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Du clonage des canaux
calciques de type T

a I'etude de leurs roles
physiologiques

Le clonage moléculaire des canaux calciques de type T est un
aboutissement récent rendu possible par le développement
des stratégies de clonage in silico. Cet article fait le point sur
ce que l'on savait jusque-la des canaux de type T natifs et
décrit dans le détail les propriétés moléculaires et fonction-
nelles des canaux recombinants correspondants. Il existe
une grande diversité moléculaire des canaux de type T
puisque trois genes et de nombreuses isoformes ont été iden-
tifiés. On a identifié des canaux recombinants qui présentent
une spécificité fonctionnelle ainsi que des signatures électro-
physiologiques et pharmacologiques. L’objectif actuel est de
développer des outils et des stratégies qui devraient favoriser
Pinterprétation du role des canaux de type T dans des pro-
cessus physiologiques (développement, sécrétion, activité
rythmique...) et pathologiques (hypertrophie cardiaque, pro-
lifération cellulaire, épilepsie...). A court terme, des
modeles animaux devraient également étre développés.

Philippe Lory
Arnaud Monteil
Jean Chemin
Emmanuel Bourinet
Joél Nargeot

P. Lory, A. Monteil, J. Chemin, E. Bourinet,
J. Nargeot: Institut de génétique humaine,
Cnrs UPR 1142, 141, rue de Ia Cardonille,
34396 Montpellier Cedex 05, France.
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‘existence de canaux cal-
ciques activés pour de faibles
dépolarisations membra-
naires (low-voltage-activated,
LVA)a été suggérée il y a plus
de 20 ans pour expliquer l'activité
rythmique déclenchée dans les neu-
rones thalamiques a la suite de leur
hyperpolarisation. Cette situation
paradoxale d’activité électrique
recrutée par I’hyperpolarisation
membranaire dans certains neurones
semblait s’expliquer par l’existence
de canaux calciques partiellement
inactivés dans la gamme du potentiel

de repos mais dont I’activation était a
nouveau permise par I’hyperpolarisa-
tion transitoire de ces neurones, favo-
risant ainsi la dépolarisation mem-
branaire et D’activation d’autres
canaux ioniques, les canaux sodiques
en particulier.

L’avénement de la technique du
patch-clamp au début des années 1980
(m/s 1987, n°9, p. 538) a permis une
description électrophysiologique de
ces canaux, tant au niveau cellulaire
qu’a I’échelon d’un canal unique
(figure 1A). Les études au niveau cel-

lulaire ont permis l'identification m—
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Classifications

HVA LVA

Electrophysiologique

Types L/N/P-Q/R Type T

Protéine-canal : Sous-unités régulatrices :

Biochimique 0y, a,/dBy

Génique CACNA1x / CACNA2Dx / CACNBx / CACNGx
S C A BD E k;_ FHI
a; + + I---ti-1 -
0,0 ¥+ 1
1 23
i SR PR I PR
T
1 2 3 4 -
T+-1---
1 2 34567
Années K Années K Années
«muscle» «cerveau» in silico

Figure 1. Les canaux calciques. A. Nomenclature et classification. La pre-
miere notion de diversité des canaux calciques est électrophysiologique avec
la séparation des canaux calciques «haut seuil» s’activant pour de fortes
dépolarisations (HVA pour high voltage activated) et ceux « bas seuil » s’acti-
vant pour de faibles dépolarisations (LVA pour low voltage activated). Avec
I'avénement du patch-clamp et le développement d’inhibiteurs spécifiques,
les canaux HVA ont pu étre séparés en canaux de type L (sensible aux dihy-
dropyridines), de type N (bloqué par I'omega-conotoxine), de types P et Q
(bloqués par 'oméga-agatoxine IVA) et de type R (résistant). Les canaux LVA
sont alors devenus canaux de type T pour «transient/transitoire » ou tiny. La
purification et le clonage des canaux HVA ont conduit a I'identification des
protéines formant le complexe hétéromultimérique que représente le canal.
Les sous-unités canalaires, a, sont identifiées par une nomenclature utilisant
les lettres A, B, C, D, E, F, G, H, | et S (pour squelettique, la premiere identi-
fiée: a,5). Une nouvelle nomenclature fondée sur des critéres phylogéniques
est en train de voir le jour (voir figure 3A) [46]. Les protéines associées au
canal, les sous-unités régulatrices (a,/d, 3, et y), sont également codées par
de multiples génes: 3 isotypes pour a,/0 (a,/d,;), 4 pour B(B,,) et au moins 6
pour Yy (y.¢). Les génes codant pour les multiples sous-unités de canaux cal-
ciques sont désignés selon la nomenclature en vigueur auprés de la banque
de données génétique HUGO/GDB [47]. B. Historique du clonage des sous-
unités du canal calcique (d’aprés [48]). Les différentes sous-unités du canal
calcique du muscle squelettique (vert), ainsi que I'a,¢ cardiaque, ont été clo-
nées a la fin des années 1980. D’autres sous-unités, les canaux neuronaux en
particulier, ont été isolées par la suite (clonage par homologie [violet]). Avec
I'essor des programmes de grand séquencage (génome humain, identifica-
tion d'EST) et des stratégies d'analyse de séquences nucléotidiques, des
séquences nouvelles ont été identifiées correspondant a plusieurs sous-uni-
tés a,, celles des canaux de type T en particulier (bleu), et a des sous-unités
régulatrices a,; et y. La sous-unité a,: dont les mutations sont associées a
une forme de rétinite pigmentaire de type 2, a été identifiée lors du séquen-
cage d’'un cosmide couvrant le chromosome X en Xp11 [49].

d’'un courant calcique LVA, transi-
toire (type T) dans de trés nombreux
types de neurones, mais également

msssssm  dans les myocytes cardiaques, les cel-
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lules musculaires squelettique et vas-
culaire, ou encore des cellules sécré-
trices (corticosurrénale, cellules B du
pancréas). Une caractérisation bio-

physique détaillée du courant cal-
cique de type T des neurones thala-
miques a permis de confirmer I’hypo-
these décrite précédemment en
démontrant I'implication des canaux
calciques de type T dans la genese
d’activité rythmique (voir I'article de
R.C. Lambert et al., p. 989 de ce
numéro) (pour revue, voir [1]).
D’apres le profil d’expression des
canaux calciques de type T révélé par
les études en patch-clamp, un certain
nombre d’autres roles physiologiques
ont été suggérés pour ces canaux, en
particulier dans l’activité rythmique
cardiaque, dans la sécrétion d’hor-
mones, dans la prolifération cellu-
laire et dans le développement, mais
également dans certains processus
physiopathologiques tels que ’hyper-
trophie cardiaque (m/s 1999, n°3,
p. 329) et I'épilepsie. Toutefois, pour
I’ensemble des études évoquées ici,
on s’accordait a reconnaitre la néces-
sité du développement d’outils phar-
macologiques sélectifs ou, mieux
encore, d’identifier les déterminants
moléculaires engendrant les courants
calciques de type T. Au cours des
deux derniéres années, des stratégies
moléculaires d’analyse des canaux de
type T ont été développées dans plu-
sieurs laboratoires dont le notre et
nous présentons ici une synthése de
ces premiers travaux moléculaires.

Historique d'un clonage
tres attendu

Pour apprécier la portée de la
récente identification moléculaire
des canaux calciques de type T, il est
important de retenir qu’il s’est
écoulé environ 20 ans entre 'identifi-
cation électrophysiologique des cou-
rants de type T [2] et le premier clo-
nage moléculaire d’'une sous-unité
codant pour un canal calcique de
type T [3]. Un autre repere histo-
rique important est le clonage il y a
prés de 15ans de la premiere sous-
unité o, d’un canal calcique de type
L, la sous-unité 0,3 du muscle sque-
lettique (figure 1B) [4]. Il convient
donc de se pencher sur les difficultés
qui ont été rencontrées pour identi-
fier ces protéines canalaires tant
convoitées. Contrairement aux
canaux calciques activés pour de
fortes dépolarisations membranaires
(high-voltage-activated- HVA), il n’existe
aucun ligand spécifique pour les
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canaux de type T susceptible d’étre
utilisé pour une stratégie de purifica-
tion biochimique. Cette stratégie
avait conduit au clonage des canaux
calciques HVA de type L grace a I'uti-
lisation des dihydropyridines [4] et
I’existence de toxines spécifiques des
canaux calciques HVA neuronaux N
et P/Q a également fortement contri-
bué a la caractérisation biochimique
de ces derniers. L'utilisation de tech-
niques de clonage d’ADN complé-
mentaires (ADNc) fondées sur le cri-
blage a faible stringence de banques
d’ADNCc ou encore sur des stratégies
en RT-PCR utilisant des amorces
dégénérées avaient permis I'identifi-
cation de cinq autres sous-unités
canalaires O, appelées O,, O, O,
Oyp et O (figure 1B). La sous-unité
0,z dernieére identifiée dans cette
série [5], a suscité une attention par-
ticuliere car, d’apres la classification
électrophysiologique et pharmacolo-
gique du moment, aucun type cana-
laire ne semblait correspondre aux
caractéristiques des canaux recombi-
nants produit par son expression
fonctionnelle. Bien que I'étiquette de
«potentiel canal calcique de type T »
ait collé quelque temps a la sous-
unité oy, plusieurs études ont rapi-
dement suggéré que la sous-unité o
ne pouvait engendrer un courant cal-
cique de type T répondant a
I’ensemble des criteres électrophysio-
logiques et pharmacologiques recon-
nus [6, 7]. Alors que le débat sur son
implication potentielle dans la
genese des canaux calciques de type
T était relancé par une étude décri-
vant I'inhibition du courant calcique
de type T dans des myocytes car-
diaques incubés en présence d’anti-
sens dirigés contre ’ARN messager
d’ag [8], le groupe de R.C. Lambert
et A. Feltz, et le notre, décrivaient
une autre caractéristique importante
des canaux calciques de type T en
utilisant la méme stratégie expéri-
mentale. En effet, I’incubation
d’antisens dirigés contre la sous-unité
régulatrice 3 des canaux calciques
HVA n’affectait ni les caractéristiques
électrophysiologiques, ni la densité
de courant calcique de type T [9,
10]. De nombreux travaux avaient
montré que les canaux calciques
HVA, et plus spécifiquement les
canaux recombinants engendrés par
les sous-unités 0, 05, O;c, Oyp, Of €t
Oy, étaient modulés par les sous-uni-
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tés régulatrices 3 [11, 12]. L’absence
d’un tel controle suggérait donc que
les canaux calciques de type T corres-
pondaient a une entité moléculaire
distincte de celles identifiées alors.

Clonage in silico
des canaux calciques
de type T: un succes
plus que virtuel

Devant la résistance des stratégies
classiques d’identification, le biolo-
giste moléculaire aurait pu étre désa-
busé si une alternative n’avait été
d’analyser I’ensemble des données
de séquences consultables a partir
des bases de données génétiques via
internet. C’est cette stratégie qui a
été développée par le groupe de
Perez-Reyes a Loyola University (IL,
Etats-Unis) et par le notre pour abou-
tir au clonage de trois nouveaux
ADNCc codant pour les sous-unités
Oy, Oy et Oy des canaux calciques

de type T (figure 2). Les banques de
données contiennent de nombreuses
séquences qui proviennent de grands
programmes de séquencage (séquen-
cage de génomes; identification
d’étiquettes de transcrits: EST pour
expressed sequence tagged). Si I’annota-
tion de ces séquences est parfois
approximative, chaque spécialiste
peut toutefois effectuer un criblage
in silico selon des criteres spécifiques
et identifier ainsi des séquences
d’intérét permettant d’ajuster la par-
tie expérimentale du clonage de nou-
veaux ADNc (m/s 2000, n°1, p.22).
Deés 1996, de nouveaux canaux potas-
siques avaient été identifiés de la
sorte [13, 14]. Lors de la mise en
place de cette stratégie pour les
canaux calciques de type T, plusieurs
informations complémentaires sont
apparues, indiquant immédiatement
qu’il existait plusieurs ADNc corres-
pondant a des sous-unités O; non
encore décrites. A ce stade des tra-

Criblage
par similitude
de séquence

(blast)

Banques
de données
(Genbank...)

= Physiopathologie

= Physiologie
Utilisation ~» Pharmacologie
de «sondes .
virtuelles» i sEttrl:J%?jre-activité
(BioMotif)

= Profil d’expression
- Clonage

Séquences codant
pour les canaux T

Figure 2. Stratégies d’identification et d’analyse des canaux de type T. Grace
aux séquences nucléotidiques et protéiques déja présentes dans les banques
de données, il est possible d’interroger ces mémes banques de données
pour |'existence de séquences faiblement homologues aux premiéres. Parmi
les stratégies possibles, les deux les plus couramment utilisées sont la
recherche par similarité de séquence (exemple avec le logiciel blast: http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) et la recherche de motifs fonctionnels
(exemple avec le logiciel BioMotif : http://www.infobiogen.fr/doc/bioMotif-
doc/bioMotif_index.html). Les motifs fonctionnels tels que le senseur de vol-
tage ou le pore du canal peuvent étre convertis en sonde virtuelle pour le cri-
blage in silico. Les deux stratégies sont bien sr complémentaires. Les
nombreuses séquences identifiées doivent étre triées et analysées (analyses
phylogéniques). Les séquences d’intérét ont ensuite été isolées par RT-PCR,
puis utilisées comme sonde pour le clonage des a, de type T pleine lon-
gueur. Le clonage de ces nouveaux canaux permet un ensemble d’études
concernant leur profil d’expression, les relations structure-activité, la phar-
macologie et leur implication en physiologie et en physiopathologie.
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vaux, seul le clonage d’ADNc pleine
longueur et I’expression fonction-
nelle de ces canaux calciques recom-
binants pouvaient décider de leur
appellation «canaux calciques de
type T ».

L’élément de départ du clonage de
ces nouvelles sous-unités 0, fut une
premiere EST humaine identifiée
selon son annotation « similaire mais
non identique aux ADNc codant pour les
sous-unités a; connues » (GenBank
n° H06096). Par comparaison avec
les séquences d’ADNc des sous-unités
O, Oy, Oy, Oyp, O €t O, cette EST
semblait couvrir une région trans-
membranaire (domaine III) mais
avec une faible homologie (~30%).
L’intérét de cette séquence était tou-
tefois sa forte homologie (~65 %)
avec un ADNc provenant de Caeno-
rabditis elegans, c¢b4d2.5, décrit
comme une protéine canalaire puta-
tive (figure 3). Ainsi 'EST H06096 uti-
lisée comme sonde pour le criblage
de banques d’ADNCc a permis d’abou-
tir au clonage d’ADNc complets
codant pour la sous-unité o, chez le
rat [3] et chez ’'homme [15].

Trois genes, de multiples
isoformes...

Diversité moléculaire
des canaux T

A la suite du clonage de I’ADNc
codant pour la sous-unité g, le
groupe de Perez-Reyes identifiait un
second ADNc en utilisant la méme
sonde (H06096) pour le criblage
d’une banque d’ADNc de coeur
humain [16]. La sous-unité engen-
drée par cet ADNc est désignée O y.
Les deux protéines O,; et Oy sont
trés homologues (~70 %) et parta-
gent de nombreuses caractéristiques.
L’identification d’ADNc codant pour
la troisieme sous-unité, o, a égale-
ment bénéficié de I'effort du séquen-
cage a grande échelle évoqué précé-
demment. Trois EST (H55223,
H55225 et H55617) couvrant la
région transmembraire correspon-
dant au domaine I présentaient les
mémes caractéristiques d’homologie
que celles décrites pour H06096
(~30 % avec les 0, des canaux HVA
et ~70 % avec c54d2.5). Ces EST
avaient été identifiées par la tech-
nique d’exon trapping (m/s 1995,
n°12, p. 1707), indiquant précisé-

msmmm ment qu’elles correspondaient au
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Nom Nomenclature Localisation
de la sous-unité génique chromosomique
UG CA,3.1 CACNA1G 17q22
Oqp CA3.2 CACNAIH 16p13.3
oy CA,3.3 CACNALI 22q13

027f@

a

1 Types T
@ (LVA)
16
c54d2 (C. elegans)
a

Na

0y, (C. capillata)

g Types
N, P/IQ,R
A (HVA)
unc-2 (C. elegans)
A1p
o]
" Types L
%ic (HVA)
o]

1S
egl-19 (C. elegans)

Figure 3. Les canaux calciques de type T. A. Les trois formes de canaux cal-

ciques de type T identifiées a ce jour.

Les sous-unités a,q, a,y et a, sont éga-

lement appelées respectivement Ca,3.1, Ca,3.2 et Ca,3.3, respectivement.
Les génes correspondants sont respectivement localisés sur les chromo-
somes humains 17922, 16p13.3 et 22q13. B. Dendrogramme illustrant la
divergence entre les multiples sous-unités a,. L'analyse est faite en utilisant
la méthode des distances et seules les régions transmembranaires sont
considérées. Les canaux de type T représentent clairement une sous-famille
des canaux calciques (fleche 1). Par ailleurs, I'analyse révele que les canaux
sodiques apparaissent phylogénétiquement plus tardivement que les canaux
calciques (fleche 2). Enfin, Il est intéressant de noter que d’autres canaux a
quatre domaines transmembranaires (c27f2) existent (fleche 3).

transcrit d’'un geéne figurant sur le
chromosome 22 humain. Alors que
le groupe de Perez-Reyes identifiait
la sous-unité a,; de rat [17], nous
avons porté notre effort sur la forme
humaine de la sous-unité o, en inter-
prétant les données du séquencage
du chromosome 22 humain dispo-
nibles aupres du centre anglais de
grand séquencage, le Sanger Center
(Cambridge, Royaume-Uni). Ainsi,
paralléelement a I’identification de

I’ADNc codant pour o, par les tech-
niques de criblage et de RT-PCR, il a
été possible de définir la structure
intron/exon du gene CACNAII cor-
respondant [18]. Plusieurs labora-
toires ont contribué a I'identification
du répertoire actuel des sous-unités
a, des canaux de type T en isolant les
ADNc codant pour l'd,; de souris
[19], une isoforme de 1’d;;; humaine
[20] ou encore une isoforme de I’
de rat [21].
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Paralléelement a l'identification des
premiers ADNc codant pour 0O, Oy
et 0y, les travaux se sont également
portés sur les génes correspondants
désignés CACNAIG, CACNAIH et
CACNAII (figure 3A) qui sont respecti-
vement situés sur les chromosomes
humains 17q22, 16p13.3 et 22q12-13
[15, 16, 18]. La structure des geénes
CACNAIG et CACNAII a été détermi-
née récemment et celle du gene
CACNAIH sera bientot élucidée. Dés
les premiers travaux de clonage, il est
apparu qu’il existait des isoformes
pour chacune des sous-unités ¢, Oy
et Oy. La caractérisation des génes
CACNAIG et CACNAII a confirmé
qu’il s’agissait bien d’isoformes engen-
drées par épissage différentiel, en par-
ticulier pour la sous-unité o, [15].

Apport de I'analyse
phylogénétique

pour I'étude

des canaux de type T

L’identification moléculaire d’une
troisicme classe de canaux calciques
(Cay3), représentée par les sous-uni-
tés Oy, Oy et Ay, permet une analyse
plus globale de I’évolution molécu-
laire des canaux ioniques. Les canaux
sodiques sont généralement présen-
tés comme les cousins éloignés des
canaux calciques sans qu’il soit pos-
sible de «dater» I'origine respective
de chacun d’eux et de préciser la
nature de I'ancétre commun. Avec
I'identification des canaux T, et consi-
dérant spécifiquement les régions
transmembranaires, on constate que
ceux-ci apparaissent les premiers dans
I’arbre phylogénétique (figure 3B).
Ces indications sont importantes et
corroborent de nombreuses observa-
tions expérimentales qui suggerent
que, chez les organismes les plus
anciens, il existe des canaux calciques
mais pas de canaux sodiques.

Chez I’organisme modele, Caenorabdi-
tis elegans, dont la totalité du génome
a été récemment séquencé, il a été
décrit un gene orthologue a chacune
de ces sous-familles des canaux cal-
ciques des vertébrés (figure 3B, ¢54d2:
type T; egl-19: type L; unc-2: non-L).
Considérant qu’il s’est produit deux
duplications du génome entre C. ele-
gans et les vertébrés, il apparait cor-
rect d’émettre I’hypothese selon
laquelle & chaque géne de C. elegans,
correspond quatre orthologues chez
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les vertébrés comme c’est le cas pour
les canaux de type L (0, Oyp, O et
Os). Ainsi, I’hypothése d’un qua-
trieme geéne codant pour les canaux
calciques de type T n’est pas a
exclure et notre effort de surveillance
des banques de données est main-
tenu. D’ailleurs, plusieurs études
récentes indiquent que le répertoire
des protéines canalaires a 4 domaines
transmembraires devrait s’élargir. En
effet, deux protéines chez C. elegans
présentent ces caractéristiques: c27f2
(figure 3B) et cl1d2, et un ADNc
homologue a c27f2 a été isolé chez le
rat [22]. Une fois encore I'expression
fonctionnelle de ces «nouveaux »
canaux sera précieuse pour leur
caractérisation.

Au niveau protéique, les sous-unités
O, Oy €t Oy, ne sont que tres fai-
blement homologues a celles des
canaux HVA: ~30 % [18]. Toutefois,
les régions transmembranaires sont
plus conservées, en particulier les

segments transmembranaires S4 qui
remplissent la fonction de senseur
de voltage (figure 4). Les principales
spécificités des sous-unités 0O,g, Oy
et Oy, par comparaison avec celles
des canaux HVA, concernent le
filtre de sélectivité qui est composé
de résidus glutamate (E) et aspar-
tate (D) pour les canaux T (EEDD)
alors que, pour les canaux HVA, il
comporte 4 résidus glutamate
(EEEE: [11]). A ce propos, il est
important de noter que les proprié-
tés de perméation (sélectivité
Ca?/Ba?, sensibilité au Ni** et au
Mg?*...) des canaux calciques de
type T different considérablement
de celles des canaux HVA [23]. Les
boucles intracellulaires qui relient
les domaines transmembranaires
sont particuliéerement divergentes
avec pour conséquence ’absence du
motif de liaison de la sous-unité 3
[12], des protéines G [24] ou
encore du Ca? [25]. Ces premiéres

HVA (a,g)

C a2+

dis

Sites récepteurs
des DHP,
PAA et BTZ

LVA (d56)

S a2+

Figure 4. Comparaison structurale des canaux calciques. Les canaux cal-
ciques HVA représentent un complexe hétéromultimérique alors qu’a I'heure
actuelle on ne connait aucune sous-unité régulatrice spécifique des canaux
LVA de type T. Les nombreuses études structure-fonction développées sur
les canaux de type L ont identifié les sites d’interaction de la sous-unité S,
des protéines G By, de la calmoduline (IQ) du calcium (EF-hand), de phos-
phorylation (P) du récepteur de la ryanodine ou encore des antagonistes cal-
ciques (DHP: dihydropyridines; PAA: phénylalkylamines; BTZ: benzothiazé-
pines). Aucune cartographie fonctionnelle n’est établie a ce jour pour les
canaux de type T. Il est toutefois important de noter que, pour ces canaux,
les résidus du filtre de sélectivité du pore (EEDD) different de ceux identifiés
pour les canaux HVA (EEEE) (pour revue, voir [11]).
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indications fournies par I’analyse de
la séquence primaire des protéines
O, Oy et O sont tout a fait en
accord avec les caractéristiques fonc-
tionnelles des canaux calciques de
type T natifs (figure 4).
Expression tissulaire
des canaux de type T

L’un des premiers réflexes des
équipes engagées dans la caractérisa-
tion moléculaire des canaux de type
T fut d’étudier par une approche en
Northern blot, le profil d’expression
des transcrits (ARNm) codant pour
a,; Oy et ay. Les trois ARNm, celui
codant pour O,y dans un degré
moindre, sont fortement exprimés
dans le systéme nerveux central
(SNC). Au niveau périphérique, on
retrouve une proportion importante
des ARNm codant pour 0,y au niveau
du rein [16] et des transcrits codant
pour 0O,; et au niveau du cceur, de
I'ovaire ou encore du placenta [15].
Afin de préciser le profil d’expression
chez ’homme de ces trois transcrits
pour un grand nombre de tissus,
nous avons effectué une analyse par
dot blot et RT-PCR qui a confirmé les
données décrites ci-dessus et révélé
certains détails importants. Tout
d’abord, le transcrit codant pour oy,
sous-unité assez exclusive du SNC, est
retrouvé au niveau de la glande corti-
cosurrénale et de la glande thyroide
[16]. Les transcrits codant pour Oy
sont également tres présents dans les
tissus sécréteurs. Une autre donnée
importante révélée par I'étude en dot
blot est I'identification d’un niveau
élevé de transcrit pour O,; dans les
tissus foetaux. Une comparaison avec
les tissus adultes correspondants sug-
gére une quantité de transcrit supé-
rieure d’un facteur 2 a 10 pour le
coeur, la rate, le foie et le rein em-
bryonnaires [15].

Une distribution détaillée des
ARNm codant pour O, O,y et 0, au
niveau du SNC a été effectuée par
Talley et al. [26] par hybridation in
situ. De cette étude, il est important
de retenir que les trois transcrits
coexistent dans certaines structures
telles que le bulbe olfactif, les neu-
rones pyramidaux de I’hippocampe
ou encore le cortex piriforme. De
nombreuses autres structures expri-
ment deux transcrits: o,; et 0 (cer-
velet, olive inférieure), ou O, et Oy

(striatum, noyau réticulo-thala-
mique) mais O, et O,y sont rare-
ment exprimés ensemble. Une
meilleure définition du profil
d’expression de ces sous-unités
devra toutefois étre effectuée au
niveau de la protéine. Plusieurs
laboratoires s’activent actuellement
pour parfaire la caractérisation
d’anticorps spécifiques de chacune
des sous-unités [27].

Propriétés fonctionnelles
des canaux T
recombinants

Etant donné que de nombreuses
études électrophysiologiques avaient
défini des critéres précis de I'activité
des canaux de type T, il était essentiel
d’explorer I’activité des canaux
recombinants avec ces reperes fonc-
tionnels (figure 5). Tout d’abord, avec
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Figure 5. Propriétés fonctionnelles des canaux calciques de type T recombi-
nants. A. L'expression fonctionnelle des sous-unités a,; et a, est analysée
dans des cellules receveuses: les cellules human embryonic kidney (HEK-
293) dans lesquelles elles engendrent des canaux LVA de grande amplitude.
Les courants associés a la sous-unité a,; présentent des cinétiques rapides
confirmant bien la nature premiére des canaux de type T. Il est toutefois
important de noter que la sous-unité a, produit un courant de cinétique
d’inactivation plus lente, marquant ici un premier niveau de diversité fonc-
tionnelle des canaux de type T. B. Les courants produits par la sous-unité a,q
sont bloqués par le mibefradil (IC5,: 1 uM) et (C) par le Ni?* (ICg,: 150 uM). D
et E. La sous-unité a,; présente de nombreuses isoformes. Les variations de
séquence sont retrouvées sur les boucles intracellulaires et la région car-
boxy-terminale. L'analyse des propriétés d’inactivation indique que certaines
isoformes sont inactivées dans un degré variable dans la gamme du poten-
tiel de repos des cellules (encadré gris).
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I’expression de la sous-unité o,q
seule, les caractéristiques premieres
d’un courant calcique de type T ont
été retrouvées: activation pour de
faibles dépolarisations membranaires
(LVA) ; cinétique d’inactivation
rapide (courant transitoire: T) ; ciné-
tique de désactivation lente ; rapport
de perméation Ca*/Ba* proche de 1
(0,5 pour les canaux HVA) et une
conductance élémentaire (enregis-
trée en présence de 100 mM Ba*)
d’environ 7 pS [3, 15, 19].

L’étude comparée des propriétés
fonctionnelles des canaux engendrés
par les trois sous-unités dans les sys-
temes d’expression fonctionnelle
classiques (ovocyte de xénope, cel-
lules de mammiferes) a fourni des
informations importantes. Si la sous-
unité d,; engendre des courants cal-
ciques trés proches de ceux obtenus
avec O [16, 20, 28], ce n’est pas le
cas pour la sous-unité o (figure 5).
En effet, le courant calcique produit
par oy présente des cinétiques d’acti-
vation et d’inactivation 6 a 8 fois plus
lentes, comparativement a 0, [17,
18]. Les spécificités des canaux
engendrés par 0, concernent égale-
ment la gamme des potentiels d’acti-
vation et d’inactivation (b a 8 mV
plus positive) et la désactivation
(8 fois plus rapide). Une conclusion
immédiate qui surgit au vu de ces
résultats est qu’il existe une diversité
fonctionnelle des canaux de type T
reliée a la nature de l'isotype (0,
0,4 et 0,;) de la sous-unité canalaire.
La pharmacologie des canaux de
type T est peu développée (figure 5).
Le mibéfradil a relancé I'intérét sur
ce sujet peu de temps avant le clo-
nage des sous-unités 0, 0 et Oy en
étant I'une des premieres molécules
affectant ces canaux a des concentra-
tions inférieures a 1 pM [29]. Toute-
fois, la séparation pharmacologique
des canaux de type T — des autres
conductances et entre eux — reste un
défi important. Seul I’ion nickel
(Ni*) différencie les isotypes T en
bloquant les courants produits par
O,y avec une ICy, ~ 5 pM, et O et O
avec une ICy, ~ 150 pM [18,
30] (figure 5). L’intérét de ces obser-
vations reste limité au travail de labo-
ratoire mais elles permettent d’éta-
blir des premiers criteres de
spécificité des canaux T. C’est ce cri-
tere pharmacologique associé a une
recherche des transcrits en RT-PCR
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qui permet d’identifier les canaux de
type T cardiaques comme étant
engendrés par la sous-unité o,; [31]
ou ceux du muscle squelettique, for-
més par la sous-unité o, [32, 33]. Le
développement de molécules ciblant
les canaux de type T peut désormais
bénéficier des modeles cellulaires
surexprimant les canaux de type T
[34]. Une étude récente a également
décrit I'effet de molécules précédem-
ment décrites comme «bloqueurs
des canaux de type T » tel que ’etho-
suximide, le valproate et la phény-
toine sur les canaux engendrés par
o, [35].

Au-dela de existence des trois genes
codant pour les canaux de type T, il
est apparu que ’épissage différentiel
contribuait fortement a I’augmenta-
tion de la diversité moléculaire et
fonctionnelle de ces canaux [15, 36].
La sous-unité 0,; humaine présente
au minimum sept régions de varia-
tions résultant soit de I’épissage de
certains exons, soit de 1'utilisation
d’exons additionnels. Toutes les
régions concernées sont situées dans
la partie intracellulaire de la protéine
(figure 5E). Les isoformes de la sous-
unité o,; présentent un profil
d’expression spécifique, certaines
étant présentes au niveau du systéme
nerveux, d’autres uniquement dans
les tissus périphériques [15]. Une
analyse de leurs propriétés électro-
physiologiques indique que ces iso-
formes présentent des propriétés
fonctionnelles distinctes (figure 5D).
Les propriétés des isoformes d’d g
neuronales (0,s, et Oyc,.) corrobo-
rent bien celles des canaux de type T
de certaines préparations neuronales
[36]. Dans leur globalité, ces travaux
indiquent donc que la nature molé-
culaire — isotype et isoforme — des
canaux de type T doit étre prise en
compte pour 'analyse et I'interpréta-
tion des phénomenes physiologiques
associés.

Les études sur les canaux recombi-
nants ont apporté rapidement des
informations précieuses pour la com-
préhension des propriétés fonction-
nelles des canaux de type T. L’exis-
tence d’un courant de fenétre (figure
6A), conséquence d’un recouvre-
ment partiel des propriétés d’activa-
tion et d’inactivation, a pu étre
retrouvée sur les canaux recombi-
nants [15, 21] suggérant une éven-
tuelle activité « de fuite» de ces

canaux dans la gamme des potentiels
de repos membranaires (=70 mV/
—55 mV). Pour vérifier cette hypo-
thése, nous avons effectué des
mesures de Ca* intracellulaire par la
technique d’imagerie calcique au
Fura-2 sur des cellules HEK-293 sur-
exprimant les sous-unités 0, et Oy
et nous avons pu démontrer que ces
canaux de type T contribuaient a la
charge calcique intracellulaire de cel-
lules au repos, c’est-a-dire non dépo-
larisées (figure 6B) [28].

Une autre caractéristique importante
des canaux de type T est la désactiva-
tion lente (~5 ms pour 0, et ~0,3 ms
pour les canaux HVA). La désactiva-
tion d’un canal correspond au retour
a I’état fermé d’un canal ouvert sans
que celui-ci ne transite par un état
inactivé. Une telle situation se pro-
duit lors d’'une dépolarisation breve,
telle qu’un potentiel d’action neuro-
nal, et peut conduire a une entrée
massive d’ion Ca* lors de la repolari-
sation membranaire (figure 6C). Pour
vérifier un tel comportement des
canaux de type T recombinants, nous
avons appliqué, dans les conditions
de potentiel imposé, des potentiels
d’action d’une durée de 2 ms a des
cellules HEK-293 surexprimant des
canaux de type T (0,5) et HVA (0y,).
Dans ces conditions expérimentales,
les canaux T produisent une grande
entrée d’ions Ca?" 7 fois supérieure a
celle associée au canal HVA [15].
L’ensemble de ces observations
nuance considérablement I’idée
pourtant classique d’un courant cal-
cique transitoire (T), en indiquant,
d’une part, que les canaux de type T
peuvent contribuer a la charge cal-
cique de cellules au repos, charge
associée a I’existence d’un courant
de fenétre, et, d’autre part, que
Ientrée d’ions Ca** via les canaux de
type T s’effectue majoritairement
lors de la repolarisation cellulaire en
accord avec cette caractéristique de
désactivation lente de ces canaux
[36, 37].

Clonage des canaux

de type T - physiologie
et physiopathologie:
un retour vers le futur

L’expression fonctionnelle des
canaux calciques de type T clonés
devrait également permettre d’éva-
luer I’existence de mécanismes cellu-
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Figure 6. Spécificités fonctionnelles
des canaux calciques de type T. A.
Au travers de l'analyse des proprié-
tés d’activation et d’inactivation, il
ressort I'existence d’un courant de
fenétre (fuite de Ca?*) dans la gamme
du potentiel de repos des cellules
(zone ombrée). Un tel courant de tres
petite amplitude a pu étre mesuré
expérimentalement [31]. B. La
charge calcique de cellules HEK-293
exprimant des canaux calciques de
type T est supérieure a celle des cel-
lules non transfectées et est dépen-
dante de la concentration en Ca%
externe, mais également de la pré-
sence d’'ions Ni?* ou de mibéfradil,
tous deux bloqueurs des canaux de
type T [28]. C. Une autre spécificité
des canaux calciques de type T
concerne la cinétique de désactiva-
tion lente dont la conséquence
majeure est de contribuer a une
entrée massive d'ions Ca? lors d'un
potentiel d’action de courte durée.
C’est au travers de ces propriétés de
« charge calcique « dans la gamme
du potentiel de repos des cellules
que les canaux calciques de type T
contribuent fortement a la signalisa-
tion calcique.

laires (phosphorylation, adressage,
partenaires...) contrdlant D'activité
des canaux de type T. A ce jour,
aucun systéme «rapide», par phos-
phorylation, protéine G... n’est claire-
ment démontrés pour les canaux de
type T natifs. Certaines évidences de
controles des canaux de type T exis-
tent toutefois, au niveau de la corti-
cosurrénale en particulier, avec les
modulations par I'angiotensine II et
la dopamine du courant de type T
qui dépendent des protéines G [38,
39] (woir également 'article de R.C.
Lambert et al., p. 989 de ce numéro).
L’existence de telles modulations
pourra étre étudiée dans des sys-
témes receveurs et bénéficier de la
possibilité dingéniérie des canaux
recombinants (mutations ponc-
tuelles, constructions chimériques)
permettant de préciser les détermi-

mmsssmm nants moléculaires impliqués.
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Il est désormais possible d’étudier
I’adressage de ces canaux en utilisant
des approches complémentaires, en
particulier des anticorps et des pro-
téines recombinantes étiquetées avec
la GFP (green fluorescent protein). Ce
champ d’investigation est nouveau
pour les canaux de type T puisque
aucun outil moléculaire ne permet-
tait jusqu’alors une telle démarche.
L’intérét de développer ces études
est renforcé par I’ensemble des
observations montrant que l’expres-
sion des canaux calciques de type T
faisait I’objet de modulations a long
terme au cours du développement,
dans le phénotype prolifératif ainsi
que dans certains processus physiopa-
thologiques (voir également Darticle
de R.C. Lambert et al., p. 989 de ce
nUMEo) .

Enfin, si les premieéres études ont
montré que les canaux de type T

recombinants formés de la seule sous-
unité o, engendraient des courants
trés semblables aux courants natifs, il
est important de considérer que les
canaux de type T, tout comme les
canaux HVA, peuvent inclure des
sous-unités régulatrices (figure 4). 11
faut a ce propos rappeler que le
controle des canaux calciques HVA
par les sous-unités 3 a été décrit pour
la premiere fois en utilisant une stra-
tégie de co-expression fonctionnelle
d’une sous-unité canalaire 0, avec la
sous-unité By, du muscle squelettique
[40]. Un des efforts actuels est donc la
recherche d’éventuels modulateurs
des canaux T, d’autant plus que des
études tres récentes suggerent que
certaines sous-unités régulatrices des
canaux calciques HVA, a,/0 et Y,
pourraient moduler I’activité des
canaux de type T recombinants [41,
42] — des travaux qui restent toutefois
a confirmer.

Si I'implication physiologique des
canaux de type T est restée hypothé-
tique dans la plupart des exemples
décrits précédemment (activité ryth-
mique cardiaque, sécrétion hormo-
nale, prolifération cellulaire...), les
outils et stratégies désormais dispo-
nibles devraient permettre d’élucider
leurs roles au niveau cellulaire, tissu-
laire et également de l’organisme
entier. La manipulation des génes et
des ADNc de ces canaux (surexpres-
sion, utilisation d’antisens, inactiva-
tion) devrait étre treés informative.
Un premier exemple concerne la dif-
férenciation musculaire squelettique.
Alors que peu de données suggé-
raient I'implication des canaux de
type T dans cette différenciation, une
étude récente a démontré que la pré-
sence de canaux calciques de type T
(a,y) était responsable de la fusion
des myoblastes humains [31]. Ces
auteurs sont parvenus a cette conclu-
sion en utilisation des antisens spéci-
fiquement dirigés contre I’ARNm
d’0yy.

Les nombreuses implications physio-
pathologiques potentielles des
canaux de type T devraient égale-
ment bénéficier de ces nouvelles
approches afin de déterminer s’il
existe une relation causale entre la
présence de canaux T et le phéno-
type considéré, comme dans le cas
du role éventuel des canaux de type
T dans la prolifération cellulaire des
cellules vasculaires lisses [43, 44].
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Plusieurs articles ont décrit la pré-
sence de canaux de type T dans des
cellules prolifératives (cultures pri-
maires, lignées cellulaires). Toute-
fois, la surexpression de canaux cal-
ciques de type T dans la lignée
cellulaire HEK-293 ne modifie en
rien sa prolifération [28]. L'implica-
tion précise des canaux de type T,
dans la prolifération cellulaire ou
dans I’établissement de tumeurs,
reste toutefois une question impor-
tante d’autant plus qu'une étude a
démontré que le géne CACNAIG
était inactivé par méthylation dans
plusieurs formes de cancer, colorec-
tal et gastrique en particulier [45].

I Conclusions

En conclusion, si I'identification de
trois geénes codant pour les canaux
calciques de type T et la caractérisa-
tion fonctionnelle et moléculaire des
produits de ceux-ci ont d’ores et déja
bouleversé le niveau de connaissance
de ces canaux, on doit considérer
que leur analyse ne fait que démar-
rer. La mise en place de stratégies de
physiologie moléculaire incluant la
production de modeéles animaux
inactivés ou surexprimant 'un des
génes présentés dans cet article
(invalidation versus transgénique)
permettra trés prochainement une
meilleure interprétation du role phy-
siologique de ces canaux calciques.
Grace a l'obtention des canaux de
type T recombinants, c’est également
la pharmacologie de ces derniers qui
devrait progresser. Ainsi, en favori-
sant une meilleure compréhension
du rdle physiologique des canaux de
type T, I'estimation de leur implica-
tion en physiopathologie, et un
ciblage pharmacologique plus effi-
cace, on peut estimer que les travaux
décrits dans cet article contribuent
d’une facon majeure a I’analyse de la
signalisation calcique intervenant
dans les cellules non excitables et
dans les cellules excitables au repos
électrique =
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Summary

T-type calcium channels:
from cloning to physiology

The cloning of three genes coding
for T-type calcium channels has
been an important step towards
identifying the links between vol-
tage-dependent calcium influx and
cellular excitability. The classical
electrophysiological measurement
of native low-voltage-activated, tran-
sient calcium currents (T-type cur-
rents) has been further refined by
the ability to study individually
identified classes of molecules of
this channel family, and the possi-
bility of developing therapeutic
agents targetting T-type calcium
channels. This review describes
both the identification and the
molecular and functional proper-
ties of this novel channel family. T-
type calcium channels are thought
to play a role in several physiologi-
cal and pathophysiological pro-
cesses, such as neuronal and car-
diac pacemaker activities, hormone
secretion, epilepsy, cardiac hyper-
trophy. It will be now possible to
investigate the precise contribution
of these channels in various cellu-
lar essays as well as in animal
models.
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Erratum: A la suite d’un incident technique ayant entrainé la disparition de
plusieurs éléments clés du schéma, nous republions dans ce numéro la figure
5 de I'article: «Du clonage des canaux calciques de type T a I’étude de leurs
roles physiologiques » de Philippe Lory et al. (m/s n° 10, volume 17, p. 984).

®
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Figure 5. Propriétés fonctionnelles des canaux calciques de type T recombi-
nants. A. L'expression fonctionnelle des sous-unités a,; et a; est analysée
dans des cellules receveuses: les cellules human embryonic kidney (HEK-
293) dans lesquelles elles engendrent des canaux LVA de grande amplitude.
Les courants associés a la sous-unité a,; présentent des cinétiques rapides
confirmant bien la nature premiére des canaux de type T. Il est toutefois
important de noter que la sous-unité a, produit un courant de cinétique
d’inactivation plus lente, marquant ici un premier niveau de diversité fonc-
tionnelle des canaux de type T. B. Les courants produits par la sous-unité a,g
sont bloqués par le mibefradil (IC5,: 1 uM) et (C) par le Ni?* (IC5: 150 uM). D
et E. La sous-unité a,; présente de nombreuses isoformes. Les variations de
séquence sont retrouvées sur les boucles intracellulaires et la région car-
boxy-terminale. L'analyse des propriétés d’inactivation indique que certaines
isoformes sont inactivées dans un degré variable dans la gamme du poten-
tiel de repos des cellules (encadré gris).
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