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Résumeé:

La contraction musculaire est provoquée par urcheld@ent massif de calcium a partir
du reticulum sarcoplasmique (RS) des cellules nlases. Ce relachement de calcium
réalisé par le récepteur de la ryanodine (RyR#&jfegtue dans des structures membranaires
spécialisées et tres organisées : les triadese @ethitecture spécifique est essentielle a
l'activité correcte de RyR1. Cependant, les méoagss moléculaires mis en jeu dans la
formation et le maintien des triades ne sont pamese. La triadine, qui est une protéine
localisée dans la membrane du RS et qui est agsadi®/R1, pourrait jouer un rble dans la
structure du reticulum sarcoplasmique pour permaitr relachement de calcium efficace.
L'équipe a montré que l'ablation du gene de la@itv&chez la souris induisait une altération

des relachements de calcium et une modificatidia élme des triades.

Nous avons montré que la triadine pouvait indireetet interagir avec les
microtubules et qu’elle pourrait ancrer le RS auicrotubules (Fourest-Lieuvin, J Cell
Science, 2012). Par analyse en spectrométrie deent®s protéines co-immunoprécipitées
avec la triadine, nous avons identifié un nouvearepaire de la triadine, CLIMP-63 qui
pourrait étre impliqué dans cette fonction. CLIMP €5t décrite comme une protéine capable
d’ancrer le reticulum aux microtubules et de maintéa forme du reticulum endoplasmique.
Nous avons ensuite confirmé son interaction avddddine par différentes approches dans
différents modeles cellulaires. L'étude et la dandsation de CLIMP-63 dans le muscle sont
tout a fait innovantes et nous avons étudié lesé@gumences de 'association triadine/CLIMP-

63 pour la fonction du muscle et dans la formatiada maintenance des triades.



Abstract:

Muscle contraction is achieved when an efficientitation signal at the plasma
membrane triggers intracellular calcium releasds fnocess called “excitation-contraction
(E-C) coupling” relies on a macromolecular proteemplex, spanning the plasma membrane
and the sarcoplasmic reticulum (SR), containingctileium channel of the SR, the ryanodine
receptor (RyR1). Thigalcium release complex is present exclusively ighlly organized
membrane structures called triads. A triad is cosedoof two SR terminal cisternae
surrounding a plasma membrane transverse-tubuis.afthitecture is essential to sustain the
activity of the calcium channel RyR1, which is lteh in the membrane of SR terminal
cisternae. However, little is known about the molac mechanisms allowing the formation
and maintenance of SR terminal cisterffa&adin is a member of this complex, present in the
SR membrane and interacting with RyR1. Deletiontleé triadin gene leads to partial
disorganisation of SR membranes in skeletal musaliés abnormal orientation of part of the
triads. Triadin could play a role in the structofesarcoplasmic reticulum to allow efficient E-

C coupling.

We have shown that triadin could indirectly inteéragth the microtubules, and
therefore anchor the sarcoplasmic reticulum tontierotubule network (Fourest-Lieuvin, J
Cell Science, 2012). Using mass spectrometry aisalylsproteins co-immunoprecipitated
with triadin, we have identified a new partner wadin, CLIMP-63 which could be involved
in this function. CLIMP-63 is a shaping protein@bd mediate the anchoring of the reticulum
to microtubules and to maintain the shape of era$wpic reticulum. We have dissected the
interacting domains between CLIMP-63 and triadind astudy the consequences of this

association for muscle function, and triad formats maintenance.



Abréviations

Acyto-CLIMP: mutant de CLIMP-63 délété du domaine
cytoplasmique

Acyto-T95 : mutant de Trisk 95 délété du domaine
cytoplasmique

2C>A : mutant de Trisk 95 ayant les 2 simples mutations
(C270A et C649A)

Ac : anticorps

ADN : DNA : acide désoxyribonucléique

Arg : arginine

ARN : RNA : acide ribonucléique

ATP : adenosine triphosphate

BIN1 : gene de I'amphiphysine de type 2

Ca’" : calcium

C270A : mutant de Trisk 95 : substitution d’'une cystéine e
position 270 par une alanine

C649A : mutant de Trisk 95 : substitution d’'une cystéine e
position 649 par une alanine

CacCl, : chlorure de calcium

CHAPS : 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate

CICR: calcium induced calcium release

CKAP4 : gene de CLIMP-63

CLIMP-63 : cytoskeleton-linking membrane protein 63
CLIMP- Alumen : mutant de CLIMP-63 délété du domaine
luminale

CLIMP-MT(+) : mutant de CLIMP-63 qui lie toujours les
microtubules

CLIMP-MT(-) : mutant de CLIMP-63 incapable de lier les
microtubules

CMC : 4-chloro-m cresol

co-IP : co-immunoprécipitation

COS-7 : CV-1in origin and carrying the SV40 genetic
material

Couplage—EC:couplage excitation-contraction

CRC : complexe de relachement du calcium

CSQ: calséquestrine

Cter: C-terminal

Ctrl : contrdle

DHPR : récepteur des dihydropyridines

DMSO : diméthylsulfoxide

DMEM : dulbecco’s modified eagle medium

DNM2 : dynamine 2

DTT : dithiothréitol

EDTA : acide éthyléne diamine tétracétique

EDL : extensor digitorum longus

EGTA : acide éthylene glycol tétracétique

ERAD : ER associated protein degradation

ERGIC : compartiment entre le golgi et le RE

FDB : flexor digitorum brevis

FRAP : redistribution de fluorescence apres
photoblanchiment

GFP : protéine fluorescente verte

GTP : guanosine triphosphate

h : heure(s)

H,O : eau

HCI : chlorure d'hydrogéne

HEK : human embryonic kidney

HM : hyperthermies maligng®r anesthésique

HRP : horseradish peroxydase

HSP : paraplégies spastiques familliale

IC : intracellulaire

IF : immunofluorescence

IRMa : interprétation des résultats Mascot

IP : immunoprécipitation

jNM : junction neuromusculaire

KCI : chlorure de potassium

kDa : kilo Dalton

KEKE : domaine riche en lysine et glutamate

KO : knocked-out

KO-tria : souris invalidées pour le gene de la triadine
MAP : microtubule-associated protein

ME : EM : microscopie électronique

MetOH : méthanol

MG23 : mitsugumine 23

MgCI, : chlorure de magnésium

MOI : multiplicity of infection

MTML1 : myotubularine 1

MTs : MT : microtubules

MTOC : centre organisateur des microtubules

MS : spectrométrie de masse

MS/MS : spectrométrie de masse en tandem

NacCl : chlorure de sodium

nanoLC : chromatographie liquide a nano débit

min : minute(s)

Nter : N-terminal

PBS : phosphate buffer saline

PBSTw : PBS 0.1% Tween20

PCR : réaction en chaine par polymérase

PEI: polyethylenimine

PMSF: flurorure de phenylméthanesulfonyle

PNS : surnageant post-nucléaire

pH : potentiel hydrométrique

PS : pénicilline-streptomycine

RE : reticulum endoplasmique

REEP : receptor expression-enhancing protein

REL : RE lisse

RER : RE rugueux

RLS : rope-like structure

RS : reticulum sarcoplasmique

RT : température ambiante

RyR1 : isoforme squelettique du récepteur a la ryanodine
sec :seconde(s)

SERCA: sarco endoplasmic reticulum calcium ATPase
SDS :soduim dodécyl sulphate

SDS PAGE :électrophorese sur gel de polyacrylamide en poésda
SDS

siRNA : small interfering RNA

SOCE : store operated calcium channel

STIM : stromal interaction molecule

SVF : sérum de veau foetal

T95-lumen : T95L

tampon de SPM :tampon de solubilisation de protéines membranaires
tampon RIPA : radio immuno precipitation assay buffer
T95-ARLS : mutant de Trisk 95 délété des séquences spécifiques
induisant des RLS

T95-mini : TM : Tmini

TRIA : triadine

TRDN : gene de la triadine

Trisk : triadin skeletal

Trisk 95 : triadine 95 : T95

Tubules-T : tubules transverses

TVPC : tachycardie ventriculaire polymorphe catécholangitgre
U.l : unite infectieuse

VICR: voltage induced calcium release

WB: Western blot

WT: wt: wild type
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‘Une chose est sdre, les muscles ne servent padajcé joli I'été sur la plage’ LS






Introduction







[. Le muscle

[-1-Généralités

Les muscles permettent les mouvements vitaux deelalls contrélent le systéme
respiratoire, le systéme sanguin, les battememntacpies, régulent le tractus gastro-intestinal
et les mouvements. La contraction musculaire permeisi de soulever des charges,
de contréler les ouvertures du corps via les sphiacde générer de la chaleur et de maintenir

une posture.

Le tissu musculaire possede plusieurs propriétésiplogiques. Ces propriétés lui
permettent de remplir ses fonctions. Le musclexstable. En effet, le muscle a la faculté de
percevoir un stimulus et d'y répondre. Le muscle wes organe contractile et extensible.
En effet, il a la capacité de se contracter avecefen présence de la stimulation appropriée.
Cette propriété est spécifiqgue au tissu musculdlirpeut aussi s'étirer. Lorsque les fibres
musculaires sont relachées, on peut les étirereiude la longueur de repos. L’élasticité est
aussi une propriété physique du muscle. C'est fpmaté qu’ont les fibres musculaires de
s’étirer et de reprendre leur longueur de repogesapetirement. L’élasticité joue également
un réle d’amortisseur lors de variations brutalesla contraction. Enfin, le muscle a la
propriéeté de modifier sa structure selon le travgilil effectue (notion de plasticité).
Selon le type d’entrainement ou son type d'utileatle muscle s’adapte au type d’effort et

on peut rendre ainsi un muscle plus résistant os g@hdurant.



I-1-1-Muscle : types et structure

Trois types de cellules contractiles spécialisé&estent:

1- Le muscle strié squelettique est généralement i#ss@u squelette.

Il est & contraction volontaire.

2- Le tissu musculaire cardiaque est composé de caydioytes et se situe

uniqguement au niveau du myocarde. |l se caractépae son aptitude
a se contracter rythmiquement et harmonieusementfag®en spontanée.
Il est innervé par le systeme nerveux végétatif. rijhme des battements

cardiaques est déterminé par I'activité du nceutaimiculaire.

3- Le muscle lisse est localisé dans la paroi deséxésc et des vaisseaux.
La contraction des muscles lisses, sous la dépeaddn systéme nerveux
végetatif est involontaire. Les nerfs, les hormoeédes signaux intrinseques

contrdlent l'activité des muscles lisses, qui seti@ctent lentement.

Le systeme nerveux (influx sympathiques et parasyhigues) contréle la durée, la
vitesse et la force des trois types de muscle. @ascles présentent de nombreuses
caractéristiques communes, mais différent par leuEsanismes d’activation, I'arrangement

de leurs filaments contractiles et leurs ressousoesnergies.



I-2-Le muscle squelettique strié

[-2-1-Développement du muscle strié

Née du feuillet moyen de I'embryon (mésoderme)cdflule musculaire passe par
plusieurs stades de développement. Le myotube,disda fusion de plusieurs myoblastes,
se différencie en fibre musculaire mature avecribgsmux multiples en périphérie (Figure 1).
Des axones venus des neurones de la moelle épuri&eat une jonction neuromusculaire
(JNM) vers la dixieme semaine de la vie embryormalPendant I'enfance et la puberté, la
croissance va entrainer une augmentation du votiune®rps musculaire d’environ vingt fois.
La croissance du muscle apres la naissance nedigpsrd’une augmentation du nombre des
fibores musculaires, mais d’une augmentation de Biametre et de leur longueur. Ces
modifications sont soumises a des facteurs nerveé@caniques et hormonaux. Avec I'age,
les muscles s’amincissent et leur force diminues bon-utilisation ou une sous-utilisation du
muscle joue un rdle important dans I'atrophie dbse§ musculaires. Il y a perte de fibres
musculaires et une diminution de leur taille. Untéar de dénervation peut s’ajouter a ces

Iésions musculaires.

noyau

- T
= @ F N
MYOBLASTES
ﬁ
MYOTUBE
cellule satellite DIFFERENTIATION
lame basale jNM__

FIBRE MUSCULAIRE

Figure 1: Myogenese d'une fibre musculaire. Représentation schématique des différentes étalgesla
différenciation myogénique. Les myoblastes, cefiufasiformes avec un seul noyau, fusionnent pouméo un
myotube présentant initialement des noyaux centraandifférenciation du myotubes se termine enefibrusculaire.
Les noyaux migrent & la périphérie. La lame basateure la fibre et accueille les cellules sagdlitUne accumulation
de noyaux est visible sous la jonction neuromuseu(@NM). Adapté d’apres ‘Repére Savoir & Comprendre’ AFM
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[-2-2-Organisation anatomique

Le muscle squelettique est constitué de faisceauwscutaires formés eux-mémes d’un
ensemble de fibres musculaires. Chaque musclensétéi sur I'os par I'intermédiaire de
tendons constitués essentiellement de tissu fibretlastique et solide (Figure 2).
Un muscle squelettique est entouré de plusieurshasude tissu conjonctif. L’'endomysium
entoure chaque fibre musculaire alors que le péiumy assemble les différentes fibres
musculaires en faisceau de fibres musculaire etl'g@pemysium recouvre I'ensemble du

muscle.
0s

tendon

éepimysium
perimysium

endomysium

Ay

myofibrille

nerf fibre musculaire

Figure 2 : Organisation du muscle squelettique.

Chaque fibre musculaire a une forme cylindriquerajée. Les cellules musculaires
peuvent mesurer jusqu’a 50 cm de longueur d'uneémité tendineuse a lautre.
Contrairement aux autres cellules de I'organisraesdllule musculaire squelettique possede
plusieurs noyaux, elles sont dites plurinucléées.nhuscle est aussi une véritable usine
métaboligue consommant de I'énergie et de nombsenstchondries y sont présentes. Ce
sont elles qui produisent de I'énergie (ATP) dieseent utilisable par la fibre musculaire pour
contracter les myofibrilles. La cellule musculagst délimitée par une membrane plasmique
ou sarcolemme qui présente de fines invaginatiobslaires réparties régulierement le long
de la fibre et y pénétrant profondément. Ces imatgn de la membrane plasmique sont
appelées tubules transverses ou tubule-T. Cettebnagn est entourée par un réseau
constituant la lame basale. C’est sous cette laasal® que sont situées les cellules satellites

ou myoblastes dormants.



[-2-3-Trois types d’unités motrices
Les muscles squelettiques sont formés de fibrecuhaises de trois types : les fibres

de type |, lla et llb (ou IIx) (Figure 3).

Figure 3 : Coupe transversale de muscle de quadrips humain. Représentations des trois
types de fibres : les fibres de typede typedlb (ou lIx) et de typedla, par un marquage
ATPase.(A) Tissu musculaires issu d'un sujet ag#). Tissu musculaires issu d’un sujet jeune.
Images d’apres (Verdijk et al., 2007).



Les fibres de type | apparaissent sombre tandideguigbres de type lla et lIb/lIx dont
l'activité ATPasique est faible, apparaissent retipeEment en blanc et en rose. Les fibres
musculaires innervées par un méme motoneuronetsot@s du méme type. On peut ainsi
parler de type de fibres musculaires de type letldb/IIx, qui différent par leurs propriétés
structurales et fonctionnelles (Tableau 1).

type de fibres musculaires - Il b (lix) Ila
vitesse de contraction _ rapide tres rapide
temps de contraction _ court trés court
motoneurones _ moyen grand
taille des axones _ grand/moyen (15 um) grand (17 ym)
présence de mitochondries _ ® (DIR)]
taille des mitochondries _ 0,6 um 0,3 um
présence de myoglobine _ ® AB®
présence de glycogéne _ ® ©
type d'effort _ résistance explosif
durée moyenne de I'effort _ minutes secondes
rpaliniivios _ anaéroblque‘ lactique anaérobique: lactique
et alactique et alactique
—

Tableau 1: Les trois types de fibres du muscle s& Représentations des trois types de fibres:
les fibres de type Irguge), les fibres de types lIb/lixrgse) et les fibres de types llablénc).

® = treés peu ou pas présef®, = peu présent e® = présent.
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[-2-4-Organisation cellulaire

[-2-4-1-Le motoneurone

Les différents arcs réflexes comme le contréle at#es moteurs s'expriment, de fait,
par une seule voie finale commune : les motonewr@A&rington, 1906) LES Motoneurones (ou
nerfs moteurs) sont localisés dans la corne antérigrise. Leurs axones myélinisés quittent
la moelle épiniére par la racine ventrale. Avantditter la moelle, ces axones se ramifient et
donnent une collatérale, qui retourne dans la aubst grise pour établir des contacts
synaptiques excitateurs avec un inter-neurone iteloib Cette cellule inhibitrice permet aux
motoneurones d’étre inexcitables et limite aindrémuence maximale de leur décharge. Les
motoneurones innervent les fibres musculaires stiimles. A leur arrivée dans le muscle,
leurs axones se ramifient pour établir des contagtsaptiques avec plusieurs fibres
musculaires, on parle ainsi d’'unité motrice. Le tach neurone moteur/fibre est appelé

jonctions neuromusculaires (JNM) (Figure 4).

cerveau
Y

interneurone
inhibiteur

moelle épiniere  motoneurone

Figure 4 : L'unité motrice. Représentation schématique de l'innervation dsiglus fibres
musculaires. Deux voies nerveuses contrélent legones moteurs. Le cerveau est l'une de
ces voies. Il permet le contrdle volontaire du nheisb’autres stimuli proviennent par le nerf
sensoriel via des circuits de réflexes locaux. ineer-neurones inhibiteurs régulent ces voies.

Jonction neuromusculaire (jNM). 11



Une fibre musculaire n'est innervée que par un seatoneurone (Figure 4).
L'ensemble constitué par un motoneurone et legdilnusculaires qu'il innerve constitue
'unité motrice. Plus la taille d'un motoneuron¢ gsnde, plus le diamétre de son axone est
grand et plus grand est le nombre de fibres muisesalgu'il innerve. Il existe ainsi des unités
motrices de différentes tailles. La taille des @mimotrices est proportionnelle a la précision
du mouvement lié au muscle envisagé. Les musclegldibe oculaire contrdlant des
mouvements tres fins de I'ceil sont composés depetes unités motrices, environ 3 a 4
fibres musculaires pour un motoneurone. Les umitégices du biceps brachial controlant
des mouvements puissants et relativement moinsspcémprennent une centaine de fibres
musculaires pour un motoneurone et les unités osstrdu quadriceps pres de 2000 fibres

musculaires par motoneurone.

[-2-4-2-L’appareil contractile du muscle
squelettique

Les cellules du muscle squelettique sont toutesarosges spécifiguement pour
optimiser I'efficacité des contractions (Figure 5).

A muscle

fibres
musculaires

Figure 5: L’appareil contractile des muscles
squelettiques. Représentation d’'un muscle jusqu'a
I'unité contractile. A) La fonction de contraction du
muscle composé de plusieurs fibres musculaires, est
assuré par les myofibrilles, composées par la
succession de sarcomeéreB) (mage de microscopie
électronique réalisée par Sarah Oddoux, d'une coupe
longitudinale montrant I'arrangement des filaments
minces ancrés aux bandes Z et disposés le long des
filaments épais.

myofibrille

sande | bande A

sarcomere
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Le cytoplasme renferme principalement les myofisil I'élément contractile des
cellules musculaires. Les myofibrilles sont regr@egp en faisceaux ce qui donne a la fibre sa
striation longitudinale. La striation transversataractéristigue est due a la succession
réguliere dans les fibrilles de bandes alternatamtimsombres (anisotropes, bandes A) et
claires (isotropes, bandes I) vue en microscopéet&nique a transmission (Figure 5B).
L’'analyse de ses bandes révele l'unité de contmactlémentaire des myofibrilles, le
sarcomere. La succession des sarcomeres composayofibrille. Les sarcomeres donnent
aux cellules cet aspect strié au microscope. Laraction est le résultat du glissement des
filaments fins le long des filaments épais. Le sarere est défini anatomiquement par

I'espace entre deux bandes Z.

Lors d’'une stimulation du muscle, de maniere siemée dans tous les sarcomeres,
la distance entre deux bandes Z diminue entraimamaccourcissement global de la cellule
musculaire (Figure 6). L'actine et les protéinegutétrices qui lui sont associées composent
les filaments fins. L'extrémité de chaque filameldctine est ancrée a la bande Z par un
réseau de protéines spécifiguement localiséesniveau, comme par exemple la protéine
actinine(granger and Lazarides, 1978; Puszkin et al., 19k8 Myosine compose les filaments épais. Lors de
la contraction des sarcomeres, les filaments &misyosine glissent sur les filaments fins
d’actine. Cette contraction est régulée par le igalc via le complexe

troponines/tropomyosine.

bande Z bande Z bande Z

— e

myosine actine

état relacheé

_ _—-----
état contracte

‘I

Figure 6 : Glissement des filaments épais de myosirsur les filaments fins d'actine de I'état relaché
jusqu’a la contraction. Deux sarcoméres sont schématisés a I'état relachdéétat contracté. La myosine est
représentée drleu foncé I'actine enbleu ciel et les bandes Z en noir.
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La tropomyosine et le complexe des troponines piemiela fixation du calcium sur
les filaments d’actine (Figure 7). Cet ensembl@uéines est responsable du glissement des
filaments. Le complexe des troponines se compoda tteponine C qui lie le calcium, de la
troponine T qui se lie a la tropomyosine et ded@dnine | qui se lie a I'actine. Au repos, la
troponine C ne fixe pas de calcium et le duo tropmsine/troponine | masquent le site de
liaison de la myosine sur I'actine. Lors d’'une caantion, la troponine C fixe les ions calcium
et change de conformation ce qui produit plusiéwénements. D’abord, la tropomyosine et
la troponine | libérent le site de fixation de layasine sur I'actine. Ensuite, les tétes de
myosine se fixent a I'actine et les filaments deosige glissent le long de I'actine. Puis,
I'hydrolyse de 'ATP permet le mouvement des t&tesnyosine permettant le glissement des
filaments épais de myosine sur les filaments diactEnfin, la troponine C perd son calcium
et ce dernier est recapté dans le RS. Le duo trgpsime/troponine | inhibent de nouveau le

site d’interaction entre I'actine et la myosindumsant la relaxation musculaire.

état relaché état contracté

eplacement
calcium J
\, actine @ troponine C
— Tyl ) troponine T
&) troponine |

tropomyosine )
¢ ¢ calcium

Figure 7 : Régulation de la contraction via le comigxe tropomyosine/troponines.
En absence de calcium, blocage du site de liaissnlad myosine sur l'actine.
En présence de calcium, les tétes de myosine satfsur les filaments d’actine et
I'hydrolyse de I'ATP permet le repliement des téiesmyosine et ainsi le glissement
des filaments épais sur les filaments d’actine.ctitm simultanée des hydrolyses
d’ATP permet le raccourcissement du sarcomécbéma adapté de S. Oddoux
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[-3-Les reldchements de calcium

[-3-1-Le role du calcium

Le calcium est donc I'élément clé de la contractimmsculaire. En effet, le contréle de
la concentration calcique est central dans le déblement de la contraction musculaire. En
réponse a une stimulation électrique, la sortie smas de calcium du reticulum
sarcoplasmique (RS, réservoir principal de calcivery le cytoplasme permet la contraction
des cellules musculaires. Ce processus est appepdage Excitation-Contraction (couplage
E-C). Le mode de couplage est différent dans lesctas squelettique et cardiaque (cf
chapitre [-3-4). La régulation précise du calciundécessite une organisation et un
développement de structures particulieres spéeifigles triades dans les fibres musculaires

squelettiques assurent ce role.

I-3-2-Le couplage Excitation-Contraction

La jonction neuromusculaire est une zone privilégé niveau de laquelle s’effectue
une neuro-transmission spécifique. C'est une synggsticuliére entre une terminaison
axonale motrice et une fibre musculaire. Le near@metteur, I'acétylcholine, libéré par la
terminaison nerveuse se lie au récepteur de I'mt@iyne, au niveau de la membrane
plasmique et déclenche un courant électrique oterpiel d’action. Celui-ci se propage le
long de la membrane plasmique jusqu’au réseau Helesrtransverses (tubules-T) qui
s’invaginent au coeur des fibres musculaires etqgo® ainsi au niveau de la triade une
libération des ions calcium. Le calcium libéré e@éche la contraction des unités
sarcomeriques provoquant la contraction des mytiéibr Ce processus est appelé le
couplage excitation-contraction (Figure 8) car érmpet la transformation d'un signal

électrique en un travail mécanigee:s and stiffel, 1993; Garcia et al., 1994: Lag@@00; Rios and Brum, 1987)
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Figure 8 : L'organisation schématique du couplagexeitation-contraction.

”Illlllll
Légendes

' RyR1 'gTriadine '{ junctine ) DHPR

. ——— Mmyofilaments RS long. : RS longitudinal
ca-2+ calcium O csQ ==——actino-myosine RS jonc. : RS jonctionel
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[-3-3-Le complexe de reldchement du calcium

La contraction du muscle squelettigue se produs kbune libération massive de
calcium dans l'espace cytoplasmique. Cette libénatle calcium est réalisée au sein d'un

complexe : le complexe de relachement du calciuRG)cf Figure 12).

Dans le muscle squelettique, le complexe de reféehe du calcium est localisé au
niveau d’'une structure tres particuliére et tregaarsée que I'on nomme triade. La triade est
le lieu de libération du calcium. Elle est composke I'apposition de trois systemes
membranaires : deux appartenant aux citernes tatesimlu reticulum sarcoplasmique (RS) et
une appartenant au tubule-T. La structure tresifgpée de la triade (Figure 9) permet le
couplage physique entre les deux principaux canaleiques indispensable pour la libération

de calciumprotasi et al., 1997)

RS long.
RS
RS jonc.
triade tubule-T
‘feet’ de RyR
RS

Figure 9 : Triade musculaire observé en microscopiélectronique.tubule-T : tubule transverse,
RS : citerne terminale de reticulum sarcoplasmid®8, long. : RS longitudinal, RS jonc.: RS
jonctionnel.Image réalisée par S. Oddoux.

Ces deux canaux sont le récepteur des dihydropgsdiDHPR) situé dans les
invaginations de la membrane plasmiques et le téaepe la Ryanodine (RyR) situé dans la
membrane du reticulum sarcoplasmique. La triadeueststructure unique, spécifique et se

localise précisément tout le long de la fibre mieicel (Figure 10).
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La morphologie des triades est cruciale pour keifité du complexe de relachement
du calcium. En effet la délétion de plusieurs graé au niveau des citernes terminales du
reticulum sarcoplasmique induit des défauts decheldnent de calcium et des modifications
morphologiques au niveau des triades. Pour exertgdesouris invalidées pour le gene de la
junctophiline-1, protéine décrite comme pouvantefdé pont entre la membrane du tubule-T
et la membrane de RS, meurent a la naissance déritién et montre des triades réduites et
désorganisésgo et al, 2001y La forme de la triade est essentielle comme Baseturale au

couplage E-C.

Figure 10: Localisation des protéines du complexele relachement du calcium dans une cellule
musculaire par microscopie confocalDans des fibres dissociées de muscle EDL de sdauisgalisation de
RyR1 (vert), de la triadine (Trisk 95, rouge) et OHPR (bleu) ont été mis en évidence par marquage
immunofluorescent. La superposition des trois maggs indique que RyR1, la triadine et le DHPR cave
dans le méme complexe, la triade. Les barres dléshde haut en bas sont respectivement de 2@uet.5
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[-3-4-Les modes de couplage : VICR versus CICR

Le mécanisme du couplage E-C est fondamentalemégtedit entre les cellules
musculaires squelettiques et cardiagqe@sand stifrel, 1993; Garcia et al., 1994; Lamb0o; Rios and Brum, 1987)
(Figure 11). Dans le muscle squelettique, une acten physique entre RyR1 et le DHPR
permet la libération du calCiuffarny et al, 1904a) LOrs de l'arrivée du potentiel d’action au
niveau des DHPR, ces récepteurs changent de ccatfiormGrace a l'interaction physique
entre le DHPR et RyR1, ce changement de conformataduit a I'ouverture du canal RyR1
et a la libération du calcium. Ce mécanisme eselépp ‘Voltage Induced Calcium Release’
(VICR) (Lamb, 2000y AU contraire, dans le muscle cardiaque, les demaex DHPR et RyR2 ne
sont pas couplés physiquement. Seule la proxirpiédiade des deux canaux est nécessaire.
L'arrivée du potentiel d’'action au niveau des DHRROvoque un influx de calcium
extracellulaire qui va activer RyR2 et induire ainse libération de calcium hors des stocks

calciques. Ce meécanisme est appelé ‘Calcium IndGedelum Release’ (CICRgers, 2002)

Figure 11 : Les modes de couplage dans les musdgselettiques (VICR) et cardiaques (CICR).

VICR . CICR

cytoplasme

1- arrivé du potentiel d’action (/) 1- arrivé du potentiel d’action (/1)

2- changement de conformation («_*) du DHPR 2- changement de conformation ( «_*) du DHPR

3- changement de conformation du RyR1 3- faible entrée de calcium ( Ca®*) extracellulaire par le DHPR
4- libération du calcium ( Ca®*) par RyR1 dans le cytoplasme 4- changement de conformation du RyR2

5- libération du calcium par RyR2 dans le cytoplasme
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I-4-Les protéines du complexe de reldchement du calcium

L'arrivée d'un potentiel d’'action jusqu’aux tubw@&sprovoque le relachement de
calcium dans I'espace cytoplasmique a partir deskstdu RS. Le canal calcique RyR est la
protéine centrale du complexe de relachement dtiucalet un certain nombre de protéines

s’articule autour de lui (Figure 12).

Figure 12 : Organisation schématique du complexe delachement du calcium et des protéines le compaga
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I-4-1-Le RyR

[-4-1-1-Topologies et localisations du RyR

Le récepteur de la ryanodine (RyR) est un homot&ra d’environ 2,2 MDa
constitué de quatre sous-unités. Chaque monomeryRed’environ 565 kDa, posséde deux
domaines. Le domaine C-terminal transmembranairenpoote le pore ionique qui
communique avec la lumiére du reticulum indispelesab la sortie du calcium vers le
cytoplasme. Le domaine N-terminal cytoplasmiquestitie environ 80% de la protéine et
permet la régulation de cette protéine via sorraatéon avec d’autres protéines (Figure 13).
La taille de cette protéine est tellement impodanqie le domaine N-terminal est visible en
microscopie électronique sous forme de ‘pied’ ddiespace cytoplasmique entre les
membranes du RS et de la membrane plasmigu& et a., 198s) Cette protéine est

effectivement baptisée ‘foot protein’. La protéRgR se localise exclusivement au niveau du

RS jonctionnel.

cytoplasme

TR as
z@&_,m%x»x&%ﬂ&&s%%xs

reticulum
sarcoplasmique

RyR1

Figure 13 : Topologie de RyR1 a six domaines transgmbranaires.. Schéma adapté d'aprés (Meur et al.,
2007)
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Avec ses 2.2 MDa, la topographie exacte de RyRt pas encore définie. Durant ces
25 dernieres années, différents modelent ont @pogés. Le modele retenu comporte Six
hélices transmembranair@so et al., 2000; Meur et al., 2008t S€S extrémités N et C terminales sont
toutes deux cytoplasmiqu@ary et al., 1994b) Tr€S récemment, des études en cryo-EM ont
permis de définir la structure globale de RyR a écieelle entre 4.8 et 6.1 A définissant les

domaines fonctionnels importantsemov et al., 2015; van et al., 2015; zalk et 2015) (Figure 14).
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Figure 14 : L’architecture de RyR1. (A) Structure en cryo-EM de RyR1a une résolution def6.1
(B) Modéle moléculaires de RyRIC) Structures primaires de RyR1 avec les positiasdifférents
domaines. Le code-couleur est identique deB etC . D'aprés (Efremov et al., 2015).
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[-4-1-2-Genes et isoformes du RyR

Le RyR posséde trois isoformes, codées par traegéifferents RYR1, RYR2 et
RYR3, (McPherson and campbell, 1993b; Meissner, 1podRYR1 est 'isoforme principalement retrouvée
dans le muscle squelettiqufannini et al., 1995; Marks et al., 1989; Neyktral., 1995; Takeshima et al., 1989; Zorzato et
al, 1990) RYR2 est l'isoforme cardiaque, principalementaetée dans le coeur mais c’est
également la forme majoritaire dans le cervemnini et al, 1995; Kuwajima et al., 1992; MeP$on and
Campbell, 1993a; Nakai et al., 1990; Nakanishil t1892; Otsu et al., 1990)RyR 3 est décrite comme une isoforme
ubiquitaire giannini and Sorrentino, 1995; Hakamata et alg2)o C€S trois isoformes partagent environ 65%

d'identité de séquence nucléotidiqu@iamata et al., 1992)

[-4-1-3-Les régulateurs de RyR

L’activité de RyR peut étre directement modulée g@s agents pharmacologiques.
Deux classes d’agents ont pu étre répertori€esadents agonistes qui d’'une facon générale
augmentent les relachements de calcium et les@mtigs qui d’'une facon générale bloquent
ses libérations de calcium. Le RyR a été idenéifi@rigine par I'utilisation d’'un alcaloide, la
ryanodin€rogers et al., 1948)EN €effet, ce dernier se fixe de maniéere spédifiguavec une grande
affinité a la protéine RyR. La ryanodine a un efipposé selon sa concentration. A faible
concentration de I'ordre du nM, la ryanodine estagoniste qui paralyse les muscles car il
maintient le RyR dans une conformation ouverte a@aht a un RyR fuyant. Au contraire, a
forte concentration (100uM), le ryanodine est utagoniste qui abolit la conduction ionique,
bloquant le RyR. Comme la ryanodine, le calciumnh@me peut activer le RyR a faible
concentration (1 pM) alors qu’'une concentrationspélevée, de l'ordre du mM, inhibe
'ouverture du RyReissner et al., 1997; Schneider, 199h@ caféine et le 4-chloro-m-crésol sont des
activateurs du RyRkousseau et al., 1988; zorzato et al., 10d3€ dantrolene, le magnésium et le rouge de

ruthénium sont antagonistes car ils inhibent leatRyR.

[-4-1-4-Le RyR et ses partenaires protéiques

RyR1 interagit avec de nombreuses protéines etepemnolécules qui assurent sa
régulation. La partie cytoplasmique de RyR1 pertaetonnexion avec de nombreuses
protéines comme la Calmoduline, FKBP12 ou le DHRIRSajue via sa partie luminale RyR1
forme un complexe quaternaire avec la triadingynatine et la calséquestriggi and campbel,

1995; Zhang et al., 1997)
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[-4-1-5-Les modeles de souris KO-RyR

Des souris knockout (KO) des trois isoformes de RyR été développées et
présentent des phénotypes différents. Les souspédijgues, invalidées pour le géR€R1
meurent a la naissance d’arrét respiratoire preadht di a I'absence de contraction du
muscle du diaphragme@akeshima et al, 1994)Une perte du couplage E-C, ainsi qu’'une réduction
du courant de calcium entrant par le DHPR est obbé dans les myotubes dyspédiques.
RyR1 via un signal rétrograde vers le DHPR lui perdiaméliorer son activité fonctionnelle.
En effet, la réexpression de RyR1 dans les myotubspediques rétablit le couplage
excitation-contraction et permet le retour & unlewanormale du courant calciqgue du DHPR
(Nakai et al., 1996)L€S souris KO pour le géne B& R2meurentn utéroa environ dix jours de vie
embryonnairgrakeshima et al., 1998:8N présentant des malformations cardiaques sugggue
RyR2 est indispensable au développement du cceucoAaire, les souris KO pour le géne

deRYRS3sont Viab|e$Takeshima et al., 1996)

[-4-1-6-Les maladies humaines liées a RyR1

RyR1 est le plus grand canal calcigue connu a oe j8on réle crucial dans la
physiologie est indispensable pour la connaissaesepathologies liées a cette protéine. |l
existe plus de 300 mutations identifiées sur laisége compléte de la protéine RyRBanier et
al, 2005y Dans le muscle squelettique, les mutations daylR1Rpeuvent principalement
conduire a des hyperthermies malignes (HpEr anesthésique, ou a des myopathies

congeénitales (myopathies a Cor@&hnier et al., 200%)

L'HM est une maladie pharmacogénétique héréditairgansmission autosomique
dominante liée a certaines mutations dans le ¥l Chez les personnes porteuses de ces
mutations, I'exposition a des anesthésiques haktgyéonmme I'halothane, peut étre fatale et
conduit & une hyperthermie, une rhabdomyolyse, hypercapnie, un hypermétabolisme et
une contraction généralisée. Seule l'administratrapide de dantroléne peut bloquer
'emballement de ce processus. Sans traitemeuwtjda est fatale dans 70% des cas. Un test
IVCT (pour in vitro contracture test) réalisé a partir d’'une biopseutpmesurer la

prédisposition d’'un patient a 'HM.

24



Les myopathies a cores sont des maladies a trasismidominante ou récessive.
Dans les fibres musculaires, les cores sont dewrghkissations au niveau des sarcomeres et
sont caracterisées par la présence de régions éjesud’activité oxydative (Figure 15). La
sévérité de la maladie peut aller d'une faiblesssaulaire localisée a des formes néonatales
avec hypotonie majeure et insuffisance respirataioir jusqu’a I'akinésie foetale. Aucune
prise en charge n’est disponible actuellement. S8autlépistage génétique peut étre réalisé

dans la famille des patients.

Figure 15: Coupes transversales de muscle de patie avec différentes
mutations dans RyR1.Les marquages ont été réalisé avec la NADH-tetiarol
réductaseA etD) et la succinate déshydrogénaBeet C). D’aprés (Monnier et
al., 2001.

De nombreuses protéines interagissent et modwdeRyyR a commencer par le canal

calcique lui faisant face sur la membrane plasmidqedOHPR.

25



[-4-2-Le DHPR
[-4-2-1-Topologie et localisation du DHPR

Le récepteur des dihydropyridines (DHPR) est unetéome qui est codée chez
I'hnomme par le gén€EACNALS C’est un canal voltage dépendant de la membriasenpue
identifié dans les muscles squelettiques et Can@B@ikami et al., 1989; Nakai et al., 1998; Tanabeaks
1087y Il se localise spécifiguement et uniguement dasstubules-T. Le DHPR est aussi
appelé Cdl.1 dans le muscle squelettique etXC2a dans le muscle cardiaque. C’est une
protéine majeure dans le complexe de relachemerctldium. L'intégrité de cette protéine
est nécessaire au couplage E-C. Le DHPR est hét#tmpere composé de différentes sous-
unités @1s, 02/, p ety dans le muscle squelettiqgue) qui ont chacune onetibn différente
(Figure 16). Les souris dysgéniques, déficientas g sous-unité&ls et les souris KO pour
le géne de la sous unif® ne sont pas viables et meurent a la naissance ddficit
respiratoirggregg et al., 1996: knudson et al., 198U contraire, les souris invalidées pour la songe

v ne semblent pas avoir d’altération sur le coupkgstation-contractiofursu et al., 2001)

cytoplasme

DHPR

Figure 16 : Schéma de I'hétéropentamére DHPR dane muscle squelettique.
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[-4-2-2-Les interactions avec RyR1

L’interaction physique entre RyR1 et le DHPR a éti§ en évidence en 1994 par
l. Marty (vary et al., 1994a) Dans le muscle squelettique, plusieurs soussrii¢ DHPR
permettent son association avec Ryflet al., 2009; Rebbeck et al., 2011; Tanakal.et990y L'interaction
entre le DHPR et le RyR1 est dépendante de I'afigpgmé géométrique entre ces deux
ProtéineSeprotasi et al., 1998; Takekura et al., 199U Niveau des tubules-T, le DHPR est organisé en
tétrades. Chaque tétrade est située en face d’BndRy et al., 1988fl€ Mmaniere a ce que chaque
DHPR soit face a un monomeére de RyR afin de powssurer un couplage mécanique ou
fonctionnel entre ces deux protéines. En revandnehomotétramere sur deux de RyR

seulement est couplé aux DHRRasi et al., 1998)

Dans le reticulum sarcoplasmique (RS), le RyR foumecomplexe quaternaire en

interagissant directement avec la triadine ethafjne et indirectement avec la calséquestrine

[-4-3-La calséquestrine

La calséquestrine (CSQ) est la principale prot&im&atrice du calcium dans le RS
(Beard et al., 2004; Gyorke and Terentyev, 2008lkmann, 2009) L& CSQ réside dans la lumiere du RS. A elle
seule, elle représente environ un tiers de I'ensermes protéines du RS jonctionnel. C'est
une protéine qui peut polymériser en fonction deolacentration en calcium et ces polymeres

sont visibles en microscopie électronique.

[-4-3-1-Genes, localisation et structure de la CSQ

Deux isoformes de la CSQ résultent de I'expresdmeux genes distindBASQlet
CASQ2 Chaque gene est composé de 11 exons et se éosafige chromosome 1 (1921 pour
CSQ1 et 1p11-p13.3 pour CSQ2). Les deux isoforméseptent une similitude de séquence
protéigue d’environ 80%. L'isoforme CSQ2, compodée399 acides aminés, est I'isoforme
cardiaque car elle est la seule présente dans le. cdel contraire, I'isoforme CSQL1,
composeée de 396 acides aminés, est lI'isoforme itajerdu muscle squelettique. C’est une

protéine décrite de 63 kDa.
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[-4-3-2-‘L’éponge’ a calcium du RS

A la différence de protéines comme la calmodulindactroponine C, la calséquestrine
ne possede pas de site de liaison du calcium gpéeitomme un motif EF-hand. La structure
primaire de la CSQ montre que c’est une protéingemaent chargée négativement. Environ
un tiers de la protéine est composé de résiduescidhaque monomeére de CSQ contient
environ cinquante sites de liaison pour l'ion aatci(interaction électrostatique entre la CSQ
et le calcium). La CSQ permet de stocker le calaiams le RS. Elle peut lier le calcium avec
une haute capacité et une faible affinité, ce gupérmet a la fois le stockage et la libération
rapide du calcium nécessaire a la contraction nlaiseu Cette ‘éponge a calcium’ permet
d’augmenter localement la concentration calciummdacteur vingt. La polymérisation de la
CSQ dépend de la concentration calCigd et a1, 2003La CSQ est sous forme monomerique
guand la concentration en calcium est faible epslgmeérise quand la concentration en
calcium augmente. En présence de forte de contientide calcium, ces polymeéres linéaires
sont essentiels a la bonne localisation de CSQ EaRS. La CSQ a un double réle. Elle
permet le tamponnage du calcium ce qui permet dsetwer la concentration de calcium
libre dans le RS relativement basse. La CSQ peamnsti la régulation des relachements de

calcium durant le couplage E-C, car elle agit conmmeenseur intraluminal pour RyR.

1-4-3-3-Les fonctions et les modeles KO-CSQ

La CSQ est associé a la triadine et a la jungkgdgyashi et al., 2000; Shin et al., 2008y@ SOUTS
KO CSQ1 est viable et fertil@aoiini et a1, 2007y Aucune compensation par CSQ2 n’est détectée
dans les muscles squelettiques. La souris KO-CS€@kepte trois types d’altérations
structurales qui sont visibles en microscopie éeitue (Figure 17). Identique a la souris
KO-triadine (cf chapitres II-7 et 1V-2-4), la sosirKO-CSQ1 présente une diminution de la
largeur des citernes terminales de RS et une ncatldn de I'orientation des triades. De plus,
elle présente des ‘triades multiples’, qui sontréepntées par une alternance multiple de

tubules-T et de citernes terminales de RS.
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Figure 17 : Dans la souris KO-CSQ1, les triades pe&ntent des défauts structuraux(A-D) Images de
microscopie a transmissioA-D) La largeur des citernes terminales de reticuldé&lihitée par les pointillés)
est diminué dans la souris KO-CSQ1 (CS@Qil; B et C) quelle que soit le type de la fibor&DL ou
Sol=soleus). Barre d’échelle : 100 nrit étF) La souris KO-CSQ1 forme des triades ‘multipld®s fleches
représentent les triades. Z line= bande Z, SR=RS,t0bules-T. Barre d'échelle : 250 nimages adaptés
d’'apres (Paolini et al., 2007).

Dans les souris déficientes en CSQ2, en conditiasale, la fonction contractile
cardiague est normale avec une libération du aal@tuun contenu calcique dans la lumiere
du RS normal. Cependant, lors d’'une expositionstesis aux catécholamines, des troubles
de relachement de calcium sont observés entratfemiibérations spontanées de calcium
anormales (épisodes de tachycardies ventriculaii@smann et al., 2009y La souris KO-CSQ2
présente une baisse de I'expression de la triatide la junctine d’environ 70%.

1-4-3-4-Les maladies humaines liées a CSQ

Récemment I'équipe de Sorrentino a découvert Imme mutation de CSQ1 causant
une myopathie vacuolairfossi et al, 2014)Dans le coeur, CSQ2 présente differentes mutations

pathologiques tels que les TVPC (cf chapitre lk@)imann et al., 2006)
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[-4-4-La junctine
[-4-4-1-Localisation et isoformes de la junctine

La junctine a été identifiée en 1988 comme la jmet&yant la plus grande capacité de
liaison avec la calséquestrine dans le cceur et uscl® squelettiqu@uichell et al, 1988)
La junctine est une protéine exclusivement locatlaés le muscle et qui appartient a la
membrane du RSrreves et al, 2000) Elle est issue de I'épissage alternatif du g&&PH
qui code aussi pour la junctate et I'asparfaterdroxylase. Ce géne localisé dans la région
8012-1 chez I'nOMMEeriotto et al., 200sf0rme une protéine de 26 kRanes et al., 1905)ll €Xiste
deux isoformes de la junctine, une forme longue pms®@ de six exons et une forme courte

composeé de cing exons.

[-4-4-2-Topologie et structure de la junctine

La junctine a une topologie et une structure qaseeble a la triadine (Figure 18).
La partie transmembranaire de ces deux protéinadergique a 60%. La junctine est décrite
comme une protéine transmembranaire de type Iddmaine N-terminal cytoplasmique est
court et est composé de 22 acides aminés. Le den@iterminal est dans la lumiere du
reticulum (acides aminés de 45 a 210). Ce domaingnkl est chargé positivement a
différents endroits et ressemble au domaine KEKHadé&iadine (domaine ‘KEKE-like’
cf chapitre 1I-4). Elle possede un seul domainegm@embranaire en hélicede 21 acides

aminés (acides aminés 23 a 44).

reticulum
sarcoplasmique

Figure 18 : Topologie de la junctine.
D’apres (Treves et al., 2000).
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1-4-4-3-Les fonctions et les modeles KO-junctine

La junctine est capable de s’associer a la CSQ, &YR triadingguo and campbell, 1995;
zhang et al,, 1997)L€ role précis de la junctine reste a ce joupmmu. Dans certaines études, le
junctine ne joue pas de réle sur le couplage E-@Qams la structuration des triaq@scompagni
et al, 2012) AU contraire dans d’autres études, la junctiméiggpe au complexe de relachement
du calciumwang et al., 20000U €lle aurait un réle combiné avec la triadinerp@pprocher les
sites de stockage du calcium (les CSQ) des sitdibémtion du calcium (les RyR). Les
souris KO-junctine présentent apres injection giretérénol, des arythmies et des troubles du
rythme (aischal et al, 2011) Sans injection, ces souris présentent tout de enéme mortalité
augmentée. Un quart des souris décédent avantn@is et la moitié avant un afan et al,
2007y Les modeles animaux soulignent le role de la tjpacdans la physiologie de

’lhoméostasie calcique, et la sévérité du phénoagsecié a son absence.
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[I. La Triadine

I[I-1-La triadine

La triadine est une famille de protéines exprimdass les muscles cardiaque et
squelettique. De nombreux roles ont été attribuéette famille de protéines, notamment
concernant la modulation de RyR, du couplage E-€,lad régulation de I'homéostasie

calcique et plus recemment du maintien de la straale la triade.

II-2-Historique, isoformes, géne et localisations de la triadine

La triadine a été initialement identifiee a padfuine fraction isolée du RS jonctionnel
de muscle squelettique de rat comme une glycopt@embranaire de 95 KRgandt et al., 1990:
kim et al., 1990y La triadine se lie avec le principal canal caleigiu RS, la protéine RyRdar et
al., 1995a; Carl et al., 1995b; Knudson et al.,380Xnudson et al., 1993byA\UjOUI’d’hUi, la triadine est décrite avec
guatre isoformes. Toutes ces isoformes ont étééelmu laboratoire et sont connues sous
l'abréviation TriSKmary et al., 2000; Vassilopoulos et al., 2005] [1SK €st un acronyme pour TRiadin
SKeletal et le chiffre désigne le poids moléculalee chaque isoforme. Trisk 95, Trisk 51,

Trisk 49 et Trisk 32, sont les isoformes natureflegriadine.
Toutes les isoformes de la triadine sont issud®pissage alternatif d'un seul géne, le

geneTRDN. Ce gene, composé de 41 exons et de 420 kb, edistbcdans la région 6g22-

6023 chez I'hommgnevenon et al., 200dtableau 2).

. LOCALISATION
Nombre d'EXONS
muscle cardiaque | muscle squelettique

Trisk 95 41 exons non exprimée RS jonctionnel
Trisk 51 issue de I'épissage alternatif de I'exon 21 non exprimée RS jonctionnel
Trisk 49 issue de I'épissage alternatif de 'exon 20 non exprimée RS non-jonctionnel
Trisk32  issue de |I'épissage alternatif de I'exon 8 présent dans tout le RS

Tableau 2 : Le nombre d’exons et la localisation dedifférentes isoformes de la triadine
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Dans le muscle squelettique de la plupart des espécisk 95 et Trisk 51 sont les
isoformes majoritaireguary et al., 2009 Chez 'Homme, l'isoforme Trisk 51 est plus exgas
que Trisk 95marty et al., 2009; Thevenon et al, 2003Pans le muscle squelettique les isoformes
Trisk 95 et Trisk 51 sont localisées dans le RS®tjonnel alors que l'isoforme Trisk 49 est
localisée au niveau du RS longitudinal et lisofermirisk 32 est localisée dans tout le
reticulum. Dans le cceur, l'isoforme Trisk 32 (oulQdour Cardiac Triadin isoform 1) est la
seule isoforme présent@obayashi and Jones, 1999: Peng et al., 10d4@S acides aminés 1 a 264 sont
communs a toutes les isoformes. Chaque isofornia tfeadine se distingue par la longueur

de sa partie luminale C-terminale et par les desréeides aminés qui lui sont spécifiques

(Vassilopoulos et al., 2005)

II-3-Topologie et structures de la triadine

La triadine est une protéine exclusivement localdéns le muscle et qui appartient a
la membrane du RS. La triadine est une protéingestnambranaire de type Il (Figure 19).
Le domaine N-terminal est cytoplasmique et le domat-terminal est dans la lumiéere du
reticulum vany et al, 1995) Elles possedent un seule domaine transmembragrairglices de
21 acides aminés (acides aminés 48 a6&)son et al, 19930)A Cette date, aucune analyse par
crystallographie, ni par cryo-EM, ni par résonnant&gnétique nucléaire de la triadine n'a

éte publiée.

Trisk 95 Trisk 51 Trisk49 Trisk 32

domaine
KEKE

domaine

coiled-coil

reticuium
sarcoplasmique Cter

687

Figure 19 : Topologie des différentes isoformes da triadine. Isoformes de la triadine clonées chez le rat.
Le domaine KEKE est la représenté par la boite omarte domaine coiled-coil par la boite grise, tesux
cystéines luminales par C270 et C649. Les partdsrées correspondent aux derniers acides aminésoqt
spécifiques aux différentes isoformes.
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1I-4-Oligomérisation et les domaines fonctionnels de la
triadine

La triadine posséde plusieurs domaines fonctionfleigure 19). Deux cystéines
luminales en position 270 et 649 jouent un rble artgnt. Elles sont présentes dans la
séquence de Trisk 95. Trisk 51 et Trisk 49 ne pim#eque la cystéine 270 et Trisk 32 n’en
présente aucune. Ces cystéines sont impliquées ldafiermation de ponts disulfures
conduisant a I'assemblage de polymeres de la méa€lurest-Lieuvin et al., 2012; Froemming et al.99p
La triadine possede un domaine KEKE qui s’étendatgdes aminés 210 a 224, et qui est
présent sur la sequence de toutes les triagkB@s et a1, 1004) Ce domaine est composé d’'une
alternance de lysine et d’acide glutamique qui fmtnun feuillety chargé positivement
(Kobayashi et al, 20000 Par définition, le domaine KEKE est dépourvu désidus
tryptophane/tyrosine/phénylalanine/proline et @shposé d’au moins 12 acides amig&sini
et al, 1994 Le domaine KEKE est impliqué entre autre danstdiiaction des triadines avec
RyR1 et la CSQkobayashi et al., 2000)ENfiN, un domaine coiled-coil qui s’étend desdasiaminés
330 a 341, a également été prédit sur la séquandeisk 95. Le domaine coiled-coil est un
domaine d’interaction protéine-protéifgpas et ai, 1991Ce domaine ainsi que les 2 cystéines
seraient importantes pour la fonction structuraelrdsk 95. En effet, des mutants délétés de
ces difféerents domaines induisent une déformaties mhembranes du reticulum dans des

cellules non musculairSurest-Lieuvin et al., 2012)

II-5-Les modifications post-traductionnelles de la triadine

Trisk 95 est phosphorylée dans la partie N-termeirer la CaMKllpamiani et al., 1995)
Toutes les triadines sont N-glycosylée sur |'asgi@aen position 7%xobayashi and Jones, 1999; Marty
et al, 20000 ON peut noter que la soi disante isoforme catdig@T2 de 33KDa clonée dans le

cceur correspond en faite a la forme glycosyléert B2 ong et al., 2001: Perez, 2011)
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II-6-La triadine et ses partenaires protéiques

Le partenaire principal de la triadine est le RgRssi bien dans le muscle cardiaque
(Carl et al,, 1995afU€ dans le muscle squelettiqug! et al, 1995b; knudson et al,, 19934y €tte interaction a
un réle sur le couplage excitation-contracti@fbnasekera et al., 2007; Lee et al., 2006; Leal.e2004) La
triadine est capable d'interagir avec le RyR aola par sa partie N-terminale cytoplasmique
(Groh et al., 1999)€t par sa partie C-terminale lumingdo and campbel, 1995fVia notamment son
domaine KEKE. Ce méme domaine est capable d'inteaagc la calsequestrin@payashi et al.,
2000) SUggérant un complexe multiprotéique entre Ry&tine/calséquestrine. En effet, la
triadine est décrite comme une protéine pouvarg failien entre le RyR et la calséquestrine.
La triadine aurait un role d’ancrage de la calsétiuee a la triade. Sans elle, la calséquestrine
serait distribuée dans tout le FgScompagni et al., 2012)-a triadine est aussi associée a la junctine
dans la membrane du RS jonctionnel. Cette associatemble stabiliser 'ancrage de la
calseéquestrine au RYRiover et al., 2001; zhang et al, 1907%-€ Ccomplexe quaternaire a été identifié

biochimiquement dans le muscle squelettigigand campbell, 1005t cardiaqUenang et al., 1997)

II-7-Les modele de souris KO-triadine

Afin d'identifier les fonctions de triadine, deuxodeles de souris invalidées pour le
géne de la triadine ont été développés: I'un pguipe de C. Perez et P. All@fien et al., 2007)
aux Etats-Unis, et I'autre en France par notrefaioire oddoux et al., 2009)L€S deux modeles de
souris ont été réalisés avec la méme stratégiegision de I'exon 1 du gén€RDN Ces
souris ont exactement le méme phénotype. Elles\sallies, fertiles et présentent des défauts
au niveau du cceur et du muscle squelettique (Tal8gaDans le muscle squelettique, ces
souris présentent une faiblesse musculaire quassiciée a une réduction des relachements
de calcium. Une diminution importante de la quantie la calséquestrine est présente chez
ces souris ainsi que des défauts structuraux dgalisation des triades (cf chapitre 1V-2-4).
Ces souris présentent aussi une arythmie cardgugjteea l'injection d'isoprotérénol qui imite

un stresg-adrénergiqu@:hopra et al., 2009)
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(Shen et al 2007) (Oddoux et al 2009)
Viabilité Viable Viable
Croissance Pas de défauts Pas de défauts
RyR1 1 dans EDL, = dans Soleus = dans EDL, = dans Soleus
e é‘é DHPR,;, = dans EDL, = dans Soleus 1 dans EDL, | dans Soleus
'z 2 Junctophiline-1 | dans EDL, | dans Soleus NR
= Junctophiline -2 = dans EDL, = dans Soleus NR
§ E CSQ | dans EDL, | dans Soleus | dans EDL, | dans Soleus
£ g Junctine | dans EDL, = dans Soleus = dans EDL, | dans Soleus
= E SERCA NR = dans EDL, = dans Soleus
FOF-ATPase NR = dans EDL, = dans Soleus
i RyR1 Pas de défauts Pas de défauts
g E DHPR NR Pas de défauts
3 E CsSQ Pas de défauts Pas de défauts
Junctine Pas de défauts NR

-Perte de ’orientation transversale de

-Pas de modifications dans le Soleus

2 3 Microscqpie certaines triades -EDL : Perte de I’orientation
£ £ Electronique (ME) -Délocalisation de CSQ dans le RS | transversale de certaines triades + pas
E ‘§ longitudinal de mitochondries associées
ﬁ % RMN NR lvolume du muscle gastrocnémien
Cryo-fracture/ME | DHPR en tétrades, pas de défauts NR
& Suspension NR ldes performance chez les souris KO
z § Agrippement NR ldes performance chez les souris KO
E < Muscle isolé Pas de défauts Lforce EDL et Soleus chez souris KO
RMN NR Souris KO moins fatigables que WT
g 2 RMN NR Pas de différence
=7z
E“ © . . - couplage E-C ngrmal - couplage E-C nqrma]
E- u Imagerie calcique | -| des stocks calciques -] des stocks calciques
o

Tableau 3 : Comparaison des caractéristiques squdiigues des deux modeéles de souris KO-triadine par
rapport au souris WT. Localisation par immunomarquages fluorescents auscta rapide (sternomastoide) pour
I'étude de (Shen et al., 2007) et sur FDB pourutiét de (Oddoux et al., 2009). Met. NRJ : Métabatism
énergétique. NR : Non renseigi@bleau réalisé par M. Cacheux.
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II-8-La triadine est une protéine structurante

Les changements d’expression de la triadine onimpact sur la structure du RS
jonctionnel. Le KO-triadine montre des défauts ddasentation des triades, un volume
reduit du RS jonctionnel et une perte de la demigtéalséquestringoncompagni et al., 2012; Oddoux et
al., 2009; shen et al., 2007-€S résultats suggerent que la triadine agit connne protéine structurale
pour maintenir la morphologie des triades. La tnadsemble agir pour maintenir le volume
du RS jonctionnel en retenant la calséquestrin@gat comme ancre. Les triadines qui
s’agrégent permettent de connecter les polymeregall®questrine au RS jonctionnel
(Boncompagni et al., 2018t de déterminer la forme et la taille du RS jmrstel. Les surexpressions
de Trisk 95 et Trisk 51 relocalisent la cavéoling/adsiopoulos et al, 2010)'€l€ment principal
structural des cavéoles dans le muscle squelettigug et a., 1996) La triadine régule les
déformations de membranes induites par le mécan®D@E (pour Store Operated Calcium
channel, cf chapitre IV-1-3-2) en affectant le dage E-C par suppression du SOCE. En
effet, la surexpression de la triadine diminue3€XCE vassiopoulos et al., 2007@lors que dans le

KO-triadine, les événements de SOCE sont augmeiates: ai., 2007)

I[1-9-Les maladies humaines liées a la triadine

Notre laboratoire a identifié les trois premiéreatations de la triadine, dans deux
familles de patientroux-suisson et al, 2012)L€s trois mutations identifiées chez les patients
conduisent a I'absence de la triadine. Les patsmtsdonc naturellement KO pour la triadine
et sont tous porteur d’'une maladie cardiaque, IRT\{tachycardie ventriculaire polymorphe
catécholaminergique). La TVPC est une maladie @iest une maladie cardiaque génétique
des troubles du rythmeerone et al., 2009: Liu et al., 200dEll€ survient principalement chez le grand
enfant avant I'age de dix et est caractérisé paisyncope ou un arrét cardiaque induit par un
stress physique ou émotionQ&kampagne et al., 2008; Priori et al., 2002; Wagthn et al., 1994)EN I'absence de
traitement, le pronostic est dramatique. La maiés patients vont décéder de mort subite
avant 30 ans. Le traitement repose surfiddoquants. Il est donc primordial de faire le
diagnostic le plus précocement possible pour metirplace des mesures thérapeutiques. Les
mutations conduisant a des TVPC sont situées sugéees des protéines du complexe de
relachement du calcium (RyR, calséquestrine ouidainbe). Le phénotype cardiaque des
patients affecté par la TVPC est assez similaireplaéinotype cardiaque des souris KO-
triadine.
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[II. Les Microtubules

II1I-1-Généralités sur le Cytosquelette

Le Cytosquelette est un ensemble de polyméresufibed de protéines associées,
cytoplasmiques et nucléaires, constituant des tsireg stables mais responsables aussi des
phénomenes dynamiques mettant en jeu des protainkeses.

Ces polymeres fibreux sont de 3 types. lls onirét@lement classés selon leur taille
apparente en microscopie électronique a transmisgides microtubules d’'un diamétre de
25 nm, constitués de tubuline, ii) les microfilartsefins d’actine d’'un diametre de 7 nm, et
iii) les filaments intermédiaires d’'un diamétreenhédiaire entre les microtubules et les
microfilaments fins d’actine, constitués entre-autie vimentine, kératine, desmine... Ces
polymeres protéiques sont formés a partir d’'unibd@momeériques qui sont soit des protéines
globulaires (actine et tubuline), soit des protgiffiereuses (filaments intermédiaires). Les
éléments du cytosquelette sont répartis dans leplagme ou ils sont synthétisés, dans le
nucléoplasme qui comporte une famille spécifiqudildenents intermédiaires, et encore a la
périphérie de la cellule, ou ils forment le cortmdlulaire. Le cytosquelette est le siege de
remaniements permanents sous forme de polyménsadépolymérisation, phosphorylation-
déphosphorylation. De ce fait, les constituantgytosquelette existent dans les cellules sous
trois états différents en équilibre les uns avecalgtres : soit des monomeres libres, soit des

polymeres instables, soit des polymeéres stabilisés.

Le cytosquelette a de nombreuses fonctions. Legmaoks stabilisés jouent le réle
d'un véritable squelette cellulaire. lls déterminéa forme de la cellule et permettent les
mouvements cellulaires. Ces mouvements nécessinipolymeéres dynamiques qui sont
importants notamment dans des mouvements mitotiggechromosomes, du déplacement

des organites dans le cytoplasme, et la contraotimsculaire.

Parmi toutes les fonctions du cytosquelette, lescratibules sont plus
particulierement impliqués dans la mitose, I'orgation et le positionnement des organites
(mouvements intracellulaires des organites tels dee RE, l'appareil de Golgi,
les mitochondries), dans la motilité (des cilslagélles des eucaryotes unicellulaires, ou de la

migration des cellules de vertébrés) ou encore amansport intracellulaire de vésicules.

39



I1I-2-La structure des microtubules

II11-2-1-Les tubulines

Sept tubulines différentes sont décrii®gner, 2001y LeS plus étudiées sont les tubulines
a et B, qui forment un hétérodimére de tubuline, unitécttirale de base des microtubules.
Ces deux sous unités présentent environ 40% d’hmyieobe séquence. Les autres tubulines
ont des fonctions tres spécifigues comme par exemaplubuliney qui est impliquée dans les

premieres étapes de la formation des microtubohssde la nucléation.

Chez I'Homme, sept isoformes de tubulineet huit de tubulinel sont décrites
(six et sept respectivement chez la souris). Lbslitesa et sont des protéines globulaires
d’environ 450 acides aminés et d’'un poids molécalapparent de 52 kDa (Figure 20).
Les sous unitéa et sont trés conservées au cours de I'évolution ptupart des mutations
sont létales. Elles s’assemblent pour former uérbdimére de tubuline/p (interaction de
type hydrophobe). Le dimere a une activité enzyoatindispensable : une activité GTPase.
Il existe deux sites de fixation capable de liet@m, deux molécules de GTP : le site N au

niveau de la sous uniteet le site E au niveau de la sous Ufiit@andeikow et al., 1988; Yanagisawa et al.,

1968)

B protofilament C bout ‘plus’

Figure 20 : Schéma de la tubuline et
des microtubules. (A) un dimere de
tubuline. B) un protofilament, €) un
microtubule formé de 13 protofilaments,
avec les sous-unitdlsau bout ‘plus’ et les
sous-unités a au bout ‘moins’ du
polymére. Schéma adapté (Akhmanova
and Steinmetz, 2008).

A dimére de

25 nm

4 nm bout ‘moins’
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II11-2-2-Les microtubules

La structure des microtubules a essentiellement réié€lée par microscopie
électronique a transmission. Leur forme cylindrigereuse et rigide (comme un tube) résulte
de I'arrangement adjacent et paralléle de 13 *oRofitamentSandelkow et ai,, 198a{Figure 20).
Les protofilaments sont composés de I'associatitiétérodimeres de tubuline alignés et
linéaires. Au total, la surface d’un microtubulé es arrangement régulier de sous-unités de
tubuline et toutes ces sous-unités présentent taen@ientation le long des protofilaments.
Chaque protofilament est constitué d’'un enchain¢ramtonné d’hétérodimeragp. De ce
fait, les microtubules ont une polarité structurdle sont formés d’'une extrémité négative
(bout ‘moins’) exposant les sous unitésl.’autre extrémité positive (bout ‘plus’) exposs|

SOuS UNIté$ (mitchison, 1993)

é GTP
004
3 & cor

polymérisation

désassemblage

assemblage

état stable
intermédiaire

Figure 21: Schéma du cycle polymérisation/dépolymiéation des microtubules.
Schéma adapté (Akhmanova and Steinmetz, 2008).
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Les microtubules polymérisés vitro a partir de tubuline purifiée sont naturellement
dynamiques (Figure 21 et 23). Les hétérodimeretlo@inea et sont capables de s’auto-
assembleiin vitro sous certaines conditions, par exemple en présg¢inice concentration
suffisante de tubuline pure dite ‘concentrationiquie de tubuline’, de molécules de GTP, de
magnésium (qui forme un complexe avec le GTP), ¢idinlégérement acide (pH 6.8 car a
pH basique les polyméres dépolymérisent) et d'iemap€rature supérieure a 20°C. Cet
assemblage se déroule en deux étapes: la nucléatiéiongation.

- Lors de la nucléation, les hétérodimeres de tobul’associent entre eux.
L’association de plusieurs diméres de tubuline odas oligoméres de tubuline. Les dimeres
gui ne sont pas complexés au sein des oligoméstntealors disponibles pour I'élongation.

- Lors de I'élongation, les microtubules vont emsypolymériser par addition des
diméres libres de tubuline-GTP aux bouts ‘plush&tins’ du microtubule. C’est au cours de

cette etape que la molécule de GTP qui associéudllinep, est hydrolyS€@iyman et al., 1992)

Le désassemblage des microtubules se traduit parlibération des dimeres de
tubuline. Une dilution de la tubuline, une expasitiau froid, un ajout de calcium, une
incubation avec des drogues anti-microtubulairescqdazole, colchicine, vinblastine)
entraine le désassemblage des microtubules awnilesabouts ‘plus’ et ‘moins’. A l'inverse,

des drogues stabilisatrices telles que le paclif@eaxol®) stabilisent les microtubules.
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I1I-3-Dynamique des microtubules in vitro
I11-3-1-Treadmiling : effet du ‘tapis roulant’

L’état stationnaire correspond a une phase ou teeasdration en tubuline libre est
égale a la concentration critique. Les microtubuigdant pas des structures inertes mais
dynamiques, ils échangent en permanence leurswsigs de tubuline avec le miligiannson
and Borisy, 1977 C€ phénomene se nomme le ‘tapis roulant’” oudim@Bng’ vargolis and wilson, 1978)

La polarité des microtubules influence la cinétigliassemblage et de désassemblage des
dimeres des tubuline a chaque extrémité du micudéutDe ces différences d’assemblage
résulte un flux de sous unités de tubuline damsiteotubule d’ou le phénomeéne dit de ‘tapis
roulant’. Ce flux de tubuline est dirigé de I'extriéé positive vers I'extrémité négative des
microtubules car le ‘tapis roulant’ résulte de $amblage net au bout ‘plus’ compensée par
un désassemblage net au bout ‘moins’. Le treadgndirtgalement été obserevivo pour

des microtubules se détachant du centrosome, qeequiet a ces microtubules de se mouvoir

vers la périphérie de la celli@dionov and Borisy, 1994Figure 22).

dimeére de bout bout
tubuline

)
o &

‘plus’ ‘moins’
P microtubule

t

t1

t2

Figure 22 : lllustration du Treadmiling : ‘effet du tapis roulant’. Lorsque les deux
extrémités sont libres, on observe un déplacemesttubulines du bout ‘plus’ vers le bout
‘moins’ au cours du temps (t=temsp 0, temps 1lrapte?2).



I11-3-2-L’instabilité dynamique

S’ils ne font pas de treadmiling, les microtubul@s I'équilibre subissent
successivement un assemblage qui allonge le mirtEpuis un désassemblage rapide par
dissociation de ces diméres qui raccourcit le niidrole. La transition entre polymérisation et
dépolymérisation est appelée une ‘catastrophe’trdasition inverse est un ‘sauvetage’.
Les microtubules ne sont pas toujours en phaseselidslage ou de désassemblage, ils
peuvent également étre en payser et al., 1988) L'instabilité dynamique nécessite de I'énergie
qui provient de I'hydrolyse du GTP sur le site éaeable la tubulin® (cariier et al., 1989; valiron et
al, 2001y Une cellule qui produit beaucoup d’ATP, posséedecdbeaucoup de GTP (réaction
catalysée par la NDP kinase = ATP + NBP NTP + ADP, N étant un nucléoside). La
polymérisation du microtubule est suivie de I'hygise du GTP en GDP. L’hydrolyse du
GTP en GDP entraine un changement conformatioresekdus-unités et un affaiblissement
des liaisons entre les dimeéres, favorisant la gépétisation. La dépolymérisation rapide
augmente la concentration de tubuline libre ce mprimet aux diméres de tubulinegd,
d’avoir la possibilité d’échanger le GDP en GTHsairecharger les diméres en GTP pour

recommencer un cycle.

Cette instabilité dynamique a été mise en évidezmwemesurant la longueur des
microtubules en état stationnaifi@chison and kirschner, 1984y AlOrs que la concentration de
tubuline reste constante, la longueur moyenne desrotubules fluctue fortement
(Figure 21 et 23). Cette instabilité a été obsesufedes microtubules individuels grace a la
Vid€éomiCroscopigvandecandelaere et al., 1994y iNstabilité dynamique est ainsi caractérisée ges
phases de polymérisations lentes entrecoupéesadepble dépolymérisations rapides.

Figure 23 : lllustration de linstabilité
dynamique. A [I'état stationnaire, la
longueur des microtubules individuels
fluctue. Les microtubules s'assemblent et
se désassemblent constamment.
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Une population entiere de microtubules peut étfiencée par des variations de
milieu. D’'une part, des variations dans la conadittn nucléotidique peuvent induire des
cycles de polymérisation-dépolymérisation. D’aupart, des stimuli externes tels que la
gravité, les champs magnétiques ou électriques adldef intensité, peuvent déterminer
I'orientation et I'organisation des microtubulekebt probable que ces propriétés aient une
fonction dans la morphogenése cellulaire. Les miknales pourraient servir de détecteurs de
stimuli externe®t leurs propriétés dynamiques (de tapis roulamsgabilité dynamique) leur

permettraient de se réorganiser constamment etidarde ces stimuli.

I11-4-Les microtubules dans les cellules non différenciées

I11-4-1-Le centre organisateur des microtubules

Les microtubules dans les cellules telles que CO&dJ7 les fibroblastes, ont
généralement une organisation radiale et sont emceir un centre organisateur des
microtubules (MTOC) (Figure 24). Ici, le centrosoest constitué d’'un centriole entouré du
matériel péricentriolaire. Dans les cellules noffédenciées la notion de centrosome est
identique a la notion de MTOC. Cependant dans diisles différenciées comme les cellules
musculaires, le MTOC peut étre organisé différemngehchapitre 1I-5-1). Dans tous les
cas, le bout ‘plus’ des microtubules se trouve é@mppérie alors que le bout ‘moins’ est ancré
au MTOC.

Figure 24 : Organisation du réseau de
microtubules  autour  d'un centre
organisateur des microtubules (MTOC)
dans une cellule COS-7La localisation des
microtubules (tubuline, vert) mise en évidence
par marquage immunfluorescent. La fleche
indique la position probable du MTOC. Barre
d’échelle : 20 pm.
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I11-4-2-Les modifications post-traductionnelles (PTMs)

Les microtubules peuvent subir difféerentes modifres post-traductionnelles ou

PTMS (verhey and Gaertig, 2007C€s modifications touchent principalement l'uri@ base : les

diméres de tubuline. Quelques exemples de PTMsiligsités ci-dessous :

- La tyrosination/détyrosination affecte I'extrééniC-terminale des tubulines.

- L’acétylation/désacétylation permet I'ajout d'groupe acétyl sur la lysine 40 de la

tubuline a par une histone acétylase ou la suppression dupgracétyl par une histone

désaceétylase.

- La phosphorylation sur thréonine ou sérine indids effets qui peuvent étre

multiples rourest-Lieuvin et al., 2006)

D’autres modifications comme la polyglutaminatioty palmitoylation ou la

polyglycylation ont été décrites. Leurs sites ezyemes sont récapitulés dans le tableau

suivant. Verhey et Garetig ont formulé une hypotheappelée ‘the tubulin code’ selon

laguelle les PTMs ne stabilisent pas directemenirierotubules mais servent d’intermédiaire

pour recruter d’autres effecteurs spécifiques danbut biologique préciganke, 2014; verhey and

Gaertig, 2007) Ce& code qui est généré par les modificationsadaluline pourrait étre lu par les

protéines associées aux microtubules (Tableau 4).

PTM

Detyrosination

Glutamylation

Glycylation

Acetylation

Phosphorylation

Palmitoylation

A2

Description

removal of
C-terminal

tyrosine

addition of one

or more glutamates
as a side chain

addition of one or
more glycines as a
side chain

addition of acetyl
group
addition of phosphate

addition of palmitate
lipid group

removal of penultimate
glutamate from
detyrosinated a-tubulin

Site(s)

terminal

tyrosine on

CTT of a-tubulin
multiple glutamates
in the primary
sequence of CTTs
of a- and p- tubulin
multiple glutamates
in the primary
sequence of CTTs
of a- and ptubulin

lys40 of atubulin

Ser172 and unknown

site(s) on CTT of p-ubulin

unknown sites on
a-tubulin

Cys376 of atubulin

CTT of atubulin

Forward
Enzyme(s)

Cctrboxypepﬁduse3'
(Nnal/CCP12)32

TTLLT, TTLLS, TTLLG
(ce-tubulin)34.54

TTLL4, TITTLLOAP,
TTLLZ (ptubulin)34.54.69

unknown

unknown

Cdk1/eyclin B
[Ser172 of p-tubulin)®
PSK3? Fast0 Syka'?.ss

unknown

unknown

Reverse
Enzymes(s)
TTL33

unknown

unknown

HDACS, SirT23941

unknown

unknown

unknown

Tableau 4 : ‘the tubulin code’ selon (Verhey and Gertig, 2007).Les différentes modifications

post-traductionnelles de la tubuline
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I11-4-3-Les protéines associées aux microtubules (MAPs)

Les protéines associées aux microtubules ou MABsr(Microtubules-associated
proteins) sont des protéines ayant la capacité defiger sur les microtubules.

Il existe différents types de MAPSs.

I11-4-3-1-Les MAPs structurales stabilisatrices

Les MAPs stabilisatrices tirent leur nom de leundion. Elles permettent la
stabilisation des microtubules. Plusieurs famillde MAP ont été caractérisées.
Dans ces MAPs stabilisatrices, on peut les classedleux groupes : les MAPs neuronales
(MAP1, MAP2, MAPG6, Doublecortine, Tau...) et les MABBiquitaires (MAP4, MAP7...).
Elles ont pour fonction de stimuler la polymérieatiet de stabiliser les microtubules.
Par exemple, la protéine MAP6 ou STOP a une foffmité pour les microtubules.
Cependant le complexe Calmoduline/Cpeut inhiber l'interaction entre la protéine STAP
les microtubules (inhibition réversible). La pro@iSTOP a pour fonction de stabiliser les
microtubules a basse tempeératiy@nin et al., 2012; Denarier et al., 199dpans le muscle, la protéine
MAP7 est importante pour le positionnement des OBYetzger et al, 2012£t UNE isoforme de
MAP4 est indispensable pour organiser les micrdaguwparalléles nécessaires a la

différenciation des cellules musculai{@syessie et al., 2015)

I11-4-3-2-Les MAPs déstabilisatrices

A l'inverse des protéines stabilisantes, il exigs MAPs qui fragmentent, cassent les
microtubules ou augmente les catastrophes moléeslau niveau des bout ‘plus’, en
favorisant la dissociation des protofilaments :N&&Ps déstabilisatrices (comme par exemple

la protéine Stathmine ou la katanigg)mont and Mmitchison, 1996: Vale, 1991)

I11-4-3-3-Les moteurs moléculaires

Deux types de moteurs existent : (i) les moteutgragrades qui se dirigent vers le
bout ‘plus’ des microtubules et (i) les moteurdragrades qui se dirigent vers le bout
‘moins’. Les moteurs moléculaires possedent uneigciATPase. Cette activité permet a ces

moteurs de se mouvoir le long des microtubulesea€duler le transport des organites et des
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vésicules. Il existe plus de 50 kinésines, répagie 14 famillegndow et al., 2016)LES récepteurs
des kinésines sur les organites s’appellent desctimes. Le mode de fonctionnement est
permis par la coordination des deux domaines géolad du domaine moteur. La position des
domaines moteurs va controler le sens dans leguekVaire le transport. Les kinésines ont
plusieurs roles. La plupart du temps, la kinéssteua moteur moléculaire qui se dirige vers
I'extrémité des ‘bout plus’ des microtubules a Eeption des kinésine du groupe 14 qui sont
des moteurs rétrograde. La protéine Kif5b est amsgortante pour le positionnement des
NoYauXwvetzger et al., 2012)Certaines familles de kinésine comme celle duped3 (MCAK) ou

du groupe 8 dépolymérisent les microtubygs: a, 2012)La dynéine est a l'inverse le moteur
qui se dirige vers I'extrémité des ‘bout moins’ aeiErotubuleSkardon and vale, 2009)La dynéine

cellulaire (Dynclhl) est le moteur rétrograde ursee

I11-4-3-4-Les protéines de bouts ‘plus’ (+TIPs)

Une importante catégorie de MAPs est capable desspécifiquement aux bouts
‘plus’ des microtubules et sont appelées +TIPssfelnd tracking proteinShihmanova and
Steinmetz, 2008; Perez et al., 199§7lUSieurs familles ont ainsi été définies. Laifendes protéines EBs
(End-Binding proteins) reconnaitrait I'extrémitésdaicrotubules en cours de polymérisation,
et semble constituer I'adaptateur central auqudiesait la grande majorité des autres +TIPs
(kumar and wittmann, 2012)ll existe trois isoformes EB1, EB2 et EB3. Lestpmes EBs ont une
extrémité C-terminale trés homologue a celle dbslinesa. La famille des protéines CLIPs
comprennent CLIP170, CLIP115 et le complexe dyridyreactine. Ces protéines possédent
un domaine riche en glycine. Par exemple, la pnet&LIP-170 permet les sauvetages des
catastrophes moléculaires. Une autre famille déPsTdst capable de se lier aux protéines
EBs. Cette famille comprend notamment les proté@ie&SP1, CLASP2, ou encore STIM1
(cf chapitre 1V-1-3-2)williams et al., 2001

48



I11-5-Les microtubules dans les cellules musculaires

C’est en 1982, que le premier ‘lien fonctionnel'trenles cellules musculaires et
le réseau de microtubules est étaillama et ai, 1982)EN effet, les drogues qui polymeérisent ou
dépolymérisent les microtubules induisent dansléas cas des déformations au niveau de la
bande Z. Les microtubules ont un rdle durant la geyp@se et dans I'organisation générale de
l'architecture des cellules musculaire@ougiau et a., 1993 Par exemple, pendant
la différenciation musculaire, les microtubules tsnacessaires au transport de la myosine
sarcomeriquepizon et al, 2005) L€S microtubules permettent la stabilisation dé&ments
contenant la myosine avant leur incorporation di@sssarcomeéeres matures. La myosine
se déplace le long des microtubules et vers le bplis’ de ces structures.
Ainsi l'organisation spécifique des microtubulesurinit des indications directionnelles

pour le positionnement et I'organisation de la nm@ors de la formation des sarcomeres.

I1I-5-1-Les microtubules durant la myogenese

En 1985, I'équipe de Bornens s’attaque réellemdiorganisation et la nucléation des
microtubules durant la myogenése par des étudesimooytologiques. Dans les myoblastes,
le réseau de microtubules est classique, juxtaéauel au niveau dun MTOC.
Au contraire, les myotubes possédent de nombregrotabules organisés en paralléle. Les
MTOC sont regroupés au voisinage des noyaux etassédent pas de centrioles mais

seulement le matériel péri-centriolaire nécessaleenucléation (Figure 29ano et al., 1991: Tassin

et al., 1985a; Tassin et al., 1986b)

‘?’i:’ﬁf —

Figure 25: Représentation schématique de la trartgon dans l'organisation des

microtubules, du myoblastes jusqu’au myotubesDans les myoblastes, les microtubules
sont nucléés a partir d'un MTOC avec centriolesnDles myotubes, les microtubules sont
nucléés a partir du matériel péri-centriolaire gtest re-localisé autour des noyaux et
s'organisent parallélement dans toute la cellulsaulaire.Schéma de (Tassin et al., 1985a).
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En effet en microscopie électronique dans desdibmasculaires adultes, il n'y a pas
de signe d’agrégation des microtubules autour @agioleSkano et ai, 1993) La redistribution
du matériel péri-centriolaire autour du noyau a k& début aprés la fusion des myoblastes.
Dans les fibres musculaires matures, les microasidont également nucléés par les
‘elements de Golgi’ qui sont distribués tout ledate la fibre (Figure 26bddoux et al., 2013)EN
effet, durant la myogenése, I'appareil de Golgiréstganisé et dispersé en ‘éléments de
Golgi’ auxquels restent associés des facteurs atatlés du matériel péri-centriolaire tels que

la y'tUbu"ne et la péricentrin@ddoux et al., 2013; Ralston et al., 1999)

Figure 26 : Les microtubules sont nucléés par legléments de Golgi’Pour étudier la nucléation des microtubules, des
FDB ont été traitées avec du nocodazole pour dépoiger les microtubules puis laver pour obsenemduveau la
nucléation des microtubules. La localisation desratubules ¢-tub, vert) et des ‘éléments du Golgi’ (gm, rougege en
évidence par marquage immunfluorescent. (Al) Ctmtrdes éléments de Golgi sont le long des mitrolies. (A4)
Quelques minutes apres le traitement au nocodazete microtubules sont de nouveaux nucléés arpautiGolgi et
autour du noyau (fleches). Barre d'échelle : 10 |mmage d’aprés (Oddoux et al., 2013).

II11-5-1-1-Fusion des myoblastes grace aux +TIPs

Parmi les +TIPs, la famille des protéines EBs @eslispensable pour les étapes
précoces de la différenciation, de I'élongationdet la fusion des cellules musculaires
squelettiqueSstraube and Merdes, 2007; zhang et al, 2088yggé€rant que les microtubules semblent
nécessaires dans ces étapes cellulaires. Le gomipalston a montré ainsi que la protéine
EB1 est essentielle durant les phases précoces diéférenciation musculaire alors que la

protéine EB3 intervient dans les phases tardivda déférenciationznang et al., 2009)

I1I-5-1-2-Modifications post-traductionnelles des
microtubules durant la différenciation myogénique

Durant la différenciation de cellules musculairéss microtubules subissent de

nombreuses modificationgundersen et ai., 19s9PuUrant la myogenese, ces modifications rendent
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les microtubules stables. Les microtubules détggsssont présents des le stade myoblastes et
augmentent durant la myogenése ce qui se manfestia diminution de la dynamique des
microtubules. Les microtubules sont aussi acétylitte acétylation augmente pendant la
myogenése apres la fusion des myoblastes. Aingnwdelage subcellulaire qui se produit

pendant la myogenese nécessite des microtubulBeSaiinski and Gundersen, 1991)

II1I-5-1-3-Mouvement des noyaux microtubules-
dépendant

Dans la différenciation des cellules musculairase @tape importante implique la
régulation du positionnement spatial des noyause&in de la fibore musculaire (Figure 27).
D’une part, différentes protéines comme MAP-7, Kifdu la dynéine agissent comme des
regulateurs indispensables impliqués dans le posiment des noyayMetzger et al., 2012; wilson
and Holzbaur, 2012) L@ liaison de la protéine MAP-7 au moteur molégel Kif5b sur les
microtubules favorise le positionnement des noy&iautre part, la dynamique des moteurs
moléculaires est essentielle pour la distributices choyaux dans le développement des
cellules musculairegcadot et al, 2012) L& nombre et la distribution des différents mogeu
moléculaires sur le noyau et sur le réseau de toiontes déterminent la direction de
translocation des noyaux. Des protéines comme kpiive jouent le réle d’intermédiaire
entre les moteurs moléculaires et les noyaux. logpéation entre les protéines appartenant a
la famille des KASHs (klarsicht et MSP-300) et lerotubules sont aussi décrit comme un
mecanisme intervenant dans l'espacement des NON@sh and Holzbaur, 2012) AiNSi les
dysfonctions musculaires telles que la myopathientroaucléaire, présentent un

positionnement incorrect des noyaux avec des noganttaux.

Figure 27 : Modeéle illustrant les rbles de
KIF5b, MAP7 et la dynéine dans la
dynamique des noyaux au cours du
© KIF5b développement des myotubed.a délétion ©)

ou . d'une de ces protéines cause l'agrégation et
@ MAP7 ' . I'anormale localisation des noyauxSchéma

adapté de (Wilson and Holzbaur, 2012).
© dynéine (—i

microtubule Q noyau
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I11-5-1-4-Protéines régulant la myogenese
musculaire via les microtubules

Différentes familles de protéines régulent la dyimpm des microtubules et
la différenciation myogénique. Par exemple, la fendes protéines MURFs (muscle-specific
RING-finger protein, appartenant a la famille désquitines ligase E3) sont nécessaires a la
différenciation des myoblastes, a la fusion destolyes et sont impliquées dans I'atrophie
musculaire gogine et al, 2001 Les protéines MURFs agissent comme des régusateur
myogéniques en lien avec le réseau de microtululeger et al, 2000EN effet, I'isoforme
MURF2 en relation avec le réseau de microtubulieresgiise pour la maintenance des lignes
M dans le muscle en développemefteninny et a., 2004y Une protéine associée aux
microtubules comme l'isoforme de MAP4 est capalglendintenir les microtubules paralléles

durant la myogenése necessaire a I'élongation gesulbeSmogessie et al., 2015)

I11-5-2-Les microtubules dans les cellules musculaires
matures

I11-5-2-1-Organisation en ‘quadrillage’

C’est en 1991 que I'équipe d’'Ishikawa réalise uagesde coupes longitudinales et
transversales par microscopie électronique a tresson, dans des diaphragmes de muscles
de rats et de souris adult@sno et a., 1001 L€S microtubules peuvent avoir différentes
orientations dans I'espace cytoplasmique : sogitodinales, soit transversales, soit obliques
(Boudriau et al., 1993) L€ réseau de microtubules est sous forme de fdla@e’ (raiston et al., 1999)
Dans le muscle, cette organisation des microtubesesres précise. Toutefois, le pattern des
microtubules est dépendant du type de la fibreufleig28). En effet, les fibres de type |
possédent un ‘quadrillage’ de microtubules plussdegue les fibres de type Il, ce qui correle
avec une densité des microtubules plus élevéeldaribres de type kano et al., 1991; Ralston et al.,
1999y Les microtubules sont plus nombreux et plus dead&extremité et a la périphérie de la
cellule que dans les zones profondes de celui&s. microtubules sont préférentiellement
présents au niveau de la bande | et plus spéciateameniveau de la jonction A-1 formant un

complexe sous forme de réseau.
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Figure 28: Le pattern des microtubules est dépenad du type de la fibre. La localisation des
microtubules ¢-tub, gris) a été mise en évidence par marquageaiirfiiorescent. Les fleches représentent
les accumulations de microtubules sur les pointgadg (ici non marqués). TFL=muscle tenseur deias
lata.Images de (Ralston et al., 1999).
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I11-5-2-2-Les microtubules, les triades et les noyaux

Dans les fibres matures, les noyaux sont complatesm@ourés par un réseau dense
de microtubulegraiston et al., 1999: Tassin et al., 1985&€S derniers s’accumulent entre la membrane
plasmique et les myofibrilles. Les microtubules ts@ouvent localisés a proximité de
nombreuses organelles et de structures musculapésifiques telles que les triades et
les noyauXkano et al,, 1901(Figure 29, Figure 30 et Figure 31). Cette orgaios du réseau de
microtubules autour des noyaux est perturbée atsabel vieillissement. Dans les fibres de
souris agees, les microtubules deviennent moinsegeautour des noyaux (et dans les fibres

musculaires en générad)uusgaard et al., 2006)
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Figure 29 : Les microtubules sont a proximité desriades. Coupe transversale de muscle de diaphragme
de souris en microscopie électronique a transmmsies microtubules ont été colorés en violet pletts
points noirs sont les myofibrilles. Mt= mitochorelilmages de (Kano et al., 1991).
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microtubule tubule-T RS

Figure 30 : Les microtubules semblent établir desantacts avec les triadesCoupe longitudinale de
muscle de diaphragme de souris en microscopieréfégtie a transmissio\j. (B) est un zoom deA).
(C) est une représentation schématiqueBRje I(es étoiles noires représentent les ‘feets’ gR Bntre le
RS et le tubule-T. Les étoiles vertes sont des naaygs denses aux électrons entre les microtubules e
RS.Images de (Kano et al., 1991).
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Figure 31: Distribution des microtubules dans unefibre musculaire squelettique. (A) En 1991,
représentation schématique de l'organisation desotuibules. SL=sarcolemme, N=noyau et Mf=myofibsl|
Schéma de (Kano et al., 1991B) En 2013, image confocale de la localisation desatubules f-tubuline,
vert) mise en évidence par marquage immunfluoréstes microtubules ont une organisation en ‘quide’

comme illustrés enX).
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I11-5-2-3-La dynamique des microtubules

Dans les cellules musculaires matures, le réseamidmtubules est présent sous
forme de faisceaux de microtubules qui sont adiog d’'un réseau durable. Le réseau est
globalement stable mais chaque microtubule estrdina&e au sein de ce réseau, avec une
vitesse de l'ordre de 9 pm/min. Les faisceaux derotibules sont des voies préférentielles
de polymérisation pour les microtubules dynamigeteses microtubules grandissent a partir
d’éléments stables comme le GQlglidoux et al., 2013)

I11-5-2-4-La jonction neuromusculaire (JNM)

Les microtubules, les éléments du Golgi et les nwyant une organisation spéciale
sous la jonction neuromusculaire (jJNM) (Figure 32@a densité et l'orientation des
microtubules sont dépendantes de stimulationsri&aes i et al, 2001y L'activité électrique
musculaire joue un réle sur l'organisation des otidoules. En effet, la J]NM présente une
augmentation de la densité de microtub@sn et ai, 1992) La Stabilisation des microtubules
par des MAP, favorise le recrutement des récept@uiacétylcholine a la membrane de la
JNM ' (schmidt et al., 2012)L'association de CLASP2 a CLIP-170 est a l'orgitee la stabilisation
des microtubules. Mais avant de lier CLIP-170 esu@biliser les microtubules, CLASP2 est
déphosphorylée. L'origine de cette déphosphorylgpimvient du motoneurone qui sécréte de
'agrine qui va se lier sur son récepteur MuSK (MesSpecific Kinase). L’activation de
MuSK par I'agrine va activer une cascade de phayéion qui va en effet, aboutir a la
déphosphorylation de CLASP2.

Figure 32 : Représentation schématique de la joncih neuromusculaire. Les microtubules sont stabilisés
(barre violet/bleu) au niveau du compartiment mystaptique de la jonction neuromusculaire, ce guofise le
recrutement des récepteurs a I'acétylcholine (caagon) et permet la formation d’'une jonction memusculaire
mature.Schéma adapté de (Schmidt et al., 2012).
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Les noyaux sont regroupés sous la jNM et sont eésopar un réseau dense de
microtubules. Lors d’une dénervation, la densité aecrotubules baisse dans toute la fibre
guelque soit le type fibrillaire (Figure 33). Late ce phénomeéne, seules les zones de la jNM

et péri-nucléaires ne subissent pas cette baisdert#té de microtubules.

Figure 33 : Aprées dénervation, les microtubules préentent un pattern similaire a la surface entre les
différents types de fibres.Distribution des microtubules dans les musclesuso(§OL) et gastrocnémien
(RG). La localisation des microtubules a été miseéeidence par marquage immunfluorescent. Barre
d’échelle : 10 umimages de (Ralston et al., 1999).
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I11-5-2-5-Les microtubules au cours du temps

Le muscle est un organe qui représente un défiidpémrs du vieillissement.
Dans les cellules satellites de souris agées, pacit® de régénération de ces cellules est
reduite. Cette reduction est causée par un deéddinlad voie notch (conboy et al, 2008)
De plus, dans les fibres musculaires, les micrdagone sont pas organisés de la méme facon
selon I'age des SOUliBrusgaard et al., 2006)L€ réseau de microtubules semble étre a l'origine
d'une des causes agissant sur la taille et la ifmmctdes fibres squelettiques

lié au vieillissement.

I1I-5-2-6-Les microtubules et les maladies
musculaires

La maladie de Duchenne est une pathologie dégéreda a I'X causée par une
absence de la dystrophine. La soumdx est un modéle animal caractérisé par une absence
d’expression de dystrophine dans les fibres museslaDans ces souris, la dystrophine est
tronquée et ne possede pas la capacité fonctiendelk’attacher a la membrane plasmique.
Les cellules musculaires de patients et de soutentes par la maladie de Duchenne
présentent un réseau de microtubules qui est pamsed et désorganisé. En effet, la
dystrophine se classifie comme une protéine adamajui organise et stabilise directement
les microtubulegazaxir et al., 2010; Prins et al., 2000k-@ perturbation des microtubules dans les souris
mdx peut contribuer a la physiopathologie des dystieEspmusculaires. En effet, dans ces
pathologies, la désorganisation des microtubulesiEsociée a une mauvaise localisation du
Golgi (percival and Froehner, 2007; Percival et al, 00&€tte mauvaise localisation pourrait mener a
I'altération du trafic des protéines et pourraipkyuer dans les sourimdx la diminution de
'expression des protéines associées a la dystieptalles que leg-dystroglycans et les
sarcoglycanSoniendieck and campbel, 1991)L'€quipe de Ward a montré que dans le muscle
squelettique, les microtubules sont des élémentdigoeés dans la voie des ROS (pour
Reactive Oxygen SpecCi€§hairallah et al, 2012t sont responsables d’'un dysfonctionnement
calcique. Les cellules issues de soumidx présentent une augmentation de la production des
ROS et de l'influx de calcium comme les cellulegitées avec du Taxol. Ainsi la voie des
ROS pourraient étre une cible effective thérapewetigans le cadre de la pathologie de

Duchenne.
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[V. Le Reticulum

IV-1-Le RE dans les cellules non différenciées

Découvert et décrit en 1902 par Emilio VerattiRE est I'un des organites les plus
importants dans la cellulgerari, 1961y La connaissance des roles centraux du reticuluiraant
impliqués dans de multiples voies biochimiques recgssus intracellulaires, est essentielle
pour mieux appréhender et comprendre la biologie laet physiologie cellulaire.
Le reticulum a beaucoup de fonctions différenteisngusont pas toutes distribuées de facon
homogéne mais sont souvent concentrées au sein ods-régions bien distinctes.
En effet, cet organite est responsable de synthastéique au sein d’'une région riche en
ribosome. En addition de la synthése protéiquegtieulum participe a de multiples d’autres
fonctions cellulaires telles que la biosynthése jplesspholipides, du cholestérol, ou méme
des stéroides, mais aussi a la dégradation du gpyey aux réactions de détoxifications

cellulaires et a la régulation fine du calcium acellulaire.

IV-1-1-Structure générale du RE

Le reticulum endoplasmique (RE) est un réseauntedsionnel qui s’étend dans
toute la cellule (Figure 34). Cette organite repnés de loin le systeme membranaire le plus
large et entendu dans les cellules anim@l@sns et al., 1984) Classiqguement, le RE est divisé en

trois domaines : i) I'enveloppe nucléaire, ii) |I& Rsse, iii) le RE rugueux.

IV-1-1-1-L’enveloppe nucléaire (EN)

L’enveloppe nucléaire sépare le compartiment niredéadu compartiment
cytoplasmique et comprend environ 10% de la surfatale du RE@annyknh et al, 1996)
L’enveloppe nucléaire peut étre subdivisée en tsoigs-domaines morphologiquement et
biochimiquement différents. Le premier sous-domasela membrane nucléaire externe qui
est continue morphologiquement avec le reste deatésle reticulum. Il y a un continuum
membranaire entre la membrane nucléaire et celletitulum. Le deuxiéme sous-domaine

est la membrane nucléaire interne qui se distingare un équipement protéique servant
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uniquement a l'attachement de la lamina nucléaifer&veloppe nucléaire. Cet attachement
est important pour l'organisation structurale dwaw Le troisieme sous-domaine est le
complexe de pore nucléaire liant la membrane nireléaterne et extern@erace and Foisner, 1994:
Goldberg and Allen, 1995)L€ complexe de pore nucléaire médie le traficénullaire bidirectionnel
des protéines et de 'ARN entre le nucléoplasnie eytoplasmeuigg, 1997y C'€St UN complexe
macromoléculaire d’environ 125 MDa. Plus de 10Q/peptides différents, les nucléoporines,

composent ce complem,ut and Wente, 1994)

1V-1-1-2-Le reticulum endoplasmique lisse (REL)

En microscopie électronique, le REL est facilemmrgervable car il est dépourvu de
ribosomes contrairement au RE rugueux. Ce compantifjoue plusieurs réles. D’'une part, le
REL joue un r6le dans certaines voies métaboligdrseffet, le REL est indispensable pour
la biosynthese des lipides membranaigsop and sell, 1988)€t donc est nécessaire dans le
renouvellement des membranes composées de bicdymbdapies. D’autre part, le REL joue
un réle dans le stockage du calcium. Le REL rédmleoncentration en calcium dans le
cytoplasme. Ce compartiment contient notammentdesux importants pour les sorties de
calcium vers le cytoplasme tels que le réceptediimssitol 1,4,5-triphosphate (HR) ou le

récepteur de la ryanodine (RyR).

IV-1-1-3- Le reticulum endoplasmique rugueux
(RER)

Le RER est notamment impliqué dans la synthesegines. En effet, le complexe
ribosome/chaine polypeptidique/PRS (particule dmmeaissance du signal) est ciblé a la
membrane du reticulum via le récepteur RR&port et ai,, 19968t permet ainsi la biosynthése de
protéines. Cette synthése des protéines lumindlésmresmembranaires représente une des
fonctions majeure du RE. Les protéines nouvellemmmthétisées destinées a d'autres
organites sont empaquetées et envoyees vers I& Gegyévénements se produisent dans des
zones spécifiqgues du RE, les ‘sites de sortie du é@Epuis sont envoyées dans les sites

‘ERGIC’ (pour ‘ER-Golgi intermediate compartmentannykh et al., 1998; Kuehn and Schekman, 1997)
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Au contraire, les protéines mal-repliées sont egesydans le cytoplasme pour leur
destruction.Ce mécanisme de dégradation est appelé ERAD (podofasmic Reticulum
Associated protein Degradation). Des protéines etmqmes sont associées pour médier le
repliement des protéines, et ainsi assurer le régualité’ et la maturation des protéines
nouvellement synthétisées. Ces chaperonnes soeixpaiple, la protéine BiP (pour Binding
immunoglobulin protein), la calnexine, la calretine, ou PDI (pour protéine disulfure
isomérase). Ces protéines sont généralement atlis@mme marqueurs moléculaires pour le
RE.

pore nucléaire

Enveloppe nucléaire

Nucleus _ feuillets dans

le RER
espace luminal
RE(Il':é];)eux d’un feuillet
ribosomes
RE lisse
(REL)

feuillets dans
le REL

tubules de RE

Figure 34 :Le réseau du reticulum endoplasmique de les cellules.
Représentation schématique des différentes stagctgui composent le
reticulum endoplasmique (REpchéma adapté de (Goyal and Blackstone,
2013).

61



1V-1-1-4-Les feuillets ou les tubules de reticulum

Il existe un continuum de membrane qui s’étend’eleveloppe nucléaire jusqu’aux

RER et REL. L’architecture du reticulum est compmodé structures spécifiques bien définies
en forme de feuillets et de tubules (ou dentel[E®)ure 34)gaumann and walz, 2001; Shibata et al., 2009;
Voeltz et al., 2006; Voeltz et al., 2002C€S structures de reticulum sont dynamiques,ogaaint et
disparaissant continuellement. En regle générate,féuillets de reticulum correspondent
RER, régions du RE qui contiennent les ribosomssaés avec les translocons alors que les
dentelles/tubules de reticulum correspondent au ,REbgions dépourvues de ribosomes
situées plus en périphérie que les feuillet®ata et a1, 2006)LeS différences de forme et de
courbures entre les feuillets et les tubules depBlvent aussi contribuer a la distribution et

compartimentalisation des protéines dans lg@d&vang et al., 2012)

On peut noter que le RE cortical réfere aux régipésphériques du RE qui sont
étroitement accolées et/ou attachées a la memptasmique. Les cellules musculaires sont
un type cellulaire ou les membranes de reticulumt gooches des membranes plasmiques

(Schneider, 1994; Takeshima et al., 2G00)

IV-1-2-Les protéines impliquées dans les différentes
structures de reticulum

Pour les biologistes l'architecture des organites @n puzzle intellectuel. Les
courbures de membranes ne sont pas seulement lde aathitectures, ces courbures sont
aussi des structures uniques et centrales, vigioeEsjue a tous les processus cellulgitrs
et al, 1999) QuU'est ce qui génére toutes ces courbures ?elhssprotéines qui peuvent genérer

des courbures membranaires ont été identifiées.
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IV-1-2-1-La structuration des tubules de RE

Les tubules de RE sont caractérisés par des measbtaautement courbées. Ces
courbures sont formées par trois familles de pmetistabilisatrices; (i) les protéines
Rtn4/Nogo que I'on nomme aussi protéines du réiicu(ii) les protéines DP1/Yoplp (DP1
est aussi connu sous le nom de REEP5) et (iiis€arble des protéines de la famille REEP
(pour receptor expression enhancing Prot@d) et al., 2010; voeltz et al., 200é-€S trois familles sont
exprimées de facon ubiquitaire dans les celluleamotes. Leur absence conduit a la perte
des tubules tandis que leur surexpression remdelédgiculum (Figure 36roliey et al., 2008: Voeltz
et al,, 2006) Par exemple, 'absence des protéines REEPs itdnigteucturation du RE suggérant
gue ces protéines sont directement impliquées #angse en forme du RE. Ces protéines
sont nécessaires et suffisent pour la formatiorntw@slespar et ai., 2016 EN effet, ces protéines
adoptent une structure en épingles a cheveux ogese dans la membrane dans un seul des

feuillets lipidiques et provoque donc une courldeda membrane (Figure 35).

Rtn/Nogo & DP1/Yop1p REEP

cytoplasme

Figure 35 : Topologie des protéines Rtn4/Nogo, DPéplp, REEP, Altastine et Spastine.
MTB=site de liaison aux microtubules, AAA=ATPase sasiated with diverse cellular
Activities. Schéma adapté de (Park et al., 2010) (Hu et aD92Q(Voeltz et al., 2006).
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Ce sont ces protéines qui stabilisent la courbasetdbules. Certaines de ces protéines
sont capables d'interagir directement avec lesohitiules comme notamment REER:k et
al, 2010y L'isoforme REEP1 peut aussi s’associer avec lestémes du réticulon. Des
mutations dans les protéines REEP provoquent un@hulmgie anormale du RE et une
atteinte neurologique héréditaire caractérisée desr faiblesses musculaires des membres
inférieurs, qui entrainent une raideur des ces mesnfgue I'on nomme paraplégie spastique
familiale, ou HSPpur, 2008). Les autres protéines impliquées dans les pay@si&pastiques
familiales comme I'Atlastine et la Spastine, onssiwne topologie en épingles a cheveux

(Figure 35)Hu et al., 2009; Park et al., 2010)

Shaping ER Membrane Sheets and Tubules

Nucleus

Tubule

Endoplasmic
reticulum

Reticulons/ =
DP1 Climp-63

Figure 36 : Modele moléculaire pour la formation ds feuillets et des tubules de reticulum.
Section d'un feuillet de réticulum. Les protéines rdticulon et DP1/Yoplp (violet) enrichis
dans les tubules et dans les bords des feuilletmmbranaires induisent les courbures.
La protéine CLIMP-63 (bleu) qui est exclue de t@sistabilise les feuillets de reticulum via sa
dimérisation en ‘téte béche’. Cet arrangement prpermet de garder la lumiére des feuillets
toujours constante (environ 50 nm dans les celldesmammiféres)Schéma de (Barlowe,
2010).

64



1V-1-2-2-La structuration des feuillets de RE

Les feuillets de réticulum varient en taille mass [lumiere du RE entre les deux
membranes est d’une taille approximativement la en§oe le diametre des tubules (environ
50 nm dans les mammiférggerales et al., 2006a; Bemales et al., 20beth€ bord des feuillets a une
courbure similaire a celle des tubules. La fornraties feuillets de reticulum dépendrait donc
de plusieurs mécanismes. D’une part, les protétheséticulon sont indispensables a la
formation des courbures de membranes en bordurted#lets (shiata et al., 2010/C€S protéines
sont donc nécessaires pour stabiliser les bordesienembrangshivata et al., 2000)D’autres part,
certaines protéines membranaires permettent laafismde ponts a travers I'espace luminal
du REsenda and Yoshinaga-Hirabayashi, 1998: Shibash,e2010)Maintenant ainsi un espace luminal de taille
constante. CLIMP-63 est une de ces protéines racespour maintenir 'espace luminal
dans les feuillets de reticulur@ripata et ai., 2010)Cf chapitre V, (Figure 36). D’autres processus
peuvent structurer les feuillets de RE. Ces mendsraont riches en ribosomes (environ 1000
ribosome/umz2) et sont donc indispensables pouatelocation des protéines. Les ribosomes
et les polyribosomes pourraient réguler la forme @eillets de REpunka et al., 2007; Shibata et al.,
2009; Shibata et al., 20x0)L'addition de drogue comme par exemple la puramg/gdrogue qui
désassemble les polysomes) désorganise les feudkeRE et conduisent a la re-localisation
de CLIMP-63 du RER vers tout le Rfonov et al., 2007)

1V-1-2-3-Les autres mécanismes importants pour la
structuration du RE

Des mécanismes différents peuvent générer des wagrimembranaires. D’une part,
des protéines comme I'amphiphysine ou I'endophilimeuvent déformer la membrane
plasmique. Ces protéines sont appelées des preténdomaine BAR qui détectent les
courbures membranaires. Les protéines a domaind® 8/t des domaines de liaison de
lipides en forme de banan@nshaw and schmid, 1995Certains domaines BAR (F-BAR) peuvent
directement se lier aux microtubules. Dans lestpigra protéine SH3P2 a domaines BAR
est capable d’agir sur le REruang et al, 2013)D’autre part, les protéines transmembranaires$ von
naturellement moduler la forme de la membrane plgtée de s’adapter a la forme des
membranes. Ce phénoméne a été observé pour leteécele acétylcholine a la jonction
neuromusculair@-eruck and salpeter, 1974; unwin, 2008y@ formation d’nomo ou d’hétéro-multimeres

de protéines transmembranaires peut conduire affahptus important sur les courbures
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locales. Les microtubules seraient aussi import@oisr la structuration de RE. Dans le
muscle, la myopathie centronucléaire est une nmladingénitale caractérisée par une
faiblesse musculaire et des fibres musculaires gawmo anormalement centraux. Des
mutations dans le gene codant pour 'amphiphysirfigedeBIN1) est responsable de cette
maladie. En effet, l'amphiphysine 2 est une praémpliqué le remodelage des membranes

et la formation des tubules-T (cf chapitre 1V-2-5).

1V-1-3-Dynamique et ancrage du reticulum

Le reticulum est un systeme membranaire hautemesgnstamment dynamique. Par
exemple, le reticulum se réorganise de facon dypastdurant la mitose. Durant les quatre
phases de la mitose, le RE collapse autour du n®gteassemble autour de la chromatine
condensée et enfin s’étend a nouveau vers la Egigpbellulairesanger et al., 1989: zaal et al., 1999;
Zeligs and Woliman, 1979)C€S changements se produisent grace au résemicridéubules. En effet,
ces réarrangements de position requiérent uneilgotibn externe comme les microtubules

via les MAPs ou bien encore les moteurs molécidaire

IV-1-3-1-Dynamique grdce aux microtubules

L’assemblage et le désassemblage du cytosquelsttengmement lié avec la
modification de la forme de la membrane plasmicie,RE et des organit§neetz, 2001)
Souvent observé par microscopie électronique, ni@eaction a été montrée entre le RE et le
réseau de microtubules. Les membranes de RE s&¥tepdralleélement et co-alignent avec
les microtubulegsuckiey and Porter, 1975; Dailey and Bridgman, Ttgeerasaki et al., 1986)EN €ffet, 'association
entre le RE et le cytosquelette joue un role inglsable dans la formation des
tubules/feuillets, la dynamique et la maintenan&eégale du RE. Dans les cellules animales,
'association entre le RE et les microtubules suigpta plupart de ces processtisasaki et al.,
1986: Terasaki et al., 198a)D€UX €léments montrent l'interdépendance ensemerotubules et le
RE. D’une part, la polymérisation des microtubudegextension du reticulum se produisent
ensemble. D’autre part, la perturbation du réseamitrotubule par l'utilisation de drogues
dépolymérisant les microtubules ou par de faiblaprature provoque des effets sur la
distribution du reticulum. Cependant, la dépolymsdtion a court terme (15 min) des

microtubules ne perturbe pas le réseau de reticulBeule l'absence prolongée des
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microtubules (a partir de 2 h) mene a la rétramtaénte du réseau de reticulum vers le centre
de la cellule. Toutefois, un lavage des droguesolgépérisant les microtubules, restaure
entierement le réseau de RE apres 15 a 30u@ai& ai, 1989; Terasaki et al., 198dgN revanche, la
dépolymérisation du réseau d’actine ne provoquedfedfet sur I'organisation des tubules de
RE (Lee et al., 1989; Terasaki et al., 19844€S premieres données obtenues dans les annepsigent

en faveur de I'hypothése que les microtubules srtandispensables a la formation du RE.
Parmi tous les organites, le RE est celui qui liekele plus étroit avec le cytosquelette. Des
protéines pouvant faire le lien entre les microtebuet le reticulum sont partiellement
responsable de la déformation des membranes dwleti (rigoriev et al., 2008)(Cf Ci-dessous,
111-1-3-2).

IV-1-3-2-les mécanismes de remodelage du RE

Le remodelage du RE dépend des microtubules. Detcanismes possibles ont été

deC”tS(Waterman—Storer and Salmon, 1998)

1) Le mécanisme de glissement des membranes deausRIEssmicrotubules. Le RE
glisse sur les microtubules stables (non dynamigetesion mobiles) via des moteurs
moléculaires tels que la kinésine 1 (vitesse envikum/min) ou la dynéine (vitesse environ
0.4 pum/min). Pour exemple, la kinésine 1 permemtavement des tubules de RE via la
protéine membranaire kinectine qui lui sert d’ageraans le RExumar et al., 1995; Toyoshima et al.,
1902y La déplétion de kinectine conduit au rétrécissegndu RE vers les régions péri-
nucléaires et le transport du reticulum est alt@rénverse, la surexpression de cette protéine

provoque I'expansion des feuillets dans tout IEEMIM (santama et al., 2004: Zhang et al., 2010)

2) Le mécanisme de TAC (tip attachment complexs TAC sont des complexes de
protéines du RE qui vont se lier au bout ‘plus’ d@srotubules. Ainsi le RE s’étend grace a
la polymérisation des microtubules (vitesse envifopm/min). Par exemple, la protéine
transmembranaire STIM-1 (pour STromal-Interactionlddule) localisée dans le reticulum
joue un réle dans ce processus. En effet, la prot8TIM1 est impliquée dans le remodelage
de reticulum en liant les bouts ‘plus’ des micratigs via la protéine EB1. La déplétion de
STIM-1 ou d’EB1 réduit dramatiquement le mouvem@ntreticulumgrigoriev et al., 2008) APreés
épuisement des stocks calciques du reticulumefaution de STIM-1 avec EB1 permet a

STIM-1 d’établir des points de contact entre lebutas de reticulum et la membrane
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plasmique pour activer un canal calcique (ORAl)tt€enodification du reticulum via les
microtubules permet dans ce cas, une régulatios fphe des stocks calciques (Figure 37).
Enfin, des mutations de STIM1 causent des myopmth@grégats tubulairggnm et ar, 2013)

ORA

cytoplasme

Figure 37 : Modéele du mécanisme de SOCEStore Operated Calcium Entry)ors d’'une
déplétion en calcium, le reticulum est remodelé.effet, I'association de STIM1 avec les
microtubules via la protéine EB1 permet au retioulliatteindre la membrane plasmique pour
établir des points de contacts avec le canal asci@RAI.Schéma adapté de (Varnai et al.,
2009).

Cependant, pourquoi les cellules ont-elles des nigcees redondants pour
'extension du reticulum. Waterman-Storer et Salni®®98) suggeérent que l'usage des ces
mécanismes pourraient dépendre de I'organisatisnnuerotubules. Les cellules pourraient
préférentiellement employer le mécanisme TAC quBnRE doit se déformer/reformer
rapidement comme par exemple durant une divisitinlage ou les microtubules sont tres
dynamiques. Tandis que le mécanisme de glisseramit prédominant dans les longs axones

unipolaires ou I'extension du RE nécessite un réséculaire flexible.
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1V-1-3-3-L’ancrage du reticulum sur les
microtubules

Pour le bon positionnement et la mobilité du REsd&n cellule via les différents
mécanismes (cf ci-dessus, llI-1-3-2), des inteoadti stables sont nécessaires entre les
microtubules et les membranes de RE. Certainesipest ont la capacité d’ancrer le
reticulum sur le réseau de microtubules. Les pnemembranaires du reticulum telles que
REEP-1, p180 et CLIMP-63, peuvent lier directemintréseau de microtubules et sont
appelées ‘protéines d'ancragfioptenstein et al., 1998; Ogawa-Goto et al, 200%rk et al, 2016) La
surexpression ces protéines dans des cellules esmpdébnduit a une désorganisation du
réseau de microtubules qui est corrélé a une détwmdu réseau de reticulum. CLIMP-63
est 'exemple parfait de ce type de protéines dqaibiksent I'interaction RE-microtubules
(Klopfenstein et al, 1998) D'autre part, certaines +TIPs peuvent relier leembranes aux
microtubules. La famille des protéines CLIP sonpliquées dans l'attachement d’organites
membranaires aux microtubul@gxkard and kreis, 1996c0MmMe par exemple CLIP170 qui lie les

endosomes aux microtubul@gre et al., 1992)

IV-2-Le RS dans les cellules musculaires

Le reticulum possede les mémes fonctions dansitEsets types cellulaires mais
certaines cellules une de ces fonctions est plagpgerement développée. Dans les cellules
musculaires, I'organisation du reticulum doit chandurant la différenciation cellulaire pour
répondre a son devoir final. En effet, la cellulestulaire possede un reticulum qui permet de
stocker davantage de calcium. Ce calcium est iedisgble pour la contraction musculaire.
Dans les myoblastes, la réorganisation du reticidstrdrastique pour assurer la fonction des
sous domaines de reticulum importants pour la ection musculair@iucner, 1992) LeS cellules
musculaires sont des cellules excitables et leswusdtions électriques omniprésentes
interviennent dans la mise en place et I'orgarosaties fine du reticulum. Un sous-domaine
spécialisé se développe ainsi progressivementetieutum sarcoplasmique (RS), dédié

principalement au stockage du calcium.
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1V-2-1-Structure générale

Dans le muscle, le RS est décrit avec deux padisictes par leur topographie et
leur morphologie trés spécifique: le RS jonctionr{el citerne terminale) et le RS
longitudinal (ou RS tubulaire}kranzini-armstrong, 1980) L€ RS longitudinal est situé le long des
myofibrilles alors que le RS jonctionnel entours tebules transverses (tubules-T). Dans les
cellules musculaires humaines, les tubules-T studssle long de la jonction des bandes A-I
et sont couplés avec le RS jonctionnel pour forieetriadeSogata and Yamasaki, 199t igure 38).

Le RS jonctionnel est sous forme de petites citedienviron 60 nm de diameétre. Dans ces
mémes cellules, le RS longitudinal est le reticultetiant deux RS jonctionnels. Le RS
longitudinal est principalement décrit au niveaual®ande A sous forme de tubules uniques
et peut se ramifier en un réseau réticulaire dimmvb0 nm de diameétre au niveau de la bande
H. Au niveau de la bande |, le RS longitudinalmsisent sous forme de tubules multiples.

; -Va’-"-"'"

Figure 38 : Organisation du réseau de RS dans le mde squelettique.Panneau de gauche : Image de
microscopie électronique (Ogata and Yamasaki, 1963 )leches pointent le RS, les tétes de flegoastent les
citernes terminales du RS jonctionnel, T = le tabtlansverse. Panneau de droite : schéma correspiond
RS long=RS longitudinal, RS jonc=RS jonctionnel.
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IV-2-2-Le RS = le réservoir du calcium

Le RE est le réservoir calcique intracellulairenpipal dans les cellules non-
musculaires et par analogie, le RS est le stoatiqued principal de la cellule musculaire.
Dans les cellules musculaires, différentes protgesevent a relacher ou a recapter ce second
messager dans ou depuis I'espace cytoplasni@k&osi et al., 1982; Pozzan et al., 199k@ Séparation
en sous domaines fonctionnels du RS est corréléer@partition des protéines impliquées
dans la libération ou la recapture du calcium. agie longitudinale participe a la capture du
calcium. La charge en calcium dans le RS est asquag un transport actif réalisé par une
pompe a calcium nommée SERCA (pour sarco-endouhetic calcium ATPase). La partie
jonctionnelle est spécialisée dans le stockage dibération du calcium. Le stockage est
réalisé via a une protéine présente dans la lunder&S, la calséquestrine tandis que les
relachements de calcium sont réalises via des gazaaiques, principalement le RyRucher

and Andrews, 1993; Flucher et al., 1998BAIS €galement le récepteur de ' (FPsR).

1V-2-3-RE/RS, la formation du RS

Dans les cellules trés difféerenciées comme lesulesll musculaires, la différence
physiologique et morphologique, entre le RE et & ri@ste encore floue. En effet, dans les
cellules musculaires, le RS contient les protéoéfmissant le RE telles que la calnexine, la
calreticuline, la protéine BiP, ou la protéine Ridlprésente aussi une activité de synthese
protéigue comme le RE. Ces données suggérent gRE kest un sous domaine de RS et/ou

que le RS remplace le RE dans ces cellules musesiaia et al., 1993; volpe et al., 1992)

Certains comme Metsikko pensent que le RER esteptédgans les cellules
musculaires squelettigues matures et présenterdént sous-compartiments bien distincts.
Le premier sous-compartiment est situé dans ladaetlne semble pas contenir des sites de
sortie du RE. Le second est situé a proximité dbalade Z et pourrait soutenir l'activité
d'exportation vers le GolQkaisto and Metsikko, 2003; Rahkila et al., 1999 Semble que les protéines
peuvent facilement se déplacer a partir des sida dynthése a proximité de la jonction SR,
vers les sites de sortie localisés autour de ladah soutenant l'idée d’'un continuum entre
les membranes du RE et du R&sto et al., 2002; Kaisto and Metsikko, 2008p€ Plus, les ARN messagers
(ARNmM) codant pour la calséquestrine et le DHPRé&étlocalisés spécifiquement dans ces

sous-compartiments de RER, ce qui suggére qu’uramigroe de compartimentalisation des
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ARNmM peut se produire dans ces domaip@sinen et al., 200s) En effet, certains travaux
suggerent que des micro-domaines lipidiques pantaeider a définir les domaines
spécifiques enrichis en protéines du RE dans ledesmusculaires squelettiQu@sakinen et al.,

2008y Selon I'équipe de Sorrentino, la création de demgs multi-protéiques pourrait aider a

définir I'organisation générale des domaines sjp@Es de RSrossi et al., 2008)

D’autres pensent que pendant la différenciationnuuscle, identifiée grace a la
protéine luminale BiP, le RE est transformé en RSI'expression graduelle de protéines de
RS participant & 'hnoméostasie calciqugronosi, 1982)0U Via une délocalisation des protéines
spécifiqueSrossi et al, 2008)(Figure 39). Dans les premiéres étapes de la nmgsge les
protéines majeures spécifigues du RS comme le FBBERCA et la calséquestrine, sont
eXpPrimeéesS(ai et al., 1992; Marks et al., 1991; ZubrzyckadaMacLennan, 1976) L& protéine SERCA est la
protéine la plus abondante dans le RS. En effatclimulation progressive de la protéine
SERCA dans les membranes du RS s’effectue en @laralNec la transition structurale du RS

en sa forme mature.

Figure 39 : Modele décrivant les étapes de la mism place du RS selon Rossi (2008R) Les protéines du RS
sont synthétisées et localisées dans le BE.LEs nouvelles protéines du RS quittent le RE i#fuskent pour
développer le RS.Q) Le RS est maintenant organisées. Les protéingR3ls’assemblent en complexe au RS
jonctionnel ou reste libre dans le RS longitudinads protéines du RE sont en vert, les protéineR8sont en
rouge.Schéma adapté de (Rossi et al., 2008).
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1V-2-4-Les triades

Le complexe de relachement du calcium est locaiséiveau d’'une structure tres
spécifique du muscle squelettique, |a trigdfer and Palade, 1957-haque triade est composée de
'accolement de deux citernes terminales de RS aie g& d’autre d’'un tubule-T. Dans le
muscle stri€, le rapprochement de la membrane detRI8 celle du tubule-T permet d’établir
un contact direct entre les canaux calciques (R Byle DHPR) qui est indispensables pour
la libération de calcium nécessaire a la contractimusculaire. Dans les souris wild type
(WT), l'orientation des tubules transverses esppediculaire a I'axe des sarcomeéres et donc
parallele aux lignes Z (Figure 40, WT). Toutefalans les muscles de souris KO-triadine, les
triades ont une orientation anormale avec une t@tiem oblique ou perpendiculaire aux
lignes Z (Figure 40, KO) pour 30% de I'ensemble tliegles. Il a été également observé que
les citernes terminales présentent une forme aaadec une lumiére de 68 nm d’épaisseur
dans les muscles de souris wt alors qu’elles ostfaorme beaucoup plus aplaties dans les
muscles de souris KO-triadine, la lumiére faisshhin d’épaisseUbddoux et al., 2009)ON parle
ainsi de citernes en forme de ‘pois’ dans les sOMT et en forme de ‘haricot’ dans les souris
KO-triadine.

Figure 40 : Dans le muscle de souris KO-triadine fetriades sont orientées longitudinalement et lesternes
terminales de RS sont atrophiéesvlicroscopie électronique des EDL de souris WT etti@dine O). Dans la
souris KO-triadine, 30% des triades ont une maevaigentation (astérisque) et I'épaisseur desrateterminales
de RS est diminuée d’environ 60% par rapport auxis®T.Image de (Oddoux et al., 2009).
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IV-2-5-La formation des triades

La formation des myofibrilles chez la souris como®ervers le 15eme jour de
développement embryonnaire (E15) et les premiéneaginations tubulaires de membranes
apparaissent longitudinalemegiicher, 1992; Flucher et al., 1993b; Takekuraalet 2001) A E16-E17, les
tubules-T sont plus longs, s’'invaginant plus praf@ment et les myotubes se sont transformés
en myofibres avec des myofibrilles alignées et paot tout le volume cytoplasmique. A
E17/E18, les triades se forment et leur localisadida jonction des bandes A-l se produit. A
la naissance (D1), la majorité des tubules-T saobee longitudinaux et leur orientation se
met en place au cours des trois premiéres semaioes aboutir a I'organisation trés

spécifique des triades en double rangées de posgitde en immunomarquage (cf Figure 10).

Contrairement au RS, certaines protéines sont idgatifiées et décrites comme
impliquées dans la formation des tubules-T. La cbwé-3 provoquerait I'invagination de la
membrane plasmique tandis que I'amphiphysine 2itsenpliquée dans la tubulation des
membraneSguter et al, 1997; Flucher et al, 1993a; Lee abt 2002; Takekura et al, 2000)D€ Méme, la
myotubularine jouerait un réle dans le remodelaggetdbules-T pour assurer le turn-over des
invaginationsi-qusair et al., 2009) La Mitsugumin29 qui est une protéine initialemadalisée
dans le tubule-T, serait importante dans la staiibn des tubule-T et donc des triags et
al., 1999; Takeshima et al., 1998dy absence des ces protéines inhibe les structulegaires suggérant
gue ces protéines sont directement impliquées abgenése des tubules-T. Il est aussi
intéressant de noter que la plupart de ces pratéiitées ci-dessus sont toutes mutées dans

des pathologies du muscle comme par exemple dangdpathie centronucléai{@centagart et

al., 2002; Nicot et al., 2007
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V. CLIMP-63

IV-1-Découverte de CLIMP-63

Les études morphologiques chez les eucaryotesuedigqune complexité importante
dans la structure des membranes entre le RE ebligi. ®lerisko (1986) a montré que les
vésicules non-clathrine dépendantes sont intergostre le RE et le Golgi et sont
impliquées dans le transport RE/Golgi créant démeéhts tubulo-vésiculair@gerisko et al., 1986)
et que 'on nomme ER-Golgi Intermediate Compartm@&mRGIC) windsey and Eliisman, 1985)CES
éléments tubulaires semblent étre importants padien le transport des protéines exportées
entre le RE et le Gol@échweizer et al., 1990)Une protéine membranaire de 53 kDa (ERGIC-53) a
éte identifiece comme marqueur pour le compartinileRGIC. En utilisant cette protéine, la
fraction ERGIC a pu étre isolée et une nouvelletgine a été identifiée dans ce
compartiment, colocalisant avec ERGIC-53. Cette vethe protéine membranaire est
CLIMP-63.

V-2-Topologie et structure de CLIMP-63

CLIMP-63 (Cytoskeleton-Linking Membrane Protein 68dnnue aussi sous le nom
de CKAP4 (CytosKeleton-Associated Protein 4) ad&éouverte par deux groupes dans les
années 1990. En 1992, le groupe de Mundy et Waridentifié CLIMP-63 comme étant la
protéine la plus palmitoylée durant la mit@s@ady and warren, 1902)UN an plus tard, le groupe de
Hauri a identifié et caractérisé la méme protéiomme affectant le transport RE/Golgi et

étant abondante dans le RER, capable de strudagenembranes en tubul@snweizer et al.,

1990) :

CLIMP-63 est une protéine ubiquitaire qui est @mbsndante dans de nombreux types
cellulaires. CLIMP-63 est une protéine transmemairande type Il présente chez les
eucaryotes mais qui ne semble pas présenter d’logomldans les bactéries, les levures et les
insectes. CLIMP-63 est issue du géDKAP4 Sa séquence est composée de 602 acides
aminés pour un poids moléculaire apparent de 63 KI2#te protéine est décrite avec trois
parties : i) une partie N-terminale cytoplasmique 106 acides aminés, ii) une partie
transmembranaire de 22 acides aminés, iii) unéep@rterminale de 474 acides aminés située
soit dans la lumiére du reticulum soit dans leeuilextracellulaire (Figure 41).
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Figure 41 : Topologie de CLIMP-63.CLIMP-63 peut lier les microtubules via son
domaine N-terminal cytoplasmique et comporte de breox sites d’interaction
protéine-protéine (domaine coiled-coil) via son dame C-terminal luminal.

La partie N-terminale contient un domaine de linisoix microtubules et un domaine
composeé d’une region riche en prolines (domaine JAdRDest suivie d’une répétition de sept
glycines, six sérines et huit alanines (répétitlenGSA, résidus de 72 a 89). Les analyses de
séquences montrent que la partie N-terminale déM@LS3 est la partie la plus variable. En
effet chez les rongeurs, CLIMP-63 est dépourvud Sl@cides aminés dans cette séquence
répétée en GSA. La partie C-terminale contient dmbreux acides aminés chargés (61
glutamines, 33 lysines, 31 arginines, 29 acidearéigpes et 11 histines). Cela représente plus
d’'un tiers des résidus luminaux (165 AA chargés/#A total). Ce domaine luminal est
prédit avec plusieurs motifs coiled-coil (entretHeselon les logiciels de prédiction) (coiled-

coil motif (Lypas et ar., 1991)

Des approches de spectrométrie de masse et deagarmétabolique a*Smontrent
que CLIMP-63 est une proteine tres stable avec/tinee de 20 h dans les HEK283pin et al,,
2012y 42 h dans les Hela et 156 h dans les C2fed¢ et al., 2006)
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VV-3-Localisation cellulaire de CLIMP-63

A l'origine CLIMP-63 est décrite comme une protéggpartenant au compartiment
entre le RE et le Golgi, c'est-a-dire au compamitmERGIC (schweizer et al, 1900)L€S €tudes
suivantes montrent que CLIMP-63 est une protéinerégide principalement dans le RER
(Schweizer et al, 1993; Schweizer et al, 1095CLIMP-63 a plusieurs localisations. Elle est
préférentiellement localisée dans le RER péri-raidé mais est exclue de la membrane
Nucléaire iopfenstein et al., 1998: Klopfenstein et al.,02p Car elle forme de larges oligoméres qui ne
peuvent pas diffuser du RER. La localisation deMRi63 dépend a la fois de ses domaines

luminal, cytoplasmique et transmembranaire.

CLIMP-63 montre aussi une localisation a la mem@nalasmigquxioptenstein et al., 1998;
Klopfenstein et al., 2001)EN effet, CLIMP-63 est aussi décrite comme réa@pmembranaire pour
des ligands extracellulaires, indiquant qu'une spopulation de CLIMP-63 peut trafiquer
jusqu’'a la membrane plasmique et résider a la seif@embranair@armier et al., 2012; Kazi et al., 2010:
Razzaq et al., 2003; Zacharias et al., 201@€tte localisation a la membrane plasmique deMPL63 est
réalisée via une modification post-traductionnell& palmitoylation de CLIMP-63 est
nécessaire pour son expression a la surface. LanStpylation est une modification post-
traductionnelle, réversible avec I'ajout de 16 asidjras carbonés via des ponts thioester.
CLIMP-63 est sous la dépendance dune famille detépres, les PAT (Palmitoyl
AcylTransférase). Les PAT sont encodées par undléade geneZDHHC et caractérisées
par un motif DHHC (Asp-His-His-Cys) au sein d’unnd@ine riche en cystéin@suo et al., 2002)
La palmitoylation de CLIMP-63 se produit sur sonique cystéine cytoplasmique (résidu
Cys100) par DHHCZuundy and warren, 1992; Schweizer et al., 19980 présence de siRNAs dirigé contre

DHHCZ2, une partie de la sous population de CLIMR&8urne au reticulunang et al., 2008)
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V-4-Oligomérisation et fonction sur les feuillets de RE

La solubilisation spécifique de CLIMP-63 suggere gette protéine a la capacité de
former des clusters dans le RE et cela via lesfsnotiled-coil présent dans son domaine
luminal (iopfenstein et al, 2001) L& multimérisation est responsable de la faiblebifité de
CLIMP-63 observée en FRAR opfenstein et al., 2000)Par rapport a CLIMP-63 wild type (wt), le
mutant de CLIMP-63 dépourvu de son domaine lumasalplus mobile et diffuse davantage
vers l'enveloppe nucléaire. Au contraire, le mutaet CLIMP-63 possédant un double
domaine luminal diffuse moins bien que CLIMP-63 Wwes dimeéeres et multiméres de
CLIMP-63 seraient stabilisés par des interactidaststatiquegioprenstein et al., 2001)Dans les
années 2000, I'’équipe d’Hauri suggere que les dimmée CLIMP-63 seraient disposés en téte
béche. CLIMP-63 aurait ainsi un rble d’espaceurrdeurE. Cet arrangement moléculaire
permettrait a CLIMP-63 de garder un espace constan¢ les deux membranes de reticulum
(Figure 42). En effet, I'équipe de Rapoport (20&0jnontré qu’en diminuant I'expression
protéique spécifique de CLIMP-63, I'espace intralah des feuillets de RE était diminué

(Shibata et al., 2010)

NP I T TSl

Figure 42 : CLIMP-63 permet I'espacement de la lumére du reticulum.
CLIMP-63 (bleu) se dimérise téte béche via son doen&-terminal luminal
pour maintenir ainsi la lumiére du reticulum. Lesmibranes de reticulum sont
en gris.Schéma de (Shibata et al., 2009)
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V-5-Liaison avec les microtubules et fonction d’ancrage du
RE

CLIMP-63 est une MAP (microtubule associated proteElle est capable de lier
directement les microtubules via son extrémite iibeale cytoplasmiqu@chweizer et al., 1994)
La partie cytoplasmique de CLIMP-63 est capabléiatdes microtubules et d’augmenter
vitro la polymérisation de la tubulinRopfenstein et al., 1998)UNe séquence minimale nécessaire a
sa liaison avec les microtubules a été identiféeniveau des résidus 62 a kRdptenstein et al.,
1998y La surexpression de CLIMP-63 induit une déefororatdu reticulum, sous forme de
tubules que I'on nomme ‘structures en cheveux’randais ou ‘rope-like structure’ (RLS) en
anglais. Ces RLS s’accompagnent toujours d’'unerdéaaation du réseau de microtubules.
Par des analyses dimmunofluorescence, ce reticuinsi déformé s’aligne sur les

microtubules (Figure 43)kiopfenstein et al, 1998; Schweizer et al, 19%%drenne and Hauri, 2006)ll €St
intéressant de noter que le mutant de CLIMP-63tél@é sa partie cytoplasmique déforme
d’une autre maniére le RE mais ne désorganisel@lusseau de microtubulRopfenstein et al.,
1998y Pour résumer, le domaine luminal de CLIMP-63responsable des déformations de
reticulum lorsque CLIMP-63 est surexprimée, aloue de domaine cytoplasmique lie les
microtubules. CLIMP-63 est définie comme une prwéil’ancrage, c'est-a-dire, qu’elle a la

capacité d’'ancrer le RE sur le réseau de microasbul

Figure 43 : Le réle de CLIMP-63 dans le
maintien du RE. (A) Localisation de
CLIMP-63  endogene (vert) et des
microtubules (rouge) mise en évidence par
immunofluorescence dans des cellules COS-7.
Le panel en haut a droite est la représentation
schématique de I'image confocale &).((B)

La surexpression de CLIMP-63 induit des
déformations de reticulum, les ‘rope-like
structures’ (RLS). Le panel en bas a droite est
la représentation schématique de Iimage
confocale en B). Sur les schémas, les
protéines CLIMP-63 sont représentées par les
points noirs, le RE par les dentelles vertes, les
centrioles par les rectangles blancs, les
moteurs moléculaires par les rectangles
pointus beiges, et N représente le noyau.
Barre d’échelle: 10 um.Schéma de
(Vedrenne and Hauri, 2006).
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Le positionnement du reticulum sur les microtubwdss régulé via une modification
post-traductionnelle de CLIMP-63. La phosphorylatade CLIMP-63 influence négativement
son interaction avec le réseau de microtubuleseatbke augmenter la dynamique des
microtubuleSvedrenne et al., 2005)La phosphorylation sur sérine ou thréonine estrandification
post-traductionnelle, réversible avec I'additiomm’groupement phosphate. Il existe 13 sites
potentiels de phosphorylation sur sérines danattepcytoplasmique de CLIMP-63. Sur ces
13 sérines, quatre seulement sont importantes poédier I'ancrage du RE sur les
microtubules. Les S&rSer® et Set® sont prédites comme des sites consensus pour la
protéine kinase C (PKC) tandis que la’Sast prédite comme un site consensus pour la
caséine kinase Il (CKIl). La phosphorylation condive de ces quatre sites ne permet plus a
CLIMP-63 de lier les microtubules et conduit & éarrangement du RE. A l'inverse la non-
phosphorylation constitutive de ces quatre sitesnpea CLIMP-63 de lier d’avantage les
microtubules. Les sites 3, 17 et 19 sont suffisgasr la liaison entre CLIMP-63 et les
microtubuleSyedrenne et al., 200, phosphorylation de CLIMP-63 dépend du cycléutzre.
Durant l'interphase, CLIMP-63 ancre une partie dudix microtubules. Durant cette phase,
CLIMP-63 n’est pas ou est faiblement phosphoryl®ewrant la mitose, il y a une
augmentation de la phosphorylation des MAP (etmotant de CLIMP-63) conduisant a une
abolition de [linteraction entre CLIMP-63 et les amatubules (vedrenne et al., 2005) €S
microtubules se réorganisent alors pour la séparates chromosomes mais le reticulum ne

suit plus les microtubules.

IV-6-Les maladies liées a CLIMP-63.

CLIMP-63 est associée a des cancers. La surexpredsi CLIMP-63 a été observée
dans différents types de carcinome. CLIMP-63 serajtable d’inhiber la croissance et les
meétastases des carcinomes hépatiques en régulasielde signalisation lié a 'EGfG et al.,
2013y En effet quand CLIMP-63 est a la surface, il jaitele réle d’inhibiteur compétitif par
rapport au récepteur de 'EGF. L’expression de CRIBB pourrait réduire I'activation du
récepteur a 'EGF, tandis que la diminution de peession de CLIMP-63 augmente le niveau
de phosphorylation du récepteur a 'EGF.
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V-7- CLIMP-63 dans les cellules différenciées.

La plupart des études sur CLIMP-63 ont été réadiskms des lignées cellulaires et
peu d’études ont été faites dans des cellulesreiftéées. Dans les neurones, CLIMP-63 est
décrit comme indispensable pour la morphologie @udRi-wang et al, 2012) EN effet, dans ces
cellules, I'état de phosphorylation de CLIMP-63aseimportant pour la morphologie du RE
dans des zones spécifiques, ce qui affecteraitolailité des cargos, la régulation des points
de branchements des dentrites et la plasticitérélespteur AMPA au niveau synaptique
(Figure 44). Dans les neurones, CLIMP-63 seragiamportant pour la régulation fine de la
transmission de linflux nerveux. Cependant dareuttes cellules différenciées comme les
cellules musculaires, on ne connait pas la fonaieiCLIMP-63. Etant donné le lien entre le

réseau de microtubules et le reticulum, CLIMP-68peuit étre un acteur important dans le

muscle.
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Figure 44 : La phosphorylation de CLIMP-63 régule &s branchements dentritiques dans les
neurones.Le mutant de CLIMP-63 qui est constitutivement ghtasylé CLIMP-MT(-) ) ne peut
plus lier les microtubules. Dans des neurones, g&mh provoque I'accumulation de reticulum au
niveau des points de branchements dentritigdelséma de (Cui-Wang et al., 2012).
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EXPOSE DES RECHERCHES REALISEES

OBJECTIFS DE THESE

‘L’objectif de ma theése a été d’apporter une cdmition au role physiologique de la
triadine dans le muscle’. Cette phrase fut écraasdla thése de Stéphane Vassilopoulos,

ancien doctorant au laboratoire. Aujourd’hui moecbf est encore le méme.

Mon travail de these se base sur les points suvaet souris invalidées pour le géene
de la triadine ont des faiblesses cardiaques etcutaises et présentent des défauts
morphologiques au niveau des triades avec dee§iathl-orient€eg@nopra et al., 2009; Oddoux et al,
2009y A partir de ces observations notre hypothesealai a été la suivante : Est-ce que la
triadine est une protéine importante pour l'arattitee des citernes terminales du RS ?
Autrement dit, est-ce que la triadine posséde degrigtés structurantes sur les membranes
du RS ? Pour répondre a ces questions, nous agcitedi’'étudier les propriétés intrinseques
de la triadine en exprimant cette protéine dansceéisles modeles dépourvues de protéines

musculaire.

En premiere partie de ma thése, jai participé & wtude qui portait sur
le comportement de Trisk 95, l'isoforme la plusdae des triadines. Nous avons montré que
Trisk 95, en association avec les microtubulest peutribuer a I'organisation des citernes
terminales de RS aux triades. L’association dekT95s avec les microtubules est indirecte.
Ces données suggérent gu’il existe au moins uremare protéique pouvant faire le lien
entre Trisk 95 et les microtubules.

La seconde partie de ma these a donc porté sentifctation et la caractérisation du
partenaire protéique de la triadine pouvant farken entre le réseau microtubulaire et le RS.
Grace a la spectrométrie de masse, plusieurs pagerputatifs ont pu étre identifiés. Parmi
toutes ces protéines, CLIMP-63 a été sélectionnégs garactérisée. CLIMP-63 est une
protéine ayant la capacité de lier a la fois lecodim et les microtubules. J'ai donc étudié
I'association entre la triadine et CLIMP-63 dans tignées cellulaires non musculaires puis

dans des fibres musculaires.
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L’ensemble du travail réalisé au cours de cettsehg donné lieu a la publication

d’un articlerourest-Lieuvin et al., 2018t UN autre est en préparati@ien et a
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A- Ethique et modeles animaux.

1. Ethique et bonnes pratiques

Les expériences sur les animaux ont été validéele gamité d’éthique n°4 et suivent
les directives nationales et européennes pouriteesdutilisation des animaux de laboratoire.
Je possede un certificat d’autorisation a expériaresur animaux vivants délivré par la

direction départementale de la protection des @tjoums (Niveau 1).

2. La souris KO-triadine.

La construction de la souris invalidée pour le géeela triadine a été réalisée a
I'Institut Clinique de la Souris a Strasbourg estaris KO-triadine a été caractérisée dans le
laboratoire d’lsabelle Martyoddoux et al, 20090 Dans ce modeéle, toutes les isoformes de la
triadine ont été invalidées. La souris KO-triadiest viable et fertile mais présente des
faiblesses cardiaques et musculaires. Le mainteetaccolonie se fait par croisements de
souris hétérozygotes (TRIA+/-) ou homozygotes (THR)AUN génotypage par PCR sur ADN
génomique est réalisé sur les nouveaux nés. Potastées expériences, on essaye d'utiliser

les souris wt ou KO-triadine d’'une méme portée.
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B- Les cellules

1. Les lignées cellulaires

Pour la réalisation de ma these, trois lignéesuledles ont été utilisées :

les cellules COS-7, les cellules HEK293T et deshigaies humaines immortalisées.

Les cellules COS-7 sont des cellules de rein dingesvert d’Afrique tercopithecus
aethiop$ immortalisées et transformées avec I'antigene ®Wuzman, 1981) Les cellules
COS-7 sont utilisées pour I'expression de protéihes cellules congelées dans du milieu de
congélation composé de 25% de SVF (sérum de veial fuegine south america, réf 10270,
Gibco), 10% de DMSO (diméthylsulfoxyde, réf D2650gma-Aldrich) et de 65% de DMEM
4.5 g/l glucose pyruvate (réf 31966-021, Gibco)tsapidement décongelées dans un bain
marie a 37°C. Aprés l'ajout d’'un a deux ml de milide culture (DMEM 4.5 g/l glucose
+ 10% de SVF + 2% de Penicillin Streptomycin (P®J, 15140, Gibco), les cellules sont
centrifugées 5 min a 1000 rpm. Le culot de cell@lstsensuite repris dans 10 ml de milieu de
culture et déposé dans une boite de pétri de 1dewliametre. La boite est placée dans un
incubateur a 37°C, 5% de GQ.e passage des cellules est réalisé au”t9Heux fois par
semaine en utilisant de la trypsine-EDTA (0.05%pBigie-EDTA, réf 25300, Gibco).

Les cellules HEK293T sont des cellules embryonsalremaines immortalisées et
transformées avec l'antigene SV40. Les cellules BT sont utilisées soit pour la
production de lentivirus, soit pour I'expression gletéines au méme titre que les cellules
COS-7. Dans ce dernier cas les cellules HEK293T stiisées dans les mémes conditions
gue les cellules COS-7. Pour la production de Vens, |'utilisation des cellules HEK293T
suit le méme protocole que les cellules COS-7 naaisc les modifications suivantes.
Deux qualités de sérum ont été utilisés : le SVIA§ualité supérieure, réf 16000, Gibco) et
le SVF south america (qualité normale). La congiatles cellules se fait avec du milieu de
congélation (10% de DMSO et 90% de SVF qualité sepee) et les HEK293T sont
cultivées dans un milieu de culture (DMEM 4.5 gluapse pyruvate + 10% de SVF qualité
supérieure + 1% de PS). Le passage des cellulegéabsé trois fois par semaine
(lundi, mercredi et vendredi) en utilisant de lgpgine-EDTA a 0.01% et apres comptage des

cellules, 500 000 cellules sont ensemencées danbaite de 10 cm de diameétre.
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Les myoblastes humains immortalisés sont des eslliglsues de biopsie qui ont été
rendues immortelles par I'équipe de Vincent Moullirstitut de Myologie a Paris par une
double transduction par un lentivirus codant pautélomérase et un lentivirus codant pour
Cdk4 (mamchaoui et al., 2012)L’utilisation de ces cellules suit le méme pratiecque les cellules
COS-7 mais avec les modifications suivantes. Ldlsiles sont reprises dans du milieu de
prolifération (Ham-F10 (réf 41550-088, Gibco) + 20%e SVF qualité supérieure
+ 1% de PS + 2% d'UltroSer G serum (réf 15950-Hil)P

2. Les cellules primaires

Les cellules primaires sont issues de muscle diéssparrieres de souriceaux nouveau
nés agés d’'un ou deux jours. Ces cellules sontugesdau laboratoire par Julie Brocard et
Muriel Sébastien. Pour obtenir des cellules sédslliles muscles sont prélevés et digérés
pendant 30 min a 37°C dans de la trypsine (0.25¢$pBine, réf 25050-014, Gibco) diluée au
1/3 dans du PBS (réef 14190-094, Gibco) supplémeatee 2% de PS. Une dissociation
mécanique permet de libérer les cellules. Aprés agme de centrifugation a basse vitesse
(1500 rpm durant 10 min), le culot est repris damdaible volume de milieu de prolifération
et les cellules sont comptées. Les cellules somtliiées quelques jours sur des boites de
10 cm de diamétre préalablement coaté avec demailze a 10 ng/pl (réf 354232, BD
Biosciences) et le milieu est changé tous les ¢murs. A 70% de confluence les cellules sont

trypsinées, comptées, congelées puis conservéssiddazote liquide a -196°C.

3. Stockage et congélation des cellules satellites

Les cellules sont congelées en présence de DMSEs aprcomptage des cellules
vivantes. Toutefois, environ la moitié des cellulee résistant pas au processus de
congélation/décongélation, les cellules sont redéegp apres décongélation. Pour la
congélation, les cellules sont collectées par wrdrifugation de 5 min a 1500 rpm, puis
reprises & 10cellules/ml dans le milieu de congélation adéguaeparties dans les cryotubes
aprés une homogénéisation rapide. Ces tubes seniteeniéposés a -20°C pendant 1 jours

puis a -80°C durant 3 jours et sont enfin transféi@ns 'azote pour un stockage prolonge.
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4. Les fibres dissociées

Les souris sont sacrifiées par dislocation cereiedlles FDBf(exor digitorum brevis
sont dissociées selon le protocole de S. Pouvggakkau et al., 2007pOUr obtenir des fibres
musculaires dissociées. Le FDB est le premier reusdella face plantaire du pied de la souris.
C’est un muscle en quatre faisceaux qui permetelsion des phalanges. Sous la loupe
binoculaire, les FDB sont disséqués dans du RiGdecose (Glucose 10mM + NaCl
136 mM + KCI 5 mM + CaGl2 mM + MgCL, 1 mM+ Hepes 10mM dans de b&). Apres
avoir retiré le muscle de ses tendons, les FDBsseht une digestion enzymatique par la
collagenase (réf C2674, Sigma-Aldrich) a 2 mg/miadti 60 a 90 min selon le poids de la
souris dans un bain marie a 37°C. Les FDB sontiensimcés dans un grand volume de
Ringer-Glucose quelques dizaine de minutes puisodiés mécaniquement en douceur par
des pipettes en verres rodées. Les FDB sont erdpos#s sur des lbidi p-DisFE¥
(réf 81156, Biovalley) préalablement coatés paMadrigel (réf MA 01730, BD Biosciences)
pendant 1 h a 37°C, 5% GOet puis fixés pendant 20 min dans 4% de PFA
(Paraformaldéhyde 16% Solution, réf 15710-S, EbectMicroscopy Sciences). Les fibres
sont ensuite perméabilisées pendant 45 min avec d&%Triton X-100 (réf X100,
Sigma-Aldrich) dans du PBS a 30°C.

5. Culture cellulaire et Transfection

La culture des myoblastes humains ou murins efdrdiite de celle des cellules non
musculaires telles que les cellules COS-7 ou HER2@8rsque les myoblastes arrivent a 80-
90% de confluence (environ 24 h apres I'ensemenugnbe différenciation est induite par le
changement du milieu. Le milieu de proliférationt @nsi remplacé par du milieu de
différenciation (DMEM 1g/I glucose (réf 21885-025ibco) + 2% de SC (sérum de cheval,
réf 26050-070, Gibco) + 1% de PS). Les jours diEihciation sont comptés a partir de ce
changement de milieu. Le milieu est changé tousd&s< jours. Les myotubes sont fixés
aprés 3 a 10 jours de différenciation avec 4% dé& B&ns du PBS pendant 20 min et
perméabilisés avec 1% de Triton X-100 dans du PB& & pendant 20 min.
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Les cellules COS-7 et HEK293T sont transfectée@% 8e confluence en utilisant le
polyethylenimine (PEI) comme réactif de transfatti&xGen500, réf ET0250, Euromedex),
selon le mode d’emploi du fournisseur, a raison3dgg d’ADN par boite de 3,5 cm ou
5 ug d’ADN par boite de 6 cm de diametre. Le tenpsransfection avant chaque expérience
est fixé a 28 h. Les cellules sont ensuite traifgesr réaliser des expériences de blot ou
d'immunoprécipitation (IP) ou d'immunofluorescen&®ur les expériences de blot ou d'IP,
les cellules sont cultivées dans des plagues dmm0de diamétre et sont recueillies par
traitement a la trypsine-EDTA. Les cellules sonswete centrifugées 5 min a 1500 rpm,
rincées une fois dans 1 a 2 ml de PBS, puis de @amueentrifugées 5 min a 1500 rpm.
Le surnageant est jeté et le culot de cellulestestké a -20°C jusqu'a utilisation. Pour les
expériences d’immunofluorescence, les cellules sohivées sur des lamelles de 14 mm de
diameétre, fixées pendant 6 min dans du méthan@08C- et sont conservées dans du PBS

jusqu’a leur utilisation.

6. L'imagerie calcique sur des cellules en culture

L'imagerie est réalisée sur des cultures de callplémaires de souris différenciées.
Dans une goutte de pl) 50 000 cellules sont déposées au centre d'uiite be 35mm de
diamétre. Elles adherent puis les cellules prinsag@nt différenciées durant plusieurs jours.
Le jour de I'imagerie calcique, le milieu de diéciation est retiré et les cellules sont lavées
avec du PBS. Les cellules sont ensuite chargées @ve sonde calcique, le Fluo4-AM
(réf F-14217, Invitrogen) diluée dans du Krebs. tekules sont placées pendant une heure a
a l'abri de la lumiére. Les cellules sont ensuiteekes deux fois avec du PBS puis sont de
nouveau placées dans du milieu de culture pendamhi@ a 37°C. Le milieu est retiré et
remplacé par la solution de Krebs. Ensuite, lesulesl sont placées sur la platine du
microscope confocal et une mise au point est f@lteenregistre ensuite la réponse calcique
de ces cellules a un stimulus en remplacant latisaliKrebs par une solution identique
suppléée en CMC (4-chloro-m-cresol, Réf 24940, &luk.a variation d’intensité de
fluorescence obtenue correspond a la réponse galdig stimulus. La quantification est enfin

réalisée par un logiciel développé au laboratoire.
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C- Les anticorps, Immunomarquage et microscopie

1. Les Anticorps

Les anticorps (Ac) utilisés sont présentés sousidode deux tableaux comprenant
ainsi d’'une part les Ac primaire (Tableau M1) et fc secondaires (Tableau M2) avec leurs
dilutions et leur référence.

Dil
Nom Protéine Compartiment ~ Espéce ¥ uﬁm‘lml Origine / Référence
AEG1 protéine LYRIC B o
protein LYRIC MTDH gene RE Lapin 1/500 Bethyl  A303-144A
+ o e MABI1501
Actine Actine cytosquelette Souris 1/10000 Millipore ks ca
Calnexine Calnexine RE Lapin 1/500 Stressgen  SPA-860
membrane
NaK-ATPase a-1 NaKATPase plasmique Souris 172000 Millipore 05369
CKAP4 CLIMP-63 RS Lapin 1/500  1/10000 Bethyl  A302-257A
Climp-63 S : s
4 / o -804
(G1/296) CLIMP-63 RE Souris 1/500 1/5000 EnzoLife ALX-804-604
Erlin-2 Erlin-2 S Lapin 1/500 Epitomics 5780-1
ERAD - g
FLAG-M2 Flag Souris 1200 1/1000 Sigma F3165
KTN1 Kinectine RE Lapin 1/500 Sigma K644
GFP GFP Poulet 1/500 1/5000 Abcam ab13970
GFP GFP Souris 1/500 DSHB 12A6
Malecti Malecti RE Lapin 1/500 GeneTex  GTX102021
MF20 Myosine MHC filamant épais Souris 1/500 1/1000 DSHB
NogoA (Nter) Rind/NogoA RE Lapin 1/200 Abserotec  AHP1799
Cter RyR RyR triade Cobaye 1/200 1/5000 Labo
RyR Porc RyR triade Lapin 1/500  1/10000 Labo
RyR : i =
RyR-34C -5 triade Souris 1/500 1/10000 DSHB
(ttes isoformes)
Trisk 32 rat Cter Trisk 32 triade Cobaye 1500 1/10000 Labo
Trisk 32 souris Cter Trisk 32 triade Lapin 1/500  1/10000 Labo
Trisk 95-BU Cter Trisk95 triade Lapin 1/500  1/10000 Labo
Trisk 95 cobaye Cter Trisk95 triade Cobaye 1/500  1/10000 Labo
Triadine Nter Rt triade Lapin 1/500 110000 Labo
(tes isoformes)
Tub 2.1 B-tubul cytosquel Souris 1/500  1/5000 Sigma T5201
Vimentine Vimentine cytosqueletie Souris 1/500 Dako cloneV9

Tableau M1 : Légendes des Ac primaires IF (immunofluorescence), WB (Western blot), REtiCulum
endoplasmique), RS (reticulum sarcoplasmique), ERBoplasmic-reticulum-associated protein degradpt
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Fluorochrome Dilution

Cible ou petuxidass IF WB Origine / Référence
Alexa 488 1/500 Invitrogen 11029
Alexa 546 1/500 Invitrogen 21133
Souris Cy3 1/500 Jackson 115165 146
Cy5 1/500 Jackson 715175150
HRP 1/10000 Jackson 115036 072
f HRP True Blot 1/1000  eBioscience 18-8817
Alexa 488 1/500 Invitrogen 11008
Alexa 546 1/500 Invitrogen 11010
Taghi Cy3 1/400 Jackson 115 165 144
Cys 1/500 Jackson  711-175-152
HRP 1710000 Jackson 111035 144
HRP True Blot 171000  eBioscience 18-8816
Alexa 488 1/500 Invitrogen 110074
Cohaye Alexa 546 1/500 Mol. Probes Al11074
Cy3 1/250 Jackson  706-165-148
Cy5 1/500 Jackson  706-175-148
FITC 1/200 Jackson 103-095-155
Poulet
HRP 1/10000 Jackson 103-035-155

Tableau M2 : Légendes des Ac secondairesF (immunofluorescence), WB (Western blot), @yahnine), FITC
(Fluorescein isothiocyanate), HRP (horseradishyjeéase).

2. Immunomarquage

Aprés la perméabilisation et pour bloquer les silesfixations non spécifiques,
les cellules et les fibres FDB sont saturées perglamin dans du milieu de saturation qui est
composé de PBS supplémenté avec 0,1% de Triton0X-A®% de BSA (bovin serum
albumine, réf 001-000-162, Jackson) et 2% de sédenchévre. Cependant, de légeres

différences sont a noter selon le type cellulaire.

Les cellules COS-7 et HEK293T sont d’abord inculsesc les Ac primaires dans du
PBS supplémenté avec 0,1% de Tween20 (réf 170H68ad) pendant 1 heure. Les lamelles
contenant les cellules sont ensuite rincées dasshdms de PBS avec 0.1% de Tween20.
Puis les Ac secondaires dilués dans du PBS avét @elTween20, sont incubés pendant une
heure. Apres les lamelles sont rincées dans des dai PBS. Enfin, les noyaux sont colorés
avec du Hoechst (réf 33258, Life Technologies) é&liau 1/1008™ dans du PBS durant
10 min. Sans ringage, les lamelles sont directemmamitées avec quelques gouttes de liquide
de montage FluorSave (réf 345789, Calbiochem).
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Les myotubes et les fibres dissociées sont incuaé&sC pendant une nuit avec les
Ac primaires dilués dans du tampon de saturati@s. myotubes et les fibres sont rincés trés
délicatement sur le bord des lbidis p-Disfigs avec du PBS-Triton 0.1%. Aprés une
incubation de 3 heures avec les Ac secondairegefigents dilués dans du tampon de
saturation, les noyaux sont colorés avec du Hoetihst au 1/1008™ dans du PBS pendant
10 & 15 min. Sans ringage, une lamelle de 18 muliaiaétre est montée sur une Ibidi avec

guelques gouttes du réactif FluorSave.

3. La microscopie

Dans tous les cas, les lames ou Ibidis secheabé te la lumiére a 4°C et les images
sont acquises sur un microscope confocal Zeiss 1SMY Leica TCS SPE. Les données
générées sont traitées a l'aide des logiciels AbBtetoshop 7.0 et lllustrator CS4.
Les objectifs a immersion utilisés sont sur le Zeim X63 et X100 avec une ouverture
numerique (N.A) de 1.4 et sur le Leica un X40 (M&1.25) et un X100 (N.A de 1.4).

4. Analyse de colocalisation des images d'IF sur des
cellules musculaires FDB

Pour quantifier la colocalisation de CLIMP-63 av@édsk 95 ou RyR1, ou les
microtubules avec RyR1, un masque binaire corretgoanau chevauchement entre les
marquages vert et rouges a été géenéré avec une imaageJ faite au laboratoire. Ce masque
correspond a la surface de colocalisation sur uh@an confocal. Un rapport a été calculé
entre la surface de colocalisation et la surfat@ldadu marquage vert. Les résultats ont été

donnés en pourcentage et résultent d'au moinsexpisriences indépendantes.

5. Les statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisgestilisant le logiciel Prism 6.0
(GraphPad Software, La Jolla, USA).
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D- Les virus

Deux classes de virus ont été utilisées : les Adegsmciated Virus (AAV) et

les lentivirus.

Les adénovirus-associated virus

Les adénovirus sont des ADN monocaténaire linéair@on intégratif d’environ
4.7 kb. Le laboratoire a développé antérieuremesg edénovirus qui expriment soit
Trisk 95, Trisk 51, Trisk 49 ou Trisk 32. Ces vimst été produits soit au Généthon par Gene
Vector Production Network (Evry, France) ou soit gélantic Gene Therapies (Nantes,
France). Pour toutes ces constructions, I'’ADNcsess le contrble du promoteur CMV.

Les lentivirus

Les lentivirus sont des ARN monocaténaire linéatantégratif d’environ 10 kb.
Les lentivirus utilisés ont été produits au laboirat en bindbme avec Julie Brocard ou Muriel
Sébastien. Les vecteurs lentiviraux ont été predians des cellules HEK293T comme décrit

dans la littératur@ovia et al., 2003; zufferey et al., 190@8VeC les modifications suivantes.

1. Clonage des plasmides viraux pour lentivirus

Les séquences codantes de CLIMP-63 et de ses mubantété clonés dans le
plasmide pWPXLd (plasmide 12258, Addgene) entresites BamHI et Mull. Les séquences
CLIMP-63 sont amplifiées par PCR avec des oligodotitles spécifiques pour ajouter les
sites de coupure BamHI et Mull de part et d’auedalsequence d’intérét. Une ligation par
recombinaison est réalisée (In-Fusion HD EcoDryn@ig Kit, réf 638914, Clontech)
permettant de liguer les deux ADN grace a deux aesospécifiques (Tableau M3).

Orientation de I'amorce Séquence de I'amorce

CLIMP-63 5’ t taa act acg gga tec atg ccc tcg gec aaa caa agg 3’
sens CLIMP-63-MT(+) 5’ ttaaactacg gga tcc atg ccc get gee aaa caa agg 3°
CLIMP-63-MT(-) 5’ ttaaactacg gga tcc atg ccc gaa gcc aaa caa agg 3’

antisens tous les CLIMPs 5' t age get agg acg cgt geg acc tit tcg tga ate ttc tec 3°

Tableau M3 : Amorces pour le clonage des plasmides lentiviraux
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Apres transformation de bactéries compétentes (€hw Stbl3 Réf. C7373-03,
Invitrogen), les clones positifs sélectionnés paRPsont vérifies par séquengage, puis utilisés
pour la production de lentivirus. Lgdasmides lentiviraux clonés sont pWPXLd-GFP,
pWPXLd-GFP-CLIMP-63, pWPXLd-GFP-CLIMP-MT(+) et pWRY-GFP-CLIMP-MT(-).

2. Production de lentivirus

Pour réaliser cette étape, I'expérience a étésémldans un laboratoire de sécurité
microbiologique de niveau P2 dédié a la productiervirus. Tout au long de la production,
des précautions sont prises pour ne pas étre corapn pour ne pas répandre les virus.
L'utilisation de virucides et une vigilance congtarsont les maitres mots pour réussir

d’efficaces productions virales en toute sécurité.

Au premier jour de production, les cellules HEK298T70% de confluence, sont
transfectées via le kit de transfection CalPhosT&hivhalian (réf 631312, Clontech, et utilisé
selon le protocole du fournisseur) avec trois pldsesiviraux : pWPXLd contenant I'insert
désiré, psPAX2 (plamide 12260, Addgene) contenast denes gag et pol et pVSV-G
(plasmide 14888, Addgene) contenant les genesededloppe virale. Au deuxiéme jour, le
milieu de culture est renouvelé. Au troisieme jol&r, milieu de culture est prélevé et
centrifugé 5 min a 2000 rpm pour se débarrassedéless cellulaires. Le surnagent est filtré
(a l'aide de filtre de 0.4m) puis centrifugé pendant 24 h a 4000 rpm pouotted les
particules virales. Au quatrieme jour, le culot esiris pendant une heure dans du milieu de
culture (D-MEM 4.5 g/l glucose 10%, SVF Gibco 166084, 1% PS) puis il est aliquoté,

congelé dans 'azote et conservé a -80°C.
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3. Titration des vecteurs lentiviraux

Le titre des virus été déterminé comme décrit dahgeraturenguyen et al, 200spvec les
modifications suivantes. Les vecteurs lentiviraugdoits possédant une protéine de fusion
codant pour la GFP sont titrés par cytométrie ex. fDans chaque puits d’une plaque 6 puits,
200 000 cellules HEK293T sont ensemencées avec @miilieu de culture. Un jour plus
tard, les cellules d’'un puit sont comptées et uam@rge de particules virales est déposée sur
les 5 autres puits. Quatre jours plus tard, lekilesl sont trypsinées et fixées a la PFA 4%
pendant 15 minutes. Le pourcentage de cellulesreapt la GFP est mesuré par cytomeétrie

en flux et calculé suivant la formule :

% de cellules GFP positiveS) (ul de milieu) Ul

Titre =nombre de cellule a 2 Jours X flcteur de dilution X < 100

(ul de virus) ml

Ul : Unités Infectieuses

La gamme de titration est d’environ 1X1@ 16 d'unités infectieuses/ml pour

I'ensemble des constructions virales construites.

4. Infection des cellules en cultures

Un certain nombre de cellules peuvent étre infeqiés des virus. Les virus
préalablement dilués dans du milieu de culture aadt&gsont mis en contact avec des cellules
adhérentes. La dilution des virus a été realiséensie MOI (Multiplicity of infection)
souhaité. Le MOI représente le nombre de particulades théorique par cellule. Les cellules
infectées par les virus sont incubées pendant ainmaim pendant 48 h a 37°C et 5% de,CO

Le milieu de culture est changé au bout de 6 @8isitoutes les 48 h.
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E- La biochimie
1. Lyse des cellules en culture

Pour la lyse cellulaire, les cellules sont resudpes sur glace dans 150 a 500 ul
(selon la taille du culot cellulaire) de tampon aignique a 4°C (NaCl 15 mM et EDTA
1mM) en présence d’inhibiteur de protéase: PMSF 4@0 pM (fluorure de
phenylméthanesulfonyle, réf 78830, Sigma-Aldrich) DFP a 100 puM (diisopropyl
fluorophosphate, réb0879 Sigma-Aldrich). Les cellules resuspendueg soniquées sur
glace 10 fois pendant 1 sec a 20 % de la puissaracgémale. Les cellules ont ensuite été
solubilisées pendant 45 min a 4°C dans un tamparpoeé en concentrations finales 0,9 M
de NaCl, 1,6% de CHAPS, 0,1% de phospholipides §&i051P, Avanti Polar Lipids),
20 mM de Pipes pH 7,1, supplémenté d’inhibiteurgpa#éases (PMSF a 400 uM + DFP
a 100 uM). Les échantillons sont ensuite centrygendant 10 min a 14000 rpm a 4°C pour
se débarrasser des noyaux et des débris cellulagdgsat est enfin dosé par la méthode de

Folin Lowry et conservé dans de I'azote ou a -20°C.

2. Préparation d’homogénat et de microsomes de muscle
squelettique

Apres le sacrifice d’'une souris, les muscles dinteariere des souris sont prélevés.
Sauf indications contraires, 'hnomogénat est pré&pa partir de quadriceps pour avoir des
guantités importantes de muscle. Les muscles somgdiatement congelés dans de I'azote
liquide. Le muscle congelé est découpé le plust petssible avec une lame de scalpel.
Le muscle découpé est ensuite immergé dans un tadgbroyage (sucrose 200 mM, Hepes
20 mM pH 7.4, CaGl0.4 mM) préalablement et extemporanément supplé&ntemhibiteurs
de protéases (PMSF a 400 uM + DFP a 100 pM). Dangotter de Thomas, 800 mg de
muscle sont broyés dans 30 ml final de tampon dgdge dans de la glace. Une premiere
centrifugation de 10 min a 1500 rpm a 4°C est eéesdalisée. Le culot contient tous les
noyaux et débris cellulaires alors que le surnageantient les protéines d'intéréts et
compose I'homogénat. Pour obtenir des fractiongosamales, le surnageant est centrifugé
pendant 50 min a 41000 rpm a 4°C. Cette fois cgulet est repris dans 300 pl de tampon
pour microsomes (NaCl 0.1 M, imidazole 30 mM pH ,6.8ucrose 8%)

extemporanément supplémenté d’inhibiteurs de psegdPMSF a 400 uM + DFP a 100
HM).
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Les microsomes sont enfin homogénéisés avec uonplisse, dosés et conserveé a -20°C ou

dans de l'azote liquide.

3. Dosage des protéines : méthode de Folin Lowry

Les échantillons protéiques sont dosés par rappmet gamme BSA allant de 0 a
80 ng. Dans un tube a hémolyse, successivememityagmté 3 a 5 pl de lysat, puis 10 pl de
SDS 20% (réf L3771, Sigma-Aldrich) puis 2,5 ml d'orélange a volume égal composé de
d’EDTA-Cu®* & 0.005% et de NaGQA 4% + NaOH a 0.2 mM. Le tube & hémolyse est
ensuite vortexé et 5% de réactif de Folin (réf E92Sigma- Aldrich) est ajouté durant
I'agitation. Les échantillons sont placés dansdwlrité pendant 45min. Le dosage protéique

(absorbance a 660 nm) est calculé en fonction darfame BSA.

4. Essai de co-sédimentation avec les microtubules

Pour examiner I'interaction Trisk 95-microtubuléss cellules HEK 293T transfectées
avec Trisk 95 ou un des mutants de Trisk 95, somtées dans du PBS, décollées par
pipetages vigoureux dans 3 ml de PBS suppléme®@BTA 2 mM, centrifugées a 180 g
pendant 5 min et lavées une fois dans 5 ml de tar®&M (PIPES 100 mM pH 6.8, EGTA
1 mM, MgCI2 1 mM). Les cellules sont ensuite lyspeadant 15 min a 4°C dans du tampon
OPT (PIPES 80 mM pH 6.7, EGTA 1 mM, Mgl mM, Triton X-100 0.5%) supplémenté
d’inhibiteurs de protéases (PMSF et DFP). Apresstimassages dans une aiguille de
29-gauges, les échantillons sont centrifugés 10avifiC a 20000 rpm. Le surnageant collecté
(fraction ‘L’ ou ‘Lysat’) est incubé pendant 45 mén37°C apres addition de 40 uM de Taxol
(réf T7191, Sigma-Aldrich), 1 mM de GTP (G8877, rBayAldrich), 5 mM de MgGl et
10 puM de tubuline purifiée (don équipe A.AndrieuxINgE Cette étape permet la
polymérisation des microtubules dans I'extraitdelre. L’échantillon est ensuite déposé sur
500 pl d’'un coussin de PEM-60% glycérol et ultradgimgé a 100 000 g pendant 40 min a
20°C. Aprés ultracentrifugation, le haut du cous&90 pl) contenant la tubuline non
polymérisée et les protéines non associées auwoimirles, est prélevé (fraction ‘S’ ou
‘Surng.’). Le reste du coussin est jeté et le cakitlavé une fois avec 500 pl de tampon PEM
a 30°C avant d’étre incubé pendant 15 min a 4°G @80 pl de tampon de dépolymérisation
des microtubules (Cagb mM, KCI 50 mM dans du PEM).
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Afin de seéparer la fraction microtubulaire vraieraftion ‘MTs’, contenant
microtubules dépolymérisés et les protéines asssgides agrégats non spécifiques (fraction
‘Agr’ ou ‘Agrég.’), une deuxieme ultracentrifugatioa 100000 g pendant 20 min & 4°C

est réalisée. Le surnageant est la fraction ‘MIes¢ulot est la fraction ‘Agreg.’

5. Immunoprécipitation (IP)

Pour chaque IP, 500 pug de protéines sont solubiis8 mg/ml dans du tampon de
solubilisation (0,9 M de NaCl, 1,6% de CHAPS, 0,t# phospholipides (Avanti Polar
Lipids), 20 mM Pipes pH 7,1, supplémenté de 400 d&1PMSF). Apres 45 min de
solubilisation sur glace, une centrifugation estis€e a 4°C pendant 10 min a 14000 rpm.
Une dilution au 1/3 avec du PBS et de I'eau en tiig@négales est réalisé. On utilise les billes
Dynabeads protéine G (réf 10004D, Life Technoldgisslon le mode d’emploi du
fournisseur a raison de 50 pl de billes Dynabe&d$ @il d’anticorps ou de sérum pré-immun
par conditions. Aprés 2 h d’incubation sur rouerenés billes Dynabeads et les Ac, les
microsomes sont ajoutés. L'incubation du trio Isithec/microsomes dure sur la nuit a 4°C sur
roue. Le lendemain, les billes sont lavées dantampon de lavage composé de 10 mM de
TrisHCl a pH 7.5, 0.5 mM d’EDTA et 150 mM de NaCipplémenté de 400 uM de PMSF.
Ensuite pour I'élution, les billes sont incubéesxld00 pl de tampon de Laemli 1x final
(Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, SDS 2 %, Glycérol 10 %m2rcaptoéthanol 5%, bleu de
Bromophénol 0.005 %) pour décrocher les protéimssathticorps et les anticorps des billes.
Les protéines sont dénaturées pendant 5 min a 1p0f€< sont récupérés en utilisant le
portoir aimanté. Dans les 100 pl déluat, la présedes protéines immunoprecipitées et

co-immunopreécipitées est recherchée par Westetn blo

Toutes les constructions triadine ou CLIMP-63 fosiées avec la GFP ont été
immunoprécipitées en utilisant le kit GFP-Trap @&f-20, Chromotek), selon le protocole du
fabricant. Le principe de 'immunoprécipitation edentique a celui des billes Dynabeads
avec les modifications suivantes. Une pré-inculbaéivec des billes ‘Blocked agarose beads’
(réf bab-20, Chromotek) est réalisée pendant 30pair éliminer le signal non spécifique.
L’incubation des billes se fait a raison de 25 gloilles GFP-Trap pendant 30 min. Au cours
de I'élution, le décrochage se fait dans un tampmemli 2x final (Tris-HCI 125 mM pH 6.8,
SDS 4 %, Glycérol 20 %, 2-mercaptoéthanol 10 %u e Bromophénol 0.005 %) et
les protéines sont dénaturées 10 min a 100°C.

100



6. SDS-PAGE et Western Blot (WB)

Les échantillons protéiques sont additionnés deptamLaemli 4x final (Tris-HCI
250 mM pH 6.8, SDS 8 %, Glycérol 40 %, 2-mercaptagodl 20 %, bleu de Bromophénol
0.005 %). Les protéines sont ensuite séparées jgaatron a 50 mA dans un gel gradient
5-15% d’acrylamide immergé dans un tampon de mangfTris 25 mM, glycine 192 mM,
SDS 0.1%). Les protéines sont transférées sur urembmane d’Immobilon P
(réef IPVHO0010, Millipore) dans du tampon de tramsf(éthanol 10%, Tris 25 mM,
glycine 192 mM, SDS 0.025%) a 500 ou 800 mA pen@nt 240 min selon la taille de
protéine (plus la protéine est grande plus l'amgerat le temps seront augmentés).
Les membranes sont saturées 30 min dans du tamgaatdration pour blot qui contient
0.3% de Tween20 dans du PBS supplémenté avec 484 (Rlotting Grade Blocker Non Fat
Dry Milk, réf 1706404XTU, BioRad). Les membranesnisanises a incuber avec les
Ac primaires dilués dans du tampon de saturation reue pendant une nuit a 4°C.
Apres deux lavages de 10 min dans du PBS avec @88%ween20, les membranes sont
incubées avec les Ac secondaires couplés a la yas& pendant 2 h sur roue. Aprés trois
lavages de 10 min dans du PBS-Tween20 0.3%, ldatéwe est faite avec un substrat
chemiluminescent de la peroxydase Pierce ECL (244G, Thermo) ou super pico ECL
(réf 34077, Thermo) selon le protocole du fournissé.a révélation est acquise sur un

Chemidoc XRS. Les données générées sont trailésedeadu logiciel Quantity One v4.6.6.

Pour réaliser un Western blot sans bande contateinaapres une
immunoprécipitation, l'utilisation d’anticorps sewtaires HRP-True Blot (cf tableau Ac
secondaires) est indispensable. En effet ces apsicoe reconnaissent pas les anticorps
dénaturés, c'est-a-dire les anticorps utilisés pear immunoprécipitations au cours de
I'élution. Les anticorps HRP-True Blot reconnaidgseeulement en effet les anticorps
primaires utilisés pour le Western blot.
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F- La protéomique

L’analyse de spectrométrie de masse a été réaiséellaboration avec la plateforme
EDyP du CEA de Grenoble dirigée par Yohann Cout&aqDe échantillon (IP Trisk 95-GFP
et IP GFP) a subi une digestion tryptique. Les ideptont été analysés par nanoLC-MS/MS
(chromatographie liquide a nano débit couplée & dgectrometres de masse en tandem),
suivie de l'utilisation d'un moteur de recherche addot) pour identifier les différentes
protéines et de la validation du répertoire pratéigpbtenu par IRMa (Interprétation des
Résultats Mascot). Le ‘spectral count’ correspond reombre de peptides identifiés.
Une protéine est considérée comme un partenaienfielt si elle a été identifiée avec un
score ‘spectral count’ supérieur a 10 ou si somestspectral count’ est enrichis au moins
3 fois dans I'échantillon IP Trisk 95-GFP par raggol’échantillon IP GFP.
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F- La biologie moléculaire

1. Les constructions triadines

Toutes les isoformes de la triadine de rat onickigées au laboratOif@ary et al., 2000;
Vassilopoulos et al.,, 2005)1 [iSK 95 (numeéro d'acces # AJ243304), Trisk 5AJ243303), Trisk 49
(#AJ812275), Trisk 32 (# AJ812276) et plusieursantg de Trisk 95 sont insérés dans les
vecteurs d'expression pcDNA3.1 (réf V790-20, Likchinologies) ou pEGFP-N1 (réf 6085-

1, Clontech) et ont déja eété decCfisirest-Lieuvin et al., 2012; Marty et al., 208@ssilopoulos et al., 2005)

2. La construction T95-mini-GFP

Pour construire T95-mini-GFP, le codon stop de w8bF dans pcDNA3.1 a été
éliminé par l'insertion des amorces de PCR (Tablbhl). La séquence amplifice a été
insérée dans pEGFP-NL1.

Orientation de 'amorce Séquence de I'amorce

sens T95-mini-GFP 5’ ¢ tca age ttc gaattcatg act gag atc aca get gaa gga a 3°
antisens T95-mini-GFP 5’ ¢ atg gtg geg ace ggt aga tca gat age aaa gag aag aag cg 3’

Tableau M4 : Amorces pour le clonage de T95-mini dans pcDNA3.1

3. La construction T95-lumen

Pour la construction de T95-lumen, le plasmide RKRER (réf 632409, Clontech) a
ete digéré par les enzymes Agel et Bglll pour élgnila séquence DsRed2. Le domaine
luminal de Trisk 95 qui s’étend des acides amireé4 1B a 687 (T95-luminal), a été amplifié
par PCR via les amorces dans le tableau M5 ci-des&@s séquences Flag et KDEL ont été
insérées a la fin du fragment de PCR, qui a engtiténséré dans le plasmide digéré par le
couple d’enzymes Agel/Bglll. La partie codante dde construction est ainsi composée de la
séquence calreticuline, du domaine luminal de TBkde la séquence Flag et de la séquence
KDEL. Cette construction est ciblée dans la lumgireRE.

Orientation de I'amorce Séquence de I'amorce

sens T95-lumen 5' gac cgg tcg atc ate tca tct gat ggt gat gaa gat gat 3'

5' teg aga tet tta cag cte gic ctt ctt gtc atc gtc gtc
ctt gta gtc ttg ttc ttg ctg ctt ctg tee tgg 3'

antisens T95-lumen

Tableau M5 : Amorces pour le clonage de T95-lumen dans DsRed2-ER
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4. Les constructions CLIMP-63 et siRNAs

Pour construire CLIMRMlumen, le plasmide pEGFP-N1 a été digéré par legnees
Bglll et Agel. Le domaine luminal de CLIMP-63 quétnd des acides aminés de 1 a 126
(CLIMP-Alumen), a été amplifié par PCR via les amorces tatableau M6 ci-dessous.

Orientation de 'amorce Séquence de I'amorce

sens CLIMP-Alumen 5't tca gat ctc atg ccc tcg gee aaa caa agg gge 3'
antisens CLIMP-Alumen 5' tac cgg tge ctg gac ctc ctc cag gac gtg gtg 3'

Tableau M6 : Amorces pour le clonage de CLIMPAlumen dans pEGFP-N1

Les plasmides CLMIP-63 ont été aimablement foupaisHesso Farhan et Hans-Peter
Hauri kiopfenstein et al., 2001; Vedrenne et al., 26062S SIRNA dirigés contre CLIMP-63 dans les celtul
COS-7, ont été congues selQionov et al., 2007 La seule différence, c’est que les siRNA ont été
basées sur la séquence humaine de CLIMP-63 (Tabléau

Séquence du siRNA

siRNA 1 5’ cca gaa uga gau ucu caa att 3’

siRNA 2 5° cca aau cca uca acg aca att 3°

Tableau M7 : Séquences des siRNA dirigés contre CLIMP-63.

by

Les siRNA scramble (Sc) ont été obtenu a partiladeséquence nucléotidique de
siRNA 1 mais les nucléotides sont alignés danskoudire. Les siRNA 1, 2 et scramble ont

été synthétisés par Invitrogen.
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Résultats
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Chapitre 1:

Le role de 1la triadine dans
I'organisation de la membrane du
reticulum a la triade.
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A) L’expression de Trisk 95 dans des cellules COS-7 induit des
déformations du RE.

Pour étudier les propriétés intrinséques de lditreg Trisk 95 a été exprimée dans les
cellules COS-7. Nous avons choisi I'isoforme Trik car étant I'isoforme la plus longue,
elle possede tous les domaines potentiellementrianus pour ses fonctions. Les cellules
COS-7 sont largement utilisées par la communauéhtiique pour I'étude de son reticulum
endoplasmique plat et étalé, idéal pour 'imagedmfocale. Trisk 95 exprimée dans ces
cellules se localise dans le reticulum (Figure Rélle est en effet colocalisée avec
la calnexine qui est un marqueur de RE. C’est ¢@tait attendu car Trisk 95 est décrite dans

le muscle comme une protéine transmembranaire mietabrane du RS.

Trisk 95 superposition

Figure R1 : Trisk 95 est localisée dans le RE darss cellules COS-7Apres transfection de Trisk 95 dans
les cellules COS-7, la localisation de Trisk 95r{vet de la calnexine (rouge) a été mise en édelen
par marquage immunofluorescent. La superposition alux marquages indique que Trisk 95 se trouve
dans le méme compartiment que la calnexine, daR&ldBarre d’échelle : 20 pm.

Cependant, en fonction de la quantité de protéxpriraée, les cellules présentent
trois phénotypes différents. A faible taux d’exies, le reticulum apparait normal, avec des
feuillets péri-nucléaires et des dentelles a lappérie de la cellule (phénotype en dentelles)
(Figure R2A). A plus fort taux d’expression de Kri85, les feuillets envahissent la cellule
(Figure R2B) puis il y a apparition de structuresbulaires ‘en cheveux’, ou
‘rope-like structures’ (RLS) (Figure R2C, tétes €léches) en anglais, en périphérie
des feuillets ou dans toute la cellule. Le niveaxptession de Trisk 95 a été quantifié en
fonction de l'intensité moyenne de fluorescencergdes cellules présentant chaque pattern

(données non montrées).
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A RE normal B Feuillets C Rope-Like Structures
Trisk 95 i€k

Figure R2 : Trisk 95 induit des déformations du RE.Aprés transfection de Trisk 95 dans les cellul&sez,

les cellules ont été marquées avec un anticorpg ask 95. Trois patterns de RE sont observésmsiEmiveau
d’expression de Trisk 95 A} un RE normal, B) un RE déformé sous forme de feuillets) in RE déformé
sous forme de structures tubulaires ou ‘rope-ltkectures’ (RLS). Barre d’échelle : 20 um.

Ces RLS sont bien des malformations du reticulumetet la calnexine colocalise
avec Trisk 95 dans ces RLS (Figure R3A). Une éndddisée en microcopie électronique
a transmission a montré sur ces cellules exprimask 95-GFP que le diamétre des tubules
de reticulum était réduit par rapport aux tubules RE observés dans les cellules non
transfectées (Figure R3B). Ainsi dans les cell@&S-7, la surexpression et I'accumulation

de Trisk 95 dans le RE peuvent induire des défaomsitdu reticulum.

Figure R3 : Les RLS induits par Trisk 95 sont des @ampartiments du RE. (A) Apres transfection de Trisk 95 dans
les cellules COS-7, la localisation de Trisk 95r{vet de la calnexine (rouge) a été mise en écielgrar marquage
immunfluorescent. La superposition des deux marggidigdique que les RLS induits par Trisk 95 fortnbpartie du
RE. Barre d’échelle : 20 umB) Image de microscopie électronique dans les edl@OS-7 exprimant Trisk 95-GFP
et marquée par des billes d’or. Des tubules menalmes étroits et réguliers (39,4 +0,27 nm) sontqués avec
des billes d’or (tétes de fleches). Barre d’échel60 nm.
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A noter que I'addition de la GFP en position C-tevae de Trisk 95, ne modifie pas
les propriétés structurantes de Trisk 95 sur leuletm (voir ci-dessous Figure R6 et R7).

Ces données montrent que I'accumulation de Triski@&s le reticulum de cellules
non musculaires provoque des modifications drassigsur les membranes. Ce type de
déformation n’est pas simplement d0 & un artefactudexpression. En effet la surexpression
d'autres protéines comme le RyR1 n'induit pas ceetyde modification (données
non montrées). En revanche le phénotype RLS aéléjdécrit pour quelques protéines déja
connues pour réguler la morphologie du RE. En gtiesurexpression de protéines telles que

REEP1, Rtn4/Nogo ou encore CLIMP-63, peuvent dééorfa reticulumioptenstein et al., 1998;

Park et al., 2010; Voeltz et al., 2006)

B) La déformation du RE par Trisk 95 est accompagnée d’une
désorganisation du réseau de microtubules.

La plupart des protéines déja connues pour moddi®&E sont aussi décrites comme
des protéines d’'ancrage, c'est-a-dire qu’elles lanttapacité d'ancrer et de structurer
le reticulum sur le cytosquelette de microtubul@senne and Hauri, 2006 EN €ffet, la déformation
du RE induite par ces protéines d’'ancrages qualed elont surexprimées est toujours

accompagnée d’'une désorganisation du réseau detutiates.

Nous avons donc voulu savoir si les RLS induitesTpask 95 sont accompagnées par
une désorganisation du réseau microtubulaire. @islexprimée dans cellules COS-7 a été
marquée avec un anticorps anti-Trisk 95 (en vegufé R4A). Un co-marquage des
microtubules a été réalisé avec un anticorps abtiine (en rouge Figure R4A).
Dans les cellules non transfectées, les microtgbptésentent une organisation tout a fait
normale, radiale a partir d'un centrosome (Figure4dBR pointes de fléches).
Au contraire dans les cellules transfectées paskT®5, les RLS induites par Trisk 95
co-alignent avec les microtubules qui sont compiler® désorganisés sous forme des

faisceaux circulaires (Figure R4B fleches).
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L’utilisation de la microcopie électronique a tramission montre que les microtubules

sont effectivement associés en faisceaux (Figur@, Retes de fleches).

Y Trisk 95

superpositi

W

Figure R4: Les RLS induits par Trisk 95 désorganient les
microtubules. Aprés transfection de Trisk 95 dans les cellul€scz,

la localisation de Trisk 95 (vert) et des microtidsu(tubuline, rouge)
a été mise en évidence par marquage immunofluoresce
(A) Les RLS induites par Trisk 95 co-alignent aves nacrotubules.
(B) Dans les cellules exprimant Trisk 95, les micboles sont
désorganisés sous forme des faisceaux circuldiéebi€s) ce qui n'est
pas le cas pour les cellules non transfectéess(titefleches). Barre
d’échelle : 20 um. ) Les cellules COS-7 exprimant Trisk 95-GFP
ont été traitées en microscopie électronique cativé. Dans ces
cellules, les microtubules sont souvent en faiscgtiies de fleches).
Barre d’échelle : 200 nm.

Ces données montrent que la déformation du REtegair Trisk 95 semble bien étre
accompagnée d’'une désorganisation du réseau deotufinles comme décrite pour

les protéines d’ancrage.
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Généralement l'organisation en faisceaux des mibrdes est associée a une
modification de leur dynamique, c’est donc ce qaesnavons testé. D’'une part, I'effet d’'une
drogue dépolymérisante (le nocodazole) sur un teropart, a permis d'évaluer
la susceptibilité des microtubules a se dépolyraérid’autre part, un anticorps anti-tubuline
acétylée a été utilisé comme indicateur de la lgg@ldes microtubules. Dans les cellules
non transfectées, les microtubules ne résistent gastraitement par le nocodazole
(Figure R5A fleche) et sont trés peu acétylés (feigiR5B fleche). Au contraire,
dans les cellules transfectées avec Trisk 95 edeptéant des RLS, les microtubules sont
beaucoup moins sensibles au nocodazole et sontdgayplus acétylés donc beaucoup plus
stables (Figure R5A et R5B).

>

Trisk 95 :

F
0
N
3]
o
0
o
o
£
+

Figure R5: Les RLS induits par Trisk 95 stabilisent le réseau de microtubulesApreés transfection de
Trisk 95 dans les cellules COS-7, la localisatienTdisk 95 (vert) et des microtubules (tubulinetobuline
acétylée, rouge) a été mise en évidence par magqoagunfluorescentA) Les cellules ont été traitées avec
du nocodazole puis lysées pour enlever la tubuli@polymérisée. Dans les cellules exprimant Trisk 95
les microtubules résistent au traitement nocodatamelis que dans les cellules non transfectées,dpeu
microtubules restent (fleche)B) Dans les cellules non transfectées, peu de micudes sont acétylés
(fleche). Au contraire, les cellules exprimant KrB85 présentent une acétylation massive des minutes.
Barre d’'échell : 20 um

L’ensemble de ces données montrent que les RL$tsnolar Trisk 95 dans les cellules

COS-7 modifient I'organisation et la dynamique dsaau de microtubules.
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Afin de savoir si la formation des RLS dépendaitadprésence et/ou de la dynamique
des microtubules, la cinétique de la formation B&S induite par Trisk 95 a été observée.
Trisk 95 fusionnée a la GFP a été exprimée dansalkdes COS-7 puis les effets de drogues
déstabilisatrices (nocodazole, Figure R6) et ssatiices (taxol, Figure R7) ont été
indépendamment testés sur une cinétique de deusesheldous avons ensuite regardé

I'organisation du réseau de microtubules et les B&Ss ces cellules.

A concentration constante de nocodazole, plusetefe cette drogue est prolongés,
plus les microtubules sont déstabilisés et désganCette désorganisation microtubulaire

en fonction du temps provoque aussi une perte U8s(Rigure R6).

sup PO ition

tubuline

g

Ctrl

Trisk 95-GFP superposition

30 min nocodazole

2 h nocodazole

Figure R6 : Les RLS induits par Trisk 95 résistentpendant 30 min de traitement au nocodazole.
Les cellules COS-7 ont été co-transfectées aveskTA5-GFP (vert) et DsRedER2 (rouge).
Les microtubules ont été marqués avec un anticamistubuline (bleu). Ces cellules ont été soit
non traitées (Ctrl, contrble, premiére rangée) oit #raitées pendant 30 min (seconde rangée) ou
2 h (troisieme rangée) avec du nocodazole. Bagehdlle : 20 pm.
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A linverse, les cellules traitées avec du taxolntnent une forte désorganisation du
réseau de microtubules en faisceaux tres épaiprésence de cette drogue, les RLS induites
par Trisk 95 suivent exactement le pattern desatibules (Figure R7). La forme des RLS
est affectée par cette drogue stabilisatrice desomuibules et aprés 24 h ils sont présents

sous forme d’amas (Figure R7, zoom).

Trisk 95-GFP ' superposition

Ctrl

2 h Taxol

superposition

24 h Taxol

superposition
A

ZOOM - 24 h Taxol

Figure R7 : La forme des RLS induits par Trisk 95 st affectée par le Taxol, un stabilisateur des
microtubules. Les cellules COS-7 ont été transfectées avec TIBIGFP (vert), marquées avec un
anticorps anti-tubuline (rouge) et soit non trasté€trl, premiére rangée) ou soit traitées pendat
(seconde rangée) ou 24 h (troisiéme rangée) avd@rol. La quatrieme rangée est un zoom des csllule
traitées pendant 24 h avec du Taxol. Barre d’éeheédD pum.

Ces résultats suggerent que pour étre formées aitanaes, les déformations

de reticulum induites par Trisk 95 nécessitent@seau de microtubules intact et stable.
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Afin de tester l'association de Trisk 95 avec lescrotubules, des essais de
co-sédimentation avec les microtubules ont étésésal Ces expériences ont été réalisées sur
cellules HEK293, qui sont aisément transfectablgdus appropriées que les cellules COS-7
pour les tests biochimiques. Comme dans les csllG®S-7, Trisk 95 induit des RLS et
modifie I'organisation des microtubules dans ldtutes HEK293 (Figure R8).

Trisk 95

Figure R8 : Comme les cellules COS-7, les cellulelEK293 présentent des RLS quand Trisk 95 est
exprimée et ces RLS co-alignent avec les microtutad. Les cellules HEK293 ont été transfectées
avec Trisk 95 (vert) et marquées avec un anticanpstubuline (rouge). Barre d'échelle : 20 um.

L’essai de co-sédimentation avec les microtubustsue test qui permet d’isoler une
fraction spécifique, la fraction MT, ou se trouveles microtubules et les partenaires
microtubulaires (Figure R9). Dans un premier temps)s avons observé que Trisk 95
était présente dans le culot des agrégats (Fige fRiction P2) et non dans la

fraction microtubulaire (Figure R9, fraction MT).

Figure R9 : Dans les tests de co-sédimentation avés microtubules,

L S P1 Trisk 95 agrége.Les cellules HEK293 ont été transfectées avek @i
MT P2  avant lyse cellulaire. Le lysat cellulaire)(a été incubé & 37°C avec du
Trisk 95 |« - TaX(?I, de la tubuline et du, GTP AE)rés une cergaﬁnn_ sur coussin de
-— glycérol, le surnagean®) a été séparé du cul®®l). Les microtubules dans

cette fractionP1 sont dépolymérisés et de nouveau centrifugés géparer
tubuline la vraie fraction microtubulaireMT) du culot d’agrégats protéiqueR2d).
- Trisk 95 est dans la fraction P2, montrant que et agrége, soit elle

forme des complexes protéiques.

En effet, Trisk 95 est déja décrite comme une pret@ouvant s'agréger en formant
de larges complexes multimériqu@Semming et al., 1999)DeUX cystéines luminales en position
270 et 649, sont responsables de la multimérisatéota triadine. Pour palier a ce probleme
d’oligomérisation, trois mutants ont été construi(§ le mutant T95-C649A muté sur la
cystéine 649, (ii) le mutant T95-C270A muté surciesteine 270 et (iii) le double mutant

Trisk 95-2C>A muté sur les deux cystéines luminales
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Ces mutants ont été testés par eélectrophorése mditions non dénaturante et
dénaturante (Figure R10). En condition dénaturaratetes les constructions de Trisk 95
restent a I'état de monomere (lignes 5-8). En d@rdinon dénaturante, Trisk 95 forme des
diméres et une série de multimeres visibles su(Fjglre R10, ligne 1), alors que les mutants
T95-C270A et T95-C649A ne forment plus qu'une espide multimere (Figure R10, lignes 2
et 3). Seul le double mutant Trisk 95-2C>A dépoudes deux cysteines luminales reste a
I'état de monomere (Figure R10, ligne 4).
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Figure R10: Les deux cystéines luminales C270A &€649A médient I'oligomérisation de Trisk 95.
Les cellules HEK293 ont été transfectées avec BisKI95-C270A, T95-C649A ou T95-2C>A. Les lysats d
cellules ont été utilisés pour un gel SDS-PAGE dfessconditions non dénaturantes (2-mercaptoéthanal
dénaturantes (2-mercaptoéthargl En conditions non dénaturantes, Trisk 95 préseaaisieurs formes,
monomérique a 95 kDa, dimériques (200 kDa) et mmditiques (ligne 1). Les mutants T95-C270A et
T95-C649A sont visibles sous formes monomériquesoét dimériques soit multimériques (lignes 2et 3).
Le mutant T95-2C>A est visible seulement sous fommnomeérique (ligne 4). En conditions dénaturantes,
tous les mutants de Trisk 95 sont a I'état de marera 95 kDa (lignes 5-8).

Le mutant Trisk 95-2C>A a donc été utilisé pour éssais de co-sédimentation avec
les microtubules (Figure R11). L’étude révele q&'large quantité du mutant Trisk 95-2C>A
co-sédimente avec les microtubules dans la fradfidr(Figure R11, fraction MT).

Figure R11: Dans les tests de co-sédimentation, ik 95 peut lier les

L S L microtubules quand elle est dépourvue de ses deuystéines luminales.
MT P2  Les cellules HEK293 ont été transfectées avec T@8Aavant lyse cellulaire.

TO5-2C>A | b " Le lysat cellulaire I() a été incubé a 37°C avec du Taxol, de la tubdindu
GTP. Apres une centrifugation sur coussin de gblcée surnageantSj a été

séparé du culot R1). Les microtubules dans cette fractiodl sont
tubuline dépolymérisés et de nouveau centrifugés pour seéparevraie fraction
microtubulaire KT) du culot d’agrégats protéiqueR?). Le mutant T95-2C>A

est présent dans la fraction MT, associé aux mibrdes.

Ce résultat nous montre que la triadine monomeéragiecapable de s’associer avec
les microtubules.
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En parallele chague construction a été indépendanmerimée dans des cellules
COS-7 et le pourcentage de cellules présentanRt&sa été quantifié. Les RLS induits par
Trisk 95 dans des cellules COS-7 représentent 18é&8wellules transfectées (Figure R12).
Par rapport a Trisk 95, les RLS induits par I'exgsien du mutant T95-C270A ou du mutant
T95-C649A, diminuent d’environ 50%. Cette diminutiatteint 80% avec le mutants
Trisk 95-2C>A.

Rope-like structures

Trisk 95 1 {70 R s 7 N 15 5

C>A
T95-C270A 1 337 -
C>A
T95-C649A 1 mf) Tw)m{KEKE e 57 [ +* 6.6
C>A C>A

T95-2C>A 1

687 _ *$+ 3.3

0 5 10 15 20
% de cellules transfectées

Figure R12: Les propriétés structurantes de Trisk 95 dépendent de ces deux cystéines luminales.
Les cellules COS-7 ont été transfectées avec BisKT95-C270A, T95-C649A ou T95-2C>A. Les repréatohs
schématiques des différentes constructions soitilessavec les différents domaines spécifiques., Tl domaine
transmembranaire (aa 46-66) ; KEKE, le domaine KEE& 210-224) et CC, le domaine coiled-coil (aa-308).
Les cellules présentant des RLS sont comptéessetélaultats donnés en pourcentage de cellulesfdrades.
** P<0.01 et **P<0.001, comparaison p#test des mutants par rapport a Trisk 95. Les badterreurs sont des
s.e.m. n=3 expériences (minimum), N= 400 cellules compfisrsexpérienc

Ces données semblent montrer que I'oligomérisatitn la triadine favorise
les propriétés structurantes de Trisk 95 sur ieuletm.
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Nous avons aussi observé en imagerie confocaléagoealisation de T95-2C>A est
modifiée. En effet des études d'immunofluorescertede biochimie par des tests de
biotinylation de surface cellulaire, montrent quask 95 se localise seulement dans la
membrane de RE tandis que le mutant T95-2C>A saliseca la fois dans le reticulum

et a la membrane plasmique (Figure R13A et R13B).

A anticorps Cter anticorps Nter
- permeabilisation + permeabilisation

Figure R13: Le mutant T95-2C>A est
partiellement délocalisé a la membrane
plasmique. Les cellules COS-7 ont été
transfectées avec Trisk 95 ou T95-2C>A.
(A) Les cellules ont été fixées sans
perméabilisation et marquées avec un anticorps
anti-Cterminal de Trisk 95 (vert), montrant que
seul le mutant T95-2C>A est localisé a la
membrane plasmique (panneau de gauche). Puis
les cellules ont été perméabilisées et marquées
avec un anticorps anti-Nterminal de la triadine
(rouge). Barre d'échelle : 20 unB)(Expérience
de biotinylation des protéines de surface. Aprées
expression de Trisk 95 ou T95-2C>A, les
protéines de surface cellulaire ont été biotinylées
B ob 07\>~ puis les cellules lysées. Les lysats) (ont été
,‘(\6“‘ ,‘gﬁﬂ' Trisk 95 T95-2C>A incubés avec des billes couplées a la
L L Mb IC Mb IC Streptavidine pour piéger les protéines de surface
- biotinylées Mb, fraction membranaire) et les
Trisk 95 | e &0 : o — 100 séparer des protéines intracellulair€s, (fraction
intracellulaire). La NaK ATPase est une protéine
de référence de la membrane plasmique et la
tubuline est une protéine de référence
cytoplasmique. T95-2C>A est présent dans la
fraction Mb (ligne 5) et 'augmentation de poids
moléculaire observée est due au couplage avec le
crosslinkant.

superposition
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La double localisation du mutant T95-2C>A suggeve ¢p multimérisation de la
triadine influe sur sa localisation et que dautrédmaines sont responsables

pour son maintien au reticulum.

L’ensemble de ces résultats (Figure R12 et R13péremt que la multimérisation

de Trisk 95 peut déformer les membranes de reticulu

Nous avons ensuite voulu caractériser les domameculaires responsables

des déformations du RE et de la désorganisatiomizstubules.
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C) Le domaine luminal de Trisk 95 est structurant pour le RE
et les microtubules.

A ce point de cette étude, notre question est deirsai la triadine est une protéine
d’ancrage, c'est-a-dire une protéine capable d&inde reticulum sur le réseau
de microtubules. Autrement dit, la triadine peulg-etlirectement lier les microtubules

via son extrémité N-terminale cytoplasmique ?

Pour étudier les domaines de Trisk 95 responsaldegphénotypes décrits plus haut,
plusieurs mutants ont été construits. Le prenfieyto-T95 est un mutant dont toute la partie
N-terminale cytoplasmique a été délétée. A I'oppdsémutant T95-mini est délété de
presque de toute sa partie luminale. Ces deux nsuban été indépendamment exprimés dans
des cellules COS-7 et HEK293. Les résultats susvanht a I'inverse de notre hypothése.
La quantification du nombre de RLS induites parsH®5 est de 16,5%. L'expression du
mutant Acyto-T95 présente une quantification du nombre des Rle 72,5%, soit une
réduction d’environ 80% par rapport a Trisk 95 (Fag R14). Ce résultat correle avec la
stabilité des microtubules au nocodazole obtens dan cellules. Dans des cellules avec des
RLS, Trisk 95 présente 20,7% de cellules avec seaw stable de microtubules contre 81,7%
pour Acyto-T95. Le réseau de microtubules est quatre [itus stable dans les cellules

exprimantAcyto-T95 que Trisk 95.

B Rope-like structures
EIMTs stables au nocodazole

0.0
contrdle [ 4.7
Trisk 95 1 =) TW)m{KERE) 687 5162387

Acyto-T95 () Tm)=IKEKE] 687 —1;:*331 7
48 ‘
T95-mini 1 =) TWm 112 i’:**%%

T95-lumen &3 FLAGY KDEL *++51.8
1. 687 MTs stables au nocodazole non réalise

0 20 40 60 30 100
% de cellules transfectées

Figure R14 : Le domaine luminal de Trisk 95 est rggonsable des déformations de RE et de la stabilisan

des microtubules.Les cellules COS-7 ont été transfectées avec Biskcyto-T95, T95-mini ou T95-lumen.
Les représentations schématiques des différentastractions sont visibles avec les différents domsi
spécifiqgues. TM : le domaine transmembranaire @#®6), KEKE : le domaine KEKE (aa 210-224), CC: le
domaine coiled-coil (aa 306-341), CR : le domaiaketiculine, I'étiquette Flag et KDEL : domaine dgention

au RE. Les cellules présentant des RLS sont compiédes résultats donnés en pourcentage de cellule
transfectées. P<0.05, **P<0.01 et ***P<0.001, comparaison partest des mutants par rapport a Trisk 95.
Les barres d’erreurs sont des s.emm3 expériences (minimum), N= 100 cellules compfgsrsexpérience.
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Au contraire, I'expression du mutant T95-mini nefaéhe plus le RE en RLS
(Figure R15). Le reticulum a une forme étalée @idée qui ne correspond ni aux dentelles de
RE normal, ni aux RLS. Les microtubules eux ne gast perturbés et ils sont dépolymérisés
par le nocodazole au méme titre que les cellulegr@es, suggérant que T95-mini n’est pas

associée aux microtubules.

superposition

Figure R15: L'expression du mutant T95-mini ne peturbe pas l'organisation des microtubules
dans les cellules COS-7.Les cellules COS-7 ont été transfectées avecmi@b- La localisation de
T95-mini (vert) et de la tubuline (rouge) ont étdsnen évidence par marquage immunfluorescent.
Barre d’échelle : 20 pum.

Pour vérifier ce résultat, le mutant T95-mini a d&sté par des essais de
co-sédimentation avec les microtubules. Le mutardaifractionne pas avec les microtubules

et reste dans la fraction surnageante (Figure fRd&jon S).

L S P1 Figure R16 : Trisk 95 ne peut pas lier les microtubles quand elle est
m’ dépourvue de sa partie luminaleLes cellules HEK293 ont été transfectées

o avec T95-mini avant lyse cellulaire. Le lysat cklite (L) a été incubé a 37°C
T95-mini . '-I avec du Taxol, de la tubuline et du GTP. Aprés cemtrifugation sur coussin
de glycérol, le surnageart)(a été séparé du culd®l). Les microtubules dans
cette fractionP1 sont dépolymérisés et de nouveau centrifugés géparer la

tubuline vraie fraction microtubulaire MT) du culot d’agrégats protéiques?).
Le mutant T95-mini est présent dans la fraction ®n associé aux

microtubules.

La triadine délétée de presque toute sa partienalmin’est donc plus capable de
s’associer avec les microtubules. Ces résultatstremn que le domaine de Trisk 95

responsable des RLS est la partie luminale.
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Pour confirmer que la partie luminale de Trisk 86le domaine responsable des RLS
induit par Trisk 95, jai construit le mutant corépientaire a T95-mini: le mutant
T95-lumen. Le mutant T95-lumen est composé, damdre, d'une séquence d’adressage au
reticulum en N-terminal (séquence calreticuline), domaine luminal de Trisk95, d’une
séquence de rétention au RE (KDEL) et une séquElame (DYKDDDDK) en C-terminal.
Ainsi, ce mutant représente le domaine luminal dekT95 sans les domaines cytosolique et

transmembranaire, et est ciblé dans la lumiereeticutum (Figure R14).

Lorsqu’il est transfecté dans les cellules COSe7/maitant a la capacité de déformer le
RE en RLS (Figure R17) dans plus de la moitié delfules transfectées, soit environ

trois fois plus que Trisk 95 (Figure R14).

superposition

Figure R17 : Les RLS induits par le mutant T95-luma se localisent dans le RE dans les cellules COS-7.
Les cellules ont été transfectées avec T95-lumenlotalisation de T95-lumen (vert) et de la calnexi
(rouge) a été mise en évidence par marquage imoureficent. La superposition des deux marquages
indique que T95-lumen se trouve dans le méme cdampart que la calnexine. Barre d'échelle : 20 um.

L’ensemble de ces constructions (Trisk gyto-T95, T95-lumen et T95-mini)
nous a permis de définir les domaines importantsr ges déformations de reticulum.
D’aprés nos résultats, le domaine luminal (acidemés de 113 a 687) est indispensable pour
induire des RLS. Le domaine transmembranaire (acateinés de 46 a 66) favorise et
améliore les déformations de reticulum, & conditqure le domaine luminal soit présent
(mutantAcyto-T95). Pour finir, la séquence du domaine cigemique régule négativement
le phénotype RLS. La partie N-terminale de la iriad semble contenir les motifs
d’association avec d’autres effecteurs ubiquitaiges régulent les phénotypes que I'on
observe. Cela suggere que ces effecteurs réguleragativement le lien entre la triadine et
les microtubules. L'ensemble de ces résultats mega évidence la partie luminale de

Trisk 95 comme partie importante pour son assagiavec les microtubules.

122



D) Les deux cystéines et le motif coiled-coil sont responsables
des propriétés structurantes de Trisk 95.

Pour savoir si des motifs précis du domaine lumisaht impliqués dans les
déformations du RE, différents mutants de déléton été testés. Nous nous sommes plus
particulierement intéressés a deux motifs déja esnet décrits comme importants pour
la triadine (Figure R18). Le premier est un motiEKE riche en lysines et en acides
glutamiques (acides aminés de 210 a 2R4kini et al, 1999) interagissant avec le RyR1 ou
la calséquestringobayasi et al., 2000)L€ deuxieme est un motif prédit comme un domamked-
coil d’interaction protéine-protéine (acides aminl@s306 a 341 upas et al, 199)) LES mutants
de délétion suivant ont été générés : i) le muld@B-A114-264 dépourvu du motif KEKE,
i) le mutant T95A306-341 dépourvu du motif coiled-coil, et iii) le utant
T95-A114-341 dépourvu des motifs KEKE et coiled-coil. sCenutants ont été
indépendamment transfectés dans des cellules CQ8-7ombre de cellules présentant des

RLS a été déterminé pour chacun de ces mutants.

Rope-like structures

Trisk 95 1 =) TM)m{KEKE] o 52
T95-A113-264 1 687
T95-A306-341 1 =) T)m{KEKE | 657
T95-A113-341 1 ' 113 341 a7
C>A C>A
T95-A306-341-2C>A 1 537
5 z 10 15 20

% de cellules transfectées

Figure R18 : Les propriétés structurantes de Trisk95 dépendent des deux cystéines et du domaine
coiled-coil dans la partie luminale.Les cellules COS-7 ont été transfectées avec Bsku T95A113-246

ou T95A306-341 ou T9H113-341 ou T99306-341-2C>A. Les schémas des différentes congingsont
visibles avec les différents domaines spécifiquddvi: le domaine transmembranaire (aa 46-66), KEKE
domaine KEKE (aa 210-224) et CC : le domaine cedledl (aa 306-341). Les cellules présentant des RLS
sont comptées et les résultats donnés en poureertagcellules transfectéesP<0.05, **P<0.01 et

*** P<(0,001, comparaison patest des mutants par rapport a Trisk 95. Les batierreurs sont des s.e.m.,
n=3 expériences (minimum), N= 100 cellules compfi@sexpérience.
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La délétion du motif coiled-coil est nécessairemp@duite fortement la formation des

RLS (diminution d’environ 53 %) ce qui ne sembles f@cas pour le motif KEKE.

Précédemment, nous avons montré que les deuxmgstikiminales (C270 et C649)
sont importantes dans la déformation du reticuluair (Figure R12). Nous avons donc généré
un mutant de Trisk 95 qui est a la fois délété ee deux cystéines luminales et du motif
coiled-coil (T95A306-341 2C>A, que I'on nomme aussi TABLS car c’est le mutant qui ne
présente presque plus de RLS). Transfecté dansetleles COS-7, ce mutant induit des RLS
dans seulement 2.1% des cellules transfectéesisadduainsi d’environ 90% le nombre

de cellules présentant des RLS par rapport a BésEigure R18).

Ces données montrent que I'effet du motif coiled-ebdes deux cystéines luminales
est synergique pour induire des déformations du ®#€i suggére que les déformations des
membranes du reticulum résultent de deux mécanismieaécessitent le motif coiled-coll
pour son interaction avec d’autres protéines etplasts disulfures pour multimériser la

triadine.
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A Trisk 95-GFP |

Intensité Fluo.
relative

E) Les deux cystéines et le motif coiled-coil sont responsables
de 'ancrage de Trisk 95 dans une cellule musculaire.

Par analyse de redistribution de fluorescence apfgstoblanchiment (FRAP),
I'équipe de Vincenzo Sorrentino a montré que T8Skest la protéine la plus stable au niveau
du CRC, suggérant que la triadine joue un roleraedains I'ancrage du complexe aux triades
(Cusimano et al., 2009)NOUS avons voulu tester si les mutations des dwaaqui affectent les
propriétés structurantes de Trisk 95 affectent pespriétés de Trisk 95 a la triade.
En collaboration avec I'équipe de Sorrentino, TB8ket T95ARLS ont été indépendamment
exprimés dans des myoblastes de rat en cultureowjuiété ensuite différenciés pendant
12 jours. Les deux constructions ont été fusionr@ese protéine GFP a leur extrémité
C-terminale. Par immunofluorescence, T98LS-GFP colocalise avec le RyR, tout comme
Trisk 95-GFP (Figure R19A et R19B). Des expériented=RAP ont ensuite été réalisées.
Elles montrent que la fraction mobile de Trisk 96FGest de 20.5 % alors que pour le mutant
T95-ARLS-GFP elle est de 39.2%. Ainsi, le mutant P¥ES-GFP a une mobilité accrue
d’environ 90 % comparée a Trisk 95-GFP (Figure R&9R19D).

Figure R19: Dans les cellules musculaires,
I'ancrage de Trisk 95 aux triades dépend des deux
cystéines luminales et du domaine coiled-coiDes
myoblastes de rat ont été transfectés avec
® Trisk 95-GFP ou T9RRLS (T95A306-341-2C>A)

i A F X5 % puis différenciés pendant 12 jours.A,( B)

‘ La localisation de Trisk 95 ou de son mutant {vert
et de RyR1 (rouge) ont été mis en évidence par
marquage immunfluorescent. La superposition des
deux marquages indique que Trisk 95 et ’g8-S
se trouvent dans le méme compartiment que RyR1.

lmnnx‘mf

D Barre d'échelle: 5 uym.Q, D) Les analyses de
= %02 FRAP ont été realisées sur des clusters triadiques
9 K T . ..
% TOSARLS-GEP 5 |nd|y|duels. © Les. intensités de fluorescc_ence
2 relatives ont été corrigées en tenant compte dit bru
s Trisk 95-GFP g 1 205
c de fond et de la perte de fluorescence au cours du
Q 15 . . Z:
el . ‘ ‘ ‘ B w temps. D) la fraction mobile pour chaque protéine a
10 20 30 40 50 S
L]

été calculée a partir des données de récupération d
fluorescence. **P<0.001, t-test de la fraction
mobile du mutant T9RRLS comparé celle de
Trisk 95. Les barres d’erreurs sont des s.ew21
clusters analysés pour chaque protéine.
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Ces résultats suggéerent que dans le muscle, lesaystéines luminales et le motif
coiled-coil de Trisk 95 semblent favoriser I'anceage Trisk 95 a la triade, et lorsque ces
domaines sont délétés, la protéine perd cet ancrage
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F) Les triades établissent des contacts avec les microtubules
dans les cellules musculaires.

Dans une cellule indifférenciée, les membranesteulum établissent des points de
contact avec les microtubul@Sedrenne and Hauri, 2006) Etant donné que Trisk 95 lie les
microtubules de facon indirecte, nous avons voalos si les triades étaient en contact avec
les microtubules dans le muscle. Nous avons réphsémmunofluorescence un marquage
des triades et des microtubules dans des fibresaées de muscle de souris adulte (muscle
flexor digitorum brevis, FDB(Figure R20). Les triades, marquées ici en vartym anticorps
anti-RyR1, ont une organisation tres spécifique double rangées de points.
Les microtubules, marqués ici en rouge par un argf anti-tubuline, ont aussi une
organisation en forme de ‘quadrillage’, avec desratubules orientés longitudinalement et

transversalemenkaiston et al., 1999; Tassin et al., 19854€S triades colocalisent partiellement avec

le réseau de microtubules (Figure R20, pointesadbés).

',5Uperposition Figure R20: Dans les cellules

; : musculaires, les triades colocalisent
souvent avec le réseau de
microtubules. Dans des fibres
dissociées de muscle FDB de souris, la
localisation de RyR1 (vert) et
de la tubuline (rouge) a été
mise en évidence par marquage
immunofluorescent. Toutes les images
sont des zooms de la premiére rangée,
et sont toutes issues du méme plan
confocal. Les tétes de fleches indiquent
gue de nombreuses triades co-alignent
avec les microtubules. Les barres
d'échelles de haut en bas sont
respectivement de 20, 5 et 2.5 um.

Cette superposition, bien que partielle, suggelié episte des points de contacts entre

les citernes terminales de reticulum des triadéssanicrotubules.
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Dans le muscle squelettique, les triades et lesotuibules sont souvent associées.
Or, comme les microtubules sont cytosoliques,de &ntre la partie luminale de la triadine et
les microtubules est de fait un lien indirect, igpant vraisemblablement une ou plusieurs

protéines intermédiaires. (Figure R21)

Figure R21 : Hypothese de travail : Trisk 95 s’assde indirectement aux microtubules. Existe-t-il unou
plusieurs intermédiaires protéiques pouvant faire & lien entre la triadine et les microtubules ?
Trisk 95 (en rouge) est une protéine localisée dédmbrane du RS et peut lier RyR1 (en noir) quicesiplé
physiquement au DHPR (en violet), lui-méme ancnésda membrane d’'un tubule-T (membrane plasmique).
Trisk 95 peut aussi s'associer avec un ou desregs) protéique(s) non connu(s) (double flecheey qui
pourraient s'associer avec les microtubules daogttEsol.
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Chapitre 2 :

Identification et caractérisation du
partenaire de la triadine faisant le lien
entre les microtubules et la triade.
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Identification et caractérisation du partenaire de la triadine
capable d’associer Trisk 95 aux microtubules.

Nous avons montré précédemment que Trisk 95 eshbtmpde déformer les
membranes de reticulum et de lier indirectementékeau de microtubules. Effectivement
Trisk 95 s’associe aux microtubules, non via saig@di-terminale cytoplasmique mais via sa
partie C-terminale luminale, a l'intérieur du RS téseau de microtubules étant cytosolique
cela suppose qu'il existe au moins un partenaio¢efjue pour faire le lien entre Trisk 95 et
les microtubules. La suite logique du projet paidac sur I'identification et la caractérisation

du ou des partenaire(s) potentiel(s)de Trisk 95.

A) Recherche de partenaires de Trisk 95 par spectrométrie de
masse comparative.

Dans le but de balayer un large spectre de praté&snsceptibles d’interagir avec
Trisk 95, une analyse en spectrométrie de masse aéélisée en collaboration avec la
plateforme EDyP du CEA de Grenoble dirigée par Ywh@outé.

Pour cette expérience, des cellules HEK293 ont téahsfectées soit avec
Trisk 95-GFP soit avec EGFP. Une immunoprécipitatie la GFP a ensuite été réalisée puis
les protéines co-immunoprécipitées ont été anatyspar spectrométrie de masse.
L'immunoprécipitation de EGFP seule a servi de ddat négatif. Nous avons d’abord
optimisé la solubilisation de Trisk 95-GFP. Cettapé de solubilisation a été difficile car
Trisk 95-GFP, comme Trisk 95, multimérise dans Ieembranes de reticulum
(voir chapitre 1 C). Pour résoudre ce probleme,snavons adapté un protocole de
solubilisation déja utilisé dans le laboratoire germet la solubilisation du canal calcique
RyYR1 du muscl@uary et ai,, 1094afFigure R22 D et E).

Trisk 95-GFP -

Figure R22: Différentes méthodes pour solubiliserTrisk 95 avant I'immunoprécipitation.

Les cellules HEK293 ont été transfectées avec THBIGFP, lysées dans des tampons avec différents
détergentsA, B, C, D, B), puis centrifugées pour séparer la fraction del() de la fraction insoluble

(). (A) tampon RIPA ; B) tampon RIPA supplémenté avec 1 mM de DTT) {ampon basé sur du
TritonX100 ; O, E) protocole de solubilisation utilisé dans (Martyag, 1994a) suivi d’'une sonication
des protéines pendant 10 sB3 6u 30 secK). Trisk 95-GFP est visible a 125 kDa.
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Pour ensuite obtenir de grande quantité de prateic@immunoprecipitées et
augmenter la spécificité, nous avons décidé desegales co-immunoprécipitations de
Trisk 95-GFP et EGFP avec un kit commercial, le BRP-Trap® (Figure R23, lignes 2, 4, 6

et 8). Ce kit permet une immunoprécipitation effie@t rapide des protéines GFP.

Apres la solubilisation et 'immunoprécipitatiom, qualité et la quantité des protéines
immunopreécipitées ont été vérifiees par une cdlmmatau bleu de Coomassie et par
Western blot avant d’étre envoyé pour analyse emsseapectrométrie (Figure R23).
En effet, pour réaliser une analyse en spectroméii masse efficace et pertinente, il est
nécessaire d’obtenir un enrichissement suffisard geotéine immunoprécipitée.

Q Q Q Q
§ & ¢ 8 F & &8
S8 S 8 f & 9 4
kDa EGFP —p- -30- o
Trisk 95-GFP i -125- | -—
-100- -
1 2 3 4 5 6 7 8
WB GFP Coomassie WB GFP Coomassie
Trisk 95-GFP pPEGFP

Figure R23 : Immunoprécipitation de Trisk 95 et ducontréle EGFP. Les lysats (ligne4, 3, 5, J ont été
réalisés sur des cellules HEK293 exprimant soiski®5-GFP (lignesl, 3 soit EGFP (ligness, 7).

Les expériences d'IP (lignea, 4, 6, 8 ont été réalisées sur ces lysats en utilisarkitl&sFP- Trap®.
Les présences de Trisk 95-GFP et d'EGFP ont étéémpar Western blot (lignés?2, 5, § en utilisant un
anticorps anti-GFP puis ces membranes ont été émdoau Bleu de Coomassie (lignés4, 7, 8.

Trisk 95-GFP est visible & 125 kDa et EGFP & 30.kDa

L’analyse en spectrométrie de masse a permis difar797 protéines dans le crible
Trisk 95-GFP et 430 dans le crible EGFP. Ces pregbnt été identifiées avec confiance
puisque chaque protéine a été identifiece avec amimmim deux peptides différents.
Les protéines sont classées par abondance du namlpeptides identifiés qui correspond a
la rubrique ‘spectral count’. Parmi toutes ces drms identifiées, trois groupes

ont été définis.
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Le groupe 1 représente les protéines co-immunqptées seulement avec EGFP
et absentes des protéines co-immunoprécipitées avesk 95-GFP (Tableau R4).
Le groupe 2 est a linverse du groupe 1. Il représeles protéines spécifiguement
co-immunopreécipitées avec Trisk 95-GFP (Tableau R&)groupe 3 représente les protéines
co-immunoprécipitées avec Trisk 95-GFP et EGFP rearschies de maniére significative
dans la co-immunoprécipitation Trisk 95-GFP (TablB®). Seules les protéines avec un taux
d’enrichissement égal ou supérieur a 3 ont étduete

Tableau R4 : Groupe 1,Protéines spécifiquement co-immunoprécipitées &@EP.

Accession Description Length | Mass ;Z-ep;(;:: IP‘%?:;FP Splezfjizl;m
1 [GFPL1_ZOASP  |SWISS-PROT:Q9U6Y5 Green fluorescent protein (GFP-Cter-HisTag) 231 28202,93 10 GFPL1_ZOASP 111
2 [Q81Z29_HUMAN  [ItrjQ81Z29]Q8IZ29_HUMAN Tubulin, beta 2C OS=Homo sapiens GN=TUBB2C PE=2 SV=1 456 150191,88 26 Q81229_HUMAN 37
3 B3KPS3_HUMAN [ltr[B3KPS3|B3KPS3_HUMAN cDNA FLJ32131 fis, clone PEBLM2000267, highly similar to Tubulin alpha-ubiquitous chf 424 [46643,68 18 B3KPS3_HUMAN| 27
4 ACTB_HUMAN sp|P60709|ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens GN=ACTB PE=1 SV=1 381 [41997,64 16 ACTB_HUMAN 21
5 [TBB6_BOVIN sp|Q2HJ81[TBB6_BOVIN Tubulin beta-6 chain OS=Bos taurus GN=TUBB6 PE=2 SV=1 457 150324,17 13 TBB6_BOVIN 18
6 H32_HUMAN sp|Q71DI3|H32_HUMAN Histone H3.2 OS=Homo sapiens GN=HIST2H3A PE=1 SV=3 139 1537851 12 H32_HUMAN 20
7 [Q3TFE8_MOUSE [trlQ3TFE8|Q3TFE8_MOUSE Putative uncharacterized protein OS=Mus musculus GN=Kpnb1 PE=2 SV=1 893 [98305,48 12 Q6GTI5_MOUSE 12
8 H31_ HUMAN sp|P68431|H31_HUMAN Histone H3.1 OS=Homo sapiens GN=HIST1H3A PE=1 SV=2 139 [15394,48 11 H31_HUMAN 17
9 H2B1B_HUMAN |[sp|P33778|H2B1B_HUMAN Histone H2B type 1-B OS=Homo sapiens GN=HIST1H2BB PE=1 SV=2 126 [13941,58 11 H2B1B_HUMAN 66
10 H2B1N_BOVIN splQ32L.48|H2B1N_BOVIN Histone H2B type 1-N OS=Bos taurus GN=HIST1H2BN PE=1 SV=3 126 |13914,51 10 H2BIN_BOVIN 38
11 D2HU13_AILME _ [trjD2HU13|D2HU13_AILME Putative uncharacterized protein (Fragment) OS=Ailuropoda melanoleuca GN=PANDA 0] 384 [42256,03 7 D2HU13_AILME 9
12 [CBX1_HUMAN sp|P83916/CBX1_HUMAN Chromobox protein homolog 1 OS=Homo sapiens GN=CBX1 PE=1 SV=1 195 [21518,61 5 CBX1_HUMAN 8
13 1433F_HUMAN  [sp|Q04917|1433F_HUMAN 14-3-3 protein eta OS=Homo sapiens GN=YWHAH PE=1 SV=4 256 |28201,02 4 1433F_HUMAN 4
14 B2B986_RHIFE _ [tr|B2B986|B2B986_RHIFE PFTAIRE protein kinase 1 (Predicted) OS=Rhinolophus ferrumequinum GN=PFTK1 PE=4 770 (84767,11 4 B2B986_RHIFE 4
15 K220_HUMAN sp|Q01546|K220_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral OS=Homo sapiens GN=KRT76 PE=1 SV=1 598 [65830,1 4 K220_HUMAN 4
16 B5BUD2_HUMAN [tr[B5BUD2|B5BUD2_HUMAN Replication factor C 2 isoform 1 (Fragment) OS=Homo sapiens GN=RFC2 PE=2 SV=1) 360 [39616,3 3 B5BUD2_HUMAN] 3
17 ISMD2_HUMAN _ [Isp|P62316|SMD2_HUMAN Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 OS=Homo sapiens GN=SNRPD2 PE=1 SV=1 123 [13614,2 3 SMD2_HUMAN 3
18 HDAC1 HUMAN |[sp|Q13547|HDAC1_HUMAN Histone deacetylase 1 OS=Homo sapiens GN=HDAC1 PE=1 SV=1 505 [55637,94 2 HDAC1_HUMAN 2
19 B4DSTO_HUMAN (tr[B4DSTO|B4DSTO_HUMAN Suppressor of variegation 3-9 homolog 1 (Drosophila), isoform CRA_b OS=Homo sapigl 457 [50313,8 2 B4DSTO_HUMAN| 2
20 [CTSL2_ HUMAN  |sp|Q05D32|CTSL2_HUMAN CTD small phosphatase-like protein 2 OS=Homo sapiens GN=CTDSPL2 PE=1 SV=2 483 |53137,21 2 CTSL2_HUMAN 2
21 IPYR_HUMAN sp|Q15181|IPYR_HUMAN Inorganic pyrophosphatase OS=Homo sapiens GN=PPA1 PE=1 SV=2 300 [33095,33 2 IPYR_HUMAN 2
22 [Q29196_PIG tr[Q29196|Q29196_PIG Tubulin alpha-1 chain (Fragment) OS=Sus scrofa PE=2 SV=1 120 [13252,26 2 Q29196_PIG 2
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Tableau R5 : Groupe 2 Protéines spécifiquement co-immunoprécipitées avisk 95-GFP.

Accession Description Length | Mass w#p‘:;;.tl;:ess 1P-T95 typical Spec‘tF:;\rtgjiunt
1 DOVWY9_SHEEP _[tr[DOVW Y9IDOVWY9_SHEEP Tubulin beta chain OS=Ovis aries PE=1 SV=1 457 _50290,1 28 DOVWY9_SHEEP| 54
2 |B2R853_HUMAN _|[tr[B2R853|B2R853_HUMAN cDNA, FLJ93744, highly similar to Homo sapiens keratin 6E (KRT6E), mRNA OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 550 |60230,2 38 B2R853_HUMAN 47
3 BADE77_HUMAN |tr|B4ADE77|B4DE77_HUMAN cDNA FLJ55189, highly similar to Tubulin beta-4 chain OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 420 |46211,36 19 B4DE77_HUMAN 40
4 ITBAIA PIG sp|PO2550[TBA1A_PIG Tubulin alpha-1A chain OS=Sus scrofa GN=TUBA1A PE=1 SV=1 461 |50720,75 15 TBAIA PIG 29
5 IABMUB1_HUMAN |tr]ASMUB1|ASMUB1_HUMAN Putative uncharacterized protein TUBA4A OS=Homo sapiens GN=TUBA4A PE=2 SV=1 444 148873,42 15 ASMUB1_HUMAN 27
6 Q90X75 RAT __ |r[Q9QX75|Q9QX75_RAT Triadin 95kDa OS=Rattus norvegicus GN=Trdn PE=2 SV=1 702 |77267,21 13 Q9QX75_RAT 26
7 H2B1K_HUMAN [sp|O60814[H2B1K_HUMAN Histone H2B type 1-K OS=Homo sapiens GN=HIST1H2BK PE=1 SV=3 126 [13881,56 6 H2B1K_HUMAN 26
8 Q3SYX2_BOVIN _[trlQ3SYX2|Q3SYX2_BOVIN HNRPM protein OS=Bos taurus GN=HNRPM PE=2 SV=2 530 |58370,61 20 Q3SYX2_BOVIN 25
9 016195 HUMAN |tr|Q16195Q16195_ HUMAN Keratin (Fragment) OS=Homo sapiens GN=keratin PE=2 SV=1 252 2773858 16 | Q16195 HUMAN 23
10 B4DP54_HUMAN |tr|[B4DP54|B4DP54_HUMAN cDNA FLJ52712, highly similar to Tubulin beta-6 chain OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 426 146959,44 14 B4DP54_HUMAN 21
11 Q3UBP6_MOUSE |tr|Q3UBP6|Q3UBP6_MOUSE Putative uncharacterized protein OS=Mus musculus GN=Actb PE=2 SV=1 382 |42083,83 13 |Q3UBP6_MOUSE| 17
12 |B2RBR9_HUMAN [tr[B2RBR9|B2RBRI_HUMAN cDNA, FLI95650, highly similar to Homo sapiens karyopherin (importin) beta 1 (KPNB1), NRNA OS=Homos§ 892 [98225,68 12 |B2RBR9_HUMAN| 14
13 Q29220 PIG tr/Q29220Q29220_PIG Tubulin alpha-3 chain (Fragment) OS=Sus scrofa PE=2 SV=1 124 [13666,41 7 Q29220_PIG 11
14 B2R959_HUMAN _|[tr|B2R959|B2R959_HUMAN cDNA, FLJ94229, highly similar to Homo sapiens heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L (HNRPL)mMRNA Q) 553 |60838,44 10 B2R959_HUMAN 10
15 IADT1_BOVIN sp|P02722|ADT1_BOVIN ADP/ATP translocase 1 OS=Bos taurus GN=SLC25A4 PE=1 SV=3 301 |33174,35 8 ADT1_BOVIN 10
16 PRDX1_RAT splQ63716|PRDX1_RAT Peroxiredoxin-1 OS=Rattus norvegicus GN=Prdx1 PE=1 SV=1 202 2232341 8 PRDX1_RAT 10
17 PYR1 HUMAN sp|P27708|PYR1_HUMAN CAD protein OS=Homo sapiens GN=CAD PE=1 SV=3 2228 |245167,3 9 PYR1_HUMAN 9
18 D2HLNO_AILME _[tr[D2HLNO|D2HLNO_AILME Putative unct i protein (Fragment) OS=Ailuropoda melanoleuca GN=PANDA 012416 PE=3 SV=1 357 139290,52 8 D2HLNO_AILME 9
19 A5A4L2_BUBBU _ |trJASA4L2|ASA4L2_BUBBU Histone H2B OS=Bubalus bubalis GN=H2B PE=2 SV=1 126 [13897,56 4 AS5A4L2_BUBBU 9
20 |K2C3 HUMAN _ [splP12035[K2C3_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 3 OS=Homo sapiens GN=KRT3 PE=1 SV=2 626 |64464,59 7 K2C3_HUMAN 8
21 LAP2A HUMAN _ [sp|P42166|LAP2A_HUMAN Lamin: 2, isoform alpha OS=Homo sapiens GN=TMPO PE=1 SV=2 685 7544563 7 LAP2A_HUMAN 8
22 QCR1 HUMAN sp|P31930[QCR1_HUMAN Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=UQCRC1 PE=1 SV=3 484 153296,69 7 QCR1_HUMAN 8
23 D32XS6_RAT tr[D3ZXS6|D3ZXS6_RAT Putative uncharacterized protein ENSRNOP00000020291 OS=Rattus norvegicus PE=4 SV=1 455 150115 6 D3ZXS6_RAT 8
24 DBPA HUMAN sp|P16989IDBPA_HUMAN DNA-binding protein AOS=Homo sapiens GN=CSDA PE=1 SV=4 364 140066,03 6 DBPA_HUMAN 8
25 |ATD3A HUMAN [splQONVI7IATD3A_HUMAN ATPase family AAA domain-containing protein 3A OS=Homo sapiens GN=ATAD3A PE=1 SV=2 650 |71564,64 7 ATD3A_HUMAN 7
26 ]0549N5 HUMAN [tr/Q549N5/Q549N5_HUMAN Signal recognition particle receptor beta subunit OS=Homo sapiens GN=SRPRB PE=2 SV=1 269 |29683,76 7 Q549N5_HUMAN 7
27 ]059GY2 HUMAN [r/Q59GY2|Q59GY2_HUMAN Ribosomal protein L4 variant (Fragment) OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 447 [49252,98 7 Q59GY2_HUMAN| 7
28 B4ADH02_HUMAN |tr|B4DH02|B4DH02_HUMAN cDNA FLJ50510, highly similar to Heat shock 70 kDa protein 4 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 865 |95156,57 6 B4DH02_HUMAN 7
29 |Q5WD0 HUMAN [tr/Q5VWD0|Q5VWD0_HUMAN Ribosomal protein L11 OS=Homo sapiens GN=RPL11 PE=2 SV=1 185 [20431,58 6 |Q5WDO_HUMAN| 7
30 A5D9B4_BOVIN _ |trjASD9B4JASD9B4_BOVIN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 OS=Bos taurus GN=HNRPH2 PE=2 SV=1 450 |49503,38 5 A5D9B4_BOVIN 7
31 |ABK897_HUMAN [tr]ABK897|ABK897_HUMAN cDNA FLJ78686, highly similar to Homo sapiens nucleoporin 93kDa (NUP93), mRNA OS=Homo sapiens PE=2| 848 [93323,62 6 A8K897_HUMAN 6
32 |B4DVIZ_ HUMAN [r[B4DVI7|BADVI7_HUMAN cDNA FLJ54176, highly similar to Signal recognition particle 68 kDa protein OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 547 [60189,37 6 B4DVI7_HUMAN 6
33 |Q6AZ64 RAT tr|Q6AZ64|Q6AZ64_RAT X-ray repair g defective repair in Chinese hamster cells 6, isoform CRA_a OS=Rattus norvegicus Gl| 633 |69727,96 6 Q6AZ64_RAT 6
34 RBM28 HUMAN [sp|Q9NW13|RBM28_HUMAN RNA-binding protein 28 OS=Homo sapiens GN=RBM28 PE=1 SV=3 778 |85684,74 6 RBM28_HUMAN 6
35 B2RU06_HUMAN |tr|B2RU06|B2RU06_HUMAN EIF4G1 protein OS=Homo sapiens GN=EIF4G1 PE=2 SV=1 1607 176807 5 B2RU06_HUMAN 6
36 QIXSU9_CANFA [trlQ9XSU9IQIXSUI_CANFA Ribosomal protein S14 (Fragment) OS=Canis familiaris GN=rpS14 PE=2 SV=1 76 [8441,65 5 QIXSU9_CANFA| 6
37 A2ICT2_HUMAN _|trJA2ICT2|A2ICT2_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 4-like protein OS=Homo sapiens GN=HSPA4L PE=2 SV=1 867 195478,91 5 A2ICT2_HUMAN 5
38 A4D0Z3 HUMAN _|trjA4D0Z3|A4D0Z3_HUMAN ADP-ribosylation factor 5 OS=Homo sapiens GN=ARF5 PE=2 SV=1 187 [20630,62 5 A4D0Z3_HUMAN 5
39 ABK4K6_HUMAN _|trJABK4K6|ABK4K6_HUMAN cDNA FLJ78033, highly similar to Homo sapiens protein disulfide i family A, member 4, MRNAOS=H{ 665 |73157,08 5 ABK4K6_HUMAN 5
40 B2RDG1_HUMAN [tr[B2RDG1[B2RDG1_HUMAN cDNA, FLJ96593 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 542 159632,71 5 B2RDG1_HUMAN] 5
41 D3DPQ3_HUMAN |[tr[D3DPQ3|D3DPQ3_HUMAN Retinoblastoma binding protein 4, isoform CRA a OS=Homo sapiens GN=RBBP4 PE=4 SV=1 435 147866 5 [D3DPQ3_HUMAN 5
42 [AOMNN5_HUMAN ]trJAOMNNSIAOMNNS_HUMAN CDW4/GRWD1 OS=Homo sapiens GN=GRWD1 PE=2 SV=1 452 149724,06 4 AOMNNS_HUMAN| 5
43 BOLM41 _HUMAN |[tr[BOLM41|BOLM41_HUMAN Transcriptional coactivator COAZ OS=Homo sapiens GN=RBM14/RBMA4 fusion PE=2 SV=1 339 |37346,97 4 BOLM41_HUMAN 5
44 Q5LJ98_HUMAN _[tr|Q5LJ98|Q5LJ98 HUMAN TROVE domain family, member 2 0S=Homo sapiens GN=TROVE2 PE=2 SV=1 537 159129,49 4 Q5LJ98_HUMAN 5
45 |Q723K9_HUMAN [tr|Q723K9|Q7Z3K9_HUMAN Putative uncharacterized protein DKFZp781L0540 (Fragment) OS=Homo sapiens GN=DKFZp781L0540 PE=1] 818 [90062,68 4 Q7Z3K9_HUMAN 5
46 1C07_HUMAN sp|P10321]1C07_HUMAN HLA class | antigen, Cw-7 alpha chain OS=Homo sapiens GN=HLA-C PE=1 SV=3 373 |41136,14 4 1C07_HUMAN 4
47 |ABKBUL_HUMAN _[trABKBU1ABK8UL_HUMAN cDNA FLJ77762, highly similar to Homo sapiens cull iated and neddylatior iated 1 (CAND1), mR{ 1254 [137941,3 4 ABKBUL_HUMAN 4
48 |ABK9U6_HUMAN |tr/ABK9UBIABKIUS_HUMAN cDNA FLJ76121, highly similar to Homo sapiens zinc finger CCCH-type, antiviral 1 (ZC3HAV1), ranscript variar] 935 |102879,6 4 |ABK9UB_HUMAN 4
49 |BOAZQ4 HUMAN [r|BOAZQ4IBOAZQ4_HUMAN cDNA, FLI79494, highly similar to Structural maintenance of chromosome 3 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 | 1288 [141777,7 4 [BOAZQ4 HUMAN 4
50 B2R6D0_HUMAN |tr|B2R6D0|B2R6D0_HUMAN cDNA, FLJ92896, highly similar to Homo sapiens some (prosome, 26S subunit, non-ATPasq 970 |106797,1 4 B2R6D0_HUMAN 4
51 B2R7V4_HUMAN _|[tr|B2R7V4|B2R7V4_HUMAN cDNA, FLJ93619, highly similar to Homo sapiens PRP4 pre-mRNA processing factor 4 homolog (yeast) (PRPH 536 |58988,21 4 B2R7V4_HUMAN 4
52 B3GQE6_HUMAN |tr[B3GQE6|B3GQE6_HUMAN DEAD box polypeptide 27 OS=Homo sapiens GN=DDX27 PE=2 SV=1 790 86916,46 4 [B3GQEG_HUMAN| 4
53 B3KMX0_HUMAN |tr|B3KMX0[B3KMX0_HUMAN cDNA FLJ12837 fis, clone NT2RP2003228, highly similar to DNA replication licensing factor MCM4 OS=Homo| 882 |97113,81 4 B3KMX0_HUMAN 4
54 |B3KQ33_HUMAN [tr[B3KQ33|B3KQ33_HUMAN cDNA FLJ32715 fis, clone TESTI2000784, highly similar to Importin-4 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 1092 ]120190,1 4 B3KQ33_HUMAN| 4
55 I§3KRC6 HUMAN |[tr|B3KRC6|B3KRC6_HUMAN cDNA FLJ34004 fis, clone FCBBF1000232, highly similar to Cytochrome P450 51A1 (EC 1.14.13.70) OS=Hoi 470 [5173151 4 B3KRC6_HUMAN| 4
56 |BADF41 HUMAN [tr[B4DF41|B4DF41_HUMAN cDNA FLJ55677, highly similar to DNA mismatch repair protein MSH6 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 1266 |139261,1 4 B4DF41_HUMAN 4
57 BADM22_HUMAN |tr|B4ADM22|B4DM22_HUMAN cDNA FLJ53357, highly similar to 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 OS=Homo sapiens PE=2 909 |99991,59 4 B4DM22_HUMAN| 4
58 |B4DPX4_HUMAN [tr|BADPX4|BADPX4_HUMAN cDNA FLI54106, moderately similar to Synaptic vesicle membrane protein VAT-1 homolog (EC 1.-.--) OS=Ho| 325 [35038,7 4 |BADPX4_HUMAN| 4
59 BADR63 HUMAN |[tr|[B4ADR63|B4ADR63_HUMAN cDNA FLJ58247, highly similar to 26S protease regulatory subunit 4 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 375 4125524 4 B4DR63_HUMAN| 4
60 B4DY23_HUMAN |tr|B4DY23|B4DY23_HUMAN cDNA FLJ61188, highly similar to Basigin OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 260 |28642,42 4 B4DY23_HUMAN 4
61 CDC2_HUMAN sp|P06493|CDC2_HUMAN Cell division control protein 2 homolog OS=Homo sapiens GN=CDC2 PE=1 SV=2 310 |34116,89 4 CDC2_HUMAN 4
62 |DYHC1 HUMAN |splQ14204]DYHC1_HUMAN Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 0S=Homo sapiens GN=DYNC1H1 PE=1 SV=5 4861 |534808,9 4 DYHC1_HUMAN 4
63 MLEC_HUMAN _ |[sp|Q14165|MLEC_HUMAN Malectin OS=Homo sapiens GN=MLEC PE=1 SV=1 294 132384,65 4 MLEC_HUMAN 4
64 INOL11 HUMAN [sp|Q9H8HO|NOL11 _HUMAN Nucleolar protein 11 OS=Homo sapiens GN=NOL11 PE=1 SV=1 745 182041,28 4 NOL11_HUMAN 4
65 INOMO1 _HUMAN [sp|Q15155|NOMO1_HUMAN Nodal modulator 1 OS=Homo sapiens GN=NOMO1 PE=1 SV=5 1229 ]135208,8 4 NOMO1_HUMAN 4
66 INOP58 HUMAN _[sp|Q9Y2X3|NOP58_HUMAN Nucleolar protein 58 OS=Homo sapiens GN=NOP58 PE=1 SV=1 541 159540,52 4 NOP58_HUMAN 4
67 PRS7_HUMAN sp|P35998|PRS7_HUMAN 26S protease regulatory subunit 7 OS=Homo sapiens GN=PSMC2 PE=1 SV=3 445 149002,27 4 PRS7_HUMAN 4
68 Q1XHX3 PANTR [tr[Q1XHX3|Q1XHX3 _PANTR Major hi complex, class I, C OS=Pan tr GN=Patr-C PE=3 SV=1 375 14131827 4 QI1XHX3_PANTR 4
69 Q5TCU6_HUMAN [tr[Q5TCUB|Q5TCU6_HUMAN Talin 1 OS=Homo sapiens GN=TLN1 PE=2 SV=1 2363 |260030,3 4 [Q5TCU6_HUMAN] 4
70 RL10A PIG sp|P53027|RL10A PIG 60S ribosomal protein L10a (Fragment) OS=Sus scrofa GN=RPL10A PE=2 SV=3 172 (1895397 4 RL10A_PIG 4
71 |STT3A HUMAN _|sp|P46977|STT3A_HUMAN Dolichyl-diphospt ide--protein 1sferase subunit STT3A OS=Homo sapiens GN=STT3A| 737 [81104,08 4 STT3A_HUMAN 4
72 DDX47_HUMAN _ [sp|Q9H0S4|DDX47_HUMAN Probable ATP-dependent RNA helicase DDX47 OS=Homo sapiens GN=DDX47 PE=1 SV=1 462 150854,64 3 DDX47_HUMAN 4
73 (WDR82_HUMAN _|sp|Q6UXN9|WDR82_HUMAN WD repeat-containing protein 82 OS=Homo sapiens GN=WDR82 PE=1 SV=1 322 35455,62 3 WDR82_HUMAN 4
74 1A0JLQ5_HUMAN _|trJAOJLQ5|A0JLQ5_HUMAN BXDC2 protein (Fragment) OS=Homo sapiens GN=BXDC2 PE=2 SV=1 358 139384,85 3 A0JLQS5_HUMAN 3
75 /A0JLUO_HUMAN _|trJAOJLUOJAOJLUO_HUMAN TCOF1 protein (Fragment) OS=Homo sapiens GN=TCOF1 PE=2 SV=1 1343 11442448 3 A0JLUO_HUMAN 3
76 |A21829 HUMAN  [ir]A21829]A21829_HUMAN NF-kappaB repressing factor (Fragment) OS=Homo sapiens GN=NKRF PE=2 SV=1 612 |67408,19 3 A21829_HUMAN 3
77 ABKOV6_HUMAN _ |trJABKOV6|ABKOVE_HUMAN cDNA FLJ78321 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 203 |22396,23 3 ABKOV6_HUMAN 3
78__|ABK3A8 HUMAN _[tr/ABK3ABABK3A8_HUMAN cDNA FLI75085, highly similar to Homo sapiens glutaminyl-tRNA synthetase (QARS), mRNA OS=Homo sapier| 806 [88665,24 3 ABK3A8_HUMAN 3
79 ABK4K9_HUMAN _ |tr|ABK4K9|ABK4K9_HUMAN cDNA FLJ76169 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 318 |35010,48 3 ABK4K9_HUMAN 3
80 ABKAT8 HUMAN _|tr|ABK4T8|ABK4T8_HUMAN Condensin complex subunit 2 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 756 |83255,52 3 ABKAT8_HUMAN 3
81  |ABK5Y7 HUMAN [tr|ABK5Y7|ABK5Y7_HUMAN cDNA FLJ78655, highly similar to Homo sapiens exportin 5 (XPO5), mRNA OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 1257 [138331 3 ABK5Y7_HUMAN 3
82 ABK8B2_HUMAN _|tr|ABK8B2|ABK8B2_HUMAN cDNA FLJ78127, highly similar to Homo sapiens SFRS protein kinase 1 (SRPK1), mnRNA OS=Homo sapiens P| 680 [74811,16 3 A8K8B2_HUMAN 3
83 |ABKAH7_HUMAN [tr]ABKAH7IABKAH7_HUMAN cDNA FLI75444, highly similar to Homo sapiens protein kinase, CAMP- regulatory, type Il, alpha (PR| 416 [45818,07 3 |ABKAH7_HUMAN 3
84 [ABMWX9_HUMAN tr|ABMW X9|ABMWX9_HUMAN Putative uncharacterized protein DCTN1 OS=Homo sapiens GN=DCTN1 PE=4 SV=1 1294 1142361,4 3 IABMWX9_HUMAN 3
85 IABCE1 HUMAN |sp|P61221ABCE1_HUMAN ATP-binding cassette sub-family E member 1 OS=Homo sapiens GN=ABCE1 PE=1 SV=1 620 168240,38 3 ABCE1_HUMAN 3
86 IATPSL_HUMAN _ |sp|O75964|ATPSL_HUMAN ATP synthase subunit g, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=ATP5L PE=1 SV=3 103 [11421,24 3 ATPSL_HUMAN 3
87 BOS7P4_HUMAN |[tr|BOS7P4|B0S7P4_HUMAN Mitochondrial ribosomal protein S18B OS=Homo sapiens GN=MRPS18B PE=2 SV=1 267 |29377,01 3 BOS7P4_HUMAN 3
88 BOV043_HUMAN _[tr|[BOV043|B0V043 HUMAN Valyl-tRNA OS=Homo sapiens GN=VARS PE=3 SV=1 1287 ]141631,8 3 BOV043_HUMAN 3
89 B2RDK6_HUMAN |tr|B2RDK6|B2RDK6_HUMAN cDNA, FLJ96656, highly similar to Homo sapiens SPFH domain family, member 1 (SPFH1), mRNA OS=Hom{ 354 |39031,29 3 B2RDK6_HUMAN| 3
90 B3KMV5_HUMAN |tr|B3KMV5[B3KMV5_HUMAN cDNA FLJ12728 fis, clone NT2RP2000040, highly similar to Protein FAM62A OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 1121 ]123342,2 3 B3KMV5_HUMAN 3
91 B3KNF6_HUMAN |tr|B3KNF6|B3KNF6_HUMAN Sec61 alpha 1 subunit (S. cerevisiae), isoform CRA ¢ OS=Homo sapiens GN=SEC61A1 PE=2 SV=1 478 |52686,69 3 B3KNF6_HUMAN 3
92 B3KQ43 HUMAN |tr|B3KQ43|B3KQ43_HUMAN cDNA FLJ32791 fis, clone TESTI2002365, highly similar to helicase MOV-10 (EC 3.6.1.-) OS=Homo sapiens H 429 |47208,48 3 B3KQ43_HUMAN 3
93 B3KRS5_HUMAN |tr|B3KRS5|B3KRS5_HUMAN Histone deacetylase 2, isoform CRA a OS=Homo sapiens GN=HDAC2 PE=2 SV=1 477 152478,51 3 B3KRS5_HUMAN| 3
94 BADFL2_HUMAN |[tr[B4ADFL2|BADFL2_HUMAN cDNA FLJ50469, highly similar to Isocitrate dehydrogenase OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 414 145549,93 3 B4ADFL2_HUMAN 3
95 B4DIK2_HUMAN _[tr|B4DIK2|B4DIK2_HUMAN cDNA FLJ60565, highly similar to Nuclear pore complex protein Nup153 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 1441 ]158589,7 3 B4DIK2_HUMAN 3
96 B4DJ30_HUMAN _[tr|[B4DJ30|B4DJ30_HUMAN cDNA FLJ61290, highly similar to Neutral alpha-glucosidase AB OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 1032 ]113538,8 3 B4DJ30_HUMAN 3
97 B4DJKO_HUMAN |tr|[B4DJKO|B4DJKO_HUMAN cDNA FLJ57379, highly similar to Splicing factor, arginine/serine-rich 5 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 132 (145723 3 B4DJKO_HUMAN 3
98 BADK71_HUMAN |[tr|B4ADK71|B4DK71_HUMAN cDNA FLJ55660, highly similar to Homo sapiens SAC1 suppressor of actin mutations 1-like (SACMIL), mMRNA| 557 |61326,79 3 B4DK71_HUMAN 3
9 IBADKZG HUMAN _|tr|B4DKZ6|B4DKZ6_HUMAN cDNA FLJ61096, highly similar to THO complex subunit 2 (Fragment) OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 882 |97106,66 3 B4DKZ6_HUMAN 3
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100 BADLG2_HUMAN |tr|B4DLG2|B4DLG2_HUMAN cDNA FLJ58196, highly similar to Zinc finger CCCH domain-containing protein 11A OS=Homo sapiens PE=2§ 755 |83105,14 3 B4DLG2_HUMAN| 3
101 B4DLT2 HUMAN |[tr|[B4DLT2|B4DLT2_HUMAN cDNA FLJ56637, highly similar to Nuclear pore complex protein Nup155 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 1388 |152733,9 3 B4DLT2_HUMAN 3
102 BADRS4_HUMAN |[tr[B4ADRS4|B4DRS4_HUMAN cDNA FLJ60139, highly similar to Homo sapiens HIV TAT specific factor 1 (HTATSF1), mRNA OS=Homo sap| 750 |82542,13 3 B4DRS4_HUMAN| 3
103 B4DZF2_HUMAN |[tr|B4DZF2|B4DZF2_HUMAN cDNA FLJ59571, highly similar to Eukaryotic translation initiation factor ggamma 2 OS=Homo sapiens PE=2 SY 1007 |110817,4 3 B4DZF2_HUMAN 3
104 B4E0OG4_HUMAN |[tr|B4E0G4|B4E0G4_HUMAN cDNA FLJ60207, highly similar to PHD finger protein 6 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 341 |37604,09 3 B4E0G4_HUMAN 3
105 B7Z8M7_HUMAN |tr|B7Z8M7|B7Z8M7_HUMAN cDNA FLJ57768, highly similar to Ras-related protein Rab-1A OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 174 [19205,67 3 B7Z8M7_HUMAN 3
106 B77B41_HUMAN |[tr|B7ZB41|B7ZB41_HUMAN cDNA, FLJ79405, highly similar to Homo sapiens solute carrier family 25, member 24, transcript variant 1, mRN| 486 |53540,32 3 B7ZB41_HUMAN 3
107 CAO77_HUMAN SpIQ9Y3Y2|CA077_HUMAN L ized protein Clorf77 OS=Homo sapiens GN=Clorf77 PE=1 SV=2 239 26380,28 3 CA077_HUMAN 3
108 CCD47_HUMAN [sp|Q96A33|CCD47_HUMAN Coiled-coil domain-containing protein 47 OS=Homo sapiens GN=CCDC47 PE=1 SV=1 510 |56123,42 3 CCD47_HUMAN 3
109 ICOX41 HUMAN [sp|P13073|COX41_HUMAN Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=COX4I1 PE=1 SV=1 178 [19621,07 3 COX41_HUMAN 3
110 D3DUS7_HUMAN |tr[D3DUS7|D3DUS7_HUMAN Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase OS=Homo sapiens GN=USP5 PE=3 SV=1 878 |96637,68 3 D3DUS7_HUMAN 3
111 DSG2_HUMAN splQ14126|DSG2_HUMAN Desmoglein-2 OS=Homo sapiens GN=DSG2 PE=1 SV=2 1117 ]122889,4 3 DSG2_HUMAN 3
112 GCN1L HUMAN [sp|Q92616|GCN1L_HUMAN Translational activator GCN1 OS=Homo sapiens GN=GCN1L1 PE=1 SV=6 2681 |294967,4 3 GCNI1L_HUMAN 3
113 HNRL2_HUMAN |[sp|Q1KMD3|HNRL2_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 2 0S=Homo sapiens GN=HNRNPUL2 PE=1 SV=1 778 |85622,38 3 HNRL2_HUMAN 3
114 LUC7L_HUMAN _ [sp|Q9NQ29|LUC7L_HUMAN Putative RNA-binding protein Luc7-like 1 OS=Homo sapiens GN=LUC7L PE=1 SV=1 397 143701,32 3 LUC7L_HUMAN 3
115 MBB1A HUMAN _[sp|Q9BQGO|MBB1A HUMAN Myb-binding protein 1A OS=Homo sapiens GN=MYBBP1A PE=1 SV=2 1359 ]149577,4 3 MBB1A HUMAN 3
116 PSD12_ HUMAN _ [sp|000232|PSD12_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 12 OS=Homo sapiens GN=PSMD12 PE=1 SV=3 484 153269,72 3 PSD12_HUMAN 3
117 Q4JGY1 _HUMAN [trlQ4JGY1|Q4JGY1 HUMAN Cellular nucleic acid binding protein beta variant 1 OS=Homo sapiens GN=ZNF9 PE=2 SV=1 182 [20112,76 3 Q4JGY1_HUMAN 3
118 [Q5U0C0_HUMAN |tr[Q5U0C0|Q5U0C0O_HUMAN Ribosomal protein L15 OS=Homo sapiens GN=RPL15 PE=1 SV=1 220 124227,05 3 [Q5U0C0_HUMAN 3
119 RAB14 HUMAN _ |sp|P61106|RAB14_HUMAN Ras-related protein Rab-14 OS=Homo sapiens GN=RAB14 PE=1 SV=4 219 |24110,01 3 RAB14_HUMAN 3
120 RT34_HUMAN sp|P82930|RT34_HUMAN 28S ribosomal protein S34, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=MRPS34 PE=1 SV=2 233 |25682,47 3 RT34_HUMAN 3
121 |TDIF2 HUMAN  IsplQ5QJE6[TDIF2_HUMAN Deoxynucleotidyltransferase terminal-interacting protein 2 0S=Homo sapiens GN=DNTTIP2 PE=1 SV=2 767 |84417,86 3 TDIF2_HUMAN 3
122 |TOM40_HUMAN [spl096008[TOM40_HUMAN Mitochondrial import receptor subunit TOM40 homolog OS=Homo sapiens GN= 348 [38211,27 3 TOMAO_HUMAN 3
123 B2R4C0O_HUMAN |[tr|B2R4CO|B2R4C0O_HUMAN cDNA, FLJ92035, highly similar to Homo sapiens ribosomal protein L18a (RPL18A), mRNA OS=Homo sapien 190 |20978,8 2 B2R4CO_HUMAN| 3
124 ITM205_HUMAN _ |sp|Q6UW68[TM205_HUMAN Transmembrane protein 205 OS=Homo sapiens GN=TMEM205 PE=1 SV=1 195 [21469 2 TM205_HUMAN 3
125 |ADPJ47_HUMAN [trJAOPJ47|AOPJ47_HUMAN SAFB2 protein (Fragment) OS=Homo sapiens GN=SAFB2 PE=2 SV=1 521 |57340,06 2 AOPJA7T_HUMAN 2
126 |ASRJHL HUMAN [trJASRIH1|A3RIHI_HUMAN DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 1, isoform CRA_d OS=Homo sapiens GN=DDX1 PE=2 SV=1 748 |82379,76 2 |A3RIHI_HUMAN 2
127 IAGNEL6_HUMAN _|tr|JAGNELG|AGNEL6_HUMAN Putative ur protein LARP4B OS=Homo sapiens GN=LARP4B PE=4 SV=3 362 |39647,5 2 ABNEL6_HUMAN 2
128 IABNEM2_HUMAN |trJA6GNEMZ2IAGNEM2_HUMAN Putative uncharacterized protein HCFC1 OS=Homo sapiens GN=HCFC1 PE=4 SV=2 1957 |215338,4 2 ABNEM2_HUMAN 2
129 |ABC170 HUMAN |trJABC1Z0]ABC120_ HUMAN 150 kDa oxygen-regulated protein OS=Homo sapiens GN=ORP150 PE=2 SV=1 1013 [111494.3 2 ABC1Z0_HUMAN 2
130 [ABKOD2_HUMAN _|tr|JABKOD2|ABKOD2_HUMAN cDNA FLJ77740, highly similar to Homo sapiens 7-dehydrocholesterol reductase, nNRNA OS=Homo sapiens P[ 501 [55175,05 2 ASKOD2_HUMAN 2
131 ABK3Y5_HUMAN _|tr|ABK3Y5|A8K3Y5_HUMAN cDNA FLJ78186 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 399 43979,77 2 ABK3Y5_HUMAN 2
132 |ABK3Z5_HUMAN |tr|ABK3Z5|A8K3Z5_HUMAN cDNA FLJ76613, highly similar to Homo sapiens nucleoporin 35kDa (NUP35), transcript variant 1, mRNA OS=H[| 317 [34906,58 2 A8K375_HUMAN 2
133 ABKAT9_HUMAN _|trJABK4T9|ABKAT9_HUMAN cDNA FLJ77421, highly similar to Homo sapiens autoantigen p542 mRNA OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 277 304757 2 ABK4T9_HUMAN 2
134 ABK614_ HUMAN _ |trJABK6I4|A8K614_HUMAN cDNA FLJ76877, highly similar to Homo sapiens superkiller viralicidic activity 2-like 2 (SKIV2L2), mMRNA OS=Hom{ 1078 [118639,2 2 ABK6M_HUMAN 2
135 ABK7A6_HUMAN _|trJABK7A6|ABK7A6_HUMAN cDNA FLJ77162, highly similar to Homo sapiens SMC1 structural maintenance of chr 1-like 1 (SMCY 899 |98960,74 2 ABK7A6_HUMAN 2
136 ABK847_HUMAN _|trJABK847|A8K847_HUMAN cDNA FLJ75229, highly similar to Homo sapiens serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 4 (SEH 409 [44995,59 2 ABK847_HUMAN 2
137 ABK8J9_HUMAN _|trJABK8J9]A8K8J9_HUMAN Dynactin 2 (P50), isoform CRA b OS=Homo sapiens GN=DCTN2 PE=2 SV=1 314 34579,25 2 ABK8J9_HUMAN 2
138 ABK9B9_HUMAN _|trJABK9BI|ABK9BI_HUMAN cDNA FLJ77391, highly similar to Homo sapiens EH-domain containing 4 (EHD4), mMRNA OS=Homo sapiens P[ 557 (6134557 2 ABK9B9_HUMAN 2
139 IABMUM5_HUMAN |trJASMUMS|ABMUMS_HUMAN Putative uncharacterized protein TOR1AIP1 OS=Homo sapiens GN=TOR1AIP1 PE=4 SV=2 604 166450,36 2 [ABMUMS5_HUMAN 2
140 ABMXH2_HUMAN |trJABMXH2|A8MXH2_HUMAN Putative ized protein NAP1L4 OS=Homo sapiens GN=NAP1L4 PE=3 SV=1 204 122488,28 2 ASBMXH2_HUMAN 2
141 IACSL4 HUMAN  |splO60488JACSL4_HUMAN Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 4 OS=Homo sapiens GN=ACSL4 PE=1 SV=2 729 180220,15 2 ACSL4_HUMAN 2
142 IAMP1_HUMAN _ |sp|Q12904/AIMP1_HUMAN Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting multifunctional protein 1 OS=Homo sapiens GN=AIMP1 PE=1 S 314 |34616,22 2 AIMP1_HUMAN 2
143 [AMPM2_HUMAN _|sp|P50579|AMPM2_HUMAN Methionine aminopeptidase 2 OS=Homo sapiens GN=METAP2 PE=1 SV=1 488 15371346 2 AMPM2_HUMAN 2
144 IARL1_ HUMAN sp|P40616|ARL1_HUMAN ADP-ribosylation factor-like protein 1 OS=Homo sapiens GN=ARL1 PE=1 SV=1 186 [20518,48 2 ARL1_HUMAN 2
145 IAT2B1 HUMAN _ |sp|P20020]AT2B1_HUMAN Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 OS=Homo sapiens GN=ATP2B1 PE=1 SV=3 1269 |139637,3 2 AT2B1_HUMAN 2
146 B1AHF3_HUMAN _|[tr[B1AHF3|B1IAHF3_HUMAN Cytochrome b5 reductase 3 (Fragment) OS=Homo sapiens GN=CYB5R3 PE=4 SV=1 151 [16685,93 2 B1AHF3_HUMAN 2
147 ___|B2R4R9 HUMAN |tr|B2R4R9|B2R4R9_HUMAN HCG26477 OS=Homo sapiens GN=RPS28 PE=4 SV=1 71 |7893,22 2 B2R4R9_HUMAN| 2
148 B2R5U3 HUMAN |tr|B2R5U3|B2R5U3_HUMAN EH-domain containing 1, isoform CRA b OS=Homo sapiens GN=EHD1 PE=2 SV=1 551 |60645,69 2 B2R5U3_HUMAN 2
149 |B2R6D7 HUMAN [tr[B2R6D7|B2R6D7_HUMAN cDNA, FLJ92904, highly similar to Homo sapiens casein kinase 2, alpha 1 polypeptide (CSNK2A1), nRNA OS] 410 [45184,76 2 |B2R6D7_HUMAN| 2
150 B2R791_HUMAN _|[tr[B2R791|B2R791_HUMAN cDNA, FLJ93335, highly similar to Homo sapiens PRP3 pre-mRNA factor 3 homolog (yeast) (PRPH 705 |77638,9 2 B2R791_HUMAN 2
151 |B2R7WO_HUMAN [tr[B2R7W0[B2R7W0_HUMAN cDNA, FLJ93628, Homo sapiens methylene tetrahydrofolate dehydrogenase (NAD+dependent), methenyltetrd 340 [37467,98 2 [B2r7w0_HUMAN 2
152 B2RAR5_HUMAN |[tr[B2RAR5|B2RAR5_HUMAN cDNA, FLJ95067 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 977 ]107517,5 2 B2RAR5_HUMAN| 2
153 B2RAX6_HUMAN _|[tr|[B2RAX6|B2RAX6_HUMAN cDNA, FLJ95176, Homo sapiens CGI-48 protein (CGI-48), mMRNA OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 524 |57671,14 2 B2RAX6_HUMAN 2

tr[B2RD24|B2RD24_HUMAN cDNA, FLJ96424 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 729 |80216,12 2 B2RD24_HUMAN| 2

[tr[B2RD96|B2RD96_HUMAN cDNA, FLJ96514 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 213 |23524,29 2 B2RD96_HUMAN| 2

tr[B2RWN5|B2RWNS_HUMAN HEAT repeat containing 1 OS=Homo sapiens GN=HEATR1 PE=2 SV=1 2220 |244275,1 2 [B2RWN5_HUMAN 2

tr[B2RWP9|B2RWP9_HUMAN MYH10 protein OS=Homo sapiens GN=MYH10 PE=2 SV=1 2097 |230704,3 2 [B2RWP9_HUMAN 2

tr|B3KMB1|B3KM81_HUMAN cDNA FLJ10471 fis, clone NT2RP2000045, highly similar to DnaJ homolog subfamily Amember 3, mitochondr| 455 |50079,97 2 B3KM81_HUMAN 2

[tr[B3KMC5|B3KMC5_HUMAN cDNA FLJ10686 fis, clone NT2RP3000252, highly similar to Nucleolar GTP-binding protein 1 OS=Homo sapie 674 |74234,67 2 B3KMC5_HUMAN| 2
160 B3KMP6_HUMAN |tr|B3KMP6|B3KMP6_HUMAN cDNA FLJ11861 fis, clone HEMBA1006885, highly similar to Proline synthetase co-transcribed bacterial homof 238 |26206,26 2 B3KMP6_HUMAN 2
161 B3KPV5_HUMAN |tr|B3KPV5|B3KPV5_HUMAN cDNA FLJ32300 fis, clone PROST2002227, highly similar to U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein MPP] 694 |76412,21 2 B3KPV5_HUMAN 2
162 B3KRR8_HUMAN |[tr|B3KRR8|B3KRR8_HUMAN cDNA FLJ34760 fis, clone NT2NE2001889, highly similar to WD repeat protein 6 OS=Homo sapiens PE=2 S| 343 37764 2 B3KRR8_HUMAN| 2
163 B3KTJ9_HUMAN |tr|B3KTJ9|B3KTJ9 _HUMAN cDNA FLJ38393 fis, clone FEBRA2007212 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 940 1103493 2 B3KTJ9_HUMAN 2
164 B3KU91 HUMAN |[tr|B3KU91|B3KU91_HUMAN cDNA FLJ39381 fis, clone PERIC2000422, highly similar to HEAT repeat-containing protein 2 OS=Homo sapief] 612 |67391,95 2 B3KU91_HUMAN 2
165 B3KUJO_HUMAN _|tr|B3KUJO[B3KUJO_HUMAN cDNA FLJ39996 fis, clone STOMA2002166, highly similar to Splicing factor 3B subunit 4 OS=Homo sapiens PH 404 |44503,18 2 B3KUJO_HUMAN 2
166 B3KWR2_HUMAN |tr|B3KWR2|B3KWR2_HUMAN cDNA FLJ43638 fis, clone SPLEN2039845, highly similar to IMPORTIN ALPHA-1 SUBUNIT OS=Homo sapie| 346 |38087,27 2 IBSKWR2_HUMAN 2
167 B3KY63_HUMAN |tr|B3KY63|B3KY63_HUMAN cDNA FLJ16830 fis, clone UTERU3022536, highly similar to Chromodomain helicase-DNA-binding protein 4 (E{ 1955 |215148,9 2 B3KY63_HUMAN 2
168 B4ADDM6_HUMAN [tr|[B4DDM6|B4DDM6_HUMAN cDNA FLJ57899, highly similar to Mitotic checkpoint protein BUB3 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 260 28620,03 2 [B4DDM6_HUMAN| 2
169 B4DH29 HUMAN |[tr|[B4DH29|B4DH29_HUMAN DNA-directed RNA polymerase OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 1148 1263384 2 B4DH29_HUMAN 2
170 BADHB9_HUMAN |tr|[B4DHB9|B4DHB9_HUMAN cDNA FLJ58887, highly similar to Anamorsin (Cytokine-induced apoptosis inhibitor 1) (CUAOO1) OS=Homo sa 199 |21930,53 2 B4DHB9_HUMAN| 2
171 B4DII5_HUMAN _ [tr|B4DII5|B4DII5_HUMAN cDNA FLJ53998, highly similar to Importin alpha-7 subunit OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 548 160344,59 2 B4DII5_HUMAN 2
172 B4ADL39_HUMAN |tr|[B4DL39|B4DL39_HUMAN cDNA FLJ57316, highly similar to DNA mismatch repair protein Msh2 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 697 176740,27 2 B4DL39_HUMAN 2
173 B4DQI6_HUMAN _|[tr|[B4DQI6|B4DQI6_HUMAN cDNA FLJ50614, highly similar to Transformer-2 protein homolog OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 187 [20633,98 2 B4DQI6_HUMAN 2
174 B4ADQK8_HUMAN |tr[B4DQK8|B4DQK8_HUMAN cDNA FLJ54750, similar to Pyrroline-5 xylate 2 (EC 1.5.1.2) OS=Homo sapiens H 336 [37008,69 2 [B4DQK8_HUMAN| 2
175 |BADRGY_HUMAN [tr[BADRGOIB4DRGI_HUMAN cDNA FLI51951, highly similar to us cell carcinoma antigen by T-cells 3 (Fragment) OS=| 680 |74869,5 2 |B4DRGY_HUMAN| 2
176 BADT58_HUMAN |tr|B4DT58|BADT58_HUMAN cDNA FLJ54147, highly similar to Zinc-finger protein ubi-d4 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 218 |24039,7 2 B4DT58_HUMAN 2
177 |BADTK7 HUMAN |tr|B4DTK7|B4DTK7_HUMAN cDNA FLJ61387, highly similar to Homo sapiens conserved nuclear protein NHN1 (NHN1), mMRNA OS=Homo 992 109141,1 2 B4DTK7_HUMAN| 2
178 I§4DUTZ HUMAN |[tr|[B4DUT2|B4DUT2_HUMAN cDNA FLJ53206 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 805 |88654,75 2 B4DUT2_HUMAN| 2

[tr[B4E040|B4E040_HUMAN cDNA FLJ55177, highly similar to Ras-related protein Ral-B OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 237 261213 2 B4E040_HUMAN 2

tr|B72522|B725Z2_HUMAN cDNA FLJ61162, highly similar to Ras-related protein R-Ras2 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 221 |24372,09 2 B72522_HUMAN 2

tr|B7Z613|B7Z613_HUMAN DNA ligase OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 747 _|82270,04 2 B7Z613_HUMAN 2
182 B7Z8P5_HUMAN _[tr|B7Z8P5|B7Z8P5_HUMAN cDNA FLJ51438, highly similar to Probable ATP-dependent RNA helicase DHX36 (EC 3.6.1.-) (Fragment) OS=H 917 100935 2 B7Z8P5_HUMAN 2
183 |B9ZvX0_HUMAN |tr[B9ZVX0[B9ZVX0_HUMAN Diaphanous homolog 1 (Drosophila), isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=DIAPH1 PE=4 SV=1 1267 [139472,6 2 B9ZVX0_HUMAN 2
184 BYST_HUMAN splQ13895/BYST_HUMAN Bystin OS=Homo sapiens GN=BYSL PE=1 SV=3 452 149761,94 2 BYST_HUMAN 2
185 C9J436_HUMAN _[tr|C9J436|C9J436_HUMAN Putative protein PRRC1 OS=Homo sapiens GN=PRRC1 PE=4 SV=1 448 14849381 2 C9J436_HUMAN 2
186 C9J4Z3 HUMAN _[tr|C9J4Z3|C9J4Z3 HUMAN Putative protein RPL37A OS=Homo sapiens GN=RPL37A PE=4 SV=1 69 |7618,94 2 C9J4Z3 HUMAN 2
187 C9JBW7_HUMAN |tr[C9J8W7|C9J8W7_HUMAN HCG18290 OS=Homo sapiens GN=hCG_18290 PE=4 SV=1 143 [15836,61 2 [C9J8W7_HUMAN 2
188 C9JBR1_HUMAN |tr[C9JBR1|C9IBR1_HUMAN Putative ized protein RIF1 OS=Homo sapiens GN=RIF1 PE=4 SV=1 2468 |271533,7 2 C9JBR1_HUMAN 2
189 C9JH19 HUMAN _tr[C9JH19|C9IH19 HUMAN Putative protein CTSD OS=Homo sapiens GN=CTSD PE=3 SV=1 298 3288544 2 C9JH19_HUMAN 2
190 C9JYF2_HUMAN _|tr[C9JYF2|C9JYF2 HUMAN Putative protein FAM162A OS=Homo sapiens GN=FAM162A PE=4 SV=1 152 [16732,81 2 COJYF2_HUMAN 2
191 CC124 HUMAN _|sp|Q96CT7|CC124 HUMAN Coiled-coil domain-containing protein 124 OS=Homo sapiens GN=CCDC124 PE=1 SV=1 234 |25819,56 2 CC124_HUMAN 2
192 CIR1IA HUMAN spIQ969X6EICIRIA_HUMAN Cirhin OS=Homo sapiens GN=CIRH1A PE=1 SV=1 704 7752565 2 CIR1A_HUMAN 2
193 CLPX_HUMAN spl076031|CLPX_HUMAN ATP: Clp protease ATP-binding subunit clpX-like, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=CLPX PE=1 635 169922,01 2 CLPX_HUMAN 2
194 ICND3_HUMAN spIQ9BPX3|ICND3_HUMAN Condensin complex subunit 3 OS=Homo sapiens GN=NCAPG PE=1 SV=1 1048 |115345,5 2 CND3_HUMAN 2
195 ICOX5A HUMAN _[sp|P20674|COX5A_HUMAN Cytochrome ¢ oxidase subunit 5A, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=COX5A PE=1 SV=2 153 [16922,75 2 COX5A_HUMAN 2
196 ID3DNQ9_HUMAN [tr[D3DNQY|D3DNQ9_HUMAN Transducin (Beta)-like 1X-linked receptor 1, isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=TBL1XR1 PE=4 SV=1 510 |56187,32 2 [D3DNQ9_HUMAN 2
197 D3DP46_HUMAN _|[tr[D3DP46|D3DP46_HUMAN Signal peptidase complex subunit 3 homolog (S. cerevisiae), isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=SPCS3 | 185 |20356,58 2 D3DP46_HUMAN 2
198 |D3DQA4_ HUMAN [tr[D3DQA4ID3DQA4_HUMAN SAR1 gene homolog B (S. cerevisiae), isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=SAR1B PE=2 SV=1 204 [22509,55 2 |D3DQA4_HUMAN| 2
199 D3DV67_HUMAN |tr|D3DV67|D3DV67_HUMAN HCG1996054, isoform CRA_e OS=Homo sapiens GN=hCG_1996054 PE=3 SV=1 208 |22987,83 2 D3DV67_HUMAN 2
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200 |DYL1L HUMAN _ [splP63167|DYLL_HUMAN Dynein light chain 1, cytoplasmic OS=Homo sapiens GN=DYNLL1 PE=1 SV=1 94 [10359,11 2 DYL1_HUMAN 2
201 ESYT2 HUMAN [sp|AOFGRSIESYT2_HUMAN Extended OS=Homo sapiens GN=ESYT2 PE=1 SV=1 934 1102807,1 2 ESYT2_HUMAN 2
202 F120A HUMAN SpIQINZB2|F120A_ HUMAN Ci coactivator of PPAR-g; like protein 1 OS=Homo sapiens GN=FAM120A PE=1 SV=2 1118 123008 2 F120A_HUMAN 2
203 FA98A HUMAN SpIQ8NCAS|FA98A_HUMAN Protein FAM98A OS=Homo sapiens GN=FAM98A PE=1 SV=1 507 |55822,51 2 FA98A_HUMAN 2
204 |GSDMA HUMAN [splQ96QA5IGSDMA_HUMAN 0S=Homo sapiens GN=GSDMA PE=2 SV=4 451 |49618,93 2 GSDMA_HUMAN 2
205 HM13 HUMAN SpIQ8TCTY|HM13 _HUMAN Minor hi antigen H13 OS=Homo sapiens GN=HM13 PE=1 SV=1 379 141746,66 2 HM13_HUMAN 2
206 IPO8_HUMAN sp|015397[IPO8_HUMAN Importin-8 OS=Homo sapiens GN=IPO8 PE=1 SV=2 1099 1209447 2 IPO8_HUMAN 2
207 KI67_HUMAN sp|P46013|KI67_HUMAN Antigen KI-67 OS=Homo sapiens GN=MKI67 PE=1 SV=2 3275 |360345,1 2 KI67_HUMAN 2
208 LARP7_HUMAN _ [sp|Q4G0J3|LARP7_HUMAN La-related protein 7 OS=Homo sapiens GN=LARP7 PE=1 SV=1 610 67142,52 2 LARP7_HUMAN 2
209 LBR_HUMAN splQ14739|LBR_HUMAN Lamin-B receptor OS=Homo sapiens GN=LBR PE=1 SV=2 645 170993,92 2 LBR_HUMAN 2
210 LYRIC_HUMAN  [sp|Q86UE4|LYRIC_HUMAN Protein LYRIC OS=Homo sapiens GN=MTDH PE=1 SV=2 579 163798,81 2 LYRIC_HUMAN 2
211 MEP50_HUMAN _[sp|Q9BQA1|MEP50_HUMAN Methylosome protein 50 OS=Homo sapiens GN=WDR77 PE=1 SV=1 333 36701,07 2 MEPS50_HUMAN 2
212 INDUAM_HUMAN _[sp|000483[NDUA4_HUMAN NADH dehydrogenase [ubiguinone] 1 alpha subcomplex subunit 4 0S=Homo sapiens GN=NDUFA4 PE=1SV=] 85 94119 2 NDUA4_HUMAN 2
213 INDUS3_HUMAN [sp|O75489|NDUS3_HUMAN NADH ase [ubi iron-sulfur protein 3, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=NDUFS3 PE=1] 275 |30318,68 2 NDUS3_HUMAN 2
214 INNTM_HUMAN _ [sp|Q13423|[NNTM_HUMAN NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=NNT PE=1 SV=3 1041 1145638 2 NNTM_HUMAN 2
215 NUMAL_HUMAN [sp|Q14980|[NUMAL_HUMAN Nuclear mitotic apparatus protein 1 OS=Homo sapiens GN=NUMA1 PE=1 SV=2 2164 [238115,2 2 NUMAL_HUMAN 2
216 NXF1_HUMAN SpIQOUBUIINXF1_HUMAN Nuclear RNA export factor 1 OS=Homo sapiens GN=NXF1 PE=1 SV=1 641 |70570,55 2 NXF1_HUMAN 2
217 OXSR1_HUMAN [sp|095747|OXSR1_HUMAN Serine/threonine-protein kinase OSR1 OS=Homo sapiens GN=OXSR1 PE=1 SV=1 529 |58271,16 2 OXSR1_HUMAN 2
218 |P97621 RAT [tr|P97621|P97621_RAT Polyubiquitin (Fragment) OS=Rattus norvegicus GN=Uba52 PE=2 SV=1 41 |4605,39 2 P97621_RAT 2
219 |PAFL HUMAN  [splQ8N7H5|PAF1_HUMAN RNA polymerase Il-associated factor 1 homolog OS=Homo sapiens GN=PAF1 PE=1 SV=2 546 |60083,06 2 PAF1_HUMAN 2
200 |PIMT_HUMAN  [sp|P22061[PIMT_HUMAN Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O-methyltransferase OS=Homo sapiens GN=PCMT1 PE=1 SV=3 225 |24805,65 2 PIMT_HUMAN 2
221 |PRP8_ HUMAN  [splQ6P2Q9|PRP8_HUMAN Pre-mRNA-processing-splicing factor 8 OS=Homo sapiens GN=PRPF8 PE=1 SV=2 2495 [274530,2 2 PRP8_HUMAN 2
222 |PWP2_HUMAN  [splQ15269)PWP2_HUMAN Periodic tryptophan protein 2 homolog OS=Homo sapiens GN=PWP2 PE=1 SV=2 939 [103356,6 2 PWP2_HUMAN 2
223 Q2NKT5_BOVIN [tr[Q2NKT5|Q2NKT5_BOVIN Sec61 beta subunit OS=Bos taurus GN=SEC61B PE=4 SV=1 90 ]9995,11 2 Q2NKT5_BOVIN 2
224 Q32P46_HUMAN _[tr|Q32P46|Q32P46_HUMAN Mitochondrial ribosomal protein L11 OS=Homo sapiens GN=MRPL11 PE=2 SV=1 165 [18251,02 2 Q32P46_HUMAN| 2
225 |Q53GC2_ HUMAN [r/Q53GC2IQ53GC2_HUMAN RAB4A, member RAS oncogene family variant (Fragment) OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 223 |24601,32 2 |Q53G6C2_HumA] 2
226 |Q53H34_HUMAN [r/Q53H34/Q53H34_HUMAN Ribosomal protein L13a variant (Fragment) OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 214 [23591,32 2 Q53H34_HUMAN 2
227 Q68E02_HUMAN _|tr|Q68E02|Q68E02_HUMAN Putative uncharacterized protein DKFZp68611650 (Fragment) OS=Homo sapiens GN=DKFZp68611650 PE=2§ 718 |78995,42 2 Q68E02_HUMAN 2
228 Q96FG8_HUMAN [tr|Q96FG8|Q9I6FG8_HUMAN ACAT1 protein OS=Homo sapiens GN=ACAT1 PE=2 SV=1 158 [17475,34 2 Q96FG8_HUMAN| 2
229 RAB8A HUMAN _ [sp|P61006|RAB8A HUMAN Ras-related protein Rab-8A OS=Homo sapiens GN=RAB8A PE=1 SV=1 216 |23824,25 2 RAB8A_HUMAN 2
230 RBM26_HUMAN [sp|Q5T8P6|RBM26_HUMAN RNA-binding protein 26 OS=Homo sapiens GN=RBM26 PE=1 SV=3 1035 |113863,4 2 RBM26_HUMAN 2
231 RBP2_HUMAN sp|P49792|RBP2_HUMAN E3 SUMO-protein ligase RanBP2 OS=Homo sapiens GN=RANBP2 PE=1 SV=2 3287 |361668,9 2 RBP2_HUMAN 2
232 RENT1 HUMAN [sp|Q92900|RENT1_HUMAN Regulator of nonsense transcripts 1 OS=Homo sapiens GN=UPF1 PE=1 SV=2 1141 ]125578,2 2 RENT1_HUMAN 2
233 RL34_HUMAN sp|P49207|RL34_HUMAN 60S ribosomal protein L34 OS=Homo sapiens GN=RPL34 PE=1 SV=3 120 [13284,47 2 RL34_HUMAN 2
234 RL36_HUMAN splQ9Y3UB|RL36_HUMAN 60S ribosomal protein L36 OS=Homo sapiens GN=RPL36 PE=1 SV=3 111 [12293,89 2 RL36_HUMAN 2
235 RM37_HUMAN spIQ9BZE1|RM37_HUMAN 39S ribosomal protein L37, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=MRPL37 PE=1 SV=2 441 148600,29 2 RM37_HUMAN 2
236 RRP5_HUMAN splQ14690|RRP5_HUMAN Protein RRP5 homolog OS=Homo sapiens GN=PDCD11 PE=1 SV=3 1906 ]209721,9 2 RRP5_HUMAN 2
237 RRS1_ HUMAN splQ15050|RRS1_HUMAN Ribosome biogenesis regulatory protein homolog OS=Homo sapiens GN=RRS1 PE=1 SV=2 374 141216,15 2 RRS1_HUMAN 2
233 |STT3B_HUMAN _[sp|Q8TCJ2ISTT3B_HUMAN Dolichyl-diphospt ide—protein sferase subunit STT3B OS=Homo sapiens GN=STT3H 856 [94240,91 2 STT3B_HUMAN 2
239 TM111 HUMAN |sp|Q9POI2[TM111_HUMAN Trar e protein 111 OS=Homo sapiens GN=TMEM111 PE=1 SV=3 272 _|29932,37 2 TM111_HUMAN 2
240 [WDR5_HUMAN _ [sp|P61964|WDR5_HUMAN WD repeat-containing protein 5 OS=Homo sapiens GN=WDRS5 PE=1 SV=1 337 _|37135,67 2 WDRS5_HUMAN 2

Tableau R6 : Groupe 3 Protéines enrichies significativement dans T8SGFP (< a 3).

. - SC (IP-T95) / SC
Accession Description Length | Mass ((pE GFF)’)
1 PRKDC_HUMAN sp|P78527|PRKDC_HUMAN DNA-dependent protein kinase catalytic subunit OS=Homo sapiens GN=PRKDC PE=1] 4299 [472962,6 44,00
2 C9JC37_HUMAN [trjlC9JC37|C9JC37_HUMAN Putative uncharacterized protein DHX30 OS=Homo sapiens GN=DHX30 PE=4 SV=1 1193 |131332,4 11,00
3 MYH9_HUMAN sp|P35579|MYH9_HUMAN Myosin-9 OS=Homo sapiens GN=MYH9 PE=1 SV=4 2067 |227447,3 10,00
4 (AAQPB0_HUMAN trA4QPBOJA4QPB0_HUMAN IQ motif containing GTPase activating protein 1 OS=Homo sapiens GN=IQGAP1 PE=2 1724 |189689,7 9,00
5 B3KY60_HUMAN [tr[B3KY60|B3KY60_HUMAN cDNA FLJ16777 fis, clone BRHIP2029567, highly similar to Cell division cycle 5-like protgl 840 [92411,65 9,00
6 [AGNDY9_HUMAN trA6BNDY9JA6NDY9_HUMAN Putative uncharacterized protein FLNA OS=Homo sapiens GN=FLNA PE=4 SV=3 2311 |248149,3 8,00
7 B4DIN9_HUMAN [tr|B4DIN9|B4ADIN9_HUMAN cDNA FLJ54000, highly similar to NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mitogl 691 [75974,35 8,00
8 IPO7_HUMAN sp|095373|IPO7_HUMAN Importin-7 OS=Homo sapiens GN=IPO7 PE=1 SV=1 1097 |120751,4 8,00
9 (AAFU77_HUMAN tr|A4FU77|A4FU77_HUMAN SNRNP200 protein (Fragment) OS=Homo sapiens GN=SNRNP200 PE=2 SV=1 1975 |217341,1 7,00
10 ABK962_HUMAN [trJABK962|ABK962_HUMAN cDNA FLJ77827, highly similar to Human upstream binding factor (hUBF) OS=Homo sap| 815 [89693,3 7,00
11 D3DSF3_ HUMAN trlD3DSF3|D3DSF3_HUMAN Phosphoribosylglycinamide formyltransferase, phosphoribosylglycinamide synthetase, 990 |108953,5 7,00
12 [OST48_HUMAN sp|P39656/0ST48_HUMAN Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 48 kDa subunit OS=Hol 462 |50912,92 7,00
13 [ABK529 HUMAN [trJABK529|A8K529_HUMAN cDNA FLJ76184, highly similar to Homo sapiens NOL1/NOP2/Sun domain family, membg| 791 |87015,57 7,00
14 DSC1 HUMAN sp|Q08554|DSC1_HUMAN Desmocollin-1 OS=Homo sapiens GN=DSC1 PE=1 SV=2 921 |101406,3 6,00
15 [Q59G75_HUMAN trlQ59G75|Q59G75_HUMAN Isoleucyl-tRNA synthetase, cytoplasmic variant (Fragment) OS=Homo sapiens PE=2 S\| 1341 [147619,5 6,00
16 B2R5N6_HUMAN trlB2R5N6|B2R5NE_HUMAN cDNA, FLJ92546, highly similar to Homo sapiens inner membrane protein, mitochondrial 763 |83976,26 6,00
17 GNL3_HUMAN Sp|Q9BVP2|GNL3_HUMAN Guanine nucleotide-binding protein-like 3 OS=Homo sapiens GN=GNL3 PE=1 SV=2 567 |62386,31 6,00
18 [Q3SYB4 HUMAN  |trQ3SYB4|Q3SYB4_HUMAN SERPINBL2 protein OS=Homo sapiens GN=SERPINB12 PE=2 SV=1 443 |48814,33 6,00
19 COPB_HUMAN sp|P53618|COPB_HUMAN Coatomer subunit beta OS=Homo sapiens GN=COPB1 PE=1 SV=3 983 |108214,2 6,00
20 [QOBES8_HUMAN [trlQOBESB|QO8ES8_HUMAN Cell growth-inhibiting protein 34 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 182 |20081,57 6,00
21 SC22B_HUMAN sp|075396|SC22B_HUMAN Vesicle-trafficking protein SEC22b OS=Homo sapiens GN=SEC22B PE=1 SV=3 226 |24895,81 6,00
22 CYTA HUMAN sp|P01040|CYTA_HUMAN Cystatin-A OS=Homo sapiens GN=CSTA PE=1 SV=1 99  [10999,66 6,00
23 SYEP_HUMAN sp|P07814|SYEP_HUMAN Bifunctional aminoacyl-tRNA synthetase OS=Homo sapiens GN=EPRS PE=1 SV=5 1564 |172079,7 5,50
24 CKAP4_HUMAN sp|Q07065|CKAP4_HUMAN Cytoskeleton-associated protein 4 OS=Homo sapiens GN=CKAP4 PE=1 SV=2 600 |66078,7 5,00
25 [ABK492_HUMAN [tr|ABK492|A8K492_HUMAN cDNA FLJ76789, highly similar to Homo sapiens methionine-tRNA synthetase (MARS), m{| 929 |102277,4 5,00
26 [ABK781_HUMAN [trABK781|A8K781_HUMAN cDNA FLJ75299, highly similar to Xenopus laevis proteasome (prosome, macropain) 26S| 432 |47577,6 5,00
27 B2RCM2_HUMAN [trlB2RCM2|B2RCM2_HUMAN cDNA, FLJ96156, highly similar to Homo sapiens leucyl-tRNA synthetase (LARS), mRN 1232 [135549,9 5,00
28 B4DLN6_HUMAN trlB4DLN6|B4DLN6_HUMAN cDNA FLJ59033, highly similar to Protein disulfide-isomerase (EC 5.3.4.1) OS=Homo sg 468 |51554,77 5,00
29 C9JHZ3 HUMAN trjlC9JHZ3|C9JHZ3_HUMAN Putative uncharacterized protein RRP1B OS=Homo sapiens GN=RRP1B PE=4 SV=1 749 |82412,97 5,00
30 IF6_HUMAN sp|P56537|IF6_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 6 OS=Homo sapiens GN=EIF6 PE=1 SV=1 245 |27014,06 5,00
31 LETM1_HUMAN sp|095202|LETM1_HUMAN LETM1 and EF-hand domain-containing protein 1, mitochondrial OS=Homo sapiens GN5| 763 |83986,21 5,00
32 TNPO1_HUMAN Sp|Q92973]TNPO1_HUMAN Transportin-1 OS=Homo sapiens GN=TNPO1 PE=1 SV=2 943 |103771,3 5,00
33 (XPO1 HUMAN sp|014980|XPO1_HUMAN Exportin-1 OS=Homo sapiens GN=XPO1 PE=1 SV=1 1131 |124446,5 5,00
34 AAAT_HUMAN Sp|Q15758|AAAT_HUMAN Neutral amino acid transporter B(0) OS=Homo sapiens GN=SLC1A5 PE=1 SV=2 522 |57018,42 5,00
35 [Q59GK9_HUMAN trlQ59GK9|Q59GK9_HUMAN Ribosomal protein L21 variant (Fragment) OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 172 |18927,24 5,00
36 B3KSH1_HUMAN tr|lB3KSH1|B3KSH1_HUMAN HCG1784554, isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=hCG_1784554 PE=2 SV=1 356 |39235,98 5,00
37 ROAD_HUMAN sp|Q13151|ROA0_HUMAN Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO OS=Homo sapiens GN=HNRNPAO PE=1S\| 281 |30965,74 5,00
38 [ABK6V3_HUMAN [tr|ABK6V3|ABK6V3_HUMAN cDNA FLJ78677, highly similar to Homo sapiens splicing factor 3b, subunit 3, 130kDa (SH 1240 |136404,4 4,50
39 FAS_HUMAN sp|P49327|FAS_HUMAN Fatty acid synthase OS=Homo sapiens GN=FASN PE=1 SV=3 2507 |275877,3 4,14
40 [AGNDN7_HUMAN trlA6NDN7|A6NDN7_HUMAN Putative uncharacterized protein ATP2A2 OS=Homo sapiens GN=ATP2A2 PE=3 SV=2| 1008 |110910,9 4,00
41 EIF3A HUMAN sp|Q14152|EIF3A_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit AOS=Homo sapiens GN=EIF3APE=1SV4j 1516 |166867,5 4,00
42 [QCR2_HUMAN sp|P22695|QCR2_HUMAN Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=UQCRC2 PE| 441 [48556,84 4,00
43 [AGNKT1 HUMAN trABNKT1JA6NKT1_HUMAN Putative uncharacterized protein RPN2 OS=Homo sapiens GN=RPN2 PE=4 SV=1 512 |56325,37 4,00
44 HNRDL_MOUSE sp|Q9Z130|HNRDL_MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like OS=Mus musculus GN=Hnrpdl PE=1§ 306 |33709,16 4,00
45 [Q549C5_HUMAN [tr|Q549C5|Q549C5_HUMAN HCG2010808, isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=MST065 PE=2 SV=1 141 ]15511,78 4,00
46 A2BF75_HUMAN [tr/A2BF75|A2BF75_HUMAN ATP-binding cassette sub-family F (GCN20) member 1 OS=Homo sapiens GN=ABCF1 875 |96250,35 4,00
47 (ABK4W2_HUMAN [tr|ABK4W 2|ABK4W2_HUMAN cDNA FLJ78635, highly similar to Homo sapiens ATP synthase, H+ transporting, mitocl{ 262 28919,33 4,00
48 ABK588_HUMAN [trJABK588|A8K588_HUMAN cDNA FLJ76823, highly similar to Homo sapiens splicing factor, arginine/serine-rich 6 (SH 359 [39578,36 4,00
49 ATPSH_HUMAN sp|O75947|ATP5H_HUMAN ATP synthase subunit d, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=ATP5H PE=1 SV=3 168 |18536,52 4,00
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50 B3KXZ4_ HUMAN [tr|B3KXZ4|B3KXZ4_HUMAN cDNA FLJ46429 fis, clone THYMU3014372, highly similar to DNA replication licensing fag| 835 91898,48 4,00
51 B4DJX1_HUMAN [tr|B4DJX1|B4DJX1_HUMAN cDNA FLJ50978, highly similar to Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferasecomponer]| 591 [63056,74 4,00
52 B5BUB5 HUMAN trlB5SBUB5|B5BUB5_HUMAN Autoantigen La (Fragment) OS=Homo sapiens GN=SSB PE=2 SV=1 427 |47009,24 4,00
53 D3DUK4 HUMAN trlD3DUK4|D3DUK4_HUMAN Lysyl-tRNA synthetase OS=Homo sapiens GN=KARS PE=3 SV=1 653 |71907,61 4,00
54 RS25_HUMAN sp|P62851|RS25_HUMAN 40S ribosomal protein S25 OS=Homo sapiens GN=RPS25 PE=1 SV=1 125 |13781,68 4,00
55 [A2A3R6_HUMAN trJA2A3R6|A2A3R6_HUMAN Ribosomal protein S6 OS=Homo sapiens GN=RPS6 PE=2 SV=1 261 |28806,94 4,00
56 BOAZVO_HUMAN [trlBOAZVO|BOAZVO_HUMAN cDNA, FLJ79540, highly similar to Serine-threonine kinase receptor-associatedprotein O 261 [28716,16 4,00
57 BOQY89_HUMAN [trjBOQY89|B0QY89_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit E interacting protein OS=Homo sapiens || 646 [71084,73 4,00
58 SRP14_PONAB sp|Q5RBX7|SRP14_PONAB Signal recognition particle 14 kDa protein OS=Pongo abelii GN=SRP14 PE=2 SV=1 136 |14648,84 4,00
59 AT1A1T_HUMAN sp|PO5023|AT1A1_HUMAN Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 OS=Homo sapiens GN=ATP1A1| 1037 |114135,4 3,50
60 B4E1K7_HUMAN [tr|B4E1K7|B4E1K7_HUMAN cDNA FLJ61039, highly similar to Stomatin-like protein 2 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1| 307 [33316,62 3,50
61 B3KQ79_HUMAN trlB3KQ79|B3KQ79_HUMAN B-cell receptor-associated protein 31, isoform CRA_b OS=Homo sapiens GN=BCAP31| 317 |34901,37 3,50
62 CMC2_HUMAN Sp|Q9UJISO|CMC2_HUMAN Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2 OS=Homo sapiens GN=SLC25A13| 676 |74464,54 3,50
63 MDHM_HUMAN sp|P40926|MDHM_HUMAN Malate dehydrogenase, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=MDH2 PE=1 SV=3 328 |35936,9 3,50
64 [Q9BTQ7_HUMAN trlQ9BTQ7|Q9IBTQ7_HUMAN Similar to ribosomal protein L23 (Fragment) OS=Homo sapiens PE=1 SV=1 129 |14236,64 3,50
65 [ABNKA3_HUMAN [trAGNKA3|AGNKA3_HUMAN Coatomer protein complex, subunit epsilon, isoform CRA_b OS=Homo sapiens GN=CO| 261 [28778,57 3,50
66 M20M_HUMAN sp|Q02978|M20M_HUMAN Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier protein OS=Homo sapiens GN=SLC25A11 PH 310 [34183,81 3,50
67 B4DZI8 HUMAN tr|B4DZ18|B4DZI8_HUMAN Coatomer protein complex, subunit beta 2 (Beta prime), isoform CRA_b OS=Homo sapierj 907 [99838,9 3,33
68 ECHA HUMAN sp|P40939|ECHA_HUMAN Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=HADHA PE=1 760 |83688,15 3,33
69 D3DNB6_HUMAN trlD3DNB6|D3DNB6_HUMAN Ribophorin |, isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=RPN1 PE=4 SV=1 623 |68622,78 3,25
70 DESP_HUMAN sp|P15924|DESP_HUMAN Desmoplakin OS=Homo sapiens GN=DSP PE=1 SV=3 3033 |333632 3,14
71 PLAK_HUMAN sp|P14923|PLAK_HUMAN Junction plakoglobin OS=Homo sapiens GN=JUP PE=1 SV=3 748 |82316,53 3,00
72 NOP2 HUMAN sp|P46087|INOP2_HUMAN Putative ribosomal RNA methyltransferase NOP2 OS=Homo sapiens GN=NOP2 PE=1 S\ 813 [89535,02 3,00
73 ANXA2_ HUMAN sp|PO7355|ANXA2_HUMAN Annexin A2 OS=Homo sapiens GN=ANXA2 PE=1 SV=2 350 |38579,81 3,00
74 G3BP1_HUMAN sp|Q13283|G3BP1_HUMAN Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 OS=Homo sapiens GN=G3BP1 PE=1§ 474 |52189,1 3,00
75 [AOLNO6_HUMAN [trJA9LNOB|A9LNO6_HUMAN Phosphoglycerate mutase 5, long isoform OS=Homo sapiens GN=PGAM5-L PE=2 SV=1| 292 |32176,55 3,00
76 B2R5U1 HUMAN trlB2R5U1|B2R5U1_HUMAN cDNA, FLJ92620, highly similar to Homo sapiens staphylococcal nuclease domain contg 911 |100293,6 3,00
77 D3DQN2_HUMAN trlD3DQN2|D3DQN2_HUMAN Sideroflexin 1, isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=SFXN1 PE=4 SV=1 325 |35836,27 3,00
78 PRDX6_HUMAN sp|P30041|PRDX6_HUMAN Peroxiredoxin-6 OS=Homo sapiens GN=PRDX6 PE=1 SV=3 228 |25133,23 3,00
79 RL10A_ HUMAN sp|P62906|RL1I0A_HUMAN 60S ribosomal protein L10a OS=Homo sapiens GN=RPL10A PE=1 SV=2 226 |24959,49 3,00
80 SRP72_HUMAN sp|O76094|SRP72_HUMAN Signal recognition particle 72 kDa protein OS=Homo sapiens GN=SRP72 PE=1 SV=3 677 |74559,97 3,00
81 ATPG_HUMAN sp|P36542|ATPG_HUMAN ATP synthase subunit gamma, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=ATP5C1 PE=1 SV=| 300 [33023,26 3,00
82 B4E0S6_HUMAN [tr|B4EOS6|B4E0S6_HUMAN cDNA FLJ55635, highly similar to pre-mRNA-splicing factorATP-dependent RNA helicasd 819 [90162,33 3,00
83 D3DR44_HUMAN trlD3DR44|D3DR44_HUMAN Aldehyde dehydrogenase 18 family, member Al, isoform CRA_a OS=Homo sapiens Gl| 798 [87871,34 3,00
84 MARCS_HUMAN sp|P29966|MARCS_HUMAN Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate OS=Homo sapiens GN=MARCKS PE=1§| 288 [31706,93 3,00
85 (A2BDD9_HUMAN trA2BDD9|A2BDD9_HUMAN AMOT protein OS=Homo sapiens GN=AMOT PE=2 SV=1 662 |72928,23 3,00
86 ABK622_HUMAN [trJABK622|ABK622_HUMAN cDNA FLJ75871, highly similar to Homo sapiens staufen, RNA binding protein (STAU), tra| 576 [63392,7 3,00
87 [ASMWD3_HUMAN trABMWD3|ABMWD3_HUMAN Putative uncharacterized protein EIF3D OS=Homo sapiens GN=EIF3D PE=4 SV=1 586 |64489,63 3,00
38 ANM1_HUMAN Sp|Q99873JANM1_HUMAN Protein arginine N-methyltransferase 1 0S=Homo sapiens GN=PRMT1 PE=1 SV=2 382 |42058,75 3,00
89 APMAP_HUMAN sp|Q9HDCI|APMAP_HUMAN Adipocyte plasma membrane-associated protein OS=Homo sapiens GN=APMAP PE=] 423 [46621,91 3,00
90 APT_HUMAN sp|PO7741]APT_HUMAN Adenine phosphoribosyltransferase OS=Homo sapiens GN=APRT PE=1 SV=2 180 [19766,5 3,00
91 B1ARP8_HUMAN tr|lBLARP8|B1ARP8_HUMAN Mago-nashi homolog, proliferation-associated (Drosophila) OS=Homo sapiens GN=MA(| 117 [12892,62 3,00
92 B2R4D8_HUMAN trlB2R4D8|B2R4D8_HUMAN 60S ribosomal protein L27 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 143 |15759,72 3,00
93 B2R665_HUMAN tr|B2R665|B2R665_HUMAN cDNA, FLJ92810, highly similar to Homo sapiens protein phosphatase 1G (formerly 2C), || 544 |59888,93 3,00
94 B2R679_HUMAN tr|B2R679|B2R679_HUMAN cDNA, FLJ92825, highly similar to Homo sapiens SAR1a gene homolog 1 (S. cerevisiae)| 203 [22394,55 3,00
95 B2R806_HUMAN trlB2R806|B2R806_HUMAN cDNA, FLJ93685, highly similar to Homo sapiens eukaryotic translation initiation factor 3, 478 [52622,5 3,00
96 B2R8A2_HUMAN trlB2R8A2|B2R8A2_HUMAN cDNA, FLJ93804, highly similar to Homo sapiens gp25L2 protein (HSGP25L2G), mRNA | 228 |25175,95 3,00
97 B2RNR6_HUMAN [trlB2RNR6|B2RNR6_HUMAN Zinc finger RNA binding protein OS=Homo sapiens GN=ZFR PE=2 SV=1 1063 |116940,9 3,00
98 B3KNE7_HUMAN trlB3KNE7|B3KNE7_HUMAN cDNA FLJ14468 fis, clone MAMMA1000734, highly similar to Translocation protein SEC§| 438 |48242,02 3,00
99 B3KRR1_HUMAN trlB3BKRR1|B3BKRR1_HUMAN cDNA FLJ34725 fis, clone MESAN2005958, highly similar to RNA-binding protein Luc7-lf 370 |40706,68 3,00
100 B3KT66_HUMAN tr|B3KT66|B3KT66_HUMAN Proteasome (Prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 6, isoform CRA ¢ OS=H{ 369 |40599,68 3,00
101 B3KXA2_HUMAN tr|B3KXA2|B3KXA2_HUMAN cDNA FLJ4503L1 fis, clone BRAWH3018548, highly similar to Vinculin OS=Homo sapiengl 1007 |110864,1 3,00
102 BADEA6_HUMAN trlBADEAB|BADEA6_HUMAN cDNA FLJ56566, highly similar to Small glutamine-rich tetratricopeptiderepeat-containing 289 |31808,6 3,00
103 B4DEX8 HUMAN tr|BADEX8|B4ADEX8_HUMAN S-adenosylmethionine synthetase OS=Homo sapiens GN=MAT2A PE=2 SV=1 363 |40027,38 3,00
104 B4DL12_HUMAN tr|B4DL12|B4DL12_HUMAN cDNA FLJ53754, highly similar to Transmembrane emp24 domain-containing protein 10 || 183 [20217,52 3,00
105 B4DMQ5_HUMAN tr|B4DMQ5|B4DMQ5_HUMAN cDNA FLJ51998, highly similar to Ras-related protein Rab-2A OS=Homo sapiens PE=| 190 (20948,37 3,00
106 B4DQ08_HUMAN tr|B4DQ08|B4DQ08_HUMAN cDNA FLJ53406, highly similar to U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 homolq 745 [82040,83 3,00
107 B4DR45 HUMAN tr|B4DR45|B4DR45_HUMAN cDNA FLJ61339, highly similar to Alanyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.7) OS=Homo sapie 1000 |110016,8 3,00
108 B4DYY5 HUMAN tr|B4DYY5|B4DYY5_HUMAN cDNA FLJ55671, highly similar to Ubiquitin-associated protein 2-like OS=Homo sapiens || 1033 |113661,9 3,00
109 B4DZ88_HUMAN tr|B4DZ88|B4DZ88_HUMAN KTN1 protein OS=Homo sapiens GN=KTN1 PE=2 SV=1 1392 |153178,7 3,00
110 B4E2WO_HUMAN tr|B4E2W0|B4E2W0_HUMAN cDNA FLJ56214, highly similar to Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial OSj| 444 [48848,22 3,00
111 B8Y929_HUMAN tr|B8Y929|B8Y929_HUMAN Ribosomal protein L22-like 2 OS=Homo sapiens GN=RPL22L2 PE=2 SV=1 134 |14781,73 3,00
112 C9JIS1_HUMAN tr|C9JIS1|C9JIS1_HUMAN Putative uncharacterized protein GNB2 OS=Homo sapiens GN=GNB2 PE=4 SV=1 232 |25521,53 3,00
113 CKAP5_HUMAN sp|Q14008|CKAP5_HUMAN Cytoskeleton-associated protein 5 OS=Homo sapiens GN=CKAP5 PE=1 SV=3 2064 |227062,4 3,00
114 D3DS00_ HUMAN tr[D3DS00|D3DS00_HUMAN Nucleoside phosphorylase, isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=NP PE=4 SV=1 293 |32325,24 3,00
115 D3DSWO0_HUMAN trlD3DSWO0|D3DSWO_HUMAN SPFH domain family, member 2, isoform CRA_a OS=Homo sapiens GN=SPFH2 PEj 343 [37815,45 3,00
116 LAS1L_HUMAN Sp|Q9Y4AW2|LASIL_HUMAN Protein LAS1 homolog OS=Homo sapiens GN=LAS1L PE=1 SV=2 762 |83828,54 3,00
117 NUDC_HUMAN sp|Q9Y266|NUDC_HUMAN Nuclear migration protein nudC OS=Homo sapiens GN=NUDC PE=1 SV=1 347 |38276,15 3,00
118 PRS10_HUMAN sp|P62333|PRS10_HUMAN 26S protease regulatory subunit 10B OS=Homo sapiens GN=PSMC6 PE=1 SV=1 403 |44430,21 3,00
119 PSD11_HUMAN sp|000231|PSD11_HUMAN 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11 OS=Homo sapiens GN=PSMD11 P 433 [47719,15 3,00
120 PURA HUMAN sp|Q00577|PURA_HUMAN Transcriptional activator protein Pur-alpha OS=Homo sapiens GN=PURA PE=1 SV=2 318 |34985,37 3,00
121 [Q53G69_HUMAN tr]Q53G69|Q53G69_HUMAN Translocase of inner mitochondrial membrane 44 homolog (Fragment) OS=Homo sapig| 469 [51633,61 3,00
122 [Q59GB3_HUMAN tr]Q59GB3|Q59GB3_HUMAN Ribonuclease/angiogenin inhibitor variant (Fragment) OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 324 |35721,79 3,00
123 [Q5TDG3_HUMAN tr|Q5TDG3|Q5TDG3_HUMAN WD repeat domain 3 OS=Homo sapiens GN=WDR3 PE=2 SV=1 973 |107115,2 3,00
124 [Q6IAM7_HUMAN tr|Q61AM7|Q6IAM7_HUMAN SPC18 protein OS=Homo sapiens GN=SPC18 PE=2 SV=1 187 |20598,08 3,00
125 RL35A HUMAN sp|P18077|RL35A_HUMAN 60S ribosomal protein L35a OS=Homo sapiens GN=RPL35A PE=1 SV=2 114 |12577,76 3,00
126 RUXF_HUMAN sp|P62306|RUXF_HUMAN Small nuclear ribonucleoprotein F OS=Homo sapiens GN=SNRPF PE=1 SV=1 88 [9718,78 3,00
127 SSRD_HUMAN sp|P51571|SSRD_HUMAN Translocon-associated protein subunit delta OS=Homo sapiens GN=SSR4 PE=1 SV=1 172 |18986,61 3,00
128 TBL3_HUMAN sp|Q12788|TBL3_HUMAN Transducin beta-like protein 3 OS=Homo sapiens GN=TBL3 PE=1 SV=2 819 |90130,1 3,00
129 TMX1_HUMAN Sp|Q9H3N1[TMX1_HUMAN Thioredoxin-related transmembrane protein 1 OS=Homo sapiens GN=TMX1 PE=1SV=1| 292 |32169,95 3,00
130 USO1 HUMAN spl060763|USO1_HUMAN General vesicular transport factor p115 OS=Homo sapiens GN=USO1 PE=1 SV=2 988 |108740,4 3,00
131 VDAC3 HUMAN splQ9Y277|VDAC3_HUMAN Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 OS=Homo sapiens GN=VDAC3 PH 281 [30927,19 3,00
132 [ABK9K4_HUMAN tr|ABK9K4|ABK9K4_HUMAN cDNA FLJ75504, highly similar to Homo sapiens glucosidase I, mMRNA OS=Homo sapie! 566 |62296,26 3,00
133 AN32A_ HUMAN sp|P39687|AN32A_HUMAN Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member A OS=Homo sapiens GN=A 260 |28682,32 3,00
134 B77792_HUMAN tr|B7Z792|B7Z792_HUMAN cDNA FLJ53932, highly similar to NADH-ubiquinone oxidoreductase 49 kDa subunit, mitog| 424 [46654,48 3,00
135 BAZ1IA HUMAN Sp|QINRL2|BAZ1IA_HUMAN Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 1A OS=Homo sapiens GN=BAZIA| 1638 |180245,6 3,00
136 PSME3_HUMAN sp|P61289|PSME3_HUMAN Proteasome activator complex subunit 3 OS=Homo sapiens GN=PSME3 PE=1 SV=1 269 [29601,6 3,00
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Les analyses en spectrométrie de masse des éldrenfilrisk 95-GFP et EGFP ont
été satisfaisantes. En effet sur les 437 protéileeBéchantillon controle, EGFP est évalué
comme la protéine la plus représentée (spectrahteBd2). Il en est de méme dans
'échantillon Trisk 95-GFP : Sur les 797 protéinés,protéine de fusion GFP sort aussi
en T position (spectral count=111) et la protéine T@8ka été identifiée a la % position
(spectral count=26). L'identification de Trisk 95 86™® position peut étre expliquée par
l'utilisation de la trypsine avant I'analyse au spemetre de masse. En effet, la trypsine
coupe les protéines au niveau des résidus argingelysines, or Trisk 95 contient
14 arginines (R) et 148 lysines (K) sur les 68dasiaminés qui composent cette protéine.
Il y a au total 162 sites de coupure de la trypsumeTrisk 95. La taille des fragments ainsi
générés au cours de la digestion trypsique de Biskst peut étre inférieure au seuil fixé

dans la base de données (Annexe 2).

L’analyse en spectrométrie de masse étant quedtagnt correcte, nous nous
sommes intéressés aux groupes 2 et 3 pour identfi®@u les potentiel(s) partenaire(s).
Il est observable dans un premier temps que pamilD0 premiéres protéines identifiées
dans le groupe 2 (protéines exclusivement co-immréguipitées avec Trisk 95-GFP),
Trisk 95-GFP co-immunoprécipite notamment des jmeg&du noyau (40%), des protéines
du RE (18%), des protéines cytoplasmiques (16%8, mtetéines microtubulaires (10%).
Certes, certaines protéines comme celles du nogau,été identifiees majoritairement,
mais cela est probablement di au continuum existainé la membrane nucléaire et celle du
RE. Ce criblage a permis de mettre en évidenceu#éines microtubulaires (montrant une
fois encore le lien entre Trisk 95 et les MTs), gestéines du RE (compartiment spécifique
de la triadine) et dautres protéines comme destépres de compartimentalisation

membranaire ou ayant la capacité a déformer leshraemas de reticulum (Figure R24).

138



3%

3% 3% 1% [ Noyaux

[l Reticulum Endoplasmisque
Il Cytoplasme

I Microtubule

[ Keratine

Il Mitochondries

[] Heat shock protéines

[ Actine

B Trisk 95

Figure R24: Graphique représentant la distribution cellulaire des 100 premiéres protéines
immunoprécipitées et identifiées par I'analyse de pectrométrie de masse.Ces protéines ont été
spécifiqguement co-immunoprécipitées avec Trisk $RGgroupe 2). Les protéines ont été classées $edon
différents compartiments de la cellule. Parmi cedgines identifiées, certaines semblent intéréesatar elles
appartiennent aux compartiments cellulaires atten@®E, protéines microtubulaires) pour étre le qraire
potentiel de Trisk 95.

L’ensemble des groupes 2 et 3 représentent auxofaprotéines. Parmi ces protéines,
nous avons sélectionnés les partenaires putatifsTiigk 95 selon quatre critéres :
[i] leur abondance dans le crible (évalué dans l#brigue ‘spectral count),
[ii] leur localisation (les protéines sont-ellespexnées a la membrane du reticulum ?),
[iii] leur expression (les protéines sont-elles mxges dans le muscle?) et
[iv] leur capacité a lier le réseau de microtubulearmi ces 377 protéines, cinq protéines

possedent plusieurs des criteres listés ci-dessus.
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B) Caractérisation des cinq protéines sélectionnées dans des
cellules COS-7.

Les cing protéines sélectionnées ont été classaesrgre décroissant en fonction de
leur spectral count. La Malectine et la protéinerid.ysont des protéines du groupe 2
(exclusivement co-immunoprécipitées avec Trisk ¥R CLIMP-63, l'Erlin2 et la
kinectine sont des protéines appartenant au grdypeec un enrichissement de 5 fois, 3 fois
et 3 fois respectivement). La Malectine, I'Erlin3, Kinectine et la protéine Lyric sont des
protéines transmembranaires qui sont expriméesldanascle et qui présentent deux ou trois
des criteres énoncés précédemment. CLIMP-63 estqlie protéine présentant tous les

criteres de sélection. (Tableau R7 et R8).

NOM Gene Spectal Accession |Groupe 2|Groupe 3
Count
CLIMP-63
Cytoskeleton Associated protein 4 CKAP4 10 CKAP4_HUMAN 5X
p63
Malectine MLEC 4 MLEC_HUMAN X ,
_ |
Erlin-2
Stomatin-prohibitin-flotillin ERLIN2 3 ERLN2_HUMAN 3X
HfIC/K domain-containing protein 2
Kinectine
CG-1 antigen KTN1 3 KTN1_HUMAN 3X
Kinesin receptor
Protéine LYRIC
3D3ILYRIC MTDH 2 LYRIC_HUMAN X
AEG-1, Metadherin

Tableau R7 : Protéines intéressantes identifiées g@s spectrométrie de masseles expériences de
co-immunoprécipitations ont été réalisées a pdircellules HEK293 transfectées avec Trisk 95-GEP o
EGFP. Le groupe 2 correspond aux protéines sp@eifiggnt co-immunoprécipitées avec Trisk 95-GFP et
absentes des protéines co- immunoprécipitées a¥eEPE Le groupe 3 correspond aux protéines
co-immunoprécipitées avec Trisk 95-GFP et EGFP maigchies de maniéere significative dans la fractio
Trisk 95-GFP %X ou 3X= protéine enrichie 5 ou 3 foisBpectral Count correspond au nombre
de peptides identifiées pour chaque protéisecessioncorrespond au nom utilisé dans des bases de
données telles que UniProtkB.
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NOM DESCRIPTION

location subcellulaire : membrane du reticulum endoplasmique (liaison avec les microtubules)
médie I'ancrage du reticulum sur les microtubules

CLIMP-63 protéine ubiquitaire

domaines coiled-coil

protéine transmembranaire de type |l

location subcellulaire : membrane du reticulum endoplasmique

peut jouer un réle dans les étapes précoses de la N-glycosylation des protéines
Malectine protéine de liaison d'hydrate de carbone avec une préférence pour le ligand Glc2 -N- glycane
exprimé dans le muscle

protéine transmembranaire de type |

location subcellulaire : membrane du reticulum endoplasmique

composant du complexe ERLIN1/ERLIN2

Erlin-2 médie la dégradation par 'ERAD (endoplasmic reticulum-associated degradation) de INP3R
impliqué dans la dégradation de ITPR1 par la voie ERAD

protéine transmembranaire de type |l

location subcellulaire : membrane du reticulum endoplasmique

récepteur pour la kinesine (impliqué dans la motilité "kinesin-driven vesicle")

Kinectine s'accumule dans des complexes d'adhérence (intégrine)

domaine coiled-coil

protéine transmembranaire de type |l

location subcellulaire : membrane du reticulum endoplasmique

impliqué dans les jonctions celluaires : active le facteur nucléaire de transcription NF-kappa-B
Protéine LYRIC [interagit avec BCIPP, CREBBP/CBP et RELA/p65

exprimé dans le muscle squelettique et dans le cceur

protéine transmembranaire de type Il

Tableau R8 : Description des protéines intéressargal’aprés le Tableau R7.

Pour tester ces cing candidats potentiels, noussaregardé par immunofluorescence
si ces candidats pourraient colocaliser avec ToBKFigure R25). Trisk 95 a été exprimée
dans des cellules COS-7 puis les cellules ont ééymées avec des anticorps anti-Trisk 95
(en rouge), anti-tubuline (gris) et avec des anpiscommerciaux dirigés contre CLIMP-63,
la Malectine, I'Erlin2, la Kinectine ou la protéingric (en vert). Dans les cellules exhibant
des RLS induites par Trisk 95, seule la Kinectinesspnte un marquage qui ne colocalise que
tres partiellement avec le phénotype RLS. Au cinetr&LIMP-63, la Malectine, I'Erlin2 et
la protéine Lyric révelent une colocalisation auweaiu des RLS induits par Trisk 95. Ces
cellules transfectées présentent aussi une déssatjan des microtubules qui co-alignent
avec les RLS. Pour contréle, les cellules non-featées présentent un reticulum normal et
une organisation radiale des microtubules autoun centrosome. Ainsi I'expression de
Trisk 95 pourrait induire une redistribution d'ude ces protéines et une réorganisation des

microtubules, ce qui suggere une association éntreadine et 'une de ces protéines.

Cependant seul le marquage de CLIMP-63 démontre cmhecalisation nette et
parfaite avec Trisk 95 (Figure R25, premiére ligrigant donné cette colocalisation dans les
cellules COS-7 et que CLIMP-63 est décrite paeard comme pouvant lier directement le

RE aux microtubules, nous avons décidé de concamiseexpériences sur cette protéine.
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tubuline

Figure R25 : Les RLS induits par Trisk 95 co-locakent clairement avec les protéines endogénes Malieet
Erlin2, Lyric et CLIMP-63 dans les cellules COS-7.Apres transfection de Trisk 95 dans les cellul€S&z, la
localisation de Trisk 95 (rouge), des microtubutesbuline, gris) et, respectivement, de la MalextihErlin2, la
protéine Lyric, la kinectine ou CLIMP-63 (vert) #émise en évidence par marquage immunfluores@arte

d’échelle : 20 pum.




C) Trisk 95 est associée avec CLIMP-63 endogene dans des
cellules HEK293.

Comme nous l'avons montré en spectrométrie de masddMP-63 est
co-immunoprécipitée avec Trisk 95-GFP dans lesulesl HEK293. Pour confirmer
ce résultat, Trisk 95 dépourvue de sa protéinaudiori GFP a été exprimée dans des cellules
HEK293. Aprées une solubilisation adaptée aux pne®i membranaires,
limmunoprécipitation de Trisk 95 a permis d’obsemgue CLIMP-63 est présente dans les
protéines co-immunoprécipitées avec Trisk 95 (FgRR6, ligne 2) alors qu’elle est absente
des immunoprécipitations réalisées sur des cellutes transfectées (Figure R26, ligne 4).

CLIMP-63 endogéne co-immunoprécipite donc aveckT9b.

&
&

&
9,59 & ,,‘z'i& <&
W o ¥ R

<
&
> Figure R26 : Immunoprécipitation de Trisk 95.

Les lysatslfsate, lignesl, 3) ont été réalisés sur des

cellules HEK293 non transfectées (lign@s4) ou

expression de Trisk 95: + + - - ; ; \
100 - itk G5 transfect'egs avec Trlsk 95 (I|g'n(?SL1 2)
Les expériences d'IRK, lignes2, 4) ont été réalisées
—— o |CLIMP-63 sur ces lysats avec un anticorps anti-Cterminal
7 > 3 P Trisk 95. Trisk 95 est visible a 95 kDa et CLIMP-63
a 63 kDa.

L’'immunoprécipitation reverse de CLIMP-63 a ensiété réalisée. La Figure R27
montre que Trisk 95 est présente dans les prot@mé@smmunoprécipitées avec CLIMP-63

(Figure R27, ligne 4).

S S
SR N R Figure R27 : Immunoprécipitation de CLIMP-63.
expression de Trisk 95: - - + + Les lysatslfsate, lignesl, 3 ont été réalisés sur des
100 - Trisk 95 cellules HEK293 non transfectées (lignés2 ou

transfectées avec Trisk 95 (lignes3, 4.
CLIMP Les expériences d'IRR, lignes2, 4) ont été réalisées

75 -

i | — - i
ol | .c sur ces lysats avec un anticorps anti-CLIMP-63.
5= ﬂ 2 Trisk 95 est visible & 95 kDa et CLIMP-63 & 63 kDa.
7 > 3 2 Les immunoglobulines (IgG) sont visibles a 50 kDa.

L’ensemble des expériences d’analyses en spectriendét masse, de colocalisations
par immunofluorescence et d’immunoprécipitationsitrent que CLIMP-63 peut s’associer a

Trisk 95 dans des cellules modéles.
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D) Le domaine luminal de Trisk 95 est indispensable pour son
association avec CLIMP-63.

Dans le Chapitre 1, nous avons montré que le daaminal de Trisk 95 contient les
motifs responsables pour ses propriétés de moddiageticulum. Nous avons voulu ensuite

savoir quelles parties de Trisk 95 pouvaient irgeravec CLIMP-63.

Pour définir les domaines de Trisk 95 indispensahbléassociation avec CLIMP-63,
différents mutants de délétion ont été genéeréesu(EiR28A) dont certains ont déja été décrits
dans le chapitre 1 (voir Figures R14 et R19)ldimutantAcyto-T95 dont toute la partie
N-terminale cytoplasmique a été délétée, (ii) ldantiT95-lumen qui représente le domaine
luminal sans les domaines cytoplasmiques et tramémanaire, (i) le mutant T95-mini
delété de toute son domaine luminal (iv) le muta®b-ARLS délété des séquences
spécifiques pour induire des RLS (délétion du motifled-coil et de ses deux cystéines
luminales). Il est important de rappeler que, T9himat T95ARLS ne sont plus ou presque
plus capables d’induire des RLS alors diegto-T95 et T95-lumen seules peuvent induire des
RLS (Figures R14 et R19).

La colocalisation de CLIMP-63 avec chacun des niatam été analysée par
immunofluorescence apres co-transfection dans d#sleas COS-7. Les cellules ont été
marquées avec des anticorps anti-CLIMP (en ver@vet des anticorps dirigés contre le
domaine N-terminal de la triadine ou contre le mélag (en rouge). Dans les cellules
doublement transfectées avec CLIMP-63 et les msitAoyto-T95 ou T95-lumen ont un
marquage qui colocalise parfaitement avec CLIMR¥8ure R28B b et ¢) comme observé
pour Trisk 95 (Figure R28B a). Cent pour cent de cellules doublement transfectées
présentent des RLS. Il semble que ces constructieria triadine possedent les motifs et les
domaines nécessaires pour s’associer a CLIMP-68 ré&iltats suggerent aussi qu'il existe
un effet synergique entre ces constructions deddine et CLIMP-63 car toutes les cellules
doublement transfectées présentent des RLS (vairtiication, Figure R28C). Au contraire,
dans les cellules qui présentent des RLS induigesChIMP-63, les mutants T95-mini, ou
T95-ARLS ne colocalisent pas avec le marquage de CLIBIR2% de colocalisation,
Figure R28B d et e). Il semble que ces mutantsoseduent pas les domaines suffisants pour
s’associer a CLIMP-63. La quantification des celduavec a la fois la triadine et CLIMP-63

dans des RLS résume les résultats obtenus ci-dg¢sguse R28C).
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Figure R28: Le domaine Iluminal de Trisk 95 est imprtant pour son association avec CLIMP-63.
(A) Représentations schématiques de CLIMP-63 (CLIMR3}k 95 et des différentes constructions de Tosldélétées du
domaine cytoplasmiqueA€yto-T95), du domaine cytoplasmique et transmendranT95-lumen), du domaine luminal
(T95-mini) ou des séquences spécifiques induisastRLS (T92ARLS). Les nombres indiquent les acides aminés.
(B) Les cellules COS-7 ont été co-transfectées avdbB-63 et I'une des cing constructions la triadihe localisation

de CLIMP-63 (vert) et des différentes constructiades Trisk 95 (rouge) a été mise en évidence parquage
immunfluorescent. Trisk 95a), Acyto-T95 p) et T95-lumen ¢) colocalisent dans les RLS avec CLIMP tandis que
T95-mini (d) et T95ARLS (€) ne colocalisent pas. Barre d’échelle : 10 pu@). Quantification des cellules présentant des
RLS avec a la fois CLIMP-63 et une des construstide Trisk 95. **P<0.001, test de Mann-Whitney. Les barres
d’erreurs sont des s.e.m. ®t3 a 5 comptes de 100 cellules co-transfectées dampinimum deux expériences pour
chaque condition.
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Le domaine luminal de Trisk 95 (et plus précisémst domaine coiled-coil et ses
deux cystéines luminales) semble donc indispengahlesa liaison avec CLIMP-63.

Pour valider ces résultats, une série dimmunopridion a été réalisée.
J'ai transfecté dans des cellules HEK293 la triedihses mutants. Dans la premiéere série et
comme attendu, CLIMP-63 est co-immunoprécipitée duwesk 95-GFP (Figure R29, ligne 2)

mais pas avec T95-mini-GFP (Figure R29, ligne 1).

IP GFP
exp:?;egg‘? T95-mini Trisk95
P * GFP GFP Figure R29 : Immunoprécipitation de T95-mini-GFP et
de Trisk 95-GFP. A partir de cellules HEK293 transfectées
150 - avec T95-mini-GFP (lignel) ou avec Trisk 95-GFP
(ligne 2), les expériences d'IP ont été réalisées en anitife
50 - IB GFP kit GFP-Trap®. Trisk 95-GFP est visible a 125 kDa,
— T95-mini-GFP a 45 kDa et CLIMP-63 a 63 kDa.
75 -F s IB CLIMP
1 2

Dans la deuxieme série, CLIMP-63 est co-immunopit® avec Trisk 95 et avec
Acyto-T95 (Figure R30, lignes 1 et 2) mais pas aM#8-ARLS (Figure R30, ligne 3).

IP Triadine . RSV ,
B Figure R30: Immunoprécipitation de Trisk 95,
protéine Trisk Acyto-  T95- Acyto-T95 et T9SARLS. A partir de cellules HEK293
exprimee: g5 T95 ARLS

transfectées avec Trisk 95 (lighg ou Acyto-T95 (ligne2)

' Trisk 95 ou soit T95ARLS (ligne 3), les expériences d’IP ont été
100 - ” Acyto-T9S  caisées en utilisant l'anticorps anti-Cterminaisk 95.
T95-ARLS Trisk 95, Acyto-T95 et T95ARLS sont visibles & environ
_ 95 kDa, et CLIMP-63 a 63 kDa. Les immunoglobulines
75 - R .
— CLIMP-63 (IgG) sont visibles & environ 50 kDa.
50 - [ S S | oG

Ces données montrent que le domaine luminal dé& BBset ses motifs spécifiques

sont responsables de son association avec CLIMP-63.
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E) Les différentes isoformes de la triadine sont associées avec
CLIMP-63.

Pour savoir si CLIMP-63 peut lier les autres isnfes de la triadine, une série
d’expériences avec ces isoformes a été réalisésk 3t, Trisk 49 et Trisk 32 possédent en
commun avec Trisk 95 le domaine N-terminal, le do@aransmembranaire et une partie du
domaine C-terminal. Trisk 51, Trisk 49 et Trisk 82 distinguent par leurs extrémités
C-terminales qui présentent des acides aminés fiepes a chacune dentre elles
(Figure R31).

Cc270 Cc649
Trisk 95 1 mf)Tm 687
c270
Trisk 51 1 451
C270

Trisk 49 1 442
Trisk 32 1 % 287

Figure R31: Trisk 32 est la seule isoforme qui nposséde pas de cystéines luminales et de domaine
coiled-coil. Représentations schématiques des différentesrisefode la triadine. Les différents domaines
spécifiques sont visibles = TM: le domaine transibeanaire (aa 46-66), CC: le domaine coiled-coll
(aa 306-341) et C270 / C649 sont les deux cystéimemales. Les nombres indiquent les acides aminés

J'ai d’abord réalisé des expériences de colocaisatTrisk 95, Trisk 51, Trisk 49 et

Trisk 32 ont été exprimées dans des cellules C@8i¥ les cellules ont été marquées avec
des anticorps anti-CLIMP (en vert) et avec un amfis développé au laboratoire dirigé contre
'extrémité N-terminal de la triadine (en rouge)giire R32A). Dans les cellules présentant
des RLS induites par 'une de ces isoformes, CLB&P:zolocalise avec chaque isoforme de
la triadine (Figure R32A, encadrés 1, 2 et 3). bamification des RLS montre que Trisk 51
et Trisk 49 induisent des RLS a un score identagdeisk 95 (environ a 16%). Trisk 32 induit
deux fois moins de RLS que Trisk 95 (Figure R32B).
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Figure R32 : Toutes les isoformes de la triadine tacalisent avec CLIMP-63.(A) Les cellules COS-7 ont été
transfectées avec Trisk 51)( Trisk 49 @), Trisk 32 @) ou T32423 @). La localisation de CLIMP-63 endogéne
(CLIMP endo, vert) et des différentes constructidada triadine (rouge) ont été mis en évidencenpaiquage
immunfluorescent. Toutes les isoformes de la tnadiont capables de faire des RLS et CLIMP-63 &g
colocalise avec ces RLS. Seul le mutant AZ2 ne fait pas de RLS mais colocalise toujours avetMP-63
endogéne. Barre d'échelle : 20 uB) Quantification des cellules transfectées présgrdas RLS induits par
une des isoformes de la triadine ou une des canging T32A23 et T9RARLS. *P<0.05, ***P<0.001,
n.s=non significatif, test de Mann-Whitney. Lesrba d’erreurs sont des s.e.m.nef3 a 7 comptes de 100
cellules transfectées dans au minimum trois expéei® pour chaque condition.

Toutefois Trisk 32 est I'isoforme naturellement déprue des motifs spécifiques
décrits précédemment et impliqués dans les défaynsatde membranes. Logiquement,
aucune cellule n’aurait d0 présenter des RLS awisk B32. La présence de la séquence
spécifiqgue de Trisk 32 en C-terminal pourrait egqpér la présence de RLS. Il semble donc
gue ces derniers acides aminés spécifiques a J2isient impliqués dans I'association avec
CLIMP-63. Nous avons donc par la suite étudié Geac@des aminés pour savoir si ces acides

aminés sont responsables du phénotype RLS.
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Un mutant de délétion sans les derniers acidesémrspécifique de Trisk 32 a été
généré a partir de Trisk 32 : le mutant A33. Quand ce mutant est exprimé dans des cellules
COS-7, rares sont les cellules présentant encaeRlS (seulement 2,1%, Figure R32A,
encadré 4, et R32B). Ce nombre de cellules ave®t8sest identique au mutant TARLS
et est réduit d’environ 70% par rapport a Triske32i’environ 90% par rapport a Trisk 95.
Le mutant T3A23 est cependant toujours localisé dans le reticubui il colocalise avec
CLIMP-63 endogene.

aa 308 aa 318
[ |

Trisk 95 EKEKEEKKKV . -
% KEEK+ V identités 510
| + homologies : 7/10

Figure R33 : Alignement des séquences du domaineiled-coil de Trisk 95 et du domaine chargé de la
séquence spécifique de Trisk 32.'alignement montre une forte homologie de séqaefligne au centre en
noir). Les acides aminés identiques sont notétadigne centrale, les acides aminés homologuesfgpmés par

un+.

Ainsi ces 23 acides aminés présents dans la séggegcifique de Trisk 32 semblent
importants pour la capacité de Trisk 32 de formes HLS, vraisemblablement en association
avec CLIMP-63. Dans cette séquence spécifiqgue, df@es aminés consécutifs des 23
(séquence KLSKEEKEAYV), possedent 50% d’identit& @ d’homologie avec la séquence
du motif coiled-coil de la triadine (Figure R33)ekisterait peut-étre une séquence consensus
spécifique d’environ 7 a 10 acides aminés pouialadn avec CLIMP-63.
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Trisk 95 est I'isoforme la plus longue, parmi lesig autres décrites. Pour savoir si les
autres isoformes de la triadine qui ont une exti@i@iterminale plus courte s’associent avec
CLIMP-63, nous avons exprimé ces isoformes danscd#sles HEK293, en utilisant des
adénovirus codant pour chaque isoforme de la t@diNous avons réalisé une
immunoprécipitation avec des anticorps contre lemaloe N-terminal de la triadine pour
chaque condition. La Figure R34 montre que CLIMPe&3 présente dans les protéines
co-immunoprécipitées avec Trisk 95, Trisk 51, Td€kou Trisk32. Toutes les isoformes de

la triadine sont capables de s’associer avec CLEARFigure R34, lignes 2, 3, 4 et 5).

IP Triadine

) N ) Y
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& w— . IB CLIMP

Figure R34 : Toutes les isoformes de la triadine associent avec CLIMP-63.A partir de cellules
HEK293 non transfectées (ligri¢ ou transfectées avec Trisk 95 (lig2ke Trisk 51 (ligne3), Trisk 49
(ligne 4) ou Trisk 32 (ligne5), les expériences d’'IP ont été réalisées en amtis'anticorps
anti-N-terminal de la triadine. Trisk 95 est vigibla 95 kDa, Trisk 51 & environ 55 kDa,
Trisk 49 a environ 50 kDa, Trisk 32 & environ 37aké&t CLIMP-63 & 63 kDa. Les isoformes Trisk 51,
Trisk 49 et Trisk 32 semblent glycosylées et préseaous une forme de double bande. Toutes les
isoformes de la triadine peuvent associer CLIMP-63.

Ces résultats obtenus par co-immunoprécipitatididest les résultats obtenus par
immunofluorescence et montrent que toutes lesitaddécrites (Trisk 95, Trisk 51, Trisk 49

et Trisk 32) sont capables de s’associer avec CLHGP
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Zoom

F) Le domaine luminal de CLIMP-63 s’associe a Trisk 95.

Pour étudier les domaines de CLIMP-63 impliquéssdanteraction avec Trisk 95,
deux mutants de CLIMP-63 ont été générés. Pour letamh CLIMPAlumen,
toute la partie luminale a été remplacée par uogeime de fusion GFP. A linverse, pour
le mutantAcyto-CLIMP, toute la partie cytoplasmique a été plmée par une protéine
de fusion GFP. (Figure R35).

Figure R35: Les mutants de délétion de CLIMP-63.
Représentation schématique des différents mutants

CLIMP-Alumen 1 CLIMP-Alumen etAcyto-CLIMP. Ces deux mutants sont
fusionnés avec une GFP (rond vert foncé). Les rdiffes

Acyto-CLIMP @@:{ cc |=I 601 domaines spécifiques sont visibles = TM : le domain

transmembranaire (aa 107-126), CC: les domaines
coiled-coil. Les nombres indiquent les acides aminé

Nous avons co-transfecté Trisk 95 avec I'un outfade ces mutants. Les cellules ont
été marquées avec des anticorps anti-CLIMP ouGIRB-(en vert) et avec un anticorps dirigé
contre le domaine N-terminal de la triadine (engeju(Figure R36). Aucune des doubles
transfections n’a permis d’observer un phénotyp&Hd8. Toutefois le mutamcyto-CLIMP
présente un marquage qui colocalise avec le maequag Trisk 95 dans le reticulum

(Figure R36B, zoom) tandis que CLIMBumen présente un marquage différent du

marquage de Trisk 95 (Figure R36A, zoom).

Figure R36 : Le domaine luminal de CLIMP-

63 est important pour son association avec
Trisk. Les cellules COS-7 ont été co-
transfectées avec Trisk95 et CLIM¥imen
(A) ou Acyto-CLIMP (B). La localisation des
mutants de CLIMP-63 (vert) et de Trisk 95
(rouge) a été mise en évidence par marquage
immunfluorescent. Le mutantcyto-CLIMP
colocalise avec Trisk 95 dans le RE tandis que
le mutant CLIMPAlumen ne colocalise pas
avec Trisk 95 (zoom). CLIMP-63 délétée de ses
parties luminale ou cytoplasmique n’induit plus
de RLS. Barre d’échelle : 20 um.

Comme pour Trisk 95, il semble que ce soit le domaduminal de CLIMP-63

qui permette I'association avec Trisk 95.
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La validation des résultats précédants a été éealgar co-immunoprécipitation.
Les cellules HEK293 ont été transduites avec umadeus codant pour Trisk 95 et
transfectées avec le mutant CLIMRsmen ou le mutant Acyto-CLIMP.
Les immunoprécipitations ont été réalisées avekitl&FP trap. Dans les deux conditions,
chaque mutant de CLIMP-63 a été correctement impndagité (Figure R37, lignes 3 et 4).
Trisk 95 est présente dans les protéines co-imnréoigitées avec le mutancyto-CLIMP
(Figure R37, ligne 4), mais est absente des pretéao-immunoprécipitées avec le mutant
CLIMP-Alumen (Figure R37, ligne 3).

Input IP GFP

CLIMPTrIiSk 95 I ¥ I * Figure R37 : Immunoprécipitation de CLIMP-Alumen
Acytt;ACuLT!:; i ; i _;_ et Acyto-CLIMP. Les lysats lfiput, lignes1, 2) ont été

réalisés sur des cellules HEK293 co-transfectéesc av

100 - | - - s | IB Triadine Trisk95 et CLIMPAlumen (lignesl, 3), ouAcyto-CLIMP
(lignes2, 4. Les expériences d'IHAR GFP, lignes3, 4

ont été réalisées sur ces lysats en utilisant 1eGKP-
75- — === | B GFP Trap®. Trisk 95 est visible a 95 kDa, CLIMRumen a
_— T environ 40 kDa, ehcyto-CLIMP a 75 kDa.
3 | ————
1 2 3 4

Le domaine luminal de CLIMP-63 est donc importaotipsa liaison avec Trisk 95.
Ces résultats d’'une part confirment I'associatienGLIMP-63 avec Trisk 95 qui implique
leur domaine luminal respectif. D’autre part cesutéats montrent aussi que le phénotype de
RLS induit par la triadine semble dépendre de CLIB82 En effet, en présence du mutant
Acyto-CLIMP, Trisk 95 n’est plus capable d’'induiresdRLS.

Pour appuyer les résultats précédant, le mutapto-CLIMP a été indépendamment
co-transfecté avec chacun des mutants de Triskd86rif dans le chapitre 1, partie C).
Les cellules ont été marquées avec un anticorpsCatviP (en vert) et avec un anticorps
dirigé contre le domaine N-terminal de la triadina la séquence Flag (en rouge).
Sans former de RLS et comme observé avec TriskeS8SnutantsAcyto-T95 et T95-lumen
colocalisent avec le mutamcyto-CLIMP dans le reticulum (Figure R38, panel®etl?2).

Au contraire les mutants T95-mini et TARLS présentent des marquages qui ne colocalisent

pas avec le marquage du mutaayto-CLIMP (Figure R38, panels 3 et 4).
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De facon surprenante, cette absence de colocatisatitre le mutant T95-mini et

le mutant Acyto-CLIMP est observée par une localisation stnwnt différente dans

le reticulum qui se traduit par

(Figure R38, panels 3).

A AcytoCLIMP Acyto-T95
04 46 cytoplasme
‘ ] ER membrane
= lumen
601
687
AcytoCLIMP T95-mini

1
@ cytoplasme
‘ J ER membrane

112

lumen

601

une exclusion mikuede ces deux protéines

AcytoCLIMP T95-lumen
e cytoplasme
z { ER membrane
CalRet,113  UMe"
L (Fiag-KDEL
687
AcytoCLIMP T95-ARLS
1
@ cytoplasme
1 [ ER membrane
= lumen

o S

Figure R38 : Localisations respectives deAcyto-CLIMP et des mutants de la triadine dans le RE(A)
Représentations schématiquesAagto-CLIMP et des différentes constructions de K85 délétées du domaine
cytoplasmique Acyto-T95), du domaine cytoplasmique et transmen#dran(T95-lumen), du domaine luminal
(T95-mini) ou des séquences spécifiques induisasitRLS (T95ARLS). Acyto-CLIMP est fusionnée avec une
GFP (rond vert foncé). Les nombres indiquent ledemcaminés.R) Les cellules COS-7 ont été co-transfectées
avec Acyto-CLIMP et I'un des mutants de Trisk 95. La llig@tion deAcyto-CLIMP (vert) et des différentes
constructions de Trisk 95 (rouge) a été mise emdedde par marquage immunfluorescemtyto-T95 () et
T95-lumen ) colocalisent dans le RE avetcyto-CLIMP tandis que T95-mini3f et T95ARLS (@) ne

colocalisent pas. Barre d'échelle : 20 um.
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Ces données suggerent encore une fois que les mesntiansmembranaires de ces
protéines ne jouent pas un réle important poursbamtion entre Trisk 95 et CLIMP-63.
L’exclusion totale et mutuelle de ces deux protgisemble suggérer que ces protéines sont
ancréees dans deux sous-domaines différents delwgtice qui permet d’exclure 'une de ces

protéines par rapport a l'autre.

G) Le phénotype RLS induit par Trisk 95 dépend de CLIMP-63
et de sa capacité a lier les microtubules.

Quand CLIMP-63 ou Trisk 95 sont indépendammentxquimées dans des cellules
modeles, cela induit des déformations de membramesreticulum (les RLS) qui
s’accompagnent d’'une désorganisation du réseau ideotabules Eourest-Liewvin et al., 2012;
Klopfenstein et al., 1998)Cependant, seule CLIMP-63 a la capacité de disrnhicrotubules. Notre
hypothése est que la capacité de Trisk 95 a indi@iseRLS serait due a sa capacité a lier et a
recruter CLIMP-63. Afin de tester cette hypothdsxpression protéique de CLIMP-63 a été
éteinte par des siRNAs dans des cellules COS-UEiBR39A). Les siRNAs dirigés contre
CLIMP-63 ont été transfectées 28 h avant la trantisfie de Trisk 95 pour savoir si la capacité
de Trisk 95 a induire des RLS serait inhibée damsetles conditions. Aprés quantification
par Western blot, nous avons constaté que les stRIN#sés étaient capable de diminuer
d’environ 70% de I'expression de CLIMP-63 (FigurgdB et R39C).

>
@)

siRNA (KD)

s G F 100, 4

75 -

~
T

>LIMP

— ’IB CLIMP

C

100 -

expresion
de CLIMP (%
S

— — ‘ IB calnexine

)

Trisk 95

Sc KD

Figure R39 : Efficacité des siRNA dirigés contre CLMP-63. Les siRNA-CLIMP KD) ont été utilisés pour
éteindre CLIMP-63 endogéne. Un siRNA contrble (8dke, So a été utilisé en paralleleA) Les cellules COS-7
ont été transfectées avec Trisk 95. La localisadi®iCLIMP-63 (vert) et de Trisk 95 (rouge) a étéenen évidence
par marquage immunfluorescent. Barre d'échelle ;p20. B) Immunoblots pour CLIMP-63 endogéne et la
calnexine a partir de cellules COS-7 en présencecahirdle (ligneSc) ou du siRNA-CLIMP (ligneKD).
CLIMP-63 est visible a 63 kDa, et la calnexine &k@&. (C) Quantification de I'expression de CLIMP-63 rééés
a partir des immunoblotsBj rapporté a la calnexine. Les siRNA utilisés soapables de diminuer de 70% la
quantité de CLIMP-63.P<0.05, test de Mann-Whitney. Les barres d’erreort sles s.e.m. &=8 immunoblots
sur trois expériences pour chaque condition.
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Toutefois, cette diminution d’expression protéiquest pas suffisante pour abolir

complétement le phénotype RLS induit par Trisk(@fgure R40A et R40B)

A B
oy % de cellules transfectées
/ avec des RLS
Q g n.s
& 16
Z 0
% 12
/7]
8
4
2 Sc KD

Figure R40 : Les siRNA dirigés contre CLIMP-63 ne ant pas assez efficaces pour abolir les RLS.
Les siRNA-CLIMP KD) ont été utilisés pour éteindre CLIMP-63 endogé&he siRNA contrble (Scramble,
So) a été utilisé en paralleleA) Les cellules COS-7 ont été transfectées avedk Bis La localisation de
CLIMP-63 (vert), des microtubules (tubuline, gris) de Trisk 95 (rouge) ont été mis en évidence par
marquage immunfluorescent. Les cellules exprimaigkT™5 présentent des RLS et une désorganisaéen d
microtubules (encadrg), ce qui n'est pas le cas dans les cellules nimegnt pas Trisk 95 (encadd.
Barre d’échelle : 10 pmBj Quantifications des cellules COS-7 transfectées drisk 95 présentant des
RLS en présence ou non (ligngg de siRNA-CLIMP (ligne,KD). n.s=non significatif, test de Mann-
Whitney. Les barres d'erreurs sont des s.e.mn=& immunoblots sur trois expériences pour chaque
condition

Pour résoudre ce probleme, une approche alterrfativmuvée en utilisant un mutant
de CLIMP-63 qui n'est plus capable de lier les wigbules. Le mutant CLIMP-MT(-) est
décrit comme un mutant phosphomimétique, c'est@glie quatre sérines ont été mutées en
acides glutamiques (CLIMP-S3E, S17E, S19E et S1@HAs son domaine cytoplasmique
(Figure R41). La phosphorylation constitutive de qaatre sites empéche ce mutant de se lier
au réseau de microtubul@drenne et al, 2005) Transfecté seul dans des cellules COS-7,
le mutant CLIMP-MT(-) n’est plus capable de déforreereticulum en RLS (Figure R42B).
A linverse, le mutant CLIMP-MT(+) a été utilisé mone contréle (Figure R41). Le mutant
CLIMP-MT(+) est décrit comme un mutant phosphodéfit qui est toujours lié aux
microtubules et dont trois sérines, cette fois, o0été mutées en alanines
(CLIMP- S3A, S17A et S19A). Exprimé seul dans dedlutes COS-7, le mutant
CLIMP-MT(+) forme des RLS a plus de 90% dans ldkiles transfectées (Figure R42B).

Figure R41 : Les mutants de phosphorylation de CLIMP-63.

Représentation  schématique des  différents  mutants
CLIMP-MT(+) et CLIMP-MT(-). Les différents domaines

AAA
CLIMP-MT(+) 1 == ’-!TM‘- | cc 601 spécifiques sont visibles = TM : le domaine transioenaire

EEEE (aa 107-126), CC: les domaines coiled-coil. L&Sreprésentent
CLIMP-MT(-) 1 I—'—'—'-ﬁ)m\—l cc ':n 601 trois sérines mutées en alanine (S3A, S17A et S19A)

Les E’ représentent quatre sérines mutées en acidengbjuie
(CLIMP-S3E, S17E, S19E et S101E). Les nombres iratitles
acides aminés des constructions.
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Ainsi Trisk 95 a été co-exprimée dans des cell@l@S-7 avec CLIMP-MT(-) ou avec
CLIMP-MT(+) (Figure R42A). Les cellules ont été maées avec un anticorps
anti-CLIMP (en vert), avec un anticorps dirigé cenle domaine N-terminal de la triadine
(en rouge) et avec un anticorps anti-tubuline gawique les microtubules (gris). La capacité a
induire des RLS a été examinée. Cent pour centelddes co-transfectées avec le mutant
CLIMP-MT(+) et Trisk 95 présentent des RLS et préspt un réseau de microtubules
désorganisé (Figure R42B). CLIMP-MT(+), simplemér#nsfectée, induit 91% de RLS.
En effet, I'effet des surexpressions combinées déME-63 et de Trisk 95 semblent
synergique. A I'opposé, les cellules co-transfexi@eec le mutant CLIMP-MT(-) et Trisk 95

ne montrent jamais un phénotype de RLS (Figure RG2R42B). De plus on observe avec

ce mutant que le réseau de microtubules a une isegem normale.

B ) Figure R42 : Le phénotype de Trisk 95 est aboli pate
% de cellules transfectées avec d::*RLS mutant de CLIMP-63 qui ne lie plus les microtubules
— (A) Les cellules COS-7 ont été co-transfectées avec
100 - ‘3_11-_3 — Trisk 95 et soit CLIMP-MT(+) soit Trisk 95+CLIMP-MF).
23' La localisation des mutants de CLIMP-63 (vert) et d
40: Trisk 95 (rouge) a été mise en évidence par maejuag
20 - 16.5 immunfluorescent. Trisk 95 colocalise avec CLIMP-{MY
0 0.0 I L e dans les RLS et avec CLIMP-MT(-) sans former de RLS
Trisk95 - + - - + o+ Barre d’échelle: 20 pm.Bj Quantification des cellules
CLIMP-MT(+) - - + - o présentant des RLS. *P<0.001, test de Mann-Whitney.
CLIMP-MT(-) - - - + Z i '

Les barres d'erreurs sont des s.e.mm=& a 7 comptes de
100 cellules transfectées dans au minimum troi€eepces
pour chague condition.
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Cette absence de RLS n’est pas due a l'incapaetdrésk 95 a lier le mutant
CLIMP-MT(-) car nous avons montré par des expégsrae co-immunoprécipitation que ces

deux protéines sont associées a Trisk 95 (FiguB Ryhes 5 et 6).

Input IP GFP
Trisk95 + + + + + o+
CLIMP-MT(-)GFP - + - - + -
CLIMP-MT(+)GFP - - + - - +
100 - | - _— ‘IB Triadine
100“ — - -
| IB GFP

Figure R43: Immunoprécipitation de CLIMP-MT(+) et CLIMP-MT(-). Les deux mutants de
CLIMP-63 sont fusionnés avec une GFP en positider@inale. Les lysatdr{put, lignesl, 2, 3 ont été
réalisés sur des cellules HEK293 soit transfeca®es Trisk 95 (ligne4, 4), soit co-transfectées avec Trisk
95 et CLIMP-MT(-) (lignes2, 5 ou Trisk 95+CLIMP-MT(+) (lignes3, 6). Les expériences d’IP
(IP GFP, lignes4, 5, § ont été réalisées sur ces lysats en utilisakit IEFP-Trap®. Trisk 95 est visible a
95 kDa et les deux mutants de CLIMP-63 fusionnks@FP & environ 90 kDa.

Ces données suggerent que le mutant CLIMP-MT({) agnme un dominant négatif
et donc abolit la capacité de Trisk 95 a induire B.S. Le remodelage du RE induit par
Trisk 95 dépend a la fois de CLIMP-63 et de la cdpade cette derniére a lier les

microtubules.

Trisk 95 est une protéine spécifique du muscle @isnvenons de démontrer
l'association du trio Trisk 95/CLIMP-63/microtubsle dans les cellules modeles.
Qu’en est-il dans muscle ? Pour savoir s'il existe réalité physiologique a cette association,

nous avons examiné ce trio dans les cellules maiseul
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H) Trisk 95 et CLIMP-63 sont associées dans des cellules
musculaires

CLIMP-63 est une protéine ubiquitaire mais n'a j@maté caractérisée dans le
muscle. Des marquages immunfluorescents de CLIMRt6Brisk 95 ont été réalisés dans

des fibres musculaire dissocidkor digitorum brevigFDBSs) de rat (Figure R44).

CLIMP Trisk 95 superposition zoom mask

(vy)
(@]

CLIMP
100 Trisk 95

11
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% de colocalisation
de CLIMP avec Trisk95
N
(6)]

0 2 4 6 8 10 12
Distance (um)

Figure R44 : Dans les cellules musculaires, Trisk39colocalise souvent avec CLIMP-63A) Dans
des fibres dissociées de muscle FDB de sourigpdalitation de CLIMP-63 (vert) et de Trisk 95
(rouge) a été mise en évidence par marquage imoarefcent. L'image binairan@sk, panel de
droite) représente en noir la fraction du marquageCLIMP-63 qui colocalise avec le marquage de
Trisk 95 sur I'image zoomée. Les barres d’échetlass I'image superposition et de zoom sont
respectivement de 5 et 2.5 uB) ('intensité de fluorescence en fonction de laatise a été mesurée
sur six triades successives représentée par la Jzaame dans le zoonC) Pourcentage du marquage
de CLIMP-63 qui colocalise avec le marquage dekT®S dans des FDB de rat (gris foncé) et de
souris (gris clair), quantifié en utilisant les iges binaires comme illustré ef)( Les barres d’erreurs
sont des s.e.m. Les quantifications ont été réadiséir 7 images a partir de deux expériences sur le
FDB de rat et de 11 images a partir de trois egpégs sur les FDB de souris.
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Les triades qui sont marquées par un anticorpsTaisk 95 (en rouge), présentent un
pattern strié tres organisé en double rangée detgparansversal a l'axe de la fibre.
CLIMP-63, marquée par un anticorps anti-CLIMP (emt)y présente un marquage avec des
points également arrangés en stries, qui ressemblen marquage du reticulum.
Une colocalisation partielle entre les marquage3rikk 95 et CLIMP-63 a pu étre mise en
évidence et validée sur le profil d’'intensité deoflescence (Figure R44A et R44B).

Des résultats similaires ont été obtenus sur dd8sHi® souris. L'image de masque
reflete un traitement binaire des points de coleatibn. Ce traitement des images a été
réalisé sous ImageJ pour permettre une quantdicatide la colocalisation
(Figure R44A mask). Cette quantification montreilgakiste 40% de colocalisation entre
Trisk 95 et CLIMP-63 chez le rat, et 39% chez larso(Figure R44C). La colocalisation de
CLIMP-63 avec Trisk 95 n’est donc que partielleexplication la plus probable vient du fait
gue CLIMP-63 est une protéine structurante du uktio localisée dans tout le RS alors que

Trisk 95 est une protéine spécifique de la triagieegt un sous-domaine du RS.

Des tests biochimiques ont permis de confirmer €sultat. Un fractionnement
cellulaire de muscle de souris adulte a été réalsséMarine Cacheux (ancienne doctorante
dans le laboratoire), définissant ainsi quatretivas (Figure R45). La fraction 1 correspond a
la membrane plasmique marquée par la présence depolape NaK ATPase.
La fraction 2 correspond a la membrane plasmiqee & RS marqué par la présence de
la pompe NaK ATPase et du RyR1. La fraction 3 gpoad seulement au RS marqué
par la présence du RyR1 et de Trisk 95. Tandis lgueaction 4 correspond aux triades

marquées par la présence du RyR1, de Trisk 95 BHRR.
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J'ai regardé la localisation de CLIMP-63 dans caatig fractions. CLIMP-63 est

localisé dans les fractions 3 et 4, c'est-a-diresda RS et a la triade, partout ou se trouve la

triadine.
xrﬂq. b‘o
2
& & &«
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~ B= N (RyR1
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Figure R45 : Fractionnement cellulaire a partir

de muscle squelettique de souris. Des
microsomes de muscle squelettique de souris ont
été solubilisés au froid avec du Triton-X-100 a 1%
puis déposés au fond d’'un gradient discontinu. Ce
gradient a été soumis a une centrifugation pour
séparer quatre fractions. La fractiondm( ligne

1) représente la fraction de la membrane
plasmique. La fraction 2 pMm+SR, ligne 2)
représente la fraction de la membrane plasmique
et du RS. La fraction 3SR, ligne 3) représente la
fraction du RS. La fraction 4T(iads, ligne 4)
représente la fraction des triades. Le RyR est
visible a 500 kDa, le DHPR a 200 kDa, la pompe
NaK-ATPase a environ 100 kDa, Trisk 95 a 95
kDa, et CLIMP-63 a 63 kDa.

En paralléle, une série de co-immunoprécipitatianété réalisée dans des cellules

musculaires. La premiére immunoprécipitation a réflisée par Sarah Oddoux (ancienne

doctorante dans le laboratoire) sur une lignée oiase, les cellules L6, utilisées ici non

différenciées (Figure R46). Dans ces cellules,KFes a été introduit par des adénovirus.

Apres I'immunoprécipitation de Trisk 95, CLIMP-63ét¢ observé parmi les protéines co-

immunoprécipitées (Figure R46, ligne 3) alors cuenEme expérience dans des cellules non

transduites, ne résulte pas en la présence de GEB/IFigure R46, ligne 4).

lysate IP Triadin

Trisk 95 expression: + - + -
100 | e g Trisk 95
75 -
h- B CLIMP
1 2 3

4

Figure R46 : Immunoprécipitation de Trisk 95, dansdes
cellules L6. A partir de cellules L6 non transduites (ligrigs
4) ou transduites avec Trisk 95 (lignkés3), les expériences
d’'IP (IP triadin, lignes3, 4) ont été réalisées en utilisant un
anticorps anti-Cterminal Trisk 95. Trisk 95 estiblis a
environ 95 kDa, et CLIMP-63 a 63 kDa.
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La seconde série dimmunoprécipitation a été réatimns des muscles adultes,
exprimant Trisk 95 endogene. En utilisant des arpis anti-Trisk 95, des expériences de
co-immunoprécipitation ont été faites a partir égdudraction microsomale issue de muscle de
souris adulte. La Figure R47 montre que CLIMP-68pastiellement co-immunoprécipitée
avec Trisk 95 (Figure R47, ligne 2) tandis que danmsnunoprécipitation contréle réalisée

avec du sérum pré-immun, CLIMP-63 n’est pas pré@egtre R47, ligne 3).

Figure R47 : Immunoprécipitation de Trisk 95 a partir de
muscle squelettigue de sourisLe lysat 8K, ligne 1) a été

o réalisé sur des microsomes de muscles de souris.
100 - “ IB Triadine Les expériences d'IP (ligneg IP-T95, 3 IP-P)) ont été
réalisées sur ce lysat en utilisant un anticorgsGterminal

75 = - Trisk 95. Trisk 95 est visible a environ 95 kDaCétiMP-63 a
!:' - IB CLIMP 63 kDa.

Ces résultats de biochimie comme ceux de biologi#ulaire suggerent que

CLIMP-63 est bien un partenaire physiologique dekr®5 dans les cellules musculaires.

1) La présence de CLIMP-63 aux triades dépend de Trisk 95.

D’aprés nos précédents résultats, une partie déMBi83 est localisée a la triade
vraisemblablement via Trisk 95. La localisation @eIMP-63 dans les FDB de souris
invalidées pour le géne de la triadine (souris K@dine), déplétées de toutes les isoformes
de la triadine, a été examinée. Les triades ontnéaéquées en utilisant un anticorps
anti-RyR1.

Dans les FDBs de souris KO-triadine, le marquagdRgl@l en double rangées de
points, reste identique aux souris wild type (W\h)oux et al., 2009)Dans les souris KO-triadine,
le marquage de CLIMP-63 est quant a lui moins @isé avec les triades que dans les souris
WT (Figure R48A), ainsi que le montrent les profifsntensité de fluorescence respectifs
(Figure R48B). Par un traitement binaire des imdges figure R44), la quantité relative de
CLIMP-63 colocalisée avec le RyR1 est de 40% dasssburis WT et 26% dans les souris
KO-triadine, soit une réduction significative d’'@mon 30% dans les souris KO-triadine
(Figure R48A mask et R48C).
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Figure R48: L'absence de triadine résulte en une éocalisation partielle de CLIMP-63.

(A) Dans des fibres dissociées de muscle FDB dessdariocalisation de CLIMP-63 (CLIMP, vert)
et de RyR1 (rouge) a été mise en évidence par mgeqummunfluorescent. L'image binain@gsk,
panel de droite) représente en noir la fractionnthrquage de CLIMP-63 qui colocalise avec le
marquage de RyR1 sur I'image zoomée. Les barreheles dans I'image superposition et de zoom
sont respectivement de 5 et 2.5 uB) ['intensité de fluorescence en fonction de laatise a été
mesurée sur trois triades successives représerdéeles barres jaunes dans les zooms.
(C) Pourcentage du marquage de CLIMP-63 qui colaeai®c le marquage de RyR1 dans des FDB
de souris WT (gris clair) et KO-triadine (noir) quiié en utilisant les images binaires comme thés
en @A). *** P<0.001, test de Mann-Whitney. Les barres d’erreorg des s.e.m. at11 a 6 d'images
quantifiées respectivement pour les conditions WK@-triadine a partir de trois expériences pour
chaque condition.
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Des immunoprécipitations utilisant des anticorp§-BgR1 a partir d’'une fraction
microsomale (Figure R49, lignes 1 et 2) issue dseateude souris adultes WT et KO-triadine
ont été réalisées. Dans les souris WT, Trisk 95LéMP-63 sont co-immunoprécipitées avec
les protéines immunoprécipitées avec RyR1 (Figu#8,Rigne 3). Au contraire dans les
souris KO-triadine, CLIMP-63 n’est pas retrouvéasldées protéines co-immunoprécipitées

avec RyR1 (Figure R49, ligne 4).

input IP RyR
WT KO-tria WT KO-tria

kDa
g i . s RyR
. B
250 -
100 -\ > Trisk 95

75 -
- | CLIMP
50 - B e 1gG

1 2 3 4

Figure R49 : Immunoprécipitation de RyR1 a partir de muscles squelettiques de souris WT et KO-triadine
Les lysats ont été réalisé sur des microsomes delesude souris WT (ligngé, WT) et KO-triadine (ligne2,
KO-tria ). Les expériences d'IP (lign8s 4) ont été réalisées en utilisant un anticorps Byi.

Nous avons également observé dans les inputs 6-igdP, lignes 1 et 2) issu de
microsomes de souris, que l'expression de CLIMP&3 diminuée dans les souris
KO-triadine par rapport aux souris WT. Bien qu'iagisse d'un résultat préliminaire,

'absence de la triadine entrainerait une diminutie I'expression de CLIMP-63 a la triadine.

L’ensemble de ces résultats présentent une foiplae le lien entre Trisk 95 et
CLIMP-63 dans le muscle et suggérent que CLIMP-8B a&ssociée au complexe de

relachement du calcium par I'intermédiaire de iadine.
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J) L’organisation des microtubules dépend de Trisk 95 via
CLIMP-63.

Nous avons montré précédemment que CLIMP-63 a feocii® de remodeler le
reticulum et de lier les microtubules. La préseteeCLIMP-63 et donc des microtubules aux
triades dépendrait de la présence de Trisk 95. &untrds termes, Trisk 95 pourrait recruter
les microtubules aux triades via CLIMP-63. Notrgobthése est qu’'en absence de triadines,
CLIMP-63 serait moins recrutée aux triades, et dgune les microtubules établiraient moins

de contact avec les triades.

Dans ce paragraphe nous nous sommes intéresséseaw e microtubules dans les
FBDs de souris KO-triadine versus souris WT. Pappel, le réseau de microtubules est
présent dans les souris WT sous la forme d’'un veses spécifique et tres organisé en
‘quadrillage’ qui s’aligne régulierement sur lesubites rangées de points de RyR1,
c'est-a-dire avec les triades (Figure R50A). Cal@mement est également visible sur le

profil d’intensité de fluorescence (Figure R50B).

Dans les souris KO-triadine, ce réseau de micrdésbest moins organisé et moins
co-aligné avec les triades par rapport aux souris ¥é qui est notamment visible sur les
profils d’intensité de fluorescence des souris KK@dine par rapport aux souris WT.
Par un traitement binaire des images (voir Figudd)Ra quantité relative de tubuline co-
aligné avec RyR1 est de 38% dans les souris WB%t @ans les souris KO-triadine, soit une
réduction significative d’environ 40% dans les $8iO-triadine (Figure R50C).
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Figure R50 : Désorganisation du réseau de microtubles dans les muscles des souris KO-triadine.
(A) Dans des fibres dissociées de muscle FDB dessdarlocalisation des microtubules (tubuline, yert
et de RyR1 (rouge) a été mise en évidence par mgeqimmunfluorescent. L'image binairmdsk,
panel de droite) représente en noir la fractioomdmquage de la tubuline qui colocalise avec le magq

de RyR1 sur I'image zoomée. Les barres d’échellassd’image superposition et de zoom sont
respectivement de 5 et 2.5 urB) L'intensité de fluorescence en fonction de laalise a été mesurée
sur cing triades successives représentée par leesbmunes dans les zoom€) (Pourcentage du
marquage de la tubuline (MT) qui colocalise avemérquage de RyR1 dans des FDB de souris WT (gris
clair) et KO-triadine (noir) quantifié en utilisalgs images binaires comme illustré &).(*** P<0.001,
test de Mann-Whitney. Les barres d'erreurs sont desm. etn=9 a 6 dimages quantifiées
respectivement pour les conditions WT et KO-trigdinpartir de trois expériences pour chaque camditi
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Dans les souris KO-triadine, I'organisation de CHM3 et des microtubules semble

différente comparée aux souris WT (Figure R51%elnble que la localisation anormale de

CLIMP-63 dans le muscle KO-triadine, provoqueraie uréorganisation du réseau de

microtubules dans ces cellules musculaires. llisdanc important d’observer des cellules

trés différenciées qui ne possedent plus cettecediEm ‘triade/microtubules’, en utilisant par
exemple le mutant CLIMP-MT(-).

Légendes: <7 77> noyaux

% cLmP-63

P triades

msssssm  Microtubules

1: zoom sans microtubules
2: zoom avec microtubules

KO-Triadine

Figure R51 : Modéle de travail = Le rdle de la tradine sur
I'organisation CLIMP-63 et des microtubules dans lemuscle.
Une fibre musculaire squelettique striée est repmée. Les triades
sont représentées par des ronds marrons, les obctes par des
batonnets sombres et CLIMP-63 par des étoiles ert. ve
Les noyaux sont en bleu. En absence de triadisefidees sont
l[égérement hypotrophiées, de I'ordre de 15% (Oddzwal., 2009)
et présentent une délocalisation de CLIMP-63. Qi#tecalisation
de CLIMP-63 dans les fibres musculaires pourrai¢ &ne des
raisons qui expliquerait la désorganisation du aésede
microtubules présent dans les souris KO-triadine.
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Ces résultats suggerent encore un lien potentie¢ des triades et les microtubules
mais cette fois-ci dans les cellules musculairégufe R52). Ce lien pourrait étre rompu en

absence de la paire Trisk 95/CLIMP-63.

Figure R52 : Modeéle de travail = Le trio Trisk 95/CLIMP-63/microtubules permet de faire le lien entrele
RS jonctionnel des triades et le réseau de microtukes. Trisk 95 (en rouge) se lie a RyR1 (en noir) qui est
couplé physiquement au DHPR (en violet), canaltdbsles-T (membrane plasmique). Trisk 95 s’assausi
avec CLIMP-63 (en vert) qui interagit directemenea les microtubules dans le cytoplasme des csllule

musculaires.
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Annexe : Chapitre 2.

Rope-like structures

contréle ) 0.0
CLIMP-63 78.3
CLIMP-63-3A 91.8
CLIMP-63-4E | 0.0
Acyto-CLIMP | 0.0
CLIMP-Alumen | 0.0

CLIMP-63-3A+Trisk 95 100
CLIMP-63-4E+Trisk 95 | 0.0

Acyto-CLIMP+Trisk 95 | 0.0
CLIMP-Alumen+Trisk 95 | 0.0

Trisk 95
Trisk 51
Trisk 51A6
Trisk 49
Trisk 32
Trisk 32423
Acyto-T95 72.5
T95- lumen
T95- mini

T95-2C>A

T95-ARLS (ACC-2C>A)
T95-C270A
T95-C649A

T95-ACC (A306-341)

T95-A113-341
T95-AKEKE (A113-264)
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Annexe 1 : Fiche récapitulative des pourcentages dmllules transfectées présentant des RLS induitsap
les différentes constructions

A MTEITAEGNASITTTVIDNENGSVEfS PGRVLERTVTEDIVTTFSS PAAWLLVIALI ITHSAVATVME
DLVDY[NFsASS IA§1GSDPLELVNDAVEETTDWI YGFFSLLSDIIS SDGDEDDEDADEDIDJGEIEE
eeLEETofieRarRorfreiiTorfvs HEERE GRER R cEf e i~ rHEERL B R TET R AARE
ol ErEereefA i fvelosfalieAa2Ra§e e rfARcEoDfETPAVERHEOfDOYAFCRY i .
MIDMEVHEDLERGOs paVRRPSLTASHRALSTRSLEERERE Ve v sorii=fcenlls=l séquence Trisk 95 de rat
ervipcfclercliererforrrrrrorrarfoefiiro s lierrrfrRcilor i 1 pafre
ERieapseRiilamoriEe TapAs AL HoRRE e AR TVEQCRDVR L Por oL flfE fsEROR
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BreloeRvrpsifrecirevrosciili ciecfesive efomvoviiwriaciiclrsfpsEparar
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Annexe 2 : Les potentiels sites de coupure de laypsine sur la séquence de Trisk 95 et EGFRes sites de
coupure de la trypsine figurent en rougereprésente les résidus Arginineketes résidus Lysine. Seulement
quatre fragments supérieurs a 20 aa sont présemtSTpsk 95 A).
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Le but de mon travail a été de mieux comprendréliede la triadine et notamment de
l'isoforme Trisk 95 dans le muscle squelettiquett€étude m’a permis de mettre en évidence
le r6le structural de la triadine et la découveftene association entre le RS et le réseau de
microtubules via la triadine et CLIMP-63. Je vaer fia suite discuter certains points qui
m’ont paru tout a fait intéressant durant ma thésg vais énoncer certaines hypotheses

pour essayer d'y répondre.

Formation et maintien des triades : Actine / Microtubule ?

La triade est une structure trés spécifique et hmqgiquement unique. Dans le
muscle squelettique, sa structure permet le rapproent jusqu’'a I'apposition des
membranes des tubules-T et du RS via les deux xacalgciques, le DHPR et RyR1.
Sa morphologie est permise grace a l'invaginatiesmtdbules-T et aux dilatations des citernes
terminales de RS. Depuis longtemps, la communau@dplage E-C essaye de comprendre
les mécanismes de la mise en place ou du mainéda triade. C’est a partir de certaines
maladies que certains éléments de réponses soatuapha myopathie centronucléaire est
une maladie neuromusculaire héréditaire définidaapsition centrale des noyaux et par des
triades anormales dans les fibres musculad®ng et a1, 2012) La principale manifestation est
une faiblesse musculaire de sévérité variable.rb@sitions dans le gefdN-1 (codant pour
'amphiphysine 2) sont associées a ces myopathiesnphiphysine 2 est une protéine
impliquée dans la formation des tubules-T. En datoa avec une protéine impliquée de la
nucléation de l'actine, la protéine N-WASP, l'amgtysine 2 a été impliquée dans la
distribution des noyaux et dans la formation ankintenance des triad@Sicone et al., 2014)L2
conclusion de ce travail est que I'organisationtdesles serait dépendante de 'actine.

Les microtubules semblent aussi avoir un role ingdrdans le développement des
cellules musculaires. En effet, les microtubulest soadispensables au niveau du RS et d'une
maniere plus générale sont d’'une importance capitdns le muscle squelettique et
cardiaque. En effet, de nombreuses études metteantant le réle des microtubules dans les
cellules cardiaques. Dans le cadre des hypertreptaediaques, la surcharge de pression
systolique résulte en un excés de microtubules garaient responsables des
dysfonctionnements contractil@gutsui et al., 1993: Tsutsui et al,, 199h€ COBUr €St UN Oorgane autonome
présentant des contractions et donc des cycles ilation/repompage du calcium
permanents. Chaque potentiel d'action induit ubérdition de calcium. La fidélité du
couplage E-C dans les myocytes ventriculairesaestirquable. Dans ces cellules cardiaques
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les microtubules ont un effet sur ce couplage. pesgurbations des microtubules par
colchicine sont identiques a des stimulati-adrénergiques. Ces effets résultent en
augmentation de la densité du courant calcique®ttdurants transitoires de calc Gomez et
al, 2000 Dans le ceoeur, les microtubules via les moteurentaires dynéine et kinésine

notamment Kif5b) seraient sem-t-il d'importants régulateurs darta motilité du reticulun

sarcoplasmique (Figure Pddga et al., 2011)

+ Figure P1 : Modéle illustrant la régulation de la
_ structure et la mobilité du RS dans des myocyte
ventriculaires. Le RS est en rouge, les RyR
bleu, les DHPR en orange (LTCC), les tub-T en
noir (sarcolemma) et les microtubules en \
D’'aprés (Vega et al., 2011)

Microtubules

Dans toutes les cellules, il existe aussi un lieaitéentre le réseau de reticulum e
réseau de microtubules associé a une dynamiquelépendate entre les deux systemr
(cf chapitre 1V-1-3-1 et 1V1-3-2). Nous avons donc émis I'hypothese que dans lscia
squelettique, il existerait aussi une interdépendagntre les microtubules et le RS et |
particulierement au niveau des citernes teales. Certaines études ont déja montré da
muscle cette interdépendance. S-1, protéine du RS, est capable de se déplacendedes
microtubules via sont interaction avec EB1, powbht un contact avec ORAI1 dans
membrane plasmique. Ceci peet alors de remplir les stocks calciques a padiicalcium
extracellulaire lorsque les stocks sont vides. eéCetiuvelle source de calcium serait cruc
pour I'induction de la différenciation de myoblasteumaine parelay et al., 200 TOUjOUrs dans
le muscle, la stabilisation des microtubules pa MAP, favorise le ecrutement des
réecepteurs a l'acétylcholine au niveau de la jamctneuromusculai (schmidt et al, 2012)
Par analogie, les microtubules pourraient favoriserecrutement de certaines protéines
niveau de la triade. Comme la triadine est capdblg’associer ac les microtubules, not
pensons que les microtubules pourraient favoriseretrutement de la triadine a la tria

Des études sont en cours au laborat
Pour résumer, nous avons émis I'hypothése que raattion des triades est |

processus compte qui requiére d’'une part la formation des tuk-T que I'on peut nomme

abusivement la ‘tubulogenése’ et d’autre part fanfition des citernes terminales de
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La ‘tubulogenése’ est un processus qui semble diépate protéines spécifiques telles
que I'amphiphysine 2, la cavéoline-3, la dynaminda2myotubularine ou la mitsugumine
29(A1-Qusairi et al., 2009; Butler et al., 1997; Leeal., 2002; Toussaint et al., 2011h-8 diminution de I'expression
de certaines protéines comme de I'amphiphysine &, lal dynamine 2 ou de la
myotubularine (observé dans la myopathie centr@aird) semble induire une mauvaise
orientation des triades. De plus, ce processus lsemalissi impliquer le réseau

d’aCtine(Falcone etal.,, 2014)

dilatation des cisternes ¢;pule-T
terminales de RS

Figure P2 : Les citernes terminales de R¥En haut, des dilatations des
citernes observées par microscopie électroniqualaysage (Ogata and
Yamasaki, 1997). Le tubule-T est coloré en blde &S en marron clair.

A linverse de la ‘tubulogenese’, peu de mécanisreest décrits pour expliquer
la formation des citernes terminales de reticullans les souris WT, les citernes de RS sont
dilatées et entourent le tubule transverse poundorune structure en ‘hot dog’ (Figure P2).
Le complexe de relachement du calcium est préciséloealisé au niveau de ces dilatations
de RS et de nombreuses souris KO pour certainssginee complexe induisent des défauts
dans la forme et des réductions de la dilatatianoiternesio et al., 2001: oddoux et al., 2009; Paolinakt
2007y EN effet, les souris KO-triadine et les souris-KSQ1 présentent des citernes terminales
de RS ‘aplaties’ comparé aux souris WT (cf chapide3-3 et IV-2-4). Méme si ces souris
sont viables et fertiles, on peut noter toutefaig gans la souris KO triadine, I'absence de

triadine conduit a une faiblesse musculaire etepathologie cardiaque (TVPC).
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Nous pouvons émettre I'hypothése que la formatesmtdades dépendrait a la fois du
réseau d'actine qui permettrait la formation ddsutes-T et aussi du réseau de microtubules

qui permettrait la formation des citernes termisale RS.

formation des
clternes de RS

Amphiphysine 2 triadine

v v

Kif5b
N-WASP CLIMP-63 dynéine
Actine Microtubule

¥ ¥

Organisation et
maintien des triades

Figure P3: Hypothése de travail: Représentation
schématique des différentes voies qui régulent I'ganisation
et le maintien des triades.

La réduction de I'expression des genes impliqués da myopathie centronucléaire
(amphiphysine 2, la dynamine 2 et la myotubularip)voque une diminution des noyaux
périphériques, une mauvaise orientation des trjades diminution de la largeur des
myotubes (raicone et al, 2014) C€S trois protéines sont décrites comme des ipesté
indispensables pour la formation des tubulgg-dusairi et al., 2009; Butler et al., 1997; Letal., 2002; Toussaint
etal, 2011y En outre, les génes responsables du positionrtesieemoyaux et de I'organisation
des triades pendant la myogenese semblent jouedlarsur la largeur des myotubes. Cela
suppose que les protéines impliquées dans la fammat le maintien des triades sont aussi

importantes dans le développement des cellulesutaises.
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Le role de CLIMP-63 dans les cellules musculaires

Utilisation du dominant négatif : CLIMP-MT(-)

Dans un premier temps, il faudrait définir le rplécis de CLIMP-63 dans le muscle.
Les siRNA dirigés contre CLIMP-63 ne sont pas um buodele car I'expression de
CLIMP-63 diminue seulement de 70%. Des résultatslaires ont déja été publi@Si-wang et
al., 2012; Nikonov et al., 2007)L Utilisation du mutant CLIMP-MT(-) est un bon mele pour étudier
'une des fonctions de CLIMP-63, a savoir sa cagagilier et recruter les microtubules. Par
analogie avec les protéines impliquées dans la atiige centronucléaire, nous avons donc
voulu savoir si CLIMP-63 via son interaction avexs Imicrotubules pouvait affecter le
développement des cellules musculaires. Ainsi,ndgsblastes humain immortalisés ont été
transduits et difféerenciés durant cing jours. Legaux (en bleu) et la myosine (en rouge) ont
eté marqués (Figure P4A) pour mesurer deux parametiorphologiques (Figure P4B): (i)
'index de fusion et (ii) la largeur moyenne desatupes. Dans les cellules transduites avec
DsRed2ER (Figure P4, contrdle), I'index de fusioaelargeur moyenne des myotubes sont
identiques aux cellules transduites avec CLIMPa8ure P4, CLIMP). La surexpression de
CLIMP-63 dans les myotubes ne semble pas pertudemorphologie des myotubes.
Cependant, dans les cellules transduites avec CINMIR), I'index de fusion est diminué
d’environ 15% et la largeur des myotubes d’envid®o par rapport aux cellules controles.
Ces résultats préliminaires semblent indiquer cueptopriété de CLIMP-63 a lier les

microtubules est une propriété importante pourdapinologie des myotubes.
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Figure P4 : Le mutant dominant négatif de CLIMP-63affecte le développement et la morphologie des
cellules musculaire.(A) Des myoblastes humains immortalisés ont été namsdluits (pannealT), ou
transduits avec DsRed2ER (panneaantrdle), ou avec CLIMP-63 (pannea€LIMP ), ou avec
CLIMP-MT(-) illustrée par le pannea@LIMP-MT(-) . Les myoblastes ont ensuite été différenciés penda
10 jours. La localisation de la myosine (rouge)des noyaux (bleu) ont été mis en évidence par vage
immunfluorescent. Barre d’échelle : 100 pfd) ('index de fusion et la largeur moyenne des mesiont
été quantifiées a partir des myotubes humains codans le B). *** P<0.001, n.s=non significatif, test de
Mann-Whitney. Les barres derreurs sont des s.eeh. n=80 de myotubes comptés dans
trois expériences pour chaque condition.

Au-dela de sa localisation au RS, pour pouvoir @&fnie comme une protéine du
‘complexe de relachement du calcium’, une prot&ioé étre associée a une protéine du
complexe et doit avoir un rble dans les relachemdeatcalcium liés au RyR. Pour savoir Si
CLIMP-63 est une protéine du complexe de relachémhercalcium, nous avons réalisé avec
le mutant CLIMP-MT(-) des tests d’imagerie calcigm effet, nous avons déja montré que
CLIMP-63 est une protéine qui s’associe a TrisleBgui se localise au niveau de la triade et

plus précisément au niveau des citernes terminl@ésS (Figure R44 et R45).
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variation de fluo. AF/AF0

Les relachements de calcium des cellules de s@lfigt KO-triadine transduites avec
le mutant CLIMP-MT(-) (en vert) ont été étudiés iemagerie calcique en appliquant un
stimulus, le 4-CMC (Figure P5). Ce dernier est goreste du RyR1 et permet de tester
directement la fonction du canal calcique. Lesutedl contréles ont été transduites avec
DsRed2ER (controle, rouge). Dans les cellules derisoWT, la présence du mutant
CLIMP-MT(-) semble avoir un effet direct sur le a&ehement de calcium par RyR1.
En effet, I'expression de ce mutant semble augmdatejuantité de calcium libérée par
rapport aux cellules controles (Figure P5, WT).dautraire dans les cellules KO-triadine, le

mutant CLIMP-MT(-) ne semble pas avoir d’effet firelachement de calcium par RyR1.

WT KO-triadine
4- 4-
- o e Ctrl % o Ctrl
PN ® CLIMP-MT(-) = 34 n.s ©  CLIMP-MT(-)
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24 3
e
B
Ly c
o
Ok T, § .
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Figure P5 : CLIMP-63 semble impliquée dans la réguaition des relachements de calcium.
Des myoblastes de souris WT et KO-triadine onttetBsduits avec DsRed2ERt(l, rouge),

ou avec CLIMP-MT(-) (ert). Les myoblastes ont ensuite été différenciés aend jours.
Les cellules sont chargées avec une sonde calEigod et stimulées avec du 4-CMC 500 pM.
La stimulation induit un relachement de calcium @ei traduit par une augmentation de
fluorescence mesurée au microscopd?<0.01, n.s=non significatif, test d’anova. Les barr

d’erreurs sont des s.e.m.ret89 a 110 myotubes mesurés, dans deux expériencespaque
condition

Au vu de ces résultats, on peut émettre la premigeothese que les effets
fonctionnels de CLIMP-63 a la triade sont dépensldetla présence de la triadine (Figure P5,
KO-triadine).
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Toujours au vu de ces résultats, la propriété déVIBL63 a lier les microtubules
semble impliquée dans la régulation des relachesrdmtalcium et cet effet est dépendant de
la présence de la triadine. L'abolition du lien@elMP-63 avec les microtubules provoque
une augmentation des relachements de calcium. letoabules semblent avoir un réle
précis au niveau de la triade. En effet, ces egpées d’'imagerie calcique suggerent que les
microtubules autour des triades régulent négatiméres relachements de calcium liés au
RyR. On peut imaginer plusieurs hypothéses pouligagr ce mécanisme :

i) Les microtubules constitueraient une ‘gene’igié directe sur le RyR. L'arrivée
d’'un potentiel d’action au niveau du tubule-T aetRyR. Le RyR libere alors du calcium en
réponse de l'arrivé de l'influx nerveux. C’est leuplage excitation -contraction. On sait qu’'a
faible contraction, le calcium cytoplasmique peativer le RyR. Au contraire, une forte
concentration de calcium cytoplasmique inhibe leRRy.’encombrement stérique des
microtubules au niveau de la triade pourrait réglligspace disponible pour le calcium libre
augmentant ainsi la concentration locale de calaiytoplasmique ce qui inhiberait le RyR.
Nous pouvons eémettre I'hnypothése qu’en présencawtant CLIMP-MT(-), les microtubules
seraient moins présents a la triade, I'espace disf@pour le calcium libre augmenterait et il
faudrait donc une libération de calcium plus imaoté pour atteindre I'inhibition de RyR1 et

I'arrét du relachement de calcium.

i) Les microtubules pourraient contenir les motifisassociation avec d’autres
effecteurs protéiques qui réguleraient RyR1. Daescas, les microtubules réguleraient
indirectement les libérations de calcium via cefeatéurs. L'absence des microtubules

entrainerait aussi I'absence de ces protéinesraate.

iii) Les microtubules sont des voies préférentgelpour le transport intracellulaires.
Par exemple, RyR1 est une protéine qui possedepigssites potentiels de phosphorylation
dans sa partie cytoplasmique. RyR est phosphorpliie la PKA et la conséquence
fonctionnelle résulte en lactivation du canal RyRkkiken et al, 2003 Dans le cceur,
I'nyperphosphorylation de RyR2 par la PKA conduitiés arythmies cardiaqu@gidivia, 2012;
vano et al., 2006) L& voie de signalisation de la phosphorylationRy&R1 pourrait impliquer le
réseau de microtubules. Dans le cas présent, le®tobules pourraient ainsi indirectement
réguler la fonction de RyR1 via des kinases/phassies.
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Figure P6 : Hypothése de travail = Le r6le des miatubules sur les relachements de calcium liées a RY.
Les points i, ii et iii sont décrits dans le codstexte.
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La souris KO-MSK-ind-CLIMP-63

Le mutant CLIMP-MT(-) est un bon modele d’étude pétudier les effets du lien
entre CLIMP-63 et les microtubules. Néanmoins, agamt ne pourra jamais replacer une

extinction de I'expression de CLIMP-63.

D’autres modéles comme une souris KO pour le gen€ldMP-63 serait un bon
modele d’étude. Cependant a cette date, aucunes soualidée pour le gene de CLIMP-63
n'a été publiée. CLIMP-63 est une protéine ubiqretamportante pour la structuration du
reticulum, la délétion de cette protéine pourraitpas étre compatible avec la vie. Pour palier
a ce probléme, nous pourrions envisager de corestunie souris avec mutagenese somatique
conditionnelle et spécifique au muscle squelettiqtréer une souris cre/lox inductible pour
supprimer le gene CLIMP-63 est une solution. Avettec souris, on pourrait définir une
relation expression/fonction de CLIMP-63 dans lesaobde. Ce modele devrait permettre
d’étudier l'effet de la suppression de CLIMP-63,0ué apportera sans doute une meilleure
compréhension du rdle de cette protéine dans leclmust plus spécifiqguement dans
’lhoméostasie calcique et de son implication danBbération de calcium ainsi que dans la
formation du compartiment dans laquelle elle egriexée. Des cultures primaires de cellules
satellites provenant cette sourd€O-MSK-ind-CLIMP-63 pourraient étre utilisées pour
caractériser le comportement des cellules museslaans CLIMP-63 ou avec une diminution
progressive de l'expression de CLIMP-63. Elles patraient de tester l'implication de
CLIMP-63 dans la différenciation des myoblastesmgotubes, dans la migration ou la fusion
des myoblastes, la migration des noyaux durantyagenése ou la formation des triades.
La re-introduction de CLIMP-63 dans les cellule®-MSK-ind-CLIMP-63avec des virus
permettrait de tester le ‘sauvetage’ de I'exprassie CLIMP-63 et ainsi définir correctement
la relation expression/fonction de CLIMP-63 dans reuscle squelettique. Enfin, la
microscopie électronique apporterait des réponseke s6le structurant de CLIMP-63 dans le
muscle. Par exemple, est ce que la dilatation diesnes de RS est dépendante de
'expression de CLIMP-63 ? Nous avons effectivemamis I'hypothése que CLIMP-63 est
la protéine capable de stabiliser la dilatation ciesrnes terminales de RS. La dimérisation
‘téte beche’ de la protéine provoquerait la stabtlon des citernes dans les souris WT
(Figure P7, WT). Ce role de CLIMP-63 a déja etéritiéans les cellules COS+#hivata et al.,

2010)
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Nous avons observé que dans les souris KO-triadiheKO-calséquestrine 1,
les citernes terminales de RS sont aplaties avedauminution respective de 60% et 50% de
'espace luminakoddoux et al., 2009: Paolini et al, 200ANOUS pensons que CLIMP-63 pourrait étre
responsable de ce phénomene. En effet, dans le $0Qrtriadine, I'absence de la triadine
entrainerait une diminution de CLIMP-63 (Figure R4@ette diminution de CLIMP-63 a la
triade affecterait la largeur de la lumiére desrogs terminales, ce qui expliquerait
indirectement la diminution de I'expression de I8@. Les niveaux d’expression de la
triadine et de la CSQ semblent interdépendants.efiet, dans la souris KO-triadine,
I'expression de CSQ1 diminue d’environ 7%3@doux et al, 2009)NOuUs avons émis I'hypothese
gu’en absence de triadine, la baisse de CLIMP-6®@lgioait a une réduction du volume des

citernes terminales, réduisant ainsi I'espace digpe pour la CSQ (Figure P7, KO-triadine).

A l'inverse, dans la souris KO-CSQ1, I'expressianld triadine semblerait diminuer
(Paolini et al., 2007 Dans la souris KO-CSQ2, la diminution de I'exgiens de la triadine est
quantifiée a environ 70%nolimann et al., 2006) L’ €xpression des deux protéines semble liée. Pour
expliquer les citernes aplaties dans la souris KKQC, la diminution de CLIMP-63 serait un

effet indirect. En absence de CSQ, la réductioladeadine induirait ainsi une diminution de

'expression de CLIMP-63, ce qui conduirait a uréduction du volume des citernes
terminales de RS (Figure P7, KO-CSQ).

' RyR I CLIMP-63 gTrisk95 o €sQ

Figure P7 : Hypothése de travail = La dilatation de citernes terminales de RS
dans la souris WT, KO-tradine et KO-CSQ1
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Quels sont les mécanismes qui permettent de structurer le
RS ?

Dans les cellules, la forme du reticulum est ineéigable a sa ou ses fonction(s)
comme cela a été montré dans les neur@Bsang et al, 2012)Dans les cellules musculaires, le
RS permet le stockage du calcium. Le RS peut ayiése a sa morphologie unique étre le
lieu de la libération de calcium pour le couplageit@tion-contraction. La structure générale
du RS est cruciale pour ces fonctions qui sontestaour le bon fonctionnement du muscle.
En effet, des altérations de la forme du RS diUabskEnce des protéines du complexe de

relachement du calcium nuisent au couplage exaitatontractionio et al., 2001; Oddoux et al., 2009;

Paolini et al., 2007)

CLIMP-63 est une protéine nécessaire pour maintéegpace luminal dans le
reticulum. En découvrant que CLIMP-63 est localiseniveau des triades via la triadine,
cette étude nous permis d’identifier la premieretgine impliquée dans la structuration du
reticulum dans le muscle. Dans le RE, quand CLINBRe& absente, les feuillets de reticulum
persistent mais I'espace intraluminal est altérEIMP-63 n’est donc pas requise pour la
formation des feuillets de reticulum, mais est dégpour se dimeriser et ainsi réguler la
dimension luminales des feuillets (Figure Rfjata et ai, 2010)Dans le muscle squelettique,
nous avons donc émis I'hypothése que CLIMP-63 @itumaintenir la dilatation de la
lumiere des citernes terminales de RS (cf chafiaesouris KO-MSK-ind-CLIMP-63).

Figure P8: Schéma des protéines participant a la
formation de RE. En haut, les protéines du réticulon
(orange) permettent la formation des tubules etlé¢si de
RE en courbant les membranes. En bas, CLIMP-63i)ble
se dimerise ‘téte béche’ pour stabiliser la lumighe
S— reticulum.D’aprés (Shibata et al., 2009)

Y —J';"f .-JIII'»A v

Cependant CLIMP-63 n’est pas décrite comme la pretgouvant former les feuillets
ou les tubules de reticuluhipata et al, 2010)CLIMP-63 semble seulement étre la protéine qui
stabilise ces structures. Dans le RE, ce sontrtgipes du réticulon qui sont responsables de
la formation des tubules et des feuillets de rétimu(Figure P8). Mais quels sont les réles des
protéines du réticulon dans le muscle squeletttjiiste-t-il une localisation précise pour

ces protéines qui sont d’'une importance primordiales les cellules COS-7 ?
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Figure P9 : Les protéines du réticulon se localisentre les triades et la bande Z(A) Dans des fibres
dissociées (EDL) de muscle de souris WT et KO-tniedla localisation des protéines du réticulon
(Rtn4/NogoA, vert), de RyR1 (rouge) et de-#ctinine (gris) a été mise en évidence par mamjuag
immunofluorescent R) L'intensité de fluorescence en fonction de ldatise a été mesurée sur six triades
successives pour chaque condition.
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Pour répondre a ces questions, des immunomarqudgeLIMP-63, RyR1,
Rtn4/NogoA eta-actinine ont été réalisés dans des fibres museslalissociée&xtensor
digitorum longus(EDL) de souris (Figure P9A). Les triades qui somarquées par un
anticorps anti-RyR1 (en rouge), présentent un patstrié en double rangées de points
transversales a I'axe de la fibre. d-actinine (en gris) est présente an niveau de hada.
Rtn4/NogoA (en vert) présente également un marqaagagés en stries, qui s’'aligne entre
les doubles rangées de triades. La superpositism@dequages montre que les protéines du
réticulon (Rtn4/NogoA) ne colocalisent ni avec [@®téines de la bande Z, ni avec les
protéines de la triade (Figure P9B). Les protétheséticulon semblent se localiser au niveau
de la jonction entre la bande Z et les citernemitales de RS. De plus, dans la souris
KO-triadine, la localisation de Rtn4/NogoA ne seenphs étre modifiée (Figure P9B) par
rapport aux souris WT. Les protéines Rtn4/NogoAldent étre localisées sur la ligne Z, au

niveau de la transition entre les citernes ternemeat le RS longitudinal (Figure P10).

VRyR1 g Trisk 95 }cuur-ss

@ DHPR () CSQ  JtRind/NogoA

Figure P10 : Modele de travail = Les protéines duéticulon semblent localisées entre les triades et bande
Z. Une triade est représentée avec ses domainedigpési: les citernes terminales (RS CT) et le &gjitudinal
(RS long.). Les protéines du CRC sont visibles aRgR1 (noir), la calséquestrine (CSQ, vert clda)triadine
(Trisk 95, rouge) et CLIMP-63 et Rtna4/NogoA saggpectivement en vert et en étoiles jaunes.
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Comme dans les cellules COS-7, les protéines dculén et la protéine CLIMP-63
semblent avoir des localisations différentes etifip@ies. CLIMP-63 semble se localiser au
niveau des dilatations de reticulum et les protoheréticulon au niveau des régions avec des
courbures. En effet, les protéines du réticuloriosalisent généralement dans des régions
avec de hautes courbures de membraR@Sva et a., 2007 L€ RS est composé d'un RS
jonctionnel (les citernes terminales) et d'un R&gitudinal. La localisation et la fonction de
chacun de ces sous domaines est différente. LoiR$gnnel est situé au niveau des triades
et forme des dilatations de reticulum qui entourk® tubules-Togata and Yamasaki, 1997)
Le RS longitudinal est présent sous forme de tgiiass le long des myofibrilles qui relient
deux citernes terminales. On peut émettre I'hnypehgu’il existe une population spécifique
de protéines qui permettent de déterminer la fadmees deux sous-compartimeridtudier
les protéines du réticulon permettra, je pensaensix comprendre la forme d’'un des deux
sous-compartiments. L'utilisation de siRNA ou derRBIA dirigés contre les protéines du
réticulon, ou la microscopie électronique perméttde mieux comprendre la fonction au

niveau du muscle squelettique de ces protéines.

En parallele, il faudrait étudier les protéines gant décrites comme structurantes
pour le reticulum. En effet aucune protéine strarite n'est connue pour étre localisée au
niveau du RS longitudinal. Nous pouvons émettrgpdihése que la structure bien précise du
RS longitudinal pourrait étre formée et stabilip@e certaines protéines spécifiques capables
de déformer le reticulum. Des protéines comme DB@LY, les protéines REEP, I'atlastine
ou la spastine seraient des pistes potentielles gmir un réle au niveau des membranes du
RS longitudinal. En effet, certaines de ces pre®isont déja impliquées dans des maladies

musculaires.

L’identification et la caractérisation de nouvellggotéines dans les cellules
musculaires permettraient a la fois de mieux comines le fonctionnement du muscle normal
et également le muscle pathologique. L’ensembleddesées que jai obtenues et celles en
cours pourront je l'espére, permettre de comprertneplication de nouveaux geénes

identifiés dans les myopathies.
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Summary

The terminal cisternae represent one of the functional domains of the skeletal muscle sarcoplasmic reticulum (SR). They are closely
apposed to plasma membrane invaginations, the T-tubules, with which they form structures called triads. In triads, the physical
interaction between the T-tubule-anchored voltage-sensing channel DHPR and the SR calcium channel RyR1 is essential because it
allows the depolarization-induced calcium release that triggers muscle contraction. This interaction between DHPR and RyR1 is based
on the peculiar membrane structures of both T-tubules and SR terminal cisternac. However, little is known about the molecular
mechanisms governing the formation of SR terminal cisternae. We have previously shown that ablation of triadins, a family of SR
transmembrane proteins that interact with RyR1, induced skeletal muscle weakness in knockout mice as well as a modification of the
shape of triads. Here we explore the intrinsic molecular properties of the longest triadin isoform Trisk 95. We show that when
ectopically expressed, Trisk 95 can modulate reticulum membrane morphology. The membrane deformations induced by Trisk 95 are
accompanied by modifications of the microtubule network organization. We show that multimerization of Trisk 95 by disulfide bridges,
together with interaction with microtubules, are responsible for the ability of Trisk 95 to structure reticulum membrane. When domains
responsible for these molecular properties are deleted, anchoring of Trisk 95 to the triads in muscle cells is strongly decreased,

suggesting that oligomers of Trisk 95 and microtubules contribute to the organization of the SR terminal cisternae in a triad.

Key words: Triadin, Muscle, Reticulum, Calcium release, Triad, Microtubule

Introduction

Skeletal muscle contraction is achieved when an efficient
depolarization of the sarcolemma triggers massive calcium
efflux out of the sarcoplasmic reticulum (SR). This process
called excitation-contraction (E-C) coupling relies on the
physical interaction between two calcium channels that are
anchored in different membrane compartments of the muscle cell
(Block et al., 1994; Marty et al., 1994). The dihydropyridine
receptor (DHPR) is present in invaginations of the plasma
membrane, called transverse tubules (T-tubules), and the
ryanodine receptor (RyR1) is located in cisternae of SR closely
apposed to T-tubules. This unique membrane system, composed
of two SR cisternae apposed to one T-Tubule, is called a triad and
forms the basal structural unit responsible for E-C coupling
(Flucher, 1992). Triads are evenly distributed along skeletal
muscle cell longitudinal axis, and precisely localized in regard of
each A-I transitions in sarcomeres. Numerous studies have
highlighted the very high degree of organization of triad
membranes that allows the physical interaction between the
DHPR and RyR1 (Flucher and Franzini-Armstrong, 1996). It is
therefore not surprising that deletion of several proteins of the SR
cisternae induces modifications of the morphology of the triad

that are associated to muscle cell dysfunction. For instance, mice
knocked-out for junctophilin-1, a protein bridging SR to the
plasma membrane, die at birth from feeding default and show
reduced and disorganized triads in skeletal muscle (Ito et al.,
2001). Ablation of the calsequestrin-1 protein, which binds
calcium inside SR cisternae lumen, also impairs muscle function
and induces modifications of the structure and composition of
triads (Paolini et al., 2007). Although the specific structure of the
triad membranes seems essential to sustain E-C coupling, the
molecular determinants of SR cisternae morphology inside a triad
are still largely unknown. A number of proteins associated with
RyR1 in a macromolecular complex, the calcium release
complex (CRC), have been shown to participate in the E-C
coupling process, and could be candidates as molecular
determinants of the shape of SR cisternae. The transmembrane
Trisk 95 protein is one of these candidates.

Trisk 95 is one of the isoforms arising from alternative splicing
of the TRDN gene (Thevenon et al., 2003). It is specifically
expressed in striated muscle and exclusively localized at the triad
(Brandt et al., 1990; Kim et al., 1990). The four triadin isoforms
so far described are type II transmembrane proteins of different
molecular mass (from 95 to 32 kDa) that share a common
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cytosolic N-terminus and a single transmembrane domain. Their
respective intra-luminal parts diverge by their lengths and by
their last C-terminal amino acids. All the experiments based on
modifications of the expression level of triadins have not allowed
a clear view of their role in the calcium release process. When
Trisk 95 was overexpressed in primary cultures of rat skeletal
myotubes using adenovirus gene transfer, it resulted in a blocking
of the depolarization-induced calcium release (Rezgui et al.,
2005). A reduction of triadin expression by siRNAs in C2C12
myotubes resulted also in a partial inhibition of the
depolarization-induced calcium release (Wang et al., 2009).
Mice knocked-out for the triadin gene exhibited a reduced
amount of stored calcium in muscle SR as well as a reduction in
the depolarization-induced calcium release (Shen et al., 2007),
associated with a marked reduction in muscle strength (Oddoux
et al., 2009). Hence, in all these experiments, both an increased
and a decreased expression of Trisk 95 resulted in similar
observations, limiting interpretations on the real role of triadin in
the E-C coupling.

We have observed by electron microscopy significant structural
deformations of the triads in skeletal muscles of triadin KO mice
(Oddoux et al., 2009). Therefore, we raised the hypothesis that
Trisk 95 could play a role on the membrane structure of SR
terminal cisternae in triads. To study the intrinsic properties of the
Trisk 95 molecule regarding reticulum membranes, we have
investigated its behavior after expression in a cell model devoid
of muscle proteins. Our work shows that Trisk 95 expression in
COS-7 cells induces a striking deformation of the endoplasmic
reticulum (ER), together with modifications of the microtubule
network morphology and dynamics. We have characterized the
functional domains of Trisk 95 responsible for these phenotypes,
and altogether our data suggest that triadin is involved in
regulating the morphology of the SR membrane at the triad.

A normal ER

large sheets

Results

Expression of Trisk 95 in COS-7 cells leads to ER
membrane deformation

To investigate the properties of triadin regarding reticulum
membranes, Trisk 95 was expressed in cultured COS-7 cells. In
transfected cells, Trisk 95 staining showed three types of
phenotype: (1) limited perinuclear sheets together with
peripheral reticulated tubes, typical for ER (Fig. 1A, ‘normal
ER’); (2) sheets of membranes expanding to the cell periphery
(Fig. 1A, ‘large sheets’), and (3) rope-like structures emerging
from perinuclear sheets that can be large or extremely compacted
(Fig. 1A, ‘ropes’, arrowheads). Trisk 95 labeling colocalised with
the endogenous ER marker calnexin, even when cells show the
most dramatic phenotype (Fig. 1C), demonstrating that Trisk 95
expressed in COS-7 localizes in the ER and can induce ER
membrane deformations. The apparition of ER rope-like
structures correlated with an increase in the relative expression
levels of Trisk 95 in cells (Fig. 1B), indicating that accumulation
of Trisk 95 can modify reticulum membrane morphology. Such a
phenotype has already been described for proteins known to
regulate ER morphology (Klopfenstein et al., 1998; Park et al.,
2010). To better characterize the reorganization of ER
membranes observed after Trisk 95 expression, immuno-
electron microscopy was performed on COS-7 cells expressing
Trisk 95 fused to GFP (T95-GFP). The addition of GFP did not
modify the ability of Trisk 95 to deform ER as detected by
confocal microscopy (supplementary material Figs S2, S3,
control). In immuno-electron microscopy, gold particles
labeling T95-GFP were concentrated on narrow tubules
delimitated by a lipid bilayer (Fig. 1D, arrowheads). These
tubules show a striking reduction in diameter (39.4=0.27 nm)
when compared to rough ER normal tubule diameter
(63.52%2.19 nm) measured on untransfected cells.
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Fig. 1. Trisk 95 localizes in the ER and induces ER malformation. Trisk 95 was expressed in COS-7 cells for 28 hours before cell fixation and
permeabilization. (A) Cells were stained with an antibody against the C-terminus of Trisk 95. Three patterns of Trisk 95 staining could be observed: a reticular
pattern resembling normal ER, large sheets, and ropes (arrowheads). Scale bar: 20 um. (B) Quantification of the mean fluorescence intensity for cells exhibiting
each pattern. ***P<<0.001, ¢-test comparisons of ‘large sheets’ (n=20 cells) or ‘ropes’ (n=13 cells) phenotype vs ‘normal ER’ (n=12 cells) phenotype. Error bars
are s.e.m. (C) Cells expressing Trisk 95 were co-stained with antibodies against Trisk 95 (T95, green) and calnexin (red). Calnexin colocalized with Trisk 95,
showing that ropes and sheets were ER compartments. Scale bar: 20 um. (D) Electron microscopy image of a COS-7 cell expressing Trisk-95-GFP and labeled
with immunogold. Membrane tubules with a narrow and regular diameter are labeled with the gold particles (arrowheads). Scale bar: 200 nm.
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These data indicate that accumulation of Trisk 95 in the ER of
non-muscle cells leads to drastic modifications of the ER
membrane structure, especially tubular deformations referred to
as ‘rope-like structures’. Such ER rope-like structures have
already been observed in association with a reorganization of the
microtubule network (Vedrenne and Hauri, 2006). We have
therefore investigated microtubules in Trisk-95-expressing cells.

Trisk-95-induced ER deformation is associated with a
disorganization of the microtubule network

Trisk 95 transfected cells were co-labeled with anti-tubulin
antibodies, and confocal images showed that rope-like structures
positive for Trisk 95 co-aligned with microtubules (Fig. 2A). In
transfected cells, microtubules appeared disorganized and
bundled, with a loss of their normal radial pattern (Fig. 2B,

arrowheads; quantification in Fig. 2C). To demonstrate
microtubule bundling, we used correlative microscopy: cells
transfected with T95-GFP were selected under a confocal
microscope thanks to a carbon grid coated coverslip, and next
analyzed by electron microscopy after appropriate fixation.
Fig. 2G shows that microtubules observed in electron
microscopy are clearly associated in bundles (arrowheads) in
cells expressing T95-GFP. Bundling of microtubules is generally
associated with a modification of the overall microtubule
dynamics. This was tested by measuring the susceptibility of
microtubules to the depolymerizing drug nocodazole in Trisk-95-
expressing cells (Fig. 2D). In untransfected cells, only a few
microtubules resisted a 30 minute nocodazole treatment (arrow).
In contrast, bundled microtubules associated with Trisk-95-
induced rope-like structures were not affected by the drug,

merged—

Disorganized, bundled MTs
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0 5 10 15 20 25 30
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1 '_:?P'H .
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Fig. 2. ER ropes induced by Trisk 95 disorganize and stabilize microtubules. Trisk 95 was expressed in COS-7 cells. (A,B,D) Cells were co-stained with
antibodies against Trisk 95 (T95, green) and B-tubulin (red). Scale bars: 20 um. (A) ER ropes induced by Trisk 95 expression colocalize with microtubules (see
zooms in insets). (B) Cells expressing Trisk 95 show disorganization and bundling of microtubules (arrows), which is not the case in non-expressing cells
(arrowheads). (C) Quantification of cells with disorganized microtubules, in non-transfected (control) cells and in T95-expressing cells. **P<<0.01, z-test
comparisons of T95-transfected cells vs control. Error bars are s.e.m.; n=3 experiments. (D) After 28 hours of Trisk 95 expression, cells were treated with
nocodazole and then lysed. In T95-expressing cells, most microtubules resisted nocodazole treatment, whereas in non-transfected cells, only a few microtubules
remained (arrow). (E) Quantification of cells exhibiting a large array of stable microtubules, in non-transfected (control) cells and in T95-expressing cells.

*P<0.05, t-test and error bars as in C. (F) Cells were co-stained with antibodie:

s against Trisk 95 (green) and acetylated tubulin (red). In non-transfected cells, only

a few microtubules were acetylated (arrow), whereas T95-transfected cells exhibited massive acetylation of microtubules. Scale bar: 20 um. (G) COS-7 cells
expressing T95-GFP were processed for correlative electron microscopy to visualize microtubules. Microtubules were often found as bundles (arrowheads) in the

cytosol of these cells. Scale bar: 200 nm.



[
&}
c
Q2
o
wn
©
&)
—
o
©
c
P —-—
S
o
1o

3446 Journal of Cell Science 125 (14)

indicating they have a slower turnover (quantification in
Fig. 2E). To confirm this alteration in the microtubule
dynamics, we used an antibody specific for acetylated-tubulin,
a post-translationally modified form of tubulin that is present
preferentially in stabilized microtubules. Fig. 2F shows that
bundles of microtubules generated by Trisk 95 expression are
extensively labeled by the anti-acetylated tubulin antibody. In
untransfected cells, only a subset of the microtubule network is
labeled (arrow). These results demonstrate that expression of
Trisk 95 in COS-7 cells modifies microtubule network
organization as well as microtubule dynamics.

Trisk 95 interacts with microtubules

Deformations of ER membranes into rope-like structures that are
aligned along bundled microtubules are the hallmarks of proteins
that can bridge both organelles. Two proteins described as
directly regulating ER membrane morphology, Climp-63 and
REEPI1, also interact with microtubules (Klopfenstein et al.,
1998; Park et al., 2010). Both proteins, when overexpressed in
COS cells, lead to the same phenotype as that observed for Trisk
95. We therefore tested whether Trisk 95 could also interact with
microtubules using a co-sedimentation assay (Fig. 3A). HEK293
cells showed rope-like structures when transfected with Trisk 95
(supplementary material Fig. S1) and were used to obtain large
amounts of Trisk-95-enriched lysates (Fig. 3A, lane L). Trisk-95-
enriched lysates were incubated with purified tubulin in
conditions allowing the polymerization of microtubules, which
were then sedimented by centrifugation trough a glycerol
cushion. In the resulting pellet (P1), microtubule-associated
proteins  were discriminated from aggregates by a
depolymerization step of the microtubules: proteins interacting
with microtubules were released together with free tubulin (lane
MT) whereas aggregates were pelleted by a second centrifugation
(lane P2). Fig. 3A shows that Trisk 95 was present in the P2
fraction after this co-sedimentation assay, suggesting that it
aggregated. This aggregation of the protein hindered the
detection of any potential interaction with microtubules.
Previous work in skeletal muscles had underlined that Trisk 95
was able to form large multimeric complexes, probably mediated
by disulfide bridges (Froemming et al., 1999). To disrupt these
complexes that could account for Trisk 95 sedimentation in the
P2 pellet, we generated a mutant form of Trisk 95 where both
cysteines of the molecule were replaced by alanines (Trisk 95
2C>A). Fig. 3B shows that indeed mutation of both cysteines of
Trisk 95 to alanines is sufficient to abolish multimerization of the
protein, as observed by non-denaturing electrophoresis (compare
lanes 1 and 4). The Trisk 95 2C>A mutant was therefore used in
a microtubule co-sedimentation assay (Fig. 3C), and a significant
proportion of the Trisk 95 2C>A protein was found co-
sedimenting with the microtubules (MT fraction). This
indicated that Trisk 95, which is a transmembrane ER protein,
could interact with the microtubules, suggesting that the
formation of rope-like structures might rely on the microtubule
network. We next investigated the effect of microtubule-
stabilizing and -depolymerizing agents on the formation of ER
rope-like structures. When COS-7 cells transfected with Trisk 95
were treated with Taxol, rope-like structures appeared rigidified,
following exactly the microtubule pattern induced by the
stabilizing agent (supplementary material Fig. S2). Moreover,
we also showed that rope-like structures disappeared after a
2 h incubation time with nocodazole (supplementary material

MT P2 MT P2
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Fig. 3. Trisk 95 can bind microtubules when devoid from its two cysteine
residues that mediate oligomerization. Wild-type Trisk 95 (T95) or Trisk 95
mutated on one (C270A or C649A mutant) or both luminal cysteines (mutant
2C>A), were expressed in HEK293 cells before cell lysis. (A,C) Lysates (L)
were processed for microtubule co-sedimentation assay: they were incubated at
37°C with tubulin, GTP and Taxol to induce microtubule polymerization, and
centrifuged on a glycerol cushion to separate the supernatant not associated
with microtubules (S) from the microtubule pellet (P1). Microtubules in this
pellet were depolymerized and centrifuged again to separate true microtubule
fraction (MT) from a pellet of protein complexes or aggregates (P2). Fractions
were processed for SDS-PAGE and western blotting with antibodies against
Trisk 95 (top panels) and B-tubulin (bottom panels). Trisk 95 is in the P2
fraction, showing that it either aggregates or forms protein complexes, whereas
the 2C>A mutant is mostly present in the MT fraction, associated with
microtubules. (B) Cysteines 270 and 649 mediate oligomerization of Trisk 95.
Cell lysates were processed for SDS-PAGE either with non denaturing or
denaturing sample buffers (with or without mercaptoethanol), followed by
western blotting with an antibody against Trisk 95. In non-denaturing
conditions, a monomeric form of 95 kDa (>), a dimeric form of about 200 kDa
(>>) and multimeric forms (>>>>>>) of Trisk 95 were visible (lane 1). For
the 2C>A double mutant, only the monomeric form is present (lane 4). The
monomeric form was present in both C270A and C649A simple mutants, but
the dimeric form was visible only for the C270A mutant (lane 2) whereas the
C649A mutant might form a hetero-oligomer with an unknown partner (band
above 250 kDa, lane 3).

Fig. S3). Thus, reticulum membranes deformed by Trisk 95
expression follow microtubule tracks, and require an intact
microtubule network to be maintained.

Altogether, our data show that Trisk 95 is able to (1) intensively
modify ER membrane shape; (2) align these membranes onto
microtubules; and (3) interact with microtubules. These features
are characteristic of proteins recently described as regulators of
reticulum membrane structure (Park and Blackstone, 2010) and to
further investigate the molecular properties of Trisk 95, we
searched for domains of the molecule responsible for ER and
microtubule array deformation.

The luminal domain of Trisk 95 is responsible for ER and
microtubule deformations

Trisk 95 has been described as a single pass transmembrane
protein, with a long C-terminal luminal domain and a short N-
terminal part facing the cytosol (Marty et al., 1995). Truncated
versions of Trisk 95 were generated by deleting either the
cytosolic part of the molecule (Fig. 4A, T95AN), or the luminal
part starting from residue 114 (Fig. 4A, Tmini). Each of these
constructs was expressed in COS-7 cells, and transfected cells
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Fig. 4. The luminal part of Trisk 95 is responsible of ER deformation and microtubule stabilization. (A) COS-7 cells were transfected with Trisk 95 (T95) or
with constructs of Trisk 95 deleted either for its 43 N-terminal residues (T9SAN) or for most of its luminal part (Tmini). Sequences of Trisk 95 corresponding to
the transmembrane domain (black box, aa 46—66), to the KEKE domain (aa 210-224) and to a coiled-coil domain (CC, aa 306-341) are depicted. After

transfection, cells were either directly stained with an antibody against Trisk 95 to quantify the number of transfected cells exhibiting ER rope-like structures, or
treated with nocodazole as in Fig. 2D to quantify the number of transfected cells showing microtubules stable to nocodazole. Quantifications were also performed
on non-transfected cells (control). *P<<0.05, **P<<0.01, ***P<0.001, #-test comparisons of T9SAN or Tmini-transfected cells vs T95-transfected cells. Error bars
are s.e.m., n=3 experiments. (B) Tmini mutant was processed for microtubule co-sedimentation assay as in Fig. 3. Tmini remains in the supernatant (S) fraction,

showing that it does not bind microtubules.

exhibiting ER rope-like structures or microtubule stability after
nocodazole treatment were quantified (Fig. 4A). Compared to
wild-type Trisk 95, expression of the T9SAN mutant increased
drastically the number of cells with rope-like structures (from
16.5 to 72.5% of transfected cells), and with stable microtubules
(from 20.7 to 81.7%). On the contrary, the Tmini construct did
not induce any rope-like structure and had no impact on
microtubule stability when compared to control cells (Fig. 4A).
These results suggest that the luminal domain of Trisk 95 is
required to generate ER and microtubule deformations.
Moreover, deletion of the N-terminal part of Trisk 95 does not
abolish the microtubule stabilization phenotype, suggesting that
the N-terminus of Trisk 95, although facing the cytosol, is not
directly interacting with the microtubule network. To confirm
this, we used lysates of HEK293 cells expressing Tmini in the
microtubule co-sedimentation assay. Fig. 4B shows that Tmini is
not present in the microtubule fraction, and remains in the
supernatant (S) after the first centrifugation, confirming that
Trisk 95 does not interact with microtubules via its N-terminal
domain, but rather through its C-terminal domain. Because Trisk
95 C-terminal domain is inside the luminal space of the ER, its
interaction with microtubules must be indirect.

These experiments show that the luminal domain of Trisk 95
contains the motives responsible for its molecular properties.
They also show that the deletion of the cytosolic part of Trisk 95
strongly enhances the occurrence of rope-like structures, as well
as the stabilization of microtubules, suggesting that the cytosolic
N-terminal part of Trisk 95 plays a regulatory role in the
phenotypes we observe. We next dissected the lumenal part of
Trisk 95 to define regions responsible for the properties of the
molecule.

Two cysteines and a coiled-coil motif are responsible for
molecular properties of Trisk 95

We have demonstrated that cysteine disulfide bridging is
responsible for the formation of large multimeric complexes of
Trisk 95 (Fig. 3B). Such platforms of molecules could modify the
morphology of ER membranes in COS-7 cells. To investigate this
hypothesis, we monitored ER morphology after expression of

single cysteine mutants of Trisk 95, that could only make dimers
(as shown in Fig. 3B, lanes 2 and 3), or double cysteine mutant,
that is monomeric (Fig. 3B, lane 4). Fig. 5A shows that single
cysteine mutant (C270A or C649A) expression induced a
diminution of 50% of rope-like structure occurrence compared
to wild-type Trisk 95, indicating that dimers of Trisk 95 are less
prone to induce membrane deformations. Accordingly, the
expression of the double cysteine mutant (2C>A) induced a
supplemental 50% drop in the number of cells showing ER
deformation. However, the localization of the 2C>A mutant was
modified: instead of a unique intracellular reticulum staining, as
observed for Trisk 95 C270A and C649A, we noticed that the
2C>A mutant also exhibited a plasma membrane labeling. By
immunofluorescence studies, we showed that the 2C>A mutant
can be detected on cells fixed without permeabilization with an
antibody directed against the C-terminal part of the protein
(Fig. 5B), which is not the case for wild-type Trisk 95. After
permeabilization of the cells, both proteins are recognized with
an antibody against the N-terminus of the molecule. To further
demonstrate the plasma membrane localization of the 2C>A
mutant, we realized a purification of cell surface proteins after
biotinylation. The panel C of Fig. 5 shows that a significant
proportion of the 2C>A mutant is recovered in the plasma
membrane fraction (Mb, lane 5), in contrast to the WT form of
Trisk 95 (Mb, lane 3).

Single cysteine mutants showed a marked reduction in the
formation of rope-like structures, thus suggesting that
multimerization of Trisk 95 could be responsible for ER
membrane deformation. Mutation of the 2 cysteines residues of
Trisk 95 induces its exit of the ER and may explain partially why
the 2C> A mutant shows much less rope-like structure than wild-
type Trisk 95. However, the 2C>A mutant still present in the ER
was able to induce a few rope-like structures, suggesting that
other sequences of the molecule are also responsible for ER
membrane deformations. We focused on two motives of interest:
(1) a highly charged stretch of lysines and glutamate, called the
KEKE motif (aa 210 to 224) (Realini et al., 1994), that allows
interaction of triadins with RyR1 and calsequestrin (Kobayashi
et al., 2000; Lee et al., 2004) and (2) a putative coiled-coil motif
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(aa 306 to 341) which was detected with COILS and PCOILS
software (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/pcoils). We generated
in-frame deletions of these motives, individually (mutants A114—
264 and A306-341) or together (mutant A114-341), and
expressed them in COS-7 cells. We showed that the deletion of
the small coiled-coil motif (A306-341) was sufficient to induce a
53% reduction (from 16.5% to 7.8% of transfected cells) in the
generation of rope-like structures (Fig. 5D).

Therefore, a putative coiled-coil domain and cysteine residues
are responsible for the ER membrane deformations generated by
Trisk 95. In order to confirm this, we generated a version of Trisk
95 with 2C>A and A306-341 mutations (T95 A306-341
2C>A). As shown in Fig. 5D, this mutant form of Trisk 95
induced ER deformation in as few as 2.1% of transfected COS-7
cells. The effect of each mutation seems therefore additive to the
other, suggesting that ER membrane deformation we observe
may depend on two different mechanisms requiring both coiled-
coil domain and disulfide bridging in Trisk 95.

We thus revealed, using COS-7 cells, domains that could
account for the Trisk 95 molecular properties: indirect interaction
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with the microtubule network and modulation of reticulum
membrane morphology. In the skeletal muscle, these properties
could play a role in the structure and function of SR membrane in
triads. We therefore tested whether triads in muscle cells could
contact the microtubule network, and if Trisk 95 domains could
be involved in the organization of sarcoplasmic reticulum
membranes.

Muscle triads contact some microtubule tracks

In undifferentiated cells, reticulum membranes have been shown
to make local contact points with the microtubule network
(reviewed in Vedrenne and Hauri, 2006). However, in skeletal
muscle, contacts between membranes of the terminal cisternae of
SR and microtubules are poorly characterized. We performed
double immunofluorescent labeling of triads and microtubules in
isolated flexor digitorum brevis muscle of adult mouse (Fig. 6).
Triads labeled by an anti-RyR1 antibody showed characteristic
double rows of dots (Fig. 6, left images). The microtubules
appear both in longitudinal and transversal orientation (Fig. 6,
central images) as already reported (Ralston et al., 1999; Prins
et al., 2009). Overlapping labeling of RyR1 and microtubules can
be detected on the merged image of panel B as yellow dots. At
higher magnification (panel C), triads labeling appear close to
microtubules tracks, with a proportion of dots co-localizing with
microtubules (Fig. 6C, arrowheads). This partial overlap between
the labeling of triads and microtubules thus suggests the
existence of some contact points between SR terminal cisternae
and microtubules in muscles.

Fig. 5. Trisk 95 properties depend on its luminal cysteines and coiled-coil
domain. (A) Wild-type Trisk 95 (T95) or Trisk 95 mutated on one (mutant
C270A or C649A) or both luminal cysteines (mutant 2C>A), were
transfected in COS-7 cells. After immunolabeling with an antibody against
Trisk 95, transfected cells exhibiting ER rope-like deformations were
counted. Sequences of Trisk 95 corresponding to the transmembrane domain
(black box, aa 46—66), to the KEKE domain (aa 210-224) and to a coiled-coil
domain (CC, aa 306-341) are depicted. **P<<0.01, ***P<<0.001, #-test
comparisons of mutants vs T95. Error bars are s.e.m.; n=3 experiments.
(B,C) Mutation of both cysteines partly delocalizes Trisk 95 to the plasma
membrane. (B) COS-7 cells were transfected either with Trisk 95 or with the
double cysteine mutant 2C>A. Cells were fixed without permeabilization and
stained with an antibody against the C-terminus of Trisk 95 (green), showing
that only the 2C>A mutant localized at the plasma membrane. Afterwards,
cells were permeabilized and stained with an antibody against the N-terminus
of Trisk 95 (red) to reveal whole cell staining of wild-type or mutant Trisk 95.
Scale bars: 20 um. (C) COS-7 cells were transfected either with Trisk 95 or
with the mutant 2C>A, and processed for biotinylation of cell surface
proteins. Cells were then lysed (L fraction) and incubated with Streptavidin-
coupled beads to trap biotinylated cell surface proteins (Mb fraction) and
separate them from intracellular proteins (IC fraction). Each fraction was
processed for SDS-PAGE and western blotting, the latter revealed either with
an antibody against Trisk 95 (T95), or with an antibody against plasma
membrane protein Na'/K'-ATPase, or with an antibody against cytosolic
protein B-tubulin (Tub). Mutant 2C>A is present in the plasma membrane
fraction (Mb, lane 5), and the observed increase in molecular mass is due to
the coupling with the crosslinker. (D) Trisk 95 or the indicated deletion
mutants of Trisk 95 were transfected in COS-7 cells and, after
immunolabeling with an antibody against Trisk 95, transfected cells
exhibiting ER rope-like structures were counted. The A306-341 2C>A
mutant is deleted for the coiled-coil domain and mutated on both luminal
cysteines. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ¢-test comparisons of mutants
vs T95. Error bars are s.e.m., n=3 experiments.
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Fig. 6. In muscle cells, triads are often on microtubule tracks. (A) Isolated
FDB muscle fibers were double-stained with an antibody against RyR1 to label
triads (green) and with an antibody against B-tubulin to label microtubules
(red). Each image represented one single confocal plane. (B,C) Zooms of the
images in A. In C, arrowheads point to some of the triads that co-align with
microtubules. Scale bars: 20 um (A), 5 um (B) and 2.5 um (C).

Cysteines and coiled-coil motif are responsible for Trisk 95
anchoring in muscle cell triads

In skeletal muscle, the mechanisms responsible for the exclusive
localization of the proteins of the calcium release complex (CRC)
in the terminal cisternae of the SR are not known. However, we
have previously shown that the assembly of these proteins in
clusters, before triad formation, is accompanied by a strong
decrease in their mobility as measured by FRAP analysis
(Cusimano et al., 2009). Among proteins of the CRC, Trisk 95
shows the most drastic reduction in mobility when reaching the
triadic cluster, suggesting it plays a central role in the formation
of a functional triad. The data presented above show that cysteine
residues and a coiled-coil domain are responsible for Trisk 95
properties in COS-7 cells. Therefore, we tested if mutations of
these domains affected Trisk 95 properties in triads of muscle
cells. We expressed T95-GFP and the mutant A306-341 2C>A
form of Trisk-95-GFP (T95mut-GFP) in cultured rat myotubes.
Both constructs were detected in triads, where they colocalized
with endogenous RyR1 (Fig. 7A,B). Their mobility in the SR
membrane was compared by FRAP analysis performed on the
triad clusters (Fig. 7C,D; supplementary material Fig. S4). The
A306-341 2C>A mutant of T95-GFP exhibited a 90% increase
in mobility compared to the wild-type T95-GFP (39.2+3.3 vs.
20.5+1.6). This result suggests that in muscle cells, cysteine
residues and the coiled-coil domain of Trisk 95 favor the
anchoring of Trisk 95 at the triad.

Discussion

In skeletal muscle, E-C coupling relies on the specific
morphology of the triad membranes, which allows physical
interaction between the DHPR and RyR 1. However, mechanisms
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Fig. 7. In muscle cells, anchoring of Trisk 95 in triadic clusters depends
on luminal cysteins and coiled-coil domain. (A,B) Primary rat myoblasts
were transfected with expression vector for Trisk-95-GFP (T95-GFP in A) or
Trisk 95 A306-341 2C>A (T95mut-GFP in B), and induced to differentiate
for 12 days. Cells were counterstained with an antibody against RyR1. T95-
GFP and T95mut-GFP (green) both colocalize with RyR1 (red) in triadic
clusters. Scale bars: 5 um. (C) Primary rat myoblasts were transfected with
T95-GFP or T95mut-GFP and induced to differentiation as in A and B. FRAP
analysis was performed on single triadic clusters. The relative fluorescence
intensity was calculated after correction of background and loss of
fluorescence with time. On the fluorescence recovery curves, time 0 is the
time of photobleaching. (D) The mobile fraction for each protein was
calculated from fluorescence recovery data. ***P<<0.001, ¢-test comparisons
of T95mut-GFP vs T95-GFP mobile fractions. Error bars are s.e.m.; n=21
clusters analyzed for each of the two proteins.

regulating the shape of SR cisternae closely apposed to plasma
membrane T-tubules in a triad are largely unknown. Deletion of
the DHPR and RyR1, which provide a physical link between SR
cisternae and T-tubule, does not modify the correct organization
of the triad (Flucher et al., 1992; Felder et al., 2002), thus
suggesting that morphology of SR cisternac and T-tubule
membranes are regulated by other factors. At the plasma
membrane, the protein BIN1 regulates the formation of T-
tubules by directly shaping lipid bilayers (Lee et al., 2002), and
when expressed in COS-1 cells, BIN1 induces important plasma
membrane deformations (Nicot et al., 2007). Regarding the
regulation of SR cisternae morphology, mechanisms are less
understood. Junctophilin has been described as a potential link
between SR cisternae and T-tubules (Takeshima et al., 2000), and
as such could be responsible for junctional SR membrane overall
structure (Ito et al., 2001). Nevertheless, other proteins are also
probably involved in the structure of SR membrane. Our results
shed new light on the intrinsic properties of Trisk 95 and on its
potential role in the organization of SR terminal cisternae.

We show that, when ectopically expressed, Trisk 95 modifies
ER morphology, inducing rope-like structures and large ER
sheets. These deformations are a hallmark of the overexpression
of proteins responsible for ER morphology (Vedrenne and Hauri,
2006; Shibata et al., 2009; Park and Blackstone, 2010). Indeed,
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rope-like structures have been first reported after overexpression
of the ER protein Climp-63 (Klopfenstein et al., 1998). Large
reticulum sheets have also been observed in cells with
imbalanced proportions of Climp-63 and proteins of the
reticulon family, which directly regulate the curvature of ER
membranes (Shibata et al., 2010). Interestingly, it was shown that
Climp-63 also interacts with microtubules (Klopfenstein et al.,
1998). More recently, another protein proposed to contribute to
ER shape, REEP1, was also shown to directly interact with
microtubules (Park et al., 2010). Overexpression of these proteins
generates ER membrane deformations, but also increases contact
points between ER and microtubules, inducing a co-alignment
between rope-like structures and microtubules. We demonstrate
here that Trisk 95 expression induces the same phenotype as
these proteins regarding ER and microtubule network
deformations. Furthermore, Trisk 95 can interact with
microtubules, but unlike REEP1 and Climp-63, this interaction
is most probably indirect and mediated by its C-terminal luminal
part. Our data on Trisk 95 seem to recapitulate phenotypes of
proteins involved in the regulation of reticulum membrane
morphology and argue in favor of a structural role for Trisk 95 on
SR membranes at the triad of muscle cells.

Insights on the molecular mechanisms by which Trisk 95 could
play such a role are provided by our exploration of functional
domains of the molecule. We first abolished Trisk 95
oligomerization by mutation of its two cysteines, and this
drastically reduced ER rope-like structure formation. This
reduction could be explained, at least in part, by the
modification of the subcellular localization of the mutated
protein, a portion of which exiting the ER and reaching the
plasma membrane. Interestingly, the morphology of the plasma
membrane appeared normal in these cells after expression of this
monomeric form of Trisk 95. This could mean that Trisk-95-
induced deformations are specific of ER and not of plasma
membrane. We have shown that mutations of single cysteines in
Trisk 95 reduced by 50% its ability to generate rope like-
structure, suggesting that oligomers containing more than two
Trisk 95 are required to efficiently modulate ER membrane
shape. Of note, proteins that directly modulate ER membrane
morphology, like Climp-63, REEP1 and members of the reticulon
family, are able to form large oligomers (Klopfenstein et al.,
2001; Shibata et al., 2008; Park et al., 2010). Therefore, we
hypothesize that oligomeric platforms of Trisk 95 could modify
the reticulum membrane shape. Secondly, we showed that
deletion of the coiled-coil domain of Trisk 95 reduced the
formation of ER rope-like structures. This domain might
therefore also be responsible for Trisk 95 molecular properties
regarding membrane morphology, by mediating interactions with
an ER resident protein, and favoring either membrane
deformation or indirect interaction with microtubules. This
putative partner of Trisk 95 is currently under investigation.

A role for Trisk 95 in the structure of the triad of skeletal
muscle has been recently proposed (Marty et al., 2009). We
showed previously that in muscles of mice knocked-out for the
triadin gene, the orientation and the shape of the triad are
modified (Oddoux et al., 2009). In addition, we showed that Trisk
95 integration into triads was accompanied by a drastic drop in its
mobility as measured by FRAP analysis, and suggested that
anchoring of Trisk 95 to the triad mediated by its C-terminal
luminal part was a prerequisite to the building of the calcium
release complex (Cusimano et al., 2009). Our present work

suggests two roles for Trisk 95 at the triad: a bridging of the CRC
to external structural cues, like the microtubule network, and a
regulation of the SR triad membrane morphology.

First, we show here that Trisk 95 is able to interact with
microtubules. Moreover, by confocal microscopy, we observe
that some triads are aligned onto muscle cell microtubules,
although not all the triads overlap with microtubules. This might
reflect that (1) the SR membranes have a limited number of
contact points with microtubules, as it is the case for ER
membranes in undifferentiated cells (Vedrenne and Hauri, 2006)
and (2) microtubule to SR membrane contacts are dynamic and
hardly pinpointed in fixed cells. Nevertheless, these experiments
argue in favor of a role for the microtubule network in the
skeletal muscle E-C coupling, which is so far not studied. Of
note, in cardiac muscle, microtubules disruption has already been
reported to modulate calcium release (Gomez et al., 2000), and
one of the possible roles of microtubules in cardiac E—-C coupling
could be to deliver proteins of the CRC at the dyads (Hong et al.,
2010).

Second, we show in this work that deletion of the coiled-coil
domain and the cysteine residues from the luminal part of Trisk
95 increases the mobility of Trisk 95 in muscle triads. This result
confirms that these sequences are indeed functional domains of
Trisk 95 in muscle cells and might contribute to its anchoring in
SR membrane triad. Along these lines, we have previously shown
that the shortest triadin isoform Trisk 32, which does not have
these domains, is also expressed in skeletal muscle but is mainly
localized in longitudinal SR membranes (Vassilopoulos et al.,
2005). The coiled-coil domain and the cysteine residues could
also contribute to modulate SR membrane shape. A recent study
by cryo-electron tomography has shown that the lipid bilayers of
the SR immediately surrounding the ryanodine receptor in
isolated triads are highly curved (Renken et al., 2009), and this
study argues in favor of an interplay between local membrane
curvature and RyR1 function. Our immuno-electron microscopy
data show that expression of Trisk 95 in the reticulum reduces the
diameter of ER luminal space, and this could directly result from
an enhanced ER membrane curvature.

T-tubule membrane -

Cytosol

Microtubule

i
%@%@

SR lumen

membrane

Fig. 8. Working model on the roles of Trisk 95 at the triad in muscle
cells. Trisk 95, depicted with its transmembrane domain in red, is localized
in the SR membrane and can bind RyR1 (depicted in orange) both via its
N-terminal part and via the KEKE domain in its C-terminal luminal part.

It can oligomerize via disulfide bridges (dotted lines), and can also bind an
unknown partner (in green), which associates with microtubules (in grey).
Oligomerization and indirect association with microtubules might mediate the
anchoring of Trisk 95 at the SR junctional cisternae in the triad, and regulate
the overall structure of the SR membrane in this region, favoring the coupling
of RyR1 with the DHPR (in blue) localized in the T-tubule membrane.



[
&}
c
Q2
o
wn
©
&)
—
o
©
c
P —-—
S
o
1o

Trisk 95 and reticulum morphology 3451

Overall, we propose a working model for the role of Trisk 95
in skeletal muscle E-C coupling (Fig. 8). The oligomerization
via disulfide bridging could generate platforms of Trisk 95 at the
terminal cisternae of the SR. These oligomers may contribute to
the local shaping of the SR membrane, which could regulate
RyR1 function. Besides, triadin could mediate, via the coiled-coil
domain, an interaction with an unknown SR protein linked to the
microtubule network. This indirect link with the microtubules
may favor the anchoring of the CRC proteins at the triad.

Materials and Methods

DNA constructs, expression vectors and antibodies

Full-length ¢cDNA of rat triadin Trisk 95 inserted into the expression vector
pcDNA3.1 (Invitrogen) has already been described (Marty et al., 2000). To
construct Trisk-95-GFP, the stop codon of Trisk 95 in pcDNA3.1 was removed by
a PCR-based method, and the amplified sequence was inserted into pEGFP-N1
(Clontech). The various Trisk 95 mutants were generated by site-directed
mutagenesis using the Quikchange kit (Stratagene) or by PCR procedures that
introduce either premature stop codons or restriction sites used to cut and ligate the
modified sequence. DsRed2-ER plasmid was from Clontech. Primary antibodies
used in this study are: guinea pig or rabbit polyclonal antibodies (pAbs) against the
C-terminus of rat Trisk 95 (Vassilopoulos et al., 2005), rabbit pAb against the N-
terminus of Trisk 95 (Vassilopoulos et al., 2005), rabbit pAb against RyR1 (Marty
et al., 1994), rabbit pAb against calnexin (Stressgen), mAb TUB 2.1 against beta-
tubulin (Sigma) and mAb 6.11.B.1 against acetylated tubulin (Sigma). Secondary
antibodies used for immunofluorescence studies were coupled to Alexa 488
(Molecular Probes) or to Cy3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Secondary
antibodies used for western blotting were HRP-coupled pAbs from Jackson
ImmunoResearch Laboratories.

Cell culture, transfection, treatment and immunofluorescence microscopy
COS-7 and HEK293 cells were cultured in DMEM medium supplemented with
10% fetal bovine serum and 1% penicillin-streptomycin (Invitrogen). Transient
transfections were carried out with 3 ug of DNA using Exgen 500 reagent
(Euromedex), according to the manufacturer’s protocol. After 28 hours of
transfection, cells were fixed for either 6 minutes in cold methanol at —20°C or for
10 minutes in 4% paraformaldehyde. After paraformaldehyde fixation, cells were
permeabilized with 0.05% saponin in PBS. For nocodazole treatment, transfected
cells were incubated with 10 UM nocodazole (Sigma) for 30 minutes or 2 hours at
37°C, and either fixed directly with cold methanol (supplementary material Fig.
S3), or lysed for 1 minute at 30°C with OPT buffer (80 mM PIPES, pH 6.7, | mM
EGTA, 1 mM MgCl,, 0.5% Triton X-100, 10% glycerol) before fixation for
Fig. 2D (Lieuvin et al., 1994). For Taxol treatment, transfected cells were treated
with 40 uM Taxol (paclitaxel, Sigma) either immediately after transfection for 24
hours, or the day after transfection for 2 hours, and treated cells were fixed directly
with cold methanol. For detection of Trisk 95 or 2C>A mutant of Trisk 95 at the
cell surface, cells were fixed with paraformaldehyde and incubated with the guinea
pig pAb against the C-terminus of Trisk 95, before being lysed with saponin and
incubated with the rabbit pAb to the N-terminus of Trisk 95, and with secondary
antibodies. Immunofluorescence preparations were observed under a Leica SPE
confocal microscope.

Myoblasts were obtained from hind limb muscles of 2-day-old rats (Sprague-
Dawley, Harlan; see below for procedures using animals). The cell-suspension was
plated on 0.025% laminin-coated LabTek chambers (Nalge Nunc International).
Cells were grown at 37°C at 5% CO,. After 2 days, cells were transfected with
lipofectamine-Plus method and induced to differentiate with «MEM containing
2 mM L-glutamine, 100 pug/ml streptomycin, 100 U/ml penicillin, I mM sodium
pyruvate, 1 mM dexamethasone, 50 mM hydrocortisone, supplemented with 10%
heat-inactivated fetal bovine serum (all reagents from Bio-Whittaker) and 5% heat-
inactivated horse serum (Biochrom).

Preparation of mouse muscle fibers for immunofluorescence microscopy

All procedures using animals were approved by the Institutional ethics committee
and followed the guidelines of the National Research Council Guide for the care
and use of laboratory animals. Flexor Digitorum Brevis (FDB) fibers were
dissociated according to a procedure described (Pouvreau et al., 2007). Intact FDB
muscles from the hind paw of a 3-month-old wild-type mouse were dissected in a
Ringer-glucose solution (136 mm NaCl, 10 mm glucose, 5 mm KCI, 2.6 mm
CaCly, 1 mm MgCl,, 10 mm HEPES, pH 7.2) at 37°C. Dissected FDB were
digested for 3045 minutes at 37°C in a solution of collagenase (2 mg/ml in
Ringer-glucose, Sigma-Aldrich). Muscles were then rinsed for 10 minutes in
Ringer-glucose at 37°C and were dissociated by several flushing steps. Dissociated
fibers were seeded on laminin-coated slides for 30 minutes at room temperature
and were fixed for 6 minutes in cold methanol at —20°C. Fibers were
permeabilized for 5 minutes with 1% Triton X-100 in PBS at room temperature,

and saturated for 30 minutes with PBS supplemented with 0.1% Triton X-100,
0.5% bovine serum albumin and 2% goat serum. Fibers were then processed for
immunofluorescence with antibodies described in the above section. Images of
single confocal plane were captured on a Leica SPE confocal microscope.

Microtubule co-sedimentation assays

HEK293 cells were collected 28 hours after transfection and rinsed once in PBS
and once in PEM buffer (PIPES 100 mM pH 6.8, EGTA 1 mM, MgCl, 1 mM) at
4°C. Cells were then lysed for 15 minutes at 4°C in OPT buffer plus protease
inhibitors. After three passages through a 29-gauge needle, samples were
centrifuged at 20,000 g at 4°C for 10 minutes. The supernatant of each sample
was collected (Lysate sample, L) and incubated for 45 minutes at 37°C with
40 uM paclitaxel (Sigma), 1 mM GTP, 5 mM MgCl, and 10 uM pure bovine
tubulin (Caudron et al., 2000), to induce microtubule polymerization. Samples
were layered onto a glycerol cushion (60% glycerol in PEM buffer) and then
centrifuged at 100,000 g for 40 minutes at 20°C. Supernatant (S) over the glycerol
cushion was collected before discarding the cushion. Pellet P1 was incubated for
20 minutes at 4°C in PEM buffer supplemented with 5 mM CaCl, and 50 mM
KCl, to induce microtubule disassembly before a second ultracentrifugation at
100,000 g, for 20 minutes at 4°C (Fourest-Lieuvin et al., 2006). After this second
ultracentrifugation, the supernatant contained free tubulin and microtubule-
associated proteins (MT fraction), whilst the pellet P2 corresponded mostly to
protein aggregates. Samples were then processed for SDS-PAGE and western
blotting.

Biotinylation of cell surface proteins

To biotinylate cell surface proteins, we used Sulfo-NHS-SS-Biotin (Thermo
Scientific) according to manufacturer’s protocol. Briefly, cells transfected with
Trisk 95 or 2C>A mutant were washed twice with PBS at pH 8.0 and incubated
with 800 uM Sulfo-NHS-SS-Biotin for 30 minutes at room temperature. Cells
were then washed with 50 mM Tris at pH 8.0 to quench any non-reacted
biotinylation reagent, and with ice-cold PBS at pH 7.4. Cells were lysed with
RIPA buffer (25 mM Tris-HCI, pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium
deoxycholate, 0.1% SDS) and lysates were incubated with streptavidin-agarose
beads (Pierce) to bind biotinylated cell surface proteins. Cell surface protein (Mb)
fraction was then separated from intracellular (IC) fraction, which was precipitated
with chloroform and methanol. Whole lysates (L), Mb and IC fractions were
loaded onto a gradient 5-15% gel for SDS-PAGE and western blotting.

Electron microscopy

COS-7 cells were transfected either with Trisk 95 or Trisk-95-GFP for 28 hours.
For immunogold labeling, cells were fixed with 2% paraformaldehyde and 0.2%
glutaraldehyde in phosphate buffer 0.1 M, pH 7.3 for 2 hours. Cells were then
gently detached using a cell scraper, centrifuged at 1200 r.p.m. for 5 minutes and
embedded in 10% gelatine. The cell pellet was then cut in 1 mm? pieces. These
samples of cells were cryoprotected for 4 hours in 2.3 M sucrose and frozen in
liquid nitrogen. Ultrathin cryosections of 40 nm were made at —120°C using an
ultra-cryo-microtome (Leica-Reichert) and retrieved with a 1:1 solution of 2.3 M
sucrose and 2% methylcellulose according to the Tokuyasu protocol (Liou et al.,
1996). Cryosections were first incubated with a rabbit pAb against GFP (Abcam)
or the C-terminus of Trisk 95, and revealed with protein-A-gold particles (CMC,
Utrecht). Labeled cryosections were viewed at 80 kV with a 1200EX JEOL TEM
microscope and images were acquired with a digital camera (Veleta, SIS,
Olympus).

For correlative electron microscopy, cells were cultured on a coverslip with a
cell locate pattern made of carbon. The transfected cell of interest was localized by
confocal microscopy and its position on the pattern was determined. Cells were
then fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.4, for
2 hours at room temperature, washed with cacodylate buffer and post-fixed with
1% osmium tetroxide in the same buffer for 1 hour at 4°C. After extensive washing
with water, cells were stained with 1% uranyl acetate, pH 4, for 1 hour at 4°C.
Cells were then dehydrated through graded alcohol (30%, 60%, 90%, 100%,
100%, 100%) and infiltrated with a 1:1 mix of Epon to 100% ethanol for 1 hour
and incubated in fresh EPON (Flukka) for 3 hours. Finally, a capsule full of Epon
was deposed on the surface of the cells and the resin was allowed to polymerize for
72 hours at 60°C. The polymerized block was then detached from the culture plate
and ultrathin sections of the cell were cut with an ultramicrotome (Leica). Sections
were post-stained with 4% uranyl acetate and 0.4% lead citrate before being
observed under a transmission electron microscope at 80 kV as above.

FRAP on differentiated rat myotubes

FRAP experiments were performed by using a Zeiss LSM 510 Meta confocal
microscope. Cells were imaged in LabTek chambers in medium containing
140 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM glucose, 1 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,,
20 mM HEPES, and 0.4 mM EGTA. A 63x 1.4 NA Plan-Apochromat oil
immersion objective (Zeiss) was used with a pinhole aperture of 4.96 Airy units.
GFP was excited at 488 nm with an argon laser with low laser power (0.5%) and
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emitted fluorescence collected with a long-pass 505 emission filter. After
acquisition of ten prebleach images, photobleaching of GFP in a circular area
1.08 um in diameter was performed by using the argon laser lines 458, 477 and
488 nm at 50% laser power and 50% transmission. Recovery of fluorescence in the
bleached region was recorded every 50 mseconds over a period of 1-10 minutes
until fluorescence level reached a plateau. Fluorescence intensities were acquired
for the bleached region (/g,p), the whole cell (Zyhote), and a background region
(Zpase)- The data were low-pass 3x3 filtered with the Zeiss LSM 510 software for
image noise reduction, and data analysis was performed by using macros designed
in IgorPro software (WaveMetrics). The average fluorescence intensity within the
bleached region was normalized to prebleach intensity for each time point and
corrected for loss of fluorescence during acquisition. Fluorescence loss during
acquisition was no more than 10%. The normalized data were fitted by the
exponential equation: /gap-csi(f) = A(1—e™ "), where 4 represents the mobile
fraction. Fitting quality was evaluated by the probability Q value and accepted
when O0>0.01. Statistical analyses were performed by using Instat Software
(GraphPad).

Quantifications and statistics

Relative expression levels of Trisk 95 in cells were quantified on single focal plane
images taken with a Leica SPE confocal microscope, by tracing the entire outline
of the Trisk-95-labeled ER and measuring the average fluorescence intensities for
each outline using ImagelJ software (version 1.44i, NIH). A total of 45 cells from
two separate experiments were quantified (Fig. 1B). Thickness of the Trisk-95-
associated tubules and of the control ER was measured on electron microscopy
images by using the morphometric tool of the iTEM software. At least 40
transfected and non-transfected cells were quantified on four non-consecutive
ultrathin cryosections. For quantifications in Figs 2,4,5, non-transfected cells
(control) or transfected cells presenting one peculiar phenotype, e.g. disorganized
microtubules or ER rope-like structures, were directly counted under a
fluorescence Leica microscope. At least three separate experiments were
performed, and at least 200 cells were counted in each experiment. For
quantifications in Fig. 7, see above section on FRAP studies. Statistics were
performed using Student’s r-test on Prism 4.0 software (GraphPad), with n =
number of cells in Fig. 1B, number of experiments in Figs 2,4,5 and number of
clusters in Fig. 7.
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Fig. S1. As COS-7 cells, HEK293 cells exhibit ER rope-like structures when transfected with Trisk 95, and these rope-
like structures co-align with microtubules. Trisk 95 was expressed in HEK293 cells and cells were co-stained with Abs to
Trisk 95 (green) and beta tubulin (red). Bar, 20V m.



Fig. S2. The shape of ER rope-like structures is affected by Taxol, a microtubule stabilizer. COS-7 cells were transfected
with Trisk 95-GFP (green) and were either not treated (control, first row), or were treated immediately after transfection
for 24h (24h Taxol, third and fourth row), or were treated the day after transfection for only 2h (2h Taxol, second row).
After fixation, cells were stained with an Ab to 3 tubulin (red). Bars, 20 Vm.



Fig. S3. ER rope-like structures only partly colocalize with ER compartments labeled with DsRed-ER. Further, these
rope-like structures resist ER collapsing for at least 30_min of nocodazole treatment. COS-7 cells were co-transfected
with Trisk 95-GFP (green) and DsRed-ER (red) and were either not treated (control, first row), or were treated the day
after transfection for 30_min (30min noco, second row) or 2h (2h noco, third row). After fixation, cells were stained with
an Ab to  tubulin (blue). Bars, 20 Vm.



Fig. S4. FRAP experiments on T95-GFP and T95mut-GFP. (A) A 12-days differentiated myotube transfected with T95-
GFP (Trisk 95-GFP). Dashed box indicates the region of interest (ROI) selected for FRAP analysis. (B) A typical FRAP
experiment is shown. Fluorescence is recovered at 0.05_sec intervals. The white circle indicates the bleached ROL.
Images are shown before and after bleaching. (C) and (D) as in (A) and (B), except that myotube was transfected with
T95mut-GFP (Trisk 95 A306-341 2C>A-GFP).
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Introduction

Skeletal muscle contraction is initiated by a burst of calcium out of its major store, the sarcoplasmic
reticulum. This rise in intracellular calcium concentration is triggered by an action potential which
propagates along the plasma membrane and reaches invaginations called transverse tubules.
Transverse tubules (T-tubules) make close and periodic contacts with the sarcoplasmic reticulum (SR)
to form peculiar membrane structures called triads. Triads, formed by the tight apposition of 2
terminal cisternea of SR on both sides of a T-tubule, are specifically localized at the A-I bands
transition in mammalian skeletal muscle, on both side of the Z-line. Triads are therefore highly
organized membrane structures, precisely distributed in muscle fiber. The transformation of an action
potential into a massive calcium release, a process called the Excitation-Contraction (EC) coupling, is
performed by a macromolecular complex, the Calcium Release Complex (CRC). The main players of
CRC are the dihydropyridine receptor (DHPR), a L-type calcium channel of the T-tubules membrane
and the ryanodine receptor (RyR1), the sarcoplasmic reticulum calcium channel, both in physical
interaction (Block BA et al, J Cell Biol 1988 (107, 2587-2560); Marty et al, PNAS 1994)With its two
main members anchored in two different membranes, the correct function of the CRC complex relies
on the precise alignment of these two membranes, and therefore on the formation and maintenance of
triads. A number of proteins associate with either the DHPR or the RyR1 receptors and regulate their
activity. Among them is the triadin. Triadin is a multi-protein family, with four isoforms, Trisk 95,
Trisk 51, Trisk 49 and Trisk 32, which arise of the alternative splicing of a unique gene, the TRDN
gene. Triadins are specifically expressed in striated muscles, Trisk 95 and Trisk 51 being the major
skeletal muscle isoforms and Trisk 32 a minor skeletal muscle but the major (if not the only) cardiac
isoform {Marty, 2014 #372}. Triadins are type Il transmembrane proteins that are completely identical
in their cytosolic and transmembrane domains. They diverge by the length of their luminal domain and
their C-terminal end. They are localized in the SR membrane, and are associated to RyR1 at the
skeletal muscle triad, or to RyR2 at the cardiac dyad{Marty, 2014 #372}. Mutations in the TRDN gene
have been implicated in severe human cardiac arrhythmia with sudden death {Roux-Buisson, 2012
#61}.

We showed previously that triadins, or at least Trisk 95, can shape reticulum membranes and,
therefore, could have a role in the overall structure of SR cisternae at the triad (Fourest-Lieuvin et al,
2012). In addition, the absence of all forms of triadins in triadin-KO mice led to deformations of part
of the triads {Oddoux, 2009 #11}, as observed by electron microscopy. These mice exhibited also a
reduction in the amount of calcium stored in SR cisternae, associated with a reduced efficiency in EC
coupling and muscle strength {Oddoux, 2009 #11;Shen, 2007 #370}. We hypothesized that the
reticulum membrane shaping properties of triadins may favor the coupling of RyR1 with the DHPR.

When expressed in cultured cells like COS-7 cells, Trisk 95 by itself induces a striking alteration of
the endoplasmic reticulum (ER) morphology with the apparition of ER-rope like structures (RLS),
together with modifications of the microtubule (MT) network morphology and dynamics {Fourest-
Lieuvin, 2012 #364}. These observations point to the existence of a link between triadin and MTs.
However, this link is indirect, as we observed that Trisk 95 domains implicated in its shaping
properties are luminal {Fourest-Lieuvin, 2012 #364}. Therefore, there must be in ER or SR membrane
another transmembrane protein able to bind Trisk 95 luminal domains on the one hand, and MTs on
the other hand.

In the present study, using a proteomic approach, we identified CLIMP-63 as a Trisk 95 partner.
CLIMP-63 (63 kDa cytoskeleton-linking membrane protein, also known as CKAP4 for cytoskeleton-



associated protein 4) is an ubiquitous ER transmembrane protein which binds microtubules and
therefore creates a link between reticulum and the microtubules network {Klopfenstein, 1998
#368;Vedrenne, 2006 #332}. This protein was discovered in the early 1990s by two groups working
on very different topics {Mundy, 1992 #377;Schweizer, 1993 #380}, foreshadowing that it is a protein
with many functions. CLIMP-63 is a non-glycosylated type Il transmembrane protein present only
higher eukaryotes, where it is ubiquitously expressed in all the tissues. It has been described both in
the plasma membrane, where it could play a role as a surface receptor {Sandoz, 2015 #381}, and in
the ER membrane, more specifically concentrated in ER sheets where it would have the role of a
luminal spacer {Klopfenstein, 2001 #366;Shibata, 2010 #382}.After having characterized the
molecular association between Trisk 95 and CLIMP-63, we show that this protein pair anchors the
triads onto the microtubule network in muscle cells.



Results

CLIMP-63 as a putative partner for triadin Trisk 95

To seek for a protein able to perform the link between Trisk 95 and MTs, we identified the proteins
associated to Trisk 95 using co-immunoprecipitation coupled to MS-based proteomics. Trisk 95-GFP
or GFP as a control were expressed in HEK293 cells. After immunoprecipitation (IP) performed with
anti-GFP antibodies, the proteins present in IP eluates were digested with trypsin. The resulting
peptides were then analyzed by nanoliquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(nanoLC-MS/MS). Differential screening allowed us to identify proteins enriched in the Trisk 95 IP
(Table S1). From these potential binding partners, we selected those that could bind MTs and focused
our attention on CLIMP-63 (Cytoskeleton-LInking Membrane Protein, 63 kDa, CKAP4_HUMAN), a
type Il reticulum transmembrane protein whose function is to shape and anchor the reticulum onto the
MT network. CLIMP-63 binds MTs via its N-terminal cytosolic domain, and exhibit a long intra-
luminal coiled-coil domain {Klopfenstein, 2001 #366;Vedrenne, 2006 #332}. It is an ubiquitous
protein expressed both in cell line and in muscle cells. Furthermore, CLIMP-63 has been described to
induce ER rope-like structures (RLS) when over-expressed in cultured cells {Vedrenne, 2006
#332;Klopfenstein, 1998 #368}, which is the same phenotype as the one observed for Trisk 95 over-
expression {Fourest-Lieuvin, 2012 #364}. Therefore, we raised the hypothesis that CLIMP-63 could
be the missing link between triadin and the MT network.

Expressed Trisk 95 associates with endogenous CLIMP-63 in cell lines.

Because we showed that Trisk 95 could induce ER membrane deformation and MT network
disorganization when expressed in COS-7 cells, we wondered whether CLIMP-63 would be associated
with these Trisk 95-induced phenotypes. COS-7 cells were transfected with Trisk 95 and
immunolabeled for triadin, CLIMP-63 and tubulin. In control non-transfected cells, endogenous
CLIMP-63 was localized in the reticular domain of the ER and MTs exhibited a normal radial pattern
(Fig. 1A, cell 1). In Trisk 95-transfected cells, the ER was altered with the formation of rope-like
structures (RLS), and CLIMP-63 co-localized with Trisk 95 in these RLS (Fig. 1A, cell 2). In addition,
MT arrays were disorganized and co-aligned with the ER-RLS (Fig. 1A, cell 2). Hence, Trisk 95
expression could induce CLIMP-63 and MT redistribution, suggesting a connection between the three.

In HEK293 cells, CLIMP-63 was co-immunoprecipitated with Trisk 95-GFP, as shown by the mass
spectrometry analyses performed on Trisk 95-GFP IP. To ascertain that CLIMP-63 was able to co-
immunoprecipitate with Trisk 95 without the GFP moiety, Trisk 95 was expressed in HEK293 cells
and an IP was performed with an anti-CLIMP-63 antibody. Results showed that Trisk 95 was present
in CLIMP-63 co-IP fraction (Fig. 1B, lane 4). These co-localization and co-IP experiments show that
CLIMP-63 can bind Trisk 95 in cell lines. We next wondered which regions of both proteins were
responsible for this interaction.

The luminal domain of Trisk 95 is involved in the association with CLIMP-63.

In order to identify the interacting domain in Trisk 95, we generated different deletion mutants (Fig.
2A): i) a mutant without the cytosolic N-terminal domain (Acyto-T95), ii) a mutant without the
cytosolic and transmembrane domains but with ER targeting and retention sequences (T95-Lumen),
iii) a mutant without most of the luminal domain (T95-mini), and finally iv) a mutant in which specific
sequences responsible for RLS phenotype have been removed (T95-ARLS). In these experiments,



wild-type CLIMP-63 (CLIMP, Fig. 2A) was co-transfected with all the above deletion mutants. As
previously described ({Klopfenstein, 1998 #368}), CLIMP-63 by itself induced ER deformation in
78% of the transfected cells (Fig. S1,). When CLIMP-63 was co-transfected with Trisk 95 (T95),
Acyto-T95 or T95-Lumen, the cells exhibiting RLS showed a perfect co-localization between CLIMP-
63 and Trisk 95 proteins in these ER structures (Fig. 2B, panels a-c and quantifications in Fig. 2C). In
contrast, cells co-transfected with CLIMP-63 and either T95-mini or T95-ARLS exhibited RLS but the
Trisk 95 mutants were not localized in these RLS (Fig. 2B, panels d-e and quantifications in Fig. 2C).
To assess these immunofluorescence results, a series of immunoprecipitations were performed
showing that T95 and Acyto-T95 could co-immunoprecipitate CLIMP-63 whereas T95-ARLS or T95-
mini could not (Fig. 2D and E). These experiments demonstrate that the luminal domain of Trisk 95 is
responsible for association with CLIMP-63.

Triadin is a family with different members, differing only by their luminal domains (Fig. 2G). To see
whether other triadin isoforms associate with CLIMP-63, HEK?293 cells were transduced with
different adenoviral vectors encoding the different isoforms and IPs were performed with an antibody
against the common N-terminal end of triadin. In each case, CLIMP-63 was co-immunoprecipitated,
indicating that all the triadin isoforms are able to interact with CLIMP-63 (Fig. 2F).

As for Trisk 95, the luminal domain of CLIMP-63 is responsible for the association
between the two proteins.

To study domains of CLIMP-63 involved in the interaction, two mutant forms of CLIMP-63 were
used (Fig. 3A): the first one with the luminal part replaced by the GFP protein (referred to as CLIMP-
Alumen), the second one with the cytoplasmic part replaced by the GFP protein (Acyto-CLIMP).
When Trisk 95 was co-transfected with either of the mutant forms of CLIMP-63, none of the co-
transfected cells exhibited RLS (Fig. S1). Nevertheless, Acyto-CLIMP co-localized with Trisk 95 in
the ER, while CLIMP-Alumen did not (Fig. 3B). Therefore, the luminal domain of CLIMP-63 seemed
important for CLIMP-63 / Trisk 95 interaction. This was confirmed by IP performed on HEK293 cells
transduced with an adenovirus encoding Trisk 95 and transfected with either CLIMP-Alumen or
Acyto-CLIMP. As expected, Trisk 95 was co-immunoprecipitated with Acyto-CLIMP (Fig. 3C, lane 4)
and was absent from the IP of CLIMP-Alumen (Fig. 3C, lane 3). Hence, the connection between
CLIMP-63 and Trisk 95 involves their respective luminal domains.

The RLS-phenotype induced by Trisk 95 depends on the capacity of CLIMP-63 to bind
MTs.

When expressed in cell lines, Trisk 95 induces ER deformations, the RLS, which are concomitant with
MT array disorganization. Because it seems from the above results that Trisk 95 binds to MTs via
CLIMP-63, we hypothesized that the capacity of Trisk 95 to form RLS was due to its ability to bind
and recruit CLIMP-63. To test this hypothesis, endogenous CLIMP-63 was knocked down by RNA
interference (RNAI) in COS-7 cells before transfection of the cells with Trisk 95, and the extent of
Trisk 95-induced RLS was evaluated. The siRNA used (CLIMP-KD) was able to lower the amount of
CLIMP-63 by 70 % as previously described {Nikonov, 2007 #367} (Fig. S2A, B and C), but this was
not enough to abolish the presence of Trisk 95-induced ER deformation (Fig. S2D and E). As an
alternative approach, a mutant form of CLIMP-63 was used, referred to as CLIMP-MT (-) because of
its inability to bind to MTs (){Vedrenne, 2005 #62}. This mutant is phospho-mimetic, with four
phospho-regulated sites mutated for glutamic acids in the cytosolic domain of the protein. As a



control, a phospho-deficient mutant of CLIMP-63 was used. This mutant, referred to as CLIMP-
MT(+), is always bound to MTs and has three phospho-sites mutated for alanine residues {Vedrenne,
2005 #62}. Trisk 95 was co-expressed in COS-7 cells with either CLIMP-MT(-) or CLIMP-MT (+)
and the formation of RLS was quantified. Hundred percent of the cells co-transfected by CLIMP-
MT(+) and Trisk 95 exhibited RLS (Fig. 4B, upper panel, and 4C). At the opposite, cells co-
expressing CLIMP-MT (-) and Trisk 95 never exhibited RLS (Fig. 4B, lower panel, and 4C). Rather,
these cells presented a fenestrated reticulum that did not resemble RLS, and MT arrays in these cells
appeared normal. This absence of RLS was not due to the incapacity of Trisk 95 to bind to the
CLIMP-MT(-) mutant, as shown by co-IP experiments (Fig. 4D, lane 5): indeed, IP of CLIMP-MT(-)
is still able to induce the co-IP of Trisk 95. Hence, CLIMP-MT(-), being unable to bind MTs, acted as
a dominant negative mutant and abolished the capacity of Trisk 95 to induce RLS. This experiment
shows that the ER remodeling induced by Trisk 95 was dependent on the ability of CLIMP-63 to bind
MTs, but that the Trisk 95-CLIMP-63 interaction is not dependent on the CLIMP-63.-MTs interaction.

In muscle fibers, CLIMP-63 partially co-localized with Trisk 95.

After the detailed characterization of the interaction between Trisk 95 and CLIMP 63 in cell lines, we
examined the situation in skeletal muscle. We performed immunofluorescence stainings of CLIMP-63
and Trisk 95 in isolated rat flexor digitorum brevis (FDB) muscles fibers (Fig. 5A). Triads labeled by
the anti-Trisk 95 antibody showed characteristic double rows of dots (Fig. 5A, red). CLIMP-63 also
appeared as dots with a striated pattern (Fig. 5A, green). A partial overlap between the stainings of
Trisk 95 and CLIMP-63 could be detected on the merged image as yellow dots (Fig. 5A), and could be
better seen at higher magnification (Fig. 5A, zoom) and on the line scan performed on this zoom (Fig.
5B). An object-based co-localization analysis was performed with ImageJ software. The binary mask
image (Fig. 5A) shows the co-localized points between the green and the red stainings and is used for
the quantification in Fig. 5C: 41 + 1.7 % of the dots of CLIMP-63 are co-localized with Trisk 95 in rat
and 39 £ 1.4 % in mouse. Thus, CLIMP-63 is only partially co-localized with Trisk 95, which reflects
the fact that CLIMP-63 is a reticulum protein present in the whole SR whereas Trisk 95 is specifically
located at the triads, a sub-domain of the SR. Finally, immunoprecipitation was performed on mouse
muscle homogenates with an antibody against Trisk 95. As shown in Fig. 5D, lane 2, CLIMP-63 was
co-immunoprecipitated with endogenous Trisk 95 from these muscle extracts. Altogether, these
experiments show that, as observed in non-muscle cell lines, CLIMP-63 is also a partner of Trisk 95 in
muscle fibers.

CLIMP-63 triad localization is altered in triadin KO muscles.

As a partner of Trisk 95, CLIMP-63 may be specifically localized at the triad by Trisk 95. Therefore,
the localization of CLIMP-63 was studied in FDB fibers of triadin KO mice, devoid of all isoforms of
triadin. Triads were stained using an anti-RyR1 antibody. In triadin KO FDBs, RyR1 staining was
unmodified compared to wild type (WT) mice, exhibiting a double row of dots, but CLIMP-63
staining was sparser and less well co-localized with triads (Fig. 6A and B, lower panels).
Quantification of the relative amount of CLIMP-63 co-localized with RyR1 in WT and triadin KO
muscles showed a significant reduction from 39 £ 1.4 % in WT to 26 £ 0.7 % in KO muscles (Fig.
6C). Immunoprecipitations were performed using anti-RyR1 antibody on WT and triadin KO muscle
homogenates, and the immunoprecipitated proteins were analyzed by Western blot. Whereas in WT
muscle, immunoprecipitation of RyR1 resulted in the co-immunoprecipitation of both Trisk 95 and
CLIMP-63, both proteins were absent in the IP made from triadin KO muscle (Fig 6D). Therefore, in



the absence of Trisk 95, CLIMP-63 triad localization was reduced, and CLIMP-63 was not associated
to the calcium release complex, highlighting the link between these two proteins in muscles.

The co-alignment between microtubules and triads is reduced in triadin KO muscles.

We have previously shown that in skeletal muscle some MT bundles come in close proximity to triads
{Fourest-Lieuvin, 2012 #364}. Because the protein pair Trisk 95 / CLIMP-63 is most probably
involved in the link between triads and MTs, we looked at MTs in triadin KO isolated muscle fibers.
As shown in Fig. 7, MT bundles often co-aligned with double rows of RyR dots, i.e. triads, in WT
FDBs. In triadin KO muscle fibers, MTs were less organized (Fig. 7A and B, lower panels) and
quantification of the percentage of MTs co-localized with RyR1 is significantly reduced from 38 + 0.6
% in WT animals to 23 £ 1.1 % in triadin KO mice (Fig. 7C). This 40% reduction in the co-alignment
between triads and MTs confirmed that the absence of the pair Trisk 95 / CLIMP-63 could have
morphological consequences and induces a disruption of the link between triads and MTs in muscle
cells.



Discussion

Sarcoplasmic reticulum is an organelle with a central role in skeletal muscle contraction. It is
organized in subdomains, the longitudinal SR and the terminal cisternae, which have different
functions and different organizations. The terminal cisternae in association with the T-Tubule form the
triads which play a major role in excitation-contraction coupling, being the site of calcium release,
whereas the longitudinal SR is dedicated to calcium re-uptake. The mechanisms leading to the
formation and maintenance of these subdomains are unknown, as well as the mechanisms leading to
the exclusive localization of proteins of the calcium release complex at the triads. In this study we
identified CLIMP-63 as a partner for triadin in muscle cells, involved in the link between triads and
the muscle MT network.. In normal triads, SR cisternae which are subdomains of the SR, appear as
small rounded bags on electron microscopy images. In triadin KO mouse muscles the SR cisternae are
flattened, which has been attributed to calsequestrin deletion but could also reflect the involvement of
triadin in SR cisternae morphology {Oddoux, 2009 #11}. This has been objectified in another of our
previous studies: ectopic expression of Trisk 95 in COS-7 cells caused the rearrangement of both the
ER and MTs, leading to the formation of ER rope-like structures, the RLS, co-aligned with bundles of
MTs {Fourest-Lieuvin, 2012 #364}. These phenotypes demonstrated that Trisk 95 had shaping
properties both on the reticulum membranes and on MTs. However, as the shaping properties were
due to the luminal domain of Trisk 95, the link between this triadin and MTs was not clear and we
hypothesized that there may necessarily be another protein between the ER/SR-anchored triadin and
the MT network.

This protein is now identified as CLIMP-63, ER membrane, more specifically concentrated in ER
sheets where it would have the role of a luminal spacer {Klopfenstein, 2001 #366;Shibata, 2010
#382}. Indeed, the luminal segments of CLIMP-63 molecules of opposing ER sheet membranes may
bind to each other in an antiparallel manner {Klopfenstein, 2001 #366}. This arrangement would keep
the luminal mean width of ER sheets at 50nm {Shibata, 2010 #382}.

CLIMP-63 has been abundantly studied in cultured mono-nucleated cells {Vedrenne, 2006 #332} as
well as in neuronal cells {Cui-Wang, 2012 #383;Farah, 2005 #384}. Our study is the first description
of CLIMP-63 in mature muscle fibers. In these muscle cells, CLIMP-63 staining appears as bright dots
aligned in a cross-striated fashion over | bands. This pattern corresponds to the staining observed for
rough ER markers like BiP or PDI which was shown to partially overlap with the calsequestrin
staining, i.e. the junctional SR {Kaisto, 2003 #385}. Part of the dots of CLIMP-63 (around 40%) co-
localize with Trisk 95 at the triads. Hence, although CLIMP-63 has been described in mono-nucleated
cells as a rough ER protein partitioning into ER sheets, it seems that part of muscle CLIMP-63 is
located at the junctional SR.

The luminal segments of CLIMP-63 are composed of coiled-coil domains with a high propensity to
form homo- or hetero-oligomers {Klopfenstein, 2001 #366}. Triadin also exhibit in its luminal region
a coiled-coil domain that we showed previously to be involved in its ER/SR shaping properties
together with two cysteines. Cysteines with the coiled-coil domain were called the RLS domain, and
the suppression of this domain from the Trisk 95 sequence (T95-ARLS mutant) nearly abolished the
deformation of the ER into RLS {Fourest-Lieuvin, 2012 #364}. Here we show that CLIMP-63 and
Trisk 95 interact via their respective luminal regions, and that this interaction requires the RLS domain
of Trisk 95. In muscle cells, both proteins also interact directly via their luminal domains, as suggested
by our co-immunoprecipitation data. These interactions involving luminal coiled-coil domains and
cysteines most probably generate hetero-oligomers that would shape the SR membrane and induce this



characteristic SR membrane curvature observed for cisternae. If these hetero-oligomers are important
for the SR cisternae shaping, they should dissociate in the absence of triadin and this may explain the
flattened morphology of cisternae observed in triadin KO muscles.Parler de la mesure du diamétre du
ER en présence de T95 ??

CLIMP-63 is also a MT-binding protein. Its MT-binding domain comprises the amino acids 62 to 101
in the cytosolic part of the protein {Vedrenne, 2005 #62}. The peptide corresponding to the sole
cytosolic part has been shown to behave as a MAP in vitro, with the capacity to bind to purified MTs
and to induce tubulin polymerization {Klopfenstein, 1998 #368}. The MT-binding properties of
CLIMP-63 seem also to be essential for ER shaping. Indeed, in the ER membrane of cultured cells,
CLIMP-63 may aggregate into patches and thereby form MT binding sites of high avidity
{Klopfenstein, 2001 #366}. When overexpressed, CLIMP-63 has a strong effect on the MT network,
inducing bundles of stabilized MTs {Klopfenstein, 1998 #368;Vedrenne, 2006 #332;Vedrenne, 2005
#62}. Owing to its MT-binding properties, CLIMP-63 is the missing link between triadin and the
MTs. Indeed, the ability of Trisk 95 to cause a reorganization of the MT network passes through
CLIMP-63. To show this, we used the pseudo-phosphorylated CLIMP-MT (-) mutant, which acts as a
dominant-negative mutant and could not bind the MTs anymore {Vedrenne, 2005 #62}. This CLIMP-
MT(-) mutant is still able to bind Trisk 95 via its luminal domain, but it abolishes the effects of the
triadin on the MT network.

In adult muscle cells, MT bundles partially co-align with triads and with CLIMP-63, which is in good
agreement with the fact that CLIMP-63 may link triads to MTs. Our work on triadin KO mice shows
that the overlap between CLIMP-63, MTs and triads is diminished in the absence of triadin.
Furthermore, MTs appear somewhat disorganized and the overall CLIMP-63 staining is dimmer.
Hence, triadin appears to be the anchor of both CLIMP-63 and MTs at the triads. Why triads have to
be linked to the MT network remains an open question, (peut-étre ici rallonger la sauce sur le role de
plus en plus preponderant des MTs dans la cellule musculaire, papiers Gomes, Oddoux, Straube) but
we can speculate that MTs might have a role in the tight spatial distribution of triads all along the
mature fiber. Likewise, SR cisternae have to be positioned close to a T-tubule to form each triad and
MTs might also have a role in this subcellular organelle shaping. These hypotheses will have to be
tested,.



Materials and Methods

Ethics statement

All procedures using animals were approved by the Institutional ethics committee and followed the
guidelines of the National Research Council Guide for the care and use of laboratory animals.

DNA constructs and siRNAs

Full-length rat triadin Trisk 95 (accession number #AJ243304), Trisk 51 (#AJ243303), Trisk 32
(#AJ812276) and several Trisk 95 mutants inserted into the expression vectors pcDNA3.1 (Life
Technologies) or pEGFP-N1 (Clontech) have already been described {Marty, 2000
#18;Vassilopoulos, 2005 #14;Fourest-Lieuvin, 2012 #364}. To construct T95-mini-GFP, the stop
codon of T95-mini in pcDNA3.1 was removed by a PCR-based method, and the amplified sequence
was inserted into pEGFP-N1. For the construction of T95-lumen, the plasmid DsRed2-ER (Clontech)
was digested by Agel and Bglll to remove DsRed2. The luminal domain of Trisk 95 (aa 113 to 687)
was amplified by PCR with FLAG and KDEL sequences inserted at the end of the PCR fragment,
which was then inserted in the Agel/Bglll digested plasmid. T95-lumen encoded by this construct is
thus composed of calreticulin ER targeting peptide, luminal domain of Trisk 95, Flag and KDEL
peptides, and is targeted into the lumen of the ER. CLIMP-63 plasmids were kindly provided by Hesso
Farhan and Hans-Peter Hauri {Vedrenne, 2005 #62;Klopfenstein, 2001 #366}. For knockdown of
CLIMP-63 in COS-7 cells, two siRNAs were designed according to {Nikonov, 2007 #367}, except
that our siRNAs were based on human sequence of CLIMP-63: siRNA1 5’-
CCAGAAUGAGAUUCUCAAATT-3’ and siRNA2 5’-CCAAAUCCAUCAACGACAATT-3’
corresponding to nucleotide positions 621-639 and 734-752 in human CLIMP-63 coding sequence,
respectively. Scramble RNA (scRNA) was obtained from scrambled sequence of siRNA1 and
synthesized by Invitrogen with the two siRNAs.

Viruses

In this study, we used adenoviral-mediated gene transfer to express Trisk 95, Trisk 51 or Trisk 32 in
HEK?293 cells. These viruses were engineered and produced either by the Gene Vector Production
Network at Genethon 111 (Evry, France) or by the Atlantic Gene Therapies (Nantes, France). We
produced lentiviral vectors carrying either the rat Trisk 95 cDNA, the human CLIMP-63 cDNA or the
cDNAs of the mutants CLIMP-MT (+) or CLIMP-MT (-). These lentiviral vectors were produced into
HEK?293T cells as previously described {Zufferey, 1997 #373;Bovia, 2003 #374} with the following
modifications. High-titer lentiviral vector stocks were generated by calcium phosphate-mediated
transient transfection (Clontech) of the HEK293T cells by 3 plasmids (Addgene): the transfer vector
plasmid in pWPXLD, the packaging plasmid psPAX2 and the vesicular stomatitis virus G protein
(VSV G) envelope protein-coding plasmid. Titers of viruses in cell culture supernatants were
determined as previously described {Nguyen, 2005 #375} and were in the range of 1-10x10’
transducing units/ml. For all transduction experiments, cells were infected by overnight incubation
with the chosen virus, at a multiplicity of infection 5. Control cells were infected with the control virus
(lentivirus-GFP).



Antibodies

Primary polyclonal antibodies (pAbs) used in this study are: guinea pig or rabbit pAbs against the C-
terminus of rat Trisk 95 (Vassilopoulos et al., 2005); chicken pAB against GFP (Abcam); rabbit pAbs
against the N-terminus of all triadin isoforms {Vassilopoulos, 2005 #14}, the C-terminus of rat RyR1
{Marty, 1994 #9}, CLIMP-63 (anti-CKAP4, Euromedex) and calnexin (Stressgen). Primary mouse
monoclonal antibodies (mAbs) used are against RyR (RyR34C clone, DSHB), GFP (GFP12A6 clone,
DSHB), myosin heavy chain (MF20 clone, DSHB), beta-tubulin (TUB2.1 clone, Sigma) and Flag®
(M2 clone, Sigma). Secondary antibodies used for immunofluorescence studies were coupled to
Alexa-Fluor 488 or Alexa-Fluor 546 (Molecular Probes); or to Cy3 or Cy5 (Jackson ImmunoResearch
Laboratories). Secondary antibodies used for western blotting were HRP-coupled rabbit pAbs
(Jackson ImmunoResearch Laboratories). For western blotting after IP, TrueBlot® HRP-coupled
rabbit pAbs (Rockland) were used.

Proteomic analyses

Proteomic experiments were performed as previously described {Milbradt, 2014 #44}. Briefly,
proteins were stacked in the top of a 4-12% NuPAGE gel (Invitrogen) before R-250 Coomassie blue
(BioRad) staining and in-gel digestion using modified trypsin (Promega, sequencing grade). Resulting
peptides were analyzed by online nanoliquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry
(nanoLC-MS/MS with Ultimate 3000 and LTQ-Orbitrap Velos pro, Thermo Scientific) using a 120-
min gradient. Peptides and proteins were identified through concomitant searches against the Uniprot
databank (September 2014 version, Homo sapiens taxonomy, 138560 sequences) and a classical
contaminants database (homemade, 260 sequences) and the corresponding reversed databases using
Mascot (version 2.5). The IRMa software, version 1.31.1 {Dupierris, 2009 #45}, was used to filter the
results: conservation of rank 1 peptides, peptide identification FDR < 1% (as calculated on peptide
scores by employing the reverse database strategy), and minimum of 1 specific peptide per identified
protein group. Filtered results were uploaded into a relational mass spectrometry identification
database before performing a compilation, grouping and comparison of the protein groups from the
different samples using a homemade tool (hEIDI). Differential analysis of GFP and Trisk 95-GFP co-
immunoprecipitation eluates was performed using extracted spectral counts (SC) and specific spectral
counts (SSC). A protein was considered as a potential binding partner if it was identified with a
minimum of 10 SC and if its corresponding SC and SSC were enriched at least 4 times in Trisk 95-
GFP sample compared to GFP one.

Cell culture and transfection

COS-7 and HEK293 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% penicillin-streptomycin (Life Technologies).
Transient transfections were carried out with of DNA using Exgen 500 reagent (Euromedex),
according to the manufacturer’s protocol. After 28 hours of transfection, cells were treated for either
IP or immunofluorescence. For IP, cells grown in 60 mm diameter plates were collected by
trypsinization, rinsed once in PBS and stored at -20°C until used. For immunofluorescence, cells
grown on coverslips were fixed for 6 min in methanol at -20°C. Human immortalized myoblasts were
engineered and produced by the Institute of myology (Paris, France). Mouse satellite cells were
obtained by trypsinization of skeletal muscle fragments of 1-day-old mice. These satellite cells were
seeded on matrigel-coated Ibidi pu-Dishes®™™ (Biovalley). When human or mouse myoblasts were
confluent (approximately 24 h after seeding), differentiation was induced by changing the culture
medium for Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 2% horse serum and 1%



penicillin-streptomycin. The differentiation days are counted from this medium change. Myotubes
were fixed after 5-10 days of differentiation with 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy
Sciences) in PBS for 20 min and permeabilized with 1% TritonX-100 in PBS for 20 min.

Preparation of muscle fibers

Flexor Digitorum Brevis (FDB) muscle fibers were dissociated as described previously {Fourest-
Lieuvin, 2012 #364} with the following modifications. Dissected FDB muscles were digested for 60-
90 minutes in collagenase, and dissociated fibers were seeded on matrigel-coated Ibidi p-Dishes®™™
for 1 hour at 37°C and were fixed for 20 minutes in 4% paraformaldehyde in PBS. Fibers were then
permeabilized for 45 minutes with 1% Triton X-100 in PBS at 30°C.

Immunofluorescence microscopy

Cells and FDB fibers were saturated in PBS supplemented with 0.1% TritonX-100, 0.5% bovine
serum albumin, and 2% goat serum for 30 minutes. Cells were incubated with primary antibodies in
PBS-0.1% Tween20 either at room temperature for 1 hour (model cells) or at 4°C overnight
(differentiated myotubes and FDBs). After incubation for 1-3 hour(s) at room temperature with
fluorescent secondary antibodies, nuclei were stained with Hoechst33258 (Life Technologies).
Coverslips were mounted on microscope slides with FluorSave™ reagent (Calbiochem). Images were
captured on a Zeiss LSM710 confocal microscope or Leica SPE confocal microscope.

Preparation of microsomes

Tibialis anterior skeletal muscle was collected from adult mouse hindlimb. Crude microsomes were
prepared with slight modifications of the procedures previously described {Marty, 2000 #18}. Indeed,
after muscle homogenization in a 30-ml solution made of 200 mM sucrose, 20 mM HEPES (pH 7.4),
0.4 mM CacCl,, 2mM leupeptin, 100 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 1 mM
diisopropy! fluorophosphate (DFP), the low-speed (10 min at 1,500 g) pellet was discarded, and
microsomes were obtained after 50 min of centrifugation at 41,000 g. They were homogenized at 8-10
mg/ml in 0.1 M NaCl, 30 mM imidazole (pH 6.8) and 8% sucrose and stored in liquid nitrogen.

Immuno-precipitation (IP), SDS-PAGE and western blotting

Mouse skeletal muscle microsomes or transfected HEK293 cells were lyzed by sonication (10 X 1
second) in lysis buffer (1ImM EDTA, 15 mM NaCl pH7.1). Samples (3 mg/ml) were then solubilized
for 30 min at 4°C in a buffer composed of 0.9 M NacCl, 1.6% CHAPS, 0.1% phospholipids (Avanti
Polar Lipids), 20 mM Pipes (pH 7.1), 200 pM PMSF, and 1 mM DFP, and the solubilized proteins
were diluted with 1 volume of PBS and 1 volume of H,O. IPs were then performed with the chosen
antibody and Dynabeads® Protein G (Life Technologies), according to the manufacturer’s protocol.
All Triadin or CLIMP-63 constructs fused with GFP were immuno-precipitated from transfected
HEK?293 cell extracts using GFP-Trap® (Chromotek), according to the manufacturer’s protocol. The
immuno-precipitated proteins were then analyzed by SDS-PAGE (5-15% gradient gels, Bio-Rad
Laboratories) and Western blotting performed with antibodies described above and with ECL substrate
reagent (Thermo Scientific). Acquisitions were done using a ChemiDoc XRS apparatus (Bio-Rad) and
quantification was performed using Quantity One software.



Co-localization analysis on immunofluorescence images of FDB muscle cells

To quantify CLIMP-63 co-localization with Trisk 95 or RyR1, or MT co-localization with RyR1, a
binary mask corresponding to the overlap between the green and the red stainings was generated with
a homemade ImageJ macro. This mask corresponded to the surface of co-localization on one confocal
plane. A ratio was calculated between the surface of co-localization and the total green surface.
Results were given as percentages and averaged from at least three independent experiments.

Statistics

All statistical analyses were performed using Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, USA).
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Figure legends

Fig. 1. Endogenous CLIMP-63 associates with transfected Trisk 95 in COS-7 and
HEK?293 cells.

(A) Trisk 95 (T95) was expressed in COS-7 cells before fixation and permeabilization. Cells were
labeled with antibodies against CLIMP-63 (CLIMP, green), T95 (red) and B-tubulin to label MTs
(gray). The CLIMP-63 and T95 stainings are merged in the right panel. Insets 1 and 2 are zoomed in
lower panel for each image. Cells expressing T95 exhibit an ER deformation called rope-like
structures (RLS) and a disorganization of MTs (insets 2), which is not the case in cells that do not
express T95 (insets 1). Endogenous CLIMP-63 co-localizes with T95 in RLS in T95-expressing cells
(right panel and insets 2). Scale bar, 20 um. (B) HEK?293 cells were either not transfected (lanes 1, 2)
or transfected with the plasmid coding for T95 (lanes 3, 4) before extraction (lanes 1, 3) and
immunoprecipitation (IP) with an antibody to CLIMP-63 (lanes 2, 4). Immunoblot analysis of co-1P
proteins was performed with T95 (upper) and CLIMP-63 (lower panel) antibodies. Molecular weights
are indicated in the left.

Fig. 2. The luminal part of Trisk 95 is important for its association with CLIMP-63.

(A) Schematic representation of CLIMP-63 (CLIMP), Trisk 95 (T95) and constructs of T95 deleted
either for the cytosolic domain (Acyto-T95), the cytosolic and transmembrane domains (T95-lumen),
the luminal domain (T95-mini) or the RLS-specific sequences (T95-ARLS, coiled-coil domain
removed and cysteines mutated) The T95-lumen construct is fused to the Flag peptide in its C-
terminus. Specific sequences in CLIMP-63 and T95 are highlighted: transmembrane domains (TM,



yellow boxes), coiled-coil domains (CC, gray boxes) and the KEKE domain in triadin (brown box).
Numbers indicate amino acids. (B) COS-7 cells were co-transfected with CLIMP-63 and one of the
Trisk 95 construct: wild type T95 (B1), Acyto-T95 (B2), T95-lumen (B3), T95-mini (B4) or T95-
ARLS (B5). After fixation, cells were stained with antibodies against CLIMP-63 and Trisk 95 or Flag.
T95, Acyto-T95 and T95-lumen co-localize with CLIMP-63 in RLS whereas T95-mini and T95-ARLS
do not. Scale bar, 10 um. (C) Quantification of transfected cells exhibiting RLS with both CLIMP-63
and T95, or with both CLIMP-63 and one of the deletion mutants of T95. **P<0.01, Mann-Whitney
test, error bars are SEM, n=3 to 5 counts of 100 transfected cells in at least 2 experiments for each
condition. (D, E and F) Co-IP experiments performed on extracts of HEK293 cells expressing the
indicated proteins. Molecular weights are indicated in the left of each immunoblot. (D) T95, Acyto-
T95 or T95-ARLS were immuno-precipitated with an antibody to T95 (IP Triadin). Immunoblot
analysis of co-1P proteins was performed with T95 (upper) and CLIMP-63 (lower panel) antibodies.
(E) T95-GFP or T95-mini-GFP were immuno-precipitated with the kit anti-GFP trap (IP GFP).
Immunoblot analysis of co-IP proteins was performed with GFP (upper and middle) and CLIMP-63
(lower panel) antibodies. (F) Trisk isoforms T95, T51 or T32 (depicted in G) were immuno-
precipitated with an antibody to the N-terminus of triadins (IP Triadin). Immunoblot analysis of co-IP
proteins was performed with the same antibody as for IP (upper) and with CLIMP-63 antibody (lower
panel). (G) Schematic representation of triadin isoforms, Trisk 95 (T95), Trisk 51 (T51) and Trisk 32
(T32), with specific sequences as in (A).

Fig. 3. The luminal domain of CLIMP-63 is responsible for the association with Trisk
95.

(A) Schematic representation of constructs of CLIMP-63, with EGFP inserted in place of the luminal
domain (CLIMP-Alumen) or in place of the cytosolic domain (Acyto-CLIMP). Specific sequences are
as in Fig. 2A. (B) COS-7 cells were co-transfected with T95 and either CLIMP-Alumen (B1) or Acyto-
CLIMP (B2). After fixation, cells were stained with antibodies against CLIMP-63 (green) and T95
(red). Merged images are shown. Scale bar, 10 pm. (C) Co-IP experiments performed on extracts of
HEK?293 cells expressing the indicated proteins. CLIMP-Alumen or Acyto-CLIMP were immuno-
precipitated with the kit anti-GFP trap (IP GFP). Immunoblot analysis of co-IP proteins was
performed with T95 (upper) and GFP (lower panel) antibodies. Molecular weights are indicated in the
left of each immunoblot.

Fig. 4. Trisk 95 phenotype is abolished by a mutant of CLIMP-63 that does not bind to
MTs.

(A) Schematic representation of CLIMP-63 in which three serines at positions 3, 17 and 19 of the
cytosolic N-terminal part were mutated either in alanines (mutant CLIMP-MT (+)) or in glutamic acids
(mutant CLIMP-MT(-)). CLIMP-MT (+) can bind MTs while CLIMP-MT(-) cannot. (B) COS-7 cells
were co-transfected with T95 and either CLIMP-MT (+) or CLIMP-MT(-) and labeled with antibodies
against CLIMP-63 (CLIMP, green), T95 (red) and B-tubulin to label MTs (gray). All cells co-
expressing T95 and CLIMP-MT (+) present RLS in which both proteins are co-localized (zooms 1),
and their MTs are disorganized. In cells co-expressing T95 and CLIMP-MT(-), both proteins are co-
localized in the ER (zooms 2) but the ER never exhibit RLS and the MT network appears normal.
Thus, CLIMP-MT(-) behaves as a dominant-negative mutant and abolishes the RLS phenotype
induced by T95. Scale bar, 20 um. (C) Quantification of transfected cells exhibiting RLS. Cells were
either transfected with T95, CLIMP-MT (+) or CLIMP-MT(-) separately, or co-transfected as
indicated. Quantifications were also performed on non-transfected cells as a control (first column).



**P<0.01, Mann-Whitney test, error bars are SEM, n=4 to 5 counts of 100 transfected cells in at least
2 experiments for each condition. (D) Co-IP experiments performed on extracts of HEK293 cells
expressing the indicated proteins. CLIMP-MT (+) or CLIMP-MT(-) were fused to EGFP in this
experiment and were immuno-precipitated with the kit anti-GFP trap (IP GFP). Immunoblot analysis
of co-IP proteins was performed with T95 (upper) and GFP (lower panel) antibodies. Molecular
weights are indicated in the left of each immunoblot.

Fig. 5. In muscle cells, CLIMP-63 and T95 stainings partly overlap.

(A) Isolated FDB muscle fibers from rat were double stained with antibodies against CLIMP-63
(CLIMP, green) and Trisk 95 (T95, red). Each image represents one single confocal plane. Scale bar, 5
pm. The inset in the merged panel is zoomed (fourth panel). Scale bar in the zoom, 2.5 um. The binary
image (mask, right panel) represents in black the CLIMP-63 staining area that co-localizes with the
T95 staining on the zoomed image. (B) The fluorescence intensity as a function of distance was

plotted for six successive triads in the fiber. The green curve corresponds to CLIMP-63, and the red
curve to T95. (C) Percentages of CLIMP-63 staining area co-localizing with T95 labeling on confocal
images of FDB muscle fibers of rats and mice, quantified by using masks as illustrated in (A).
Quantifications were performed on 7 images from 2 experiments on rat FDB and 11 images from 3
experiments on mouse FDB. (D) Co-IP experiments performed on mouse TA muscle microsomes
(lysate, lane 1) with an antibody to T95 (IP T95, lane 2). Control IP was performed with pre-immune
IgGs (lane 3). Immunoblot analysis of co-IP proteins was performed with T95 (upper) and CLIMP-63
(lower panel) antibodies. Molecular weights are indicated in the left of each immunablot.

Fig. 6. Absence of triadin results in delocalization of CLIMP-63.

(A) Isolated FDB muscle fibers from WT or triadin-KO mice were double-stained with antibodies
against CLIMP-63 (CLIMP, green) and the ryanodine receptor (RyR) to label triads (red). Each image
represents one single confocal plane. A zoom of the merged image is shown (fourth panel). Scale bars,
2 um. The binary image (mask, right panel) represents in black the CLIMP-63 staining area that co-
localizes with the RyR staining in the zoomed image. (B) The fluorescence intensity as a function of
distance was plotted for three successive triads in fibers of WT (upper) or triadin-KO (lower panel)
mice. The green curve corresponds to CLIMP-63, and the red curve to RyR. (C) Percentage of
CLIMP-63 staining area co-localizing with RyR labeling on confocal images of FDB muscle fibers of
WT or triadin-KO mice. ***P<0.001, Mann-Whitney test, error bars are SEM, n=11 and 6 quantified
images for WT and KO conditions, respectively. Images were from 3 different dissections. (D) Co-IP
experiments performed on WT (lane 1) or triadin-KO (lane 2) mouse TA muscle microsomes with an
antibody to RyR (IP anti-RyR). Immunoblot analysis of co-IP proteins was performed with RyR
(upper), T95 (middle) and CLIMP-63 (lower panel) antibodies. Molecular weights are indicated in the
left of each immunoblot.

Fig. 7. Disorganization of microtubule network in muscles of triadin KO mice.

(A) Isolated FDB muscle fibers from WT or triadin-KO mice were double-stained with antibodies
against tubulin to label MTs (green) and the ryanodine receptor (RyR) to label triads (red). Each image
represents one single confocal plane. A zoom of the merged image is shown (fourth panel). Scale bars,
2.5 um. The binary image (mask, right panel) represents in black the MT staining area that co-
localizes with the RyR staining in the zoomed image. (B) The fluorescence intensity as a function of
distance was plotted for three successive triads in the fiber. The green curve corresponds to MTs, and
the red curve to RyR. (C) Percentage of MT surface co-localizing with RyR labeling on confocal



images of FDB muscle fibers of WT or triadin-KO mice. ***P<0.001, Mann-Whitney test, errors bars
are SEM, n=9 and 6 quantified images for WT and KO conditions, respectively. Images were from 3
different dissections.

Fig. S1. Quantification of cells, either transfected or co-transfected, exhibiting RLS.

COS-7 cells were mono-transfected with T95, Acyto-T95, T95-lumen, T95-mini, T95-ARLS, CLIMP-
63, Acyto-CLIMP, or CLIMP-Alumen; or they were co-transfected with T95 and one of the CLIMP-63
construct. After fixation, cells were stained with antibodies against Trisk 95 or Flag and against
CLIMP-63. Cells exhibiting RLS were counted among transfected cells. Error bars are SEM, n=3 to 9
counts of 100 transfected cells in at least 2 experiments for each condition.

Fig. S2. The knock-down of CLIMP-63 by siRNAs is not efficient enough to abolish the

RLS phenotype.

COS-7 cells were treated for 24h either with a SIRNA targeting CLIMP-63 (siRNA KD) or with a
scrambled siRNA (Sc) used as a control. They were then transfected with a plasmid expressing Trisk
95 (T95) for another 24h (i.e. 48h of treatment with sSiRNAs). Cells were either fixed for
immunofluorescence (A, D, E) or scraped for cell extraction and western blotting (B, C). (A, D) Cells
were labeled with antibodies against CLIMP-63 (CLIMP, green), T95 (red) and tubulin (gray). Scale
bars, 20 um. (B) Immunoblots for endogenous CLIMP-63 and calnexin from siRNA-treated COS-7
cell extracts. (C) Quantification of CLIMP-63 expression performed on 4 immunoblots. The siRNA
KD was able to lower the amount of CLIMP-63 by 70 %. *P<0.05, Mann-Whitney test, errors bars are
SEM. (D) Image showing that among KD treated cells, the vast majority of cells do not exhibit
CLIMP-63 staining anymore (insets 1, see also image in A, right), but it is still possible to find cells
exhibiting RLS with little amounts of CLIMP-63 and with T95 in these ER structures (insets 2). These
RLS co-align with bundled MTs. (E) Cells exhibiting RLS were counted among T95 transfected cells.
ns, P>0.05, Mann-Whitney test, error bars are SEM, n=3 to 5 counts of 100 transfected cells in at least
2 experiments for each condition.



A link between microtubules and triads In

muscle cells: role of triadin and CLIMP-63

Alexis Osseni, Muriel Sebastien, Yohann Couté, Jén

Faure, Anne Fourest-Lieuvin & Isabelle Marty.



Introduction

Skeletal muscle contraction is initiated by a bofstalcium out of its major store, the
sarcoplasmic reticulum. This rise in intracellutzicium concentration is triggered by an
action potential which propagates along the plasneanbrane and reaches invaginations
called transverse tubules. Transverse tubules l{iildg) make close and periodic contacts
with the sarcoplasmic reticulum (SR) to form pesulmembrane structures called triads.
Triads, formed by the tight apposition of 2 terminesternea of SR on both sides of a T-
tubule, are specifically localized at the A-I baridssition in mammalian skeletal muscle, on
both side of the Z-line. Triads are therefore hyghlganized membrane structures, precisely
distributed in muscle fiber. The transformationaof action potential into a massive calcium
release, a process called the Excitation-Contnac{ieC) coupling, is performed by a
macromolecular complex, the Calcium Release Com(#XC). The main players of CRC
are the dihydropyridine receptor (DHPR), a L-typalcmm channel of the T-tubules
membrane and the ryanodine receptor (RyR1), theogksmic reticulum calcium channel,
both in physical interaction (Block BA et al, J CBlol 1988 (107, 2587-2560); Marty et al,
PNAS 1994)With its two main members anchored in tifferent membranes, the correct
function of the CRC complex relies on the precisgnanent of these two membranes, and
therefore on the formation and maintenance of $tigkl number of proteins associate with
either the DHPR or the RyR1 receptors and reguiegie activity. Among them is the triadin.
Triadin is a multi-protein family, with four isofors, Trisk 95, Trisk 51, Trisk 49 and Trisk
32, which arise of the alternative splicing of aque gene, thdRDN gene. Triadins are
specifically expressed in striated muscles, TriSkadd Trisk 51 being the major skeletal
muscle isoforms and Trisk 32 a minor skeletal reubat the major (if not the only) cardiac
isoform {Marty, 2014 #372}. Triadins are type latrsmembrane proteins that are completely
identical in their cytosolic and transmembrane dosiarhey diverge by the length of their
luminal domain and their C-terminal end. They arealized in the SR membrane, and are
associated to RyR1 at the skeletal muscle triadp &®yR2 at the cardiac dyad{Marty, 2014
#372}. Mutations in theTRDN gene have been implicated severe human cardiac
arrhythmia with sudden death {Roux-Buisson, 2012}#6

We showed previously that triadins, or at leastsHrB5, can shape reticulum
membranes and, therefore, could have a role irotieeall structure of SR cisternae at the
triad (Fourest-Lieuvin et al, 2012). In additiohgetabsence of all forms of triadins in triadin-

KO mice led to deformations of part of the triadSddoux, 2009 #11}, as observed by



electron microscopy. These mice exhibited alsadacton in the amount of calcium stored in
SR cisternae, associated with a reduced efficianc¥eC coupling and muscle strength
{Oddoux, 2009 #11;Shen, 2007 #370}. We hypothesideat the reticulum membrane
shaping properties of triadins may favor the coupbf RyR1 with the DHPR.

When expressed in cultured cells like COS-7 céltisk 95 by itself induces a striking
alteration of the endoplasmic reticulum (ER) moiplg with the apparition of ER-rope like
structures (RLS), together with modifications oé¢ tmicrotubule (MT) network morphology
and dynamics {Fourest-Lieuvin, 2012 #364}. Thesseshations point to the existence of a
link between triadin and MTs. However, this linkimglirect, as we observed that Trisk 95
domains implicated in its shaping properties ammihal {Fourest-Lieuvin, 2012 #364}.
Therefore, there must be in ER or SR membrane anttdimsmembrane protein able to bind
Trisk 95 luminal domains on the one hand, and M she other hand.

In the present study, using a proteomic approaehidentified CLIMP-63 as a Trisk
95 partner. CLIMP-63 (63 kDa cytoskeleton-linkingemmbrane protein, also known as
CKAP4 for cytoskeleton-associated protein 4) isubmquitous ER transmembrane protein
which binds microtubules and therefore createslkadetween reticulum and the microtubules
network {Klopfenstein, 1998 #368;Vedrenne, 2006 2}33 his protein was discovered in the
early 1990s by two groups working on very differémpics {Mundy, 1992 #377;Schweizer,
1993 #380}, foreshadowing that it is a protein wittany functions. CLIMP-63 is a non-
glycosylated type Il transmembrane protein presamy higher eukaryotes, where it is
ubiquitously expressed in all the tissues. It hesnbdescribed both in the plasma membrane,
where it could play a role as a surface receptan{dz, 2015 #381}, and in the ER
membrane, more specifically concentrated in ER tshedere it would have the role of a
luminal spacer {Klopfenstein, 2001 #366;Shibatal 2@382}.After having characterized the
molecular association between Trisk 95 and CLIMP-68 show that this protein pair

anchors the triads onto the microtubule netwonhuscle cells.



Results

CLIMP-63 as a putative partner for triadin Trisk 95

To seek for a protein able to perform the link bew Trisk 95 and MTs, we identified
the proteins associated to Trisk 95 using co-imrpoecpitation coupled to MS-based
proteomics. Trisk 95-GFP or GFP as a control werpressed in HEK293 cells. After
immunoprecipitation (IP) performed with anti-GFPtibadies, the proteins present in IP
eluates were digested with trypsin. The resultiegtiples were then analyzed by nanoliquid
chromatography coupled to tandem mass spectrom@@anolLC-MS/MS). Differential
screening allowed us to identify proteins enricirethe Trisk 95 IP (Table S1). From these
potential binding partners, we selected thosedbald bind MTs and focused our attention on
CLIMP-63 (Cytoskeleton-LInking Membrane Protein, ii3a, CKAP4_HUMAN), a type Il
reticulum transmembrane protein whose functioroishape and anchor the reticulum onto
the MT network. CLIMP-63 binds MTs via its N-termaincytosolic domain, and exhibit a
long intra-luminal coiled-coil domain {Klopfenstei2001 #366;Vedrenne, 2006 #332}. It is
an ubiquitous protein expressed both in cell linéd m muscle cells. Furthermore, CLIMP-63
has been described to induce ER rope-like strust(R&S) when over-expressed in cultured
cells {Vedrenne, 2006 #332;Klopfenstein, 1998 #368hich is the same phenotype as the
one observed for Trisk 95 over-expression {Foutéstrvin, 2012 #364}. Therefore, we
raised the hypothesis that CLIMP-63 could be thesing link between triadin and the MT
network.

Expressed Trisk 95 associates with endogenous CLIM&3 in cell lines.

Because we showed that Trisk 95 could induce ER bmeme deformation and MT
network disorganization when expressed in COS-I&,cele wondered whether CLIMP-63
would be associated with these Trisk 95-inducechptypes. COS-7 cells were transfected
with Trisk 95 and immunolabeled for triadin, CLIME3- and tubulin. In control non-
transfected cells, endogenous CLIMP-63 was locadlinghe reticular domain of the ER and
MTs exhibited a normal radial pattern (Fig. 1A,ld8l In Trisk 95-transfected cells, the ER
was altered with the formation of rope-like strueti(RLS), and CLIMP-63 co-localized with
Trisk 95 in these RLS (Fig. 1A, cell 2). In additioMT arrays were disorganized and co-
aligned with the ER-RLS (Fig. 1A, cell 2). Henceisk 95 expression could induce CLIMP-

63 and MT redistribution, suggesting a connectietwieen the three.



In HEK293 cells, CLIMP-63 was co-immunoprecipitatadth Trisk 95-GFP, as
shown by the mass spectrometry analyses performetriek 95-GFP IP. To ascertain that
CLIMP-63 was able to co-immunoprecipitate with Kr@5 without the GFP moiety, Trisk 95
was expressed in HEK293 cells and an IP was peeorwith an anti-CLIMP-63 antibody.
Results showed that Trisk 95 was present in CLINR:@-IP fraction (Fig. 1B, lane 4). These
co-localization and co-IP experiments show thatNIRi63 can bind Trisk 95 in cell lines.
We next wondered which regions of both proteinsewesponsible for this interaction.

The luminal domain of Trisk 95 is involved in the @sociation with CLIMP-63.

In order to identify the interacting domain in ki85, we generated different deletion
mutants (Fig. 2A): i) a mutant without the cytosohN-terminal domain/cyto-T95), ii) a
mutant without the cytosolic and transmembrane diosniaut with ER targeting and retention
sequences (T95-Lumen), iii) a mutant without mdsthe luminal domain (T95-mini), and
finally iv) a mutant in which specific sequencespensible for RLS phenotype have been
removed (T9RARLS). In these experiments, wild-type CLIMP-63 (®R, Fig. 2A) was co-
transfected with all the above deletion mutantspfeviously described ({Klopfenstein, 1998
#368}), CLIMP-63 by itself induced ER deformatiom ¥8% of the transfected cells (Fig.
S1,). When CLIMP-63 was co-transfected with Trigk(995),Acyto-T95 or T95-Lumen, the
cells exhibiting RLS showed a perfect co-localiaatibetween CLIMP-63 and Trisk 95
proteins in these ER structures (Fig. 2B, panets amd quantifications in Fig. 2C). In
contrast, cells co-transfected with CLIMP-63 anthei T95-mini or T9%ARLS exhibited
RLS but the Trisk 95 mutants were not localizedthase RLS (Fig. 2B, panels d-e and
guantifications in Fig. 2C). To assess these imrfluatescence results, a series of
immunoprecipitations were performed showing that5Tand Acyto-T95 could co-
immunoprecipitate CLIMP-63 whereas TARLS or T95-mini could not (Fig. 2D and E).
These experiments demonstrate that the luminal oorof Trisk 95 is responsible for
association with CLIMP-63.

Triadin is a family with different members, diffag only by their luminal domains
(Fig. 2G). To see whether other triadin isoformsoasate with CLIMP-63, HEK293 cells
were transduced with different adenoviral vectansoeling the different isoforms and IPs
were performed with an antibody against the comidarminal end of triadin. In each case,
CLIMP-63 was co-immunoprecipitated, indicating tladit the triadin isoforms are able to
interact with CLIMP-63 (Fig. 2F).



As for Trisk 95, the luminal domain of CLIMP-63 is responsible for the association
between the two proteins.

To study domains of CLIMP-63 involved in the interan, two mutant forms of
CLIMP-63 were used (Fig. 3A): the first one withettuminal part replaced by the GFP
protein (referred to as CLIMBlumen), the second one with the cytoplasmic pantaced by
the GFP proteinfcyto-CLIMP). When Trisk 95 was co-transfected weither of the mutant
forms of CLIMP-63, none of the co-transfected celibited RLS (Fig. S1). Nevertheless,
Acyto-CLIMP co-localized with Trisk 95 in the ER, ihCLIMP-Alumen did not (Fig. 3B).
Therefore, the luminal domain of CLIMP-63 seemegamtant for CLIMP-63 / Trisk 95
interaction. This was confirmed by IP performed ld&BK293 cells transduced with an
adenovirus encoding Trisk 95 and transfected wiitiee CLIMP-Alumen orAcyto-CLIMP.
As expected, Trisk 95 was co-immunoprecipitatech fityto-CLIMP (Fig. 3C, lane 4) and
was absent from the IP of CLIMBlumen (Fig. 3C, lane 3). Hence, the connection betw

CLIMP-63 and Trisk 95 involves their respective lnal domains.

The RLS-phenotype induced by Trisk 95 depends on écapacity of CLIMP-63 to bind
MTs.

When expressed in cell lines, Trisk 95 induces ERmnations, the RLS, which are
concomitant with MT array disorganization. Becaitseseems from the above results that
Trisk 95 binds to MTs via CLIMP-63, we hypothesizédt the capacity of Trisk 95 to form
RLS was due to its ability to bind and recruit CLRM63. To test this hypothesis, endogenous
CLIMP-63 was knocked down by RNA interference (RNAnh COS-7 cells before
transfection of the cells with Trisk 95, and theest of Trisk 95-induced RLS was evaluated.
The siRNA used (CLIMP-KD) was able to lower the ambof CLIMP-63 by 70 % as
previously described {Nikonov, 2007 #367} (Fig. S2B and C), but this was not enough to
abolish the presence of Trisk 95-induced ER deftiomgFig. S2D and E). As an alternative
approach, a mutant form of CLIMP-63 was used, reteto as CLIMP-MT(-) because of its
inability to bind to MTs (){Vedrenne, 2005 #62}. iBhmutant is phospho-mimetic, with four
phospho-regulated sites mutated for glutamic aicidee cytosolic domain of the protein. As
a control, a phospho-deficient mutant of CLIMP-6aswused. This mutant, referred to as
CLIMP-MT(+), is always bound to MTs and has thrdeogpho-sites mutated for alanine
residues {Vedrenne, 2005 #62}. Trisk 95 was co-egped in COS-7 cells with either
CLIMP-MT(-) or CLIMP-MT(+) and the formation of RL%as quantified. Hundred percent



of the cells co-transfected by CLIMP-MT(+) and kri85 exhibited RLS (Fig. 4B, upper
panel, and 4C). At the opposite, cells co-exprgssdhIMP-MT(-) and Trisk 95 never
exhibited RLS (Fig. 4B, lower panel, and 4C). Ratlieese cells presented a fenestrated
reticulum that did not resemble RLS, and MT arrayshese cells appeared normal. This
absence of RLS was not due to the incapacity askT85 to bind to the CLIMP-MT(-)
mutant, as shown by co-IP experiments (Fig. 4Dg B0 indeed, IP of CLIMP-MT(-) is still
able to induce the co-IP of Trisk 95. Hence, CLIMMA{-), being unable to bind MTs, acted
as a dominant negative mutant and abolished thactgpof Trisk 95 to induce RLS. This
experiment shows that the ER remodeling inducedrisk 95 was dependent on the ability
of CLIMP-63 to bind MTs, but that the Trisk 95-CLR63 interaction is not dependent on
the CLIMP-63.-MTs interaction.

In muscle fibers, CLIMP-63 partially co-localized with Trisk 95.

After the detailed characterization of the intei@ctbetween Trisk 95 and CLIMP 63
in cell lines, we examined the situation in skdletmmuscle. We performed
immunofluorescence stainings of CLIMP-63 and Tré&k in isolated raflexor digitorum
brevis (FDB) muscles fibers (Fig. 5A). Triads labeledthg anti-Trisk 95 antibody showed
characteristic double rows of dots (Fig. 5A, re@LIMP-63 also appeared as dots with a
striated pattern (Fig. 5A, green). A partial ovprlaetween the stainings of Trisk 95 and
CLIMP-63 could be detected on the merged imageedlsw dots (Fig. 5A), and could be
better seen at higher magnification (Fig. 5A, zo@nyl on the line scan performed on this
zoom (Fig. 5B). An object-based co-localization lgsia was performed with ImageJ
software. The binary mask image (Fig. 5A) showsdhdocalized points between the green
and the red stainings and is used for the quaatifin in Fig. 5C: 41 + 1.7 % of the dots of
CLIMP-63 are co-localized with Trisk 95 in rat aB8l + 1.4 % in mouse. Thus, CLIMP-63 is
only partially co-localized with Trisk 95, whichflects the fact that CLIMP-63 is a reticulum
protein present in the whole SR whereas Trisk 9%pecifically located at the triads, a sub-
domain of the SR. Finally, immunoprecipitation wa&rformed on mouse muscle
homogenates with an antibody against Trisk 95. s in Fig. 5D, lane 2, CLIMP-63 was
co-immunoprecipitated with endogenous Trisk 95 frmase muscle extracts. Altogether,
these experiments show that, as observed in noclencell lines, CLIMP-63 is also a partner

of Trisk 95 in muscle fibers.



CLIMP-63 triad localization is altered in triadin K O muscles.

As a partner of Trisk 95, CLIMP-63 may be specificéocalized at the triad by Trisk
95. Therefore, the localization of CLIMP-63 wasdséal in FDB fibers of triadin KO mice,
devoid of all isoforms of triadin. Triads were stadl using an anti-RyR1 antibody. In triadin
KO FDBs, RyR1 staining was unmodified compared tl wype (WT) mice, exhibiting a
double row of dots, but CLIMP-63 staining was spaiand less well co-localized with triads
(Fig. 6A and B, lower panels). Quantification ofethelative amount of CLIMP-63 co-
localized with RyR1 in WT and triadin KO musclesied a significant reduction from 39 +
1.4 % in WT to 26 £ 0.7 % in KO muscles (Fig. 6@ymunoprecipitations were performed
using anti-RyR1 antibody on WT and triadin KO meschomogenates, and the
immunoprecipitated proteins were analyzed by Wastelot. Whereas in WT muscle,
immunoprecipitation of RyR1 resulted in the co-immoprecipitation of both Trisk 95 and
CLIMP-63, both proteins were absent in the IP m&den triadin KO muscle (Fig 6D).
Therefore, in the absence of Trisk 95, CLIMP-63adriocalization was reduced, and CLIMP-
63 was not associated to the calcium release cognpilghlighting the link between these two

proteins in muscles.

The co-alignment between microtubules and triads iseduced in triadin KO muscles.

We have previously shown that in skeletal musclmesdT bundles come in close
proximity to triads {Fourest-Lieuvin, 2012 #364}.eBause the protein pair Trisk 95 /
CLIMP-63 is most probably involved in the link bet@n triads and MTs, we looked at MTs
in triadin KO isolated muscle fibers. As shown iig.F7, MT bundles often co-aligned with
double rows of RyR dots, i.e. triads, in WT FDBstriadin KO muscle fibers, MTs were less
organized (Fig. 7A and B, lower panels) and quenatiion of the percentage of MTs co-
localized with RyR1 is significantly reduced fror@ 3 0.6 % in WT animals to 23 £ 1.1 % in
triadin KO mice (Fig. 7C). This 40% reduction iretbo-alignment between triads and MTs
confirmed that the absence of the pair Trisk 95LUMP-63 could have morphological
consequences and induces a disruption of the khkden triads and MTs in muscle cells.



Discussion

Sarcoplasmic reticulum is an organelle with a @dntole in skeletal muscle
contraction. It is organized in subdomains, thegitudinal SR and the terminal cisternae,
which have different functions and different orgaions. The terminal cisternae in
association with the T-Tubule form the triads whiplay a major role in excitation-
contraction coupling, being the site of calciumeesle, whereas the longitudinal SR is
dedicated to calcium re-uptake. The mechanismsrigdd the formation and maintenance of
these subdomains are unknown, as well as the misamanleading to the exclusive
localization of proteins of the calcium release ptar at the triads. In this study we identified
CLIMP-63 as a partner for triadin in muscle ceifsjolved in the link between triads and the
muscle MT network.. In normal triads, SR cistermdech are subdomains of the SR, appear
as small rounded bags on electron microscopy imdgdsadin KO mouse muscles the SR
cisternae are flattened, which has been attribtbedalsequestrin deletion but could also
reflect the involvement of triadin in SR cistermaerphology {Oddoux, 2009 #11}. This has
been objectified in another of our previous studeedopic expression of Trisk 95 in COS-7
cells caused the rearrangement of both the ER arg] Mading to the formation of ER rope-
like structures, the RLS, co-aligned with bundlésMi's {Fourest-Lieuvin, 2012 #364}.
These phenotypes demonstrated that Trisk 95 hgargharoperties both on the reticulum
membranes and on MTs. However, as the shaping piegp&ere due to the luminal domain
of Trisk 95, the link between this triadin and MWss not clear and we hypothesized that
there may necessarily be another protein betweerE®SR-anchored triadin and the MT
network.

This protein is now identified as CLIMP-63, ER memane, more specifically
concentrated in ER sheets where it would have dhe of a luminal spacer {Klopfenstein,
2001 #366;Shibata, 2010 #382}. Indeed, the lumsegments of CLIMP-63 molecules of
opposing ER sheet membranes may bind to each adthean antiparallel manner
{Klopfenstein, 2001 #366}. This arrangement wouldek the luminal mean width of ER
sheets at 50nm {Shibata, 2010 #382}.

CLIMP-63 has been abundantly studied in culturechoroucleated cells {Vedrenne,
2006 #332} as well as in neuronal cells {Cui-WaB@12 #383;Farah, 2005 #384}. Our study
is the first description of CLIMP-63 in mature mlestibers. In these muscle cells, CLIMP-63
staining appears as bright dots aligned in a cstssted fashion over | bands. This pattern

corresponds to the staining observed for rough ERens like BiP or PDI which was shown



to partially overlap with the calsequestrin stagnine. the junctional SR {Kaisto, 2003 #385}.
Part of the dots of CLIMP-63 (around 40%) co-lozalwith Trisk 95 at the triads. Hence,
although CLIMP-63 has been described in mono-nteteaells as a rough ER protein
partitioning into ER sheets, it seems that parnagcle CLIMP-63 is located at the junctional
SR.

The luminal segments of CLIMP-63 are composed dédecoil domains with a high
propensity to form homo- or hetero-oligomers {Klepstein, 2001 #366}. Triadin also
exhibit in its luminal region a coiled-coil domaimat we showed previously to be involved in
its ER/SR shaping properties together with two @ysts. Cysteines with the coiled-coil
domain were called the RLS domain, and the supioresd this domain from the Trisk 95
sequence (T9ARLS mutant) nearly abolished the deformation ofEReinto RLS {Fourest-
Lieuvin, 2012 #364}. Here we show that CLIMP-63 afisk 95 interact via their respective
luminal regions, and that this interaction requites RLS domain of Trisk 95. In muscle
cells, both proteins also interact directly viaitHeaminal domains, as suggested by our co-
immunoprecipitation data. These interactions inwgvIluminal coiled-coil domains and
cysteines most probably generate hetero-oligont&tswould shape the SR membrane and
induce this characteristic SR membrane curvatusemied for cisternae. If these hetero-
oligomers are important for the SR cisternae sligpghrey should dissociate in the absence of
triadin and this may explain the flattened morplggl@f cisternae observed in triadin KO
muscles.Parler de la mesure du diamétre du ERésepce de T95 ??

CLIMP-63 is also a MT-binding protein. Its MT-bimdj domain comprises the amino
acids 62 to 101 in the cytosolic part of the pmot¢Vedrenne, 2005 #62}. The peptide
corresponding to the sole cytosolic part has beews to behave as a MAP in vitro, with the
capacity to bind to purified MTs and to induce tlilngpolymerization {Klopfenstein, 1998
#368}. The MT-binding properties of CLIMP-63 seellsaato be essential for ER shaping.
Indeed, in the ER membrane of cultured cells, CL468°Pmay aggregate into patches and
thereby form MT binding sites of high avidity {Klégnstein, 2001 #366}. When
overexpressed, CLIMP-63 has a strong effect on MHAe network, inducing bundles of
stabilized MTs {Klopfenstein, 1998 #368;Vedrenn@0@ #332;Vedrenne, 2005 #62}. Owing
to its MT-binding properties, CLIMP-63 is the misgilink between triadin and the MTs.
Indeed, the ability of Trisk 95 to cause a reorgation of the MT network passes through
CLIMP-63. To show this, we used the pseudo-phosgpaied CLIMP-MT(-) mutant, which
acts as a dominant-negative mutant and could mat the MTs anymore {Vedrenne, 2005



#62}. This CLIMP-MT(-) mutant is still able to bind@irisk 95 via its luminal domain, but it
abolishes the effects of the triadin on the MT et

In adult muscle cells, MT bundles patrtially co-aligith triads and with CLIMP-63,
which is in good agreement with the fact that CLHgI®may link triads to MTs. Our work on
triadin KO mice shows that the overlap between CR{SB, MTs and triads is diminished in
the absence of triadin. Furthermore, MTs appearesdmat disorganized and the overall
CLIMP-63 staining is dimmer. Hence, triadin appearbe the anchor of both CLIMP-63 and
MTs at the triads. Why triads have to be linkedh® MT network remains an open question,
(peut-étre ici rallonger la sauce sur le role despén plus preponderant des MTs dans la
cellule musculaire, papiers Gomes, Oddoux, Strabbewe can speculate that MTs might
have a role in the tight spatial distribution a&dis all along the mature fiber. Likewise, SR
cisternae have to be positioned close to a T-tutmlirm each triad and MTs might also

have a role in this subcellular organelle shapirigese hypotheses will have to be tested,.



Materials and Methods

Ethics statement
All procedures using animals were approved by tistitltional ethics committee and
followed the guidelines of the National Researchui@d Guide for the care and use of

laboratory animals.

DNA constructs and siRNAs

Full-length rat triadin Trisk 95 (accession numBal243304), Trisk 51 (#AJ243303),
Trisk 32 (#AJ812276) and several Trisk 95 mutantseited into the expression vectors
pcDNA3.1 (Life Technologies) or pEGFP-N1 (Clontechave already been described
{Marty, 2000 #18;Vassilopoulos, 2005 #14;Fouresthiin, 2012 #364}. To construct T95-
mini-GFP, the stop codon of T95-mini in pcDNA3.1smM@&moved by a PCR-based method,
and the amplified sequence was inserted into pEREF-or the construction of T95-lumen,
the plasmid DsRed2-ER (Clontech) was digested bgl Agd Bglll to remove DsRed2. The
luminal domain of Trisk 95 (aa 113 to 687) was afigad by PCR with FLAG and KDEL
sequences inserted at the end of the PCR fragmbiah was then inserted in the Agel/Bglll
digested plasmid. T95-lumen encoded by this coatsteuthus composed of calreticulin ER
targeting peptide, luminal domain of Trisk 95, Flagd KDEL peptides, and is targeted into
the lumen of the ER. CLIMP-63 plasmids were kingipvided by Hesso Farhan and Hans-
Peter Hauri {Vedrenne, 2005 #62;Klopfenstein, 26866}. For knockdown of CLIMP-63 in
COS-7 cells, two siRNAs were designed accordinfNikonov, 2007 #367}, except that our
SiRNAs were based on human sequence of CLIMP-63RNAL 5'-
CCAGAAUGAGAUUCUCAAATT-3' and siRNA2 5-CCAAAUCCAUCAACGACAATT-
3’ corresponding to nucleotide positions 621-638 #B84-752 in human CLIMP-63 coding
sequence, respectively. Scramble RNA (scRNA) wdaiodd from scrambled sequence of
siRNA1 and synthesized by Invitrogen with the tWRNAS.

Viruses

In this study, we used adenoviral-mediated gemnestea to express Trisk 95, Trisk 51
or Trisk 32 in HEK293 cells. These viruses wereieegred and produced either by the Gene
Vector Production Network at Genethon Ill (Evryakce) or by the Atlantic Gene Therapies
(Nantes, France). We produced lentiviral vectorsyoag either the rat Trisk 95 cDNA, the
human CLIMP-63 cDNA or the cDNAs of the mutants MIB-MT(+) or CLIMP-MT(-).



These lentiviral vectors were produced into HEK298&lls as previously described
{Zufferey, 1997 #373;Bovia, 2003 #374} with the lfmhing modifications. High-titer
lentiviral vector stocks were generated by calcpimsphate-mediated transient transfection
(Clontech) of the HEK293T cells by 3 plasmids (Addg): the transfer vector plasmid in
pWPXLD, the packaging plasmid psPAX2 and the vdarcstomatitis virus G protein (VSV
G) envelope protein-coding plasmid. Titers of vasisin cell culture supernatants were
determined as previously described {Nguyen, 20085}#and were in the range of 1-10%10
transducing units/ml. For all transduction expemise cells were infected by overnight
incubation with the chosen virus, at a multiplicttl/ infection 5. Control cells were infected

with the control virus (lentivirus-GFP).

Antibodies

Primary polyclonal antibodies (pAbs) used in thigly are: guinea pig or rabbit pAbs
against the C-terminus of rat Trisk 95 (Vassilopguét al., 2005); chicken pAB against GFP
(Abcam); rabbit pAbs against the N-terminus of takdin isoforms {Vassilopoulos, 2005
#14}, the C-terminus of rat RyR1 {Marty, 1994 #3}| IMP-63 (anti-CKAP4, Euromedex)
and calnexin (Stressgen). Primary mouse monocklm#iodies (mAbs) used are against RyR
(RyR34C clone, DSHB), GFP (GFP12A6 clone, DSHB)oBiy heavy chain (MF20 clone,
DSHB), beta-tubulin (TUB2.1 clone, Sigma) and Flag®2 clone, Sigma). Secondary
antibodies used for immunofluorescence studies weupled to Alexa-Fluor 488 or Alexa-
Fluor 546 (Molecular Probes); or to Cy3 or Cy5 k&#mn ImmunoResearch Laboratories).
Secondary antibodies used for western blotting wéRP-coupled rabbit pAbs (Jackson
ImmunoResearch Laboratories). For western blotitey IP, TrueBlot® HRP-coupled rabbit
pAbs (Rockland) were used.

Proteomic analyses

Proteomic experiments were performed as previadessgribed {Milbradt, 2014 #44}.
Briefly, proteins were stacked in the top of a #4.RUPAGE gel (Invitrogen) before R-250
Coomassie blue (BioRad) staining and in-gel digestising modified trypsin (Promega,
sequencing grade). Resulting peptides were analggeonline nanoliquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (nanoLC-MS/Mi& Wlitimate 3000 and LTQ-
Orbitrap Velos pro, Thermo Scientific) using a 180 gradient. Peptides and proteins were
identified through concomitant searches against Wmgprot databank (September 2014
version, Homo sapiens taxonomy, 138560 sequenoelsa alassical contaminants database



(homemade, 260 sequences) and the correspondieseevdatabases using Mascot (version
2.5). The IRMa software, version 1.31.1 {Dupier@009 #45}, was used to filter the results:
conservation of rank 1 peptides, peptide identilice FDR < 1% (as calculated on peptide
scores by employing the reverse database strataggl) minimum of 1 specific peptide per
identified protein group. Filtered results wereaguded into a relational mass spectrometry
identification database before performing a contipilg grouping and comparison of the
protein groups from the different samples usingcanémade tool (hEIDI). Differential
analysis of GFP and Trisk 95-GFP co-immunopredipitaeluates was performed using
extracted spectral counts (SC) and specific spemtrats (SSC). A protein was considered as
a potential binding partner if it was identified tvia minimum of 10 SC and if its
corresponding SC and SSC were enriched at leaste$ in Trisk 95-GFP sample compared
to GFP one.

Cell culture and transfection

COS-7 and HEK293 cells were cultured in Dulbeccoisdified Eagle medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum d8d penicillin-streptomycin (Life
Technologies). Transient transfections were cawigdvith of DNA using Exgen 500 reagent
(Euromedex), according to the manufacturer’'s pratoafter 28 hours of transfection, cells
were treated for either IP or immunofluorescenaa. IP, cells grown in 60 mm diameter
plates were collected by trypsinization, rinsedeoimcPBS and stored at -20°C until used. For
immunofluorescence, cells grown on coverslips wied for 6 min in methanol at -20°C.
Human immortalized myoblasts were engineered andymed by the Institute of myology
(Paris, France). Mouse satellite cells were obthibg trypsinization of skeletal muscle
fragments of 1-day-old mice. These satellite celése seeded on matrigel-coated Ibidi p-
Dishe$®™™ (Biovalley). When human or mouse myoblasts werelgent (approximately 24
h after seeding), differentiation was induced bgrafing the culture medium for Dulbecco’s
modified Eagle’s medium supplemented with 2% hossum and 1% penicillin-
streptomycin. The differentiation days are courftech this medium change. Myotubes were
fixed after 5-10 days of differentiation with 4% rptormaldehyde (Electron Microscopy
Sciences) in PBS for 20 min and permeabilized @8t TritonX-100 in PBS for 20 min.

Preparation of muscle fibers
Flexor Digitorum Brevis (FDB) muscle fibers weresshciated as described
previously {Fourest-Lieuvin, 2012 #364} with thellfawving modifications. Dissected FDB



muscles were digested for 60-90 minutes in collagenand dissociated fibers were seeded
on matrigel-coated Ibidi p-Dish&&™for 1 hour at 37°C and were fixed for 20 minutedia
paraformaldehyde in PBS. Fibers were then permeadifor 45 minutes with 1% Triton X-
100 in PBS at 30°C.

Immunofluorescence microscopy

Cells and FDB fibers were saturated in PBS suppiéedewith 0.1% TritonX-100,
0.5% bovine serum albumin, and 2% goat serum fom8tutes. Cells were incubated with
primary antibodies in PBS-0.1% TweenZ20 either atrrdemperature for 1 hour (model cells)
or at 4°C overnight (differentiated myotubes andBEp After incubation for 1-3 hour(s) at
room temperature with fluorescent secondary anidsdnuclei were stained with
Hoechst33258 (Life Technologies). Coverslips wereunted on microscope slides with
FluorSavé reagent (Calbiochem). Images were captured on asZeSM710 confocal

microscope or Leica SPE confocal microscope.

Preparation of microsomes

Tibialis anterior skeletal muscle was collectednfradult mouse hindlimb. Crude
microsomes were prepared with slight modificatiohgshe procedures previously described
{Marty, 2000 #18}. Indeed, after muscle homogen@atin a 30-ml solution made of 200
mM sucrose, 20 mM HEPES (pH 7.4), 0.4 mM GaCGmM leupeptin, 100 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 1 mM diwopy! fluorophosphate (DFP), the
low-speed (10 min at 1,500 g) pellet was discar@ed, microsomes were obtained after 50
min of centrifugation at 41,000 g. They were homoged at 8-10 mg/ml in 0.1 M NaCl, 30

mM imidazole (pH 6.8) and 8% sucrose and stordjunid nitrogen.

Immuno-precipitation (IP), SDS-PAGE and western bldting

Mouse skeletal muscle microsomes or transfected 288Kcells were lyzed by
sonication (10 X 1 second) in lysis buffer (ImM E&TL5 mM NaCl pH7.1). Samples (3
mg/ml) were then solubilized for 30 min at 4°C ibaffer composed of 0.9 M NaCl, 1.6%
CHAPS, 0.1% phospholipids (Avanti Polar Lipids), @M Pipes (pH 7.1), 200 uM PMSF,
and 1 mM DFP, and the solubilized proteins weretdd with 1 volume of PBS and 1 volume
of H,O. IPs were then performed with the chosen antiteody Dynabeads® Protein G (Life
Technologies), according to the manufacturer'squoit All Triadin or CLIMP-63 constructs

fused with GFP were immuno-precipitated from trantéd HEK293 cell extracts using GFP-



Trap® (Chromotek), according to the manufacturgtstocol. The immuno-precipitated
proteins were then analyzed by SDS-PAGE (5-15%ignadjels, Bio-Rad Laboratories) and
Western blotting performed with antibodies desatibbove and with ECL substrate reagent
(Thermo Scientific). Acquisitions were done usingchemiDoc XRS apparatus (Bio-Rad)

and quantification was performed using Quantity Gokware.

Co-localization analysis on immunofluorescence im&g of FDB muscle cells

To quantify CLIMP-63 co-localization with Trisk 9&r RyR1, or MT co-localization
with RyR1, a binary mask corresponding to the @perbetween the green and the red
stainings was generated with a homemade ImageJomahis mask corresponded to the
surface of co-localization on one confocal planeafio was calculated between the surface
of co-localization and the total green surface.UResvere given as percentages and averaged

from at least three independent experiments.

Statistics
All statistical analyses were performed using Pr&th (GraphPad Software, La Jolla,
USA).
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Figure legends

Fig. 1. Endogenous CLIMP-63 associates with transteed Trisk 95 in COS-7 and
HEK293 cells.

(A) Trisk 95 (T95) was expressed in COS-7 cellobefixation and permeabilization.
Cells were labeled with antibodies against CLIMP{€3.IMP, green), T95 (red) anf-
tubulin to label MTs (gray). The CLIMP-63 and T9@inings are merged in the right panel.
Insets 1 and 2 are zoomed in lower panel for emaye. Cells expressing T95 exhibit an ER
deformation called rope-like structures (RLS) andismrganization of MTs (insets 2), which
is not the case in cells that do not express Ti&&e(s 1). Endogenous CLIMP-63 co-localizes
with T95 in RLS in T95-expressing cells (right phaed insets 2). Scale bar, 20 um. (B)
HEK293 cells were either not transfected (lane)Igr transfected with the plasmid coding
for T95 (lanes 3, 4) before extraction (lanes 1,aBY immunoprecipitation (IP) with an
antibody to CLIMP-63 (lanes 2, 4). Immunoblot arsidyof co-IP proteins was performed
with T95 (upper) and CLIMP-63 (lower panel) antibesd Molecular weights are indicated in
the left.

Fig. 2. The luminal part of Trisk 95 is important for its association with CLIMP-63.

(A) Schematic representation of CLIMP-63 (CLIMPYjsk 95 (T95) and constructs
of T95 deleted either for the cytosolic domahtyto-T95), the cytosolic and transmembrane
domains (T95-lumen), the luminal domain (T95-miar)the RLS-specific sequences (T95-
ARLS, coiled-coil domain removed and cysteines nedfaThe T95-lumen construct is fused
to the Flag peptide in its C-terminus. Specific wates in CLIMP-63 and T95 are
highlighted: transmembrane domains (TM, yellow ®xeoiled-coil domains (CC, gray
boxes) and the KEKE domain in triadin (brown boXumbers indicate amino acids. (B)
COS-7 cells were co-transfected with CLIMP-63 and of the Trisk 95 construct: wild type
T95 (B1), Acyto-T95 (B2), T95-lumen (B3), T95-mini (B4) or TQRLS (B5). After
fixation, cells were stained with antibodies aghi@&IMP-63 and Trisk 95 or Flag. T95,
Acyto-T95 and T95-lumen co-localize with CLIMP-63 RLS whereas T95-mini and T95-
ARLS do not. Scale bar, 10 um. (C) Quantificatiortrahsfected cells exhibiting RLS with
both CLIMP-63 and T95, or with both CLIMP-63 andeoaf the deletion mutants of T95.

**P<0.01, Mann-Whitney test, error bars are SEM3ne 5 counts of 100 transfected cells in



at least 2 experiments for each condition. (D, B &) Co-IP experiments performed on
extracts of HEK293 cells expressing the indicatemtgins. Molecular weights are indicated
in the left of each immunoblot. (D) T9A¢cyto-T95 or T95ARLS were immuno-precipitated
with an antibody to T95 (IP Triadin). Immunoblotadysis of co-IP proteins was performed
with T95 (upper) and CLIMP-63 (lower panel) antisd (E) T95-GFP or T95-mini-GFP
were immuno-precipitated with the kit anti-GFP t{#p GFP). Immunoblot analysis of co-IP
proteins was performed with GFP (upper and middiel CLIMP-63 (lower panel)

antibodies. (F) Trisk isoforms T95, T51 or T32 (d&gd in G) were immuno-precipitated
with an antibody to the N-terminus of triadins (TRiadin). Immunoblot analysis of co-IP
proteins was performed with the same antibody aslIFo (upper) and with CLIMP-63

antibody (lower panel). (G) Schematic represemabd triadin isoforms, Trisk 95 (T95),

Trisk 51 (T51) and Trisk 32 (T32), with specifigsences as in (A).

Fig. 3. The luminal domain of CLIMP-63 is responsile for the association with Trisk
95.

(A) Schematic representation of constructs of CLi88 with EGFP inserted in place
of the luminal domain (CLIMRxlumen) or in place of the cytosolic domaicyto-CLIMP).
Specific sequences are as in Fig. 2A. (B) COS-8 aare co-transfected with T95 and either
CLIMP-Alumen (B1) orAcyto-CLIMP (B2). After fixation, cells were stainedth antibodies
against CLIMP-63 (green) and T95 (red). Merged iesagre shown. Scale bar, 10 um. (C)
Co-IP experiments performed on extracts of HEK28B expressing the indicated proteins.
CLIMP-Alumen orAcyto-CLIMP were immuno-precipitated with the kitteGFP trap (IP
GFP). Immunoblot analysis of co-IP proteins wasfqgrared with T95 (upper) and GFP
(lower panel) antibodies. Molecular weights aragated in the left of each immunoblot.

Fig. 4. Trisk 95 phenotype is abolished by a mutantf CLIMP-63 that does not bind to
MTs.

(A) Schematic representation of CLIMP-63 in whithete serines at positions 3, 17
and 19 of the cytosolic N-terminal part were mulagther in alanines (mutant CLIMP-
MT(+)) or in glutamic acids (mutant CLIMP-MT(-)). AMP-MT(+) can bind MTs while
CLIMP-MT(-) cannot. (B) COS-7 cells were co-trargid with T95 and either CLIMP-
MT(+) or CLIMP-MT(-) and labeled with antibodiesaigst CLIMP-63 (CLIMP, green), T95
(red) andp-tubulin to label MTs (gray). All cells co-expresgi T95 and CLIMP-MT(+)
present RLS in which both proteins are co-localiZzzgdoms 1), and their MTs are



disorganized. In cells co-expressing T95 and CLIMPE), both proteins are co-localized in
the ER (zooms 2) but the ER never exhibit RLS d®&MT network appears normal. Thus,
CLIMP-MT(-) behaves as a dominant-negative mutamd abolishes the RLS phenotype
induced by T95. Scale bar, 20 um. (C) Quantificatid transfected cells exhibiting RLS.
Cells were either transfected with T95, CLIMP-MT(e#) CLIMP-MT(-) separately, or co-
transfected as indicated. Quantifications were gsdormed on non-transfected cells as a
control (first column). *P<0.01, Mann-Whitney tegrror bars are SEM, n=4 to 5 counts of
100 transfected cells in at least 2 experimentsefeh condition. (D) Co-IP experiments
performed on extracts of HEK293 cells expressimgitidicated proteins. CLIMP-MT(+) or
CLIMP-MT(-) were fused to EGFP in this experimentavere immuno-precipitated with the
kit anti-GFP trap (IP GFP). Immunoblot analysiscofIP proteins was performed with T95
(upper) and GFP (lower panel) antibodies. Molecwulaights are indicated in the left of each
immunoblot.

Fig. 5. In muscle cells, CLIMP-63 and T95 stainingpartly overlap.

(A) Isolated FDB muscle fibers from rat were doubtained with antibodies against
CLIMP-63 (CLIMP, green) and Trisk 95 (T95, red). dBaimage represents one single
confocal plane. Scale bar, 5 um. The inset in taeged panel is zoomed (fourth panel). Scale
bar in the zoom, 2.5 um. The binary image (magihtripanel) represents in black the
CLIMP-63 staining area that co-localizes with tf#5Ttaining on the zoomed image. (B) The
fluorescence intensity as a function of distance platied for six successive triads in the
fiber. The green curve corresponds to CLIMP-63, thedred curve to T95. (C) Percentages
of CLIMP-63 staining area co-localizing with T95b&ling on confocal images of FDB
muscle fibers of rats and mice, quantified by usmagks as illustrated in (A). Quantifications
were performed on 7 images from 2 experiments dnF@2B and 11 images from 3
experiments on mouse FDB. (D) Co-IP experimentdopmed on mouse TA muscle
microsomes (lysate, lane 1) with an antibody to T8 T95, lane 2). Control IP was
performed with pre-immune 1gGs (lane 3). Immunobdotalysis of co-IP proteins was
performed with T95 (upper) and CLIMP-63 (lower pwrantibodies. Molecular weights are

indicated in the left of each immunoblot.

Fig. 6. Absence of triadin results in delocalizatio of CLIMP-63.
(A) Isolated FDB muscle fibers from WT or triadifaKmice were double-stained
with antibodies against CLIMP-63 (CLIMP, green) ahd ryanodine receptor (RyR) to label



triads (red). Each image represents one singleocahplane. A zoom of the merged image is
shown (fourth panel). Scale bars, 2 um. The bimaage (mask, right panel) represents in
black the CLIMP-63 staining area that co-localizégth the RyR staining in the zoomed
image. (B) The fluorescence intensity as a functdndistance was plotted for three
successive triads in fibers of WT (upper) or tnaliO (lower panel) mice. The green curve
corresponds to CLIMP-63, and the red curve to R¥R.Percentage of CLIMP-63 staining
area co-localizing with RyR labeling on confocalaiges of FDB muscle fibers of WT or
triadin-KO mice. **P<0.001, Mann-Whitney test, errbars are SEM, n=11 and 6 quantified
images for WT and KO conditions, respectively. lemgvere from 3 different dissections.
(D) Co-IP experiments performed on WT (lane 1)r@adin-KO (lane 2) mouse TA muscle
microsomes with an antibody to RyR (IP anti-RyRjmunoblot analysis of co-IP proteins
was performed with RyR (upper), T95 (middle) andIl@R-63 (lower panel) antibodies.

Molecular weights are indicated in the left of eaomunoblot.

Fig. 7. Disorganization of microtubule network in nuscles of triadin KO mice.

(A) Isolated FDB muscle fibers from WT or triadifaKmice were double-stained
with antibodies against tubulin to label MTs (greand the ryanodine receptor (RyR) to label
triads (red). Each image represents one singleocahplane. A zoom of the merged image is
shown (fourth panel). Scale bars, 2.5 pum. The pimaage (mask, right panel) represents in
black the MT staining area that co-localizes with RyR staining in the zoomed image. (B)
The fluorescence intensity as a function of distamas plotted for three successive triads in
the fiber. The green curve corresponds to MTs, haddd curve to RyR. (C) Percentage of
MT surface co-localizing with RyR labeling on cooéb images of FDB muscle fibers of WT
or triadin-KO mice. **P<0.001, Mann-Whitney tesgrrors bars are SEM, n=9 and 6
guantified images for WT and KO conditions, respety. Images were from 3 different

dissections.

Fig. S1. Quantification of cells, either transfecte or co-transfected, exhibiting RLS.

COS-7 cells were mono-transfected with TAbyto-T95, T95-lumen, T95-mini, T95-
ARLS, CLIMP-63,Acyto-CLIMP, or CLIMPAlumen; or they were co-transfected with T95
and one of the CLIMP-63 construct. After fixatia®lls were stained with antibodies against
Trisk 95 or Flag and against CLIMP-63. Cells extmily RLS were counted among



transfected cells. Error bars are SEM, n=3 to ntpwof 100 transfected cells in at least 2

experiments for each condition.

Fig. S2. The knock-down of CLIMP-63 by siRNAs is nbefficient enough to abolish the
RLS phenotype.

COS-7 cells were treated for 24h either with a $iRtidrgeting CLIMP-63 (SIRNA
KD) or with a scrambled siRNA (Sc) used as a cdniffbey were then transfected with a
plasmid expressing Trisk 95 (T95) for another 24 @8h of treatment with siRNAs). Cells
were either fixed for immunofluorescence (A, D,dE)craped for cell extraction and western
blotting (B, C). (A, D) Cells were labeled with #uddies against CLIMP-63 (CLIMP, green),
T95 (red) and tubulin (gray). Scale bars, 20 um.lEmunoblots for endogenous CLIMP-63
and calnexin from siRNA-treated COS-7 cell extragtSs) Quantification of CLIMP-63
expression performed on 4 immunoblots. The siRNA K&s able to lower the amount of
CLIMP-63 by 70 %. *P<0.05, Mann-Whitney test, egrdtrars are SEM. (D) Image showing
that among KD treated cells, the vast majority ellscdo not exhibit CLIMP-63 staining
anymore (insets 1, see also image in A, right),ibig still possible to find cells exhibiting
RLS with little amounts of CLIMP-63 and with T95 these ER structures (insets 2). These
RLS co-align with bundled MTs. (E) Cells exhibitifrgLS were counted among T95
transfected cells. ns, P>0.05, Mann-Whitney tastrédars are SEM, n=3 to 5 counts of 100
transfected cells in at least 2 experiments foh eandition.

Table S1
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Résumé:
Un lien entre les triades et les microtubules darla cellule musculaire :
Role de la triadine et de CLIMP-63

La contraction musculaire est provoquée par urcheldent massif de calcium a partir du
reticulum sarcoplasmique (RS) des cellules mus@adaiCe relachement de calcium réalisé par le
récepteur de la ryanodine (RyR1), s'effectue dass sructures membranaires spécialisées et trés
organisées : les triades. Cette architecture spaeifest essentielle a l'activité correcte de RyR1.
Cependant, les mécanismes moléculaires mis engesl ld formation et le maintien des triades ne
sont pas connus. La triadine, qui est une protéireisée dans la membrane du RS et qui est agsocié
a RyR1, pourrait jouer un rdle dans la structurereticulum sarcoplasmique pour permettre un
relachement de calcium efficace. L'équipe a mamiiedI'ablation du gene de la triadine chez la souri
induisait une altération des relachements de cal@ti une modification de la forme des triades.
Nous avons montré que la triadine pouvait indireetet interagir avec les microtubules et qu’elle
pourrait ancrer le RS aux microtubules (Fourestiiie, J Cell Science, 2012). Par analyse en
spectrométrie de masse des protéines co-immung@figss avec la triadine, nous avons identifié
un nouveau partenaire de la triadine, CLIMP-63 paurrait étre impliqué dans cette fonction.
CLIMP-63 est décrite comme une protéine capableai& le reticulum aux microtubules et de
maintenir la forme du reticulum endoplasmique. Nauvgns ensuite confirmé son interaction avec la
triadine par différentes approches dans différemtsléles cellulaires. L'étude et la caractérisatien
CLIMP-63 dans le muscle sont tout a fait innovantésnous avons étudié les conséquences de
I'association triadine/CLIMP-63 pour la fonction duuscle et dans la formation ou la maintenance
des triades.

Mot Clefs : Triadine / CLIMP-63 / microtubules / triade tioeilum / muscle

Abstract:
Link between triads and microtubules in the muscleells:
Role of triadin and the shaping protein CLIMP-63

Muscle contraction is achieved when an efficientitaxion signal at the plasma membrane
triggers intracellular calcium release. This praceslled “excitation-contraction (E-C) coupling”
relies on a macromolecular protein complex, spantite plasma membrane and the sarcoplasmic
reticulum (SR), containing the calcium channel bé tSR, the ryanodine receptor (RyR1). This
calcium release complex is present exclusivelyighlly organized membrane structures called triads.
A triad is composed of two SR terminal cisternagainding a plasma membrane transverse-tubule.
This architecture is essential to sustain the #gtof the calcium channel RyR1, which is located i
the membrane of SR terminal cisternae. Howevele lis known about the molecular mechanisms
allowing the formation and maintenance of SR teahicisternaeTriadin is a member of this
complex, present in the SR membrane and interautitigRyR1. Deletion of the triadin gene leads to
partial disorganisation of SR membranes in skelsiadcles, with abnormal orientation of part of the
triads. Triadin could play a role in the structuresarcoplasmic reticulum to allow efficient E-C
coupling. We have shown that triadin could indieabteract with the microtubules, and therefore
anchor the sarcoplasmic reticulum to the microtemdtwork (Fourest-Lieuvin, J Cell Science, 2012).
Using mass spectrometry analysis of proteins cotinoprecipitated with triadin, we have identified a
new partner of triadin, CLIMP-63 which could be atwved in this function. CLIMP-63 is a shaping
protein able to mediate the anchoring of the rétiouto microtubules and to maintain the shape of
endoplasmic reticulum. We have dissected the idtieiga domains between CLIMP-63 and triadin,
and study the consequences of this associationnfoscle function, and triad formation or
maintenance.

Key words: Triadin / CLIMP-63 / microtubules / Triad / retilcim / muscle
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