ability to
shorten or prolong the blood-clotting process
[11, 12]. Pro-coagulant proteins are either
serine-proteases or metalloproteases [8].
These factors inhibit blood coagulation by
different mechanisms. Some of these anti-
coagulant proteins exhibit enzymatic activities,
such as PLA2 and proteinase, whereas others
do not exhibit any enzymatic activity [20, 21].
Moreover, Dambisya et al. (1994) discussed
previously the presence of numerous
molecules in the compound venomous of the
Viperidae family that can possess both pro-
coagulant and anti-coagulant properties [22].
In fact, these authors reported that the
different concentrations of C. hodostoma
(Malayan pit viper) venom showed the dual
effects (pro and anti-coagulant). These
observations are relevant to our results
obtained of the M. bornmuelleri venom on the
coagulation cascade. In future work,
confirmation tests should be done for better
analysis and in order to localize the action of
the crude venom to certain activation step(s) in
the cascade.

. Hemolytic activity

2.1. Direct hemolytic activity

To evaluate the potential of M.
bornmuelleri venom to induce hemolysis,
30% suspensions of human RBCs were
treated with different amounts of M.
bornmuelleri venom (1, 2, 4, 6, 8, 10, 15,
20, 40 and 80 pL from initial solution at 20
mg/mL). After incubation at 4°C for 30
min, the tubes were centrifuged and the
absorbance of the supernatants was
measured at 540 nm. These values were
used to determine the percentage of
hemolysis in each tube depending on the
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2.2.

amount of venom used. The results,
shown in figure 1, prove that the venom
has no direct hemolytic activity on a 30%
suspension of RBCs. Indeed, we noticed
that even when 80 pL of the venom
solution were added (equivalent to 1.6 mg
of crude venom) the supernatant is clear,

1.2 %

Cytotoxicity testing on human blood of the Montivipera bornmuelleri venom

its absorbance is negligible and the
percentage of hemolysis is always lower
than 1%. These results suggest that the
components of the venom cannot act in a
direct way on RBCs membrane and
therefore induce its hemolysis.

1.0 % -

0.8 % -
-
s
w
=
=06 %
[=]
£
@
jus}

0.4 % -

0.26%
= 020% 013% 010%  021%  g190,
. 0
0 12%
o 0.05%
o 0.03% — s G .
0% +—— —— i . = === S e o™ ae—
80
Venom (uL)

Figure 1: Direct hemolytic activity of the M. bornmuelleri venom. Hemolysis was determined by an absorbance reading at
540 nm after treating the RBC suspension with 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 40 and 80 pL of the venom solution

(concentrated at 20 mg/mL) and compared to hemolysis achieved with water (reference for 100% hemolysis).

The data are means of triplicate experiments.

Since our principal aim is to study the
M.  bornmuelleri venom for the
development of new biopharmaceutical
compounds, it is necessary that this
natural extract don’t affect human cells,
particularly the RBCs. Indeed, it is now
important to mention that our
observations, demonstrating -in vitro- the
absence of the direct hemolytic activity,
could be considered as sensitive results to
express the degree of cytotoxicity of any
substance  derived from the M.
bornmuelleri venom. This idea s
supported by some previous studies
showing that the neutralization of the
hemolytic power of the animal venom
tested on rabbit, sheep, or human
erythrocytes seems to correlate with the
neutralization of venom lethality in mice
(23, 24].

Hemolytic activity on human blood agar
plate

Another test was conducted to

evaluate the hemolytic activity using Petri
dishes containing nutrient agar
supplemented by RBCs (5%). However, it
allows the assessment of hemolysis that
appears as an easily visible light area on
the agar. 20 pL of the crude venom (from
initial concentration at 20 mg/ mL), 20 pL
of Triton X-100 (positive control) and 20
pL of PBS have been introduced into the
wells dug in the agar. Results represented
in figure 2 were observed after 24h of
incubation at room temperature. They
show an absence of enlightenment around
the well containing the venom. Therefore,
the absence of hemolytic activity was
further confirmed also on blood agar
plate, while 40 pg of M. bornmuelleri
venom didn’t show any hemolytic halo.
This proves that this venom under these
conditions, does not exercise any
hemolytic effect, which isn’t the case of
the positive control which shows a clearly
enlightened area.
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Figure 2: Hemolytic activity of the M. bornmuelleri venom on
blood agar plate. E: control (PBS buffer, pH 7.4), T: Triton X-
100, V: crude venom

2.3. Hemolytic activity in the presence of
divalent ions (Ca”*)

Most  snake venoms  contain
phospholipases that hydrolyze free or
membrane phospholipids into fatty acids
and lysophospholipids. Some of these
PLA2 require Ca** for their activity [4],
that’s why the hemolytic activity of M.
bornmuelleri venom was tested in the
presence of Ca’* at a concentration of 20
mM. Results obtained didn’t differ from
the previous one demonstrating that even
in the presence of Ca”*, the hemolysis was
similar or lower the negative control (data
not shown). It’s well known that these
divalent ions play an important role in
hemolysis by increasing the activity of
several hemolytic toxins [25], that’s why
the absence of hemolysis even in presence
of Ca®* justify our previous results saying
that M. bornumelleri venom is unable to
induce direct hemolysis.

3. Indirect hemolytic activity

Hemolytic activities observed with animal
venoms can be categorized into two groups:
those which lyse erythrocytes directly or
indirectly (i.e., requiring the presence of
lecithin or free fatty acids) in order to induce
hemolysis [26]. In this case, phospholipases
cannot act on membrane phospholipids but

Cytotoxicity testing on human blood of the Montivipera bornmuelleri venom

induce hemolysis by lysophospholipids known
by their surfactant power.

Since M. bornmuelleri venom didn’t show
any direct hemolytic activity under previous
conditions, it was necessary to study the
possible indirect hemolytic activity. In the
presence of lecithin (30 ug/mL) and CaCl, (1.25
mM), RBCs suspension was treated with 10, 20,
40 and 80 pL of the venom solution
(concentration at 20 mg/mL). The result shows
that the percentage of hemolysis increases in a
dose-dependent manner, contrary to previous

tests (Figure 3).

L40% -
1.19%

1.20% -
_ 1.00% - 0.90%
0.77%

80%

60% -

H
= 400 -

0.20%% -

00006

10 20 40 80
Venom (uL) from initial solution at 20mg/mL

Figure 3: Indirect hemolytic activity of the M. bornmulleri
venom. Hemolysis was determined by an absorbance reading
at 540 nm, after treating the RBC suspension with 10, 20, 40
and 80 pL of the venom solution (concentrated at 20 mg/mL)
in presence of lecithin (30 ug/mL) and CaCl, (1.25 mM), and
compared to hemolysis achieved with water (reference for
100% hemolysis). The data are means of triplicate
experiments.

This augmentation is significant; it reaches
1.2 % after the addition of 80 pL of venom, on
the other side the maximum percentage of
lysed RBCs has not exceeded 0.3 % in the
previous tests. These results could be
explained by the presence of PLA2 able to
hydrolyze free lecithin but unable to induce
direct hemolysis. In fact, PLA2 are enzymes
that hydrolyze the sn-2 ester bond of
phospholipids, and are abundant in the
venoms of snakes and insects as well as in
mammalian pancreatic juices. It is well known
that PLA2 in snake venom are associated with
various pathological symptoms in poisonings.
Our findings could be compared to the
hemolytic activity of the purified PLA2 from
crown-of-thorns starfish A. planci spines
venom against sheep erythrocytes: In the
presence of PC, PLA2 caused hemolysis at a
much higher level than in the absence of PC,
suggesting that purified PLA2s from A.planci
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venom were very weak as to direct hemolysis,
but exhibited indirect hemolytic activity [27].

Compared to other vipers, V. palestinae and
V. russellii venoms showed the presence of
PLA2, which is inefficient in inducing neither
lysis nor substantial phospholipid splitting of
washed erythrocytes, unless it was fortified
with the direct Iytic factor fraction derived
from Cobra venom. Actually the synergy
between cytotoxin and phospholipase is
noticed and their cross-contamination induced
a significant increase in the cytolytic power of
one or the other [23, 28].

Also, PLA2 fractions (phosphatide acyl-
hydrolase, EC 3.1.14) isolated from the Cobra
venoms were devoid of hemolytic activity and
caused no  significant breakdown of
phospholipids in the intact erythrocytes.
Another protein component derived from the
same venoms (the direct lytic factor) was
weakly hemolytic but showed no
phospholipase activity. The two fractions,
when combined, produced strong hemolysis
and concomitant hydrolysis of erythrocyte
phospholipids to lysophospholipids [28].

CONCLUSION

In this study, we demonstrated the dual
effect of M. bornmuelleri venom on human blood
coagulation. Thus, the venom showed -pro- or
anti-coagulant activities at different
concentrations; extrinsic and intrinsic pathways
are both disrupted suggesting that the defect lies
in multiple pathways or in the common pathway
of the coagulation cascade.

We also showed that M. bornmuelleri
venom does not induce direct hemolysis of a 30%
suspension of RBCs even in the presence of 1.6 mg
of lyophilized venom. Contrariwise, hemolytic
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