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RESUME

Le role de I’ion Ca?* dans la signalisation cellulaire
est largement reconnu. Les canaux calciques de
type T (canaux T) constituent une voie d’entrée de
calcium trés particuliére dans la cellule car ils pré-
sentent des caractéristiques spécifiques sur le plan
fonctionnel. Ces canaux sont activés pour de trés
faibles dépolarisations membranaires. Ils peuvent éga-
lement induire une entrée importante de calcium en
générant un courant de fenétre durant des périodes
trés précises du développement, ainsi que dans cer-
taines situations physiopathologiques. Les hypothéses
concernant le réle physiologique et physiopatho-

logique des canaux de type T dans I’évolution du phé-
notype cellulaire sont nombreuses : prolifération cel-
lulaire, différenciation cellulaire, activation de génes,
sécrétion d’hormones, ... mais restent encore mal défi-
nies dans le contexte des études actuelles. Récemment,
la génération d’outils moléculaires spécifiques suite
au clonage des ADN complémentaires de ces canaux
a permis de démontrer leur role dans la différencia-
tion neuronale. Les données récentes obtenues par
notre équipe qui indiquent une implication des canaux
T générés par la sous-unité o,;, dans la différenciation
neuronale sont présentées et discutées dans cet article.

SUMMARY Functional specificities of type T calcium channels and roles in neuronal differentiation

Calcium plays a central role in cell signaling and
T-type calcium channels constitute a unique route
for the entry of calcium ions in excitable cells. The
genuine electrophysiological properties of T-type cal-
cium channels include activation at low voltages and
window currents in the range of cell membrane res-
ting potential. T-type channels therefore generate a
specific calcium influx likely to play an important
role during early stages of development, in various
cellular functions including cell proliferation, cell dif-
ferentiation, gene transcription and hormone secre-

LA DESCRIPTION ELECTROPHYSIOLOGIQUE
DES CANAUX CALCIQUES DE TYPE T

L’augmentation de la concentration en Ca*" intracel-
lulaire entraine une variété de processus physiologiques
tels que la contraction musculaire, la sécrétion d’hor-
mones et de neurotransmetteurs, la plasticité synaptique
ou encore 1’expression de génes. Bien que beaucoup de
mécanismes soient impliqués dans la régulation de

tion. Such T-channel activities are also associated
with several pathological situations. With the recent
cloning of three T-type pore channel subunits, o,
o,y and o, (also called Ca,3.1, Ca,3.2 and Ca,3.3,
respectively), it has become possible to investigate
further the role of T-type channels in various cellu-
lar functions, including neuronal differentiation.
Here we describe recent data obtained in our labo-
ratory demonstrating how T-type channels generated
by the o, subunit contribute to neuronal differen-
tiation.

1"homoéostasie du calcium intracellulaire, les canaux cal-
ciques activés par la dépolarisation membranaire jouent
un réle majeur dans ce processus sur les cellules exci-
tables (Berridge ef al., 2000). L existence de canaux cal-
ciques activés par la dépolarisation membranaire a été
proposée par Fatt et Katz (1953) qui, en enregistrant les
courants des fibres musculaires de la patte de crabe,
démontrerent que celles-ci restaient excitables lorsque
le milieu extra-cellulaire ne contenait que des ions Ca®',
Mg?" et K. Il existait donc des potentiels d’action qui
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n’étaient pas sodiques et ne pouvaient étre produits que
par un influx de Ca?* ou de Mg?' ou par un efflux d’un
anion intra-cellulaire. Plus tard, I’existence de potentiels
d’action calcique a été confirmée par Hagiwara et Naka
(1964). Trés tot les courants calciques apparaissent hété-
rogenes : sur la méme préparation membranaire peuvent
coexister plusieurs types de courants calciques caracté-
risés par des propriétés électrophysiologiques tres diffé-
rentes. En 1975, Hagiwara et collaborateurs distinguent
deux types de courants calciques sur [’ovocyte d’Etoile
de mer, sur la base de leur sélectivité ionique, leur seuil
d’activation et leur inactivation. Il s’agit la des premiéres
évidences pour |’existence de courants calciques de
type T (pour transitoire), a bas seuil d’activation - LVA
(pour low voltage-activated) - (voir Fig. 1). Par la suite,
ces multiples conductances calciques furent décrites dans
de nombreuses autres préparations, musculaires, neuro-
nales et neuro-endocrines, aussi bien chez les invertébreés
que chez les vertébrés (pour revues, Hagiwara & Byerly,
1981 ; Kostyuk, 1990 & 1999).

C’est au début des années 80 que les premieres expé-
riences décrivant a la fois les propriétés électrophysio-
logiques et suggérant un role biologique des canaux cal-
ciques de type T (canaux T) ont été effectuées. Llinas
et Yarom, en 1981, ont décrit les propriétés d’un cou-
rant calcique a bas seuil d'activation sur les neurones du
noyau de I’olive inférieure par des enregistrements en
courant imposé sur des préparations en tranches. Des
potentiels d’action calciques bas seuil associés a [’acti-
vité des canaux T furent ensuite identifiés dans diverses
structures du systéme nerveux central et périphérique.
D’abord décrites par les enregistrements en courant
imposé, les propriétés des canaux T ont été confirmées
et étudiées par les enregistrements en potentiel imposé
dans divers types de neurones de vertébrés (Carbone
& Lux 1984). Ce sont ces auteurs qui ont proposé la
terminologie de courants calciques a bas seuil d’acti-
vation (LVA) que I’on distingue des courants a haut
seuil d’activation (HVA, high voltage activated)
alors que, dans la méme période, Tsien et collabora-
teurs (Nowycky et al., 1985; Nilius et al., 1985) ont
dénommé ces canaux calciques types T, pour transi-
toire, en référence a leurs propriétés d'inactivation a
cinétique rapide (Fig. 1). Pour résumer les trés nom-
breuses études en patch-clamp effectuées au cours des
années 80, des courants calciques de type T ont été iden-
tifiés sur de trés nombreux types cellulaires : neurones,
myocytes cardiaques, cellules musculaires squelettiques
et vasculaires, cellules sécrétrices, ostéoblastes, fibro-
blastes. cellules neuro-endocrines (pour revues, Bean,
1989 ; Kostyuk, 1990).

LES PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES
DES CANAUX CALCIQUES DE TYPE T
Au niveau neuronal

L'influx d'ions Ca** via les canaux calciques de
type T (canaux T) peut dépolariser la membrane cellu-

laire et activer d’autres canaux ioniques. Cette propriété
est particulierement importante pour les canaux T neu-
ronaux qui peuvent produire des potentiels d’action bas
seuil flow threshold spike), conduisant & une activité en
bouffée (firing) et un comportement électrique oscillant
typique de certains neurones, du thalamus et de ’olive
en particulier. Une caractérisation biophysique détaillée
du courant T des neurones thalamiques a permis de
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FiG. 1 — Enregistrement de courants calciques de type T sur les
neurones différenciés du neuroblastome NG108-15 par la tech-
nique de patch-clamp en présence de 2 mM de calcium extracel-
lulaire (voir Chemin er al., 2002b pour les protocoles détaillés).
A - Enregistrement de courants calciques « bas seuil » (low vol-
tage-activated : LVA) et « haut seuil » (high voltage-activated :
HVA) en utilisant un protocole de rampe de voltage (de — 100 mV
a+ 100 mV). B - Enregistrement d’un courant « bas seuil » (LVA)
et transitoire : type T (potentiel de maintien a — 110 mV et pic a
— 30 mV). C — Enregistrement d’un courant « haut seuil » (HVA)
et de cinétique lente (potentiel de maintien 3 — 60 mV et pic a
0 mV). Ce courant HVA est composé de courants de type L, de
type N, de types P/Q et de type R.
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confirmer I'implication des canaux T dans la genése
d’activité rythmique. Les propriétés d’activation et
d’inactivation des canaux T neuronaux définissent la
gamme de potentiel dans laquelle ces canaux sont actifs.
Dans les neurones qui présentent des potentiel membra-
naires compris entre — 70 et — 90 mV les canaux T sont
activés et jouent un role pacemaker suite a un potentiel
post-synaptique excitateur dépolarisant (PPSE) qui, en
cascade, activera les canaux sodiques et les canaux cal-
ciques HVA. Sur des neurones présentant des potentiels
membranaires plus élevés que — 70 mV les canaux T sont
activés suite a un potentiel post-synaptique inhibiteur
hvperpolarisant (PPSI). Le PPSI enclenche un rebond
d’activité des canaux T en relation avec leurs propriétés
de réactivation rapide. Il peut exister des arythmies tha-
lamo-corticales décrivant une évolution pathologique de
ces oscillations que I’on retrouve dans une large gamme
de désordres neurologiques tels que les épilepsies de
type absence, certains syndromes neuropsychiatriques et
certains types de douleurs (Fig. 2). Les canaux T se loca-
liseraient préférentiellement au niveau dendritique et
joueraient de fait un réle important dans 1’amplification
de la signalisation électrique. L’activité des canaux T
s’avere particulierement importante au niveau de I’inté-
gration sensorielle, de [’olfaction, la vision, mais aussi
dans le cycle veille-sommeil (pour revue, Huguenard,
1996).

Au niveau cardiaque

Les canaux T cardiaques sont préférentiellement expri-
més au niveau du tissu conducteur et des cellules géné-
rant ’activité rythmique cardiaque : les cellules « pace-

maker ». Leur expression au niveau ventriculaire n'est
retrouvée que sur quelques especes (ex. Chien, Cobaye,
Hamster) et absente chez 'Homme, le Rat et la Souris
entre autres. Chez ces cspéces, ["expression des
canaux T serait limitée aux stades précoces du dévelop-
pement embryonnaire et postnatal (Leuranguer et al.,
2000 Ferron er al., 2002). Les courants T cardiaques
ressemblent fortement aux canaux T neuronaux mdéme
71l existe quelques spécificités. A titre d’exemple. les
canaux T cardiaques sont plus résistants que les
canaux T neuronaux au nickel : un cation bloqueur des
canaux T (Leuranguer er al., 2000). Les canaux T car-
diaques participeraient majoritairement a "activité pace-
maker (Hagiwara er al. 1988 : Huser et al. 2000).
L’expression au stade post-natal des canaux T sur les
myocytes auriculaires suggérent que ces canaux jouc-
raient un réle dans la sécrétion du facteur atrial natriu-
rétique (Leuranguer er al., 2000). Dans ce cas. 'activité
des canaux T ne passerait pas par une augmentation tran-
sitoire de la concentration calcique intracellulaire consc-
cutive a une dépolarisation membranaire mais via un
« courant de fenétre » résultant d’un influx d'ions Ca™
dans la gamme du potentiel de repos des cellules (Che-
min et al., 2000).

Au niveau des muscles lisses

Des courants T de petite amplitude ont été retrouvés
sur de nombreux muscles lisses vasculaires tels que les
cellules musculaires coronaires, aortiques, mésentériques
et les artérioles. Toutefois cette expression est dépen-
dante de I’espéce considérée, voire de la mise en culture.
Chez I'Homme par exemple, on ne retrouve pas de cou-
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rant T au niveau des cellules musculaires des vaisseaux
coronaires fraichement dissociées mais ces courants
apparaissent sur les cellules en culture (Quignard et al.,
2001). II est important de noter que I’expression des
canaux T au niveau des cellules vasculaires en culture
dépend de I’état prolifératif de ces cellules. Les courants
T sont enregistrés sur les cultures peu confluentes et dis-
paraissent sur les cultures confluentes ne proliférant plus
(Richard et al., 1992). En fait, I’expression des canaux T
est limitée aux cellules en phase GO/GI1 (Kuga et al.,
1996) suggérant que ces canaux participeraient d’une
certaine maniére au phénotype prolifératif de ces cel-
lules.

Au niveau du muscle squelettique

Des courants T sont retrouvés sur les cellules muscu-
laires des animaux jeunes, voire embryonnaires. Chez la
Souris, le pic d’expression des courants T se situe vers
le stade embryonnaire E16, une période critique dans la
maturation du muscle squelettique (Berthier et al., 2002).
Sur les animaux nouveau-nés, le courant T disparait
rapidement suggérant un rdle spécifique dans le déve-
loppement du muscle squelettique. D’ailleurs, une étude
récente démontre que les canaux T des cellules muscu-
laires squelettiques participeraient a la fusion des myo-
blastes pour former les myotubes (Bijlenga et al., 2000).

Sur les autres tissus

Au niveau rénal, on retrouve des canaux T au niveau
du glomérule afférent et les vaisseaux afférents. Les
canaux T joueraient un rdle dans la réabsorption cal-
cique. Les cellules spermatogéniques expriment des
canaux T présentant un profil pharmacologique particu-
lier. Ils sont bloqués par les dihydropyridines inhibitrices
des canaux calciques HVA de type L, ou encore le pimo-
zide. 1ls sont modulés par les tyrosine kinases. La phase
initiale de 1’accroissement de la concentration du Ca*
dans le spermatozoide semble due a I'ouverture des
canaux T en réponse a la dépolarisation membranaire
induite par le ZP3, I'un des composants de la matrice
extracellulaire de I'ovocyte (Arnoult ef al., 1999). Tou-
tefois, la coordination des mécanismes d’activation des
canaux T et d'augmentation du calcium intracellulaire
qui aboutit a la réaction acrosomique reste a déterminer.

Sur les lignées cellulaires

La présence d'un courant T est observée sur de tres
nombreuses lignées cellulaires : les fibroblastes (NIH
3T3), les lignées d’origines tumorales telles ques les neu-
roblastomes (N1E-115, NG 108-15, IMR-32), les réti-
noblastomes (Y79), les lignées d’origine musculaire
(AT-1, A7r5), les lignées issues de tissus sécrétoires
(GH3, INS-1). Plusieurs de ces lignées n’expriment que
les canaux calciques de type T et leur utilisation a forte-
ment contribué a I’étude de ces canaux tant sur le plan
biophysique (Chen & Hess. 1990) que sur le plan phé-
notypique, en particulier concernant le role des canaux T

dans la prolifération et la différenciation cellulaire (voir
plus loin).

CLONAGE ET EXPRESSION FONCTIONNELLE
DES CANAUX CALCIQUES DETYPE T

Il convient tout d’abord de noter qu’il s’est écoulé
environ 20 ans entre ’identification électrophysiologique
des courants T (Hagiwara & Byerly, 1981) et le premier
clonage moléculaire d’une sous-unité o, codant pour un
canal calcique de type T (Peres-Reyes et al., 1998), soit
10 ans apres le clonage de la premiére sous-unité o, du
canal calcique de type L du muscle squelettique : la sous-
unité o, (Tanabe ez af., 1987). La premiére difficulté
rencontrée pour le clonage des sous-unité o, des canaux
T réside dans le fait qu’il n’existe aucun ligand spéci-
fique pour les canaux T susceptible d’étre utilisé pour
une stratégie de purification biochimique comme [’ont
été les dihydropyridines pour les canaux calciques HVA
de type L (Tanabe ef al., 1987) ou encore les toxines spé-
cifiques des canaux calciques HVA neuronaux N et P/Q
(Fig. 3). D’autre part, I’utilisation de techniques de clo-
nage d’ADN complémentaires (ADNCc) basées sur le cri-
blage a faible stringence de banques d’ADNc ou encore
sur des stratégies en RT-PCR utilisant des amorces dégé-
nérées n’ont également pas abouti. L’alternative a été
I"approche in silico : ¢’est-a-dire I’analyse de 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 et par
le ndtre pour aboutir au clonage de trois nouveaux ADNc
codant pour les sous-unités o, o, et o, des canaux T
a la fois chez le Rat et chez I’Homme (pour revue, voir
Lory et al., 2001 et Perez-Reyes, 2003 ; voir Fig. 3). Les
caractéristiques premiéres d’un courant T ont été retrou-
vées lorsque ces sous-unités ont été exprimées fonction-
nellement dans une cellule receveuse : ovocyte de
Xénope ou cellules de mammifeéres (Fig. 4). Les courants
T enregistrés sur des cellules HEK-293 surexprimant les
sous-unités recombinantes o, O, et o, présentent les
propriétés suivantes : activation pour de faibles dépola-
risations membranaires (LVA); cinétique d’inactivation
rapide (courant transitoire : T); cinétique de désactiva-
tion lente ; rapport de perméation Ca**/Ba*’ proche de |
(0,5 pour les canaux HVA) et une conductance élémen-
taire (enregistrée en présence de 100 mM d’ions Ba*
extracellulaire) d’environ 7 pS (Perez-Reyes et al., 1998 ;
Monteil ef al., 2000a). Toutefois, la sous-unité o, génere
un courant calcique avec des cinétiques d’activation et
d’inactivation 6 a 8 fois plus lentes, comparativement a
o, et & (Chemin et al., 2002a). Une autre spécificité
des canaux générés par o, concerne la gamme des poten-
tiels d’activation et d’inactivation (5 a 8 mV plus posi-
tive) et la désactivation (3 fois plus rapide). Une conclu-
sion immeédiate qui surgit au vu de ces données est qu’il
existe une diversité fonctionnelle des canaux T reliée a
la nature de I’isotype (o, Oy €t @) de la sous-unité
canalaire. Par ailleurs, on ne connait pas a ’heure
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Fi1G. 3 A — Représentation phylogénétique de Qs
I'existence des multiples sous-unités ¢, générant
les canaux calciques. B — Tableau récapitulant les
dénominations et caractéristiques des génes et des
sous-unités o, générant les canaux calciques de B
type T.
Nom de la Nomenclature |  Jocalisation
sous-unité genigue chromosomigue
06 Cay3.1 CACNA1G 17q22
OliH Cay3.2 CACNA1H 16p13.3
Ot Cay3.3 CACNAII 22q12.3-13.2

actuelle de sous-unités associées aux sous-unités o,
o,y et a,,. De telles protéines pourraient engendrer des
régulations spécifiques de certains canaux T natifs expli-
quant certaines caractéristiques fonctionnelles singuliéres
décrites précédemment.

Paralléelement a I’identification des premiers ADNc
codant pour g, O, €t 0., les travaux se sont également
portés sur la caractérisation des geénes correspondants
désignés CACNA1G, CACNAITH et CACNAII qui sont
situés sur les chromosomes humains 1722, 16p13.3 et
22q12-13, respectivement (Cribbs et al., 1998 ; Monteil
et al., 2000a et b). Dés les premiers travaux de clonage,
il est apparu qu’il existait des isoformes (variants d’épis-
sage) pour chacune des sous-unités o, O, et o, La
caractérisation intron/exon de ces génes a confirmé qu’il
s’agissait bien d’isoformes générées par épissage diffé-
rentiel, en particulier pour les sous-unités o, et o,
(Monteil et al., 2000a; Chemin et al., 2001a et b,
Gomora et al., 2002). Il est important de noter que les
variations de séquence engendrées par I’épissage alter-
natif se retrouvent au niveau des boucles intracellulaires,
suggérant d’éventuelles régulations spécifiques des mul-
tiples isoformes des sous-unités o, o, et ¢, De plus,

les nombreuses isoformes de la sous-unité o, ; présentent
des propriétés électrophysiologiques spécifiques qui rap-
pellent les propriétés des courants T de certains ncu-
rones (neurones relais du thalamus, cellules de Purkinje
du cervelet). La diversité des courants T sur les cellules
natives peut donc s’expliquer a la fois par la nature de
I’isotype exprimé (¢, O, €t @) et celle de I'isoforme
(Chemin et al., 2001a & 2002a).

CANAUX CALCIQUES DE TYPE T
ET PROLIFERATION CELLULAIRE

Des courants T sont observés sur de trés nombreux tis-
sus et I’analyse des transcrits codants pour les sous-uni-
tés o, et o, a confirmé ces données. Si I'expression de
la sous-unité o, est restreinte essentiellement aux tissus
neuronaux (Monteil et al., 2000b), on retrouve les trans-
crits codant pour les sous-unités o, et o, sur de nom-
breux tissus et lignées cellulaires (Fig. 4). Comme évo-
qué plus haut, une caractéristique électrophysiologique
importante des cellules en phase proliférative est la pre-
sence d’un courant T (Chen ef al., 1988). Cette obser-
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vation a été faite au laboratoire sur des cellules tumo-
rales et sur plusicurs modeéles cellulaires de dédifféren-
ciation, les cellules musculaires lisses en particulier
(Richard er al.. 1992). Sur les cellules musculaires
lisses, il a été établi une corrélation étroite entre cycle
cellulaire et densité de courant calcique de type T : les
canaux T seraient spécifiquement exprimés au moment
de la transition G1/S du cycle cellulaire (Kuga et al.,
1996). Une observation similaire a été effectuée sur des
cardiomyocytes en culture suggérant également un role
des canaux T dans ’évolution phénotypique des car-
diomyocytes (Guo et al., 1998). Néanmoins, on ne sait
toujours pas si I'expression des canaux T est la consé-
quence de I’entrée en phase S ou si I’entrée en phase S
induit I’expression de canaux T. On peut également
émettre ["hypothése que ces canaux interviendraient
dans une étape précoce de la différenciation qui aurait
lieu pendant la fin de la phase S. L’avantage des lignées
cellulaires est qu’il est facile de paramétrer les caracté-
ristiques de prolifération/différenciation par la technique

FIG. 4 — Analyse en dot blot de I’expression des transcrits codant pour les

. sous-unités 0., et o, dans les tissus humains (pour les méthodes, voir Mon-
teil et al., 2000a). A — Détection des transcrits codant pour la sous-unité ¢,.

B — Détection des transcrits codant pour la sous-unité a.,,;. A — Identification

de la position sur la membrane des tissus humains dont I’ARNm a été déposé.

de cytométrie de flux (FACS) combinée a un immuno-
marquage bromodésoxyuridine (BrDU) permettant
d’évaluer la proportion de cellules dans les différentes
phases du cycle cellulaire (voir Chemin ef al., 2000). 11
est désormais possible de manipuler le niveau d’expres-
sion des canaux T dans ces cellules en utilisant des stra-
tégies antisens ou de surexpression d’ADN complé-
mentaires. Dans la lignée cellulaire HEK-293 qui
n’exprime pas de canaux T de fagon constitutive, nous
avons pu mettre en évidence une caractéristique élec-
trophysiologique importante des canaux T qui est I’exis-
tence d’un courant de fenétre : un influx calcique sou-
tenu aux alentours du potentiel de repos des cellules
(entre — 50 4 — 70 mV). Cela signifie qu’a ces potentiels
de membrane les canaux T générent une entrée continue
de calcium dans les cellules qui les expriment (Fig. 5).
Nous avons démontré 1’existence de ce courant de
fenétre en utilisant une technique d’imagerie calcique.
La surexpression des canaux T (¢, ou 0,) contribue &
une surcharge calcique basale des cellules transfectées
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(Chemin et al., 2000). Ce résultat est important
puisqu’une augmentation de la concentration basale de
calcium peut avoir des conséquences importantes en
physiologie et notamment au niveau du cycle cellulaire.
Toutefois, la seule surexpression d’une sous-unité o,
dans ce modéle cellulaire (cellules HEK-293) s’avére
insuffisante pour induire un changement significatif des
caractéristiques du cycle cellulaire (Chemin et al.,
2000). Toutefois, nous avons montré sur un modeéle neu-
ronal, le neuroblastome NG108-15 (voir plus loin), que
P’inhibition des courants T augmentait significativement
la prolifération de ces cellules (Chemin et al., 2002b).
Il est donc vraisemblable qu’un effet des canaux T en
relation avec le phénotype prolifératif ne s’observe que
sur un modéle cellulaire prolifératif « compétent »
comme dans le cas des cellules NG108-15 et des cel-
lules vasculaires lisses dédifférenciées décrites plus
haut. D’autre part, il a été rapporté que les changements
morphologiques associés a la transformation des fibro-
blastes Swiss 3T3 nécessitent un blocage des canaux T
(Strobeck et al., 1999). Ces derniéres données suggerent

FiG. 5 A — Enregistrement de courants calciques sur
des cellules HEK-293 transfectées avec I"’ADN complé-
mentaire codant pour la sous-unité o, (potentiel de
maintien 4 — 110 mV et pic &8 — 30 mV). La courbe cou-
rant-potentiel est représentée en insert. Ces courants pos-
sédent I’ensemble des caractéristiques classiques des
courants de type T. B - Représentation du courant de
fenétre (courant calcique) enregistré sur les mémes cel-
lules HEK-293 exprimant la sous-unité o.,,,. Cette repré-
sentation est effectuée d’aprés les caractéristiques des
courbes d’activation (act.) et d’inactivation (inact.) a
I’équilibre. La gamme de potentiel de repos des cellules
est schématisée par une fleche grise.

que la sur-expression des canaux T pourrait étre béné-
fique dans le traitement de cancers.

Canaux calciques de type T et physiopathologie

[l existe plusieurs exemples en physiopathologie expé-
rimentale montrant une évolution du niveau d’expression
des canaux T. L’hypertrophie cardiaque est associée a
une réexpression des courants T (Nuss & Houser. 1993).
Une telle réexpression est également retrouvée dans un
modele d’infarctus expérimental chez le Rat (Huang ef
al., 2000). Toutefois, au niveau de la cellule musculaire
lisse vasculaire, on observe une présence des courants de
type T qui est la conséquence d’un mécanisme de dédif-
férenciation en culture mais une telle expression n’est
pas retrouvée sur les cellules musculaires lisses vascu-
laires apres angioplastie (Quignard er al., 2001). D autres
données récentes font du géne CACNAIG humain
codant pour la sous-unité a,; un candidat particulier pou-
vant étre impliqué dans certaines formes de cancers. En
effet, le groupe d’Issa (Toyota er «l., 1999 ; Toyota et ul.,
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2001) a montré que le géne CACNALG codant pour la
sous-unité o, était inactivé par méthylation d’un ilot
CpG situé au niveau de son promoteur dans de nom-
breuses tumcurs humaines (colo-rectales, gastriques,
prostatiques, pancréatiques et de la moelle osseuse dans
certaines formes de leucémies). Cette méthylation du
gene CACNAILG n’est pas retrouvée sur les tissus sains
et semble donc spécifique de ces formes de cancers. Ces
résultats suggerent que CACNAIG serait un géne sup-
presseur de tumeur qui induirait soit la différenciation,
soit |’apoptose et que la surexpression des canaux T
pourrait étre bénéfique dans le traitement de cancers. Les
canaux T, la sous-unité o, d’apres ces travaux, seraient
donc importants pour la différenciation de nombreux
types cellulaires et pourraient donc étre une cible d’inté-
rét pour le traitement des cancers. Il serait toutefois inté-
ressant d’évaluer si, dans ces lignées, le géne CACNAIH
est lui transcrit alors que le géne CACNAI1G est inactivé
par méthylation. Il convient en effet de rappeler ici que
la plupart des lignées cellulaires prolifératives expriment
des courants T tres sensibles au nickel : un résultat plus
en accord avec I’expression de la sous-unité o, (Lee et
al., 1999). Les canaux recombinants générés par la sous-
unité o, sont en effet inhibés par de faibles concentra-
tions de nickel (IC;, ~ 2-10 umy), alors que ceux générés
par la sous-unité o,; sont moins sensibles a I’ion nickel
(ICs, ~ 100-200 um). A ce stade des études, on peut
émettre ["hypothese que les canaux T codés par la sous-
unité o, auraient un réle distinct de ceux générés par la
sous-unité o, dans I’évolution du phénotype cellulaire.

CANAUX CALCIQUES DETYPE T
ET DIFFERENCIATION CELLULAIRE

Canaux calciques de type T et développement

Il est intéressant de noter que les fenétres d’apparition
du courant calcique de type T se situent a des périodes
importantes de ’ontogenése : période prénatale pour la
neurogenese (Frischknecht & Randall, 1998); période
prénatale (E16) de la myogenése squelettique (Bijlenga
et al., 2000 ; Berthier ef al., 2002) ; et période postnatale
du développement cardiaque (Leuranguer et al., 2000).
Nos travaux sur les profils d’expression des sous-unités
O Oy €t O sur les tissus humains confirment sur le
plan moléculaire qu'au moins une des sous-unités (0.,q)
présente une régulation développementale importante.
Chez I"homme, I’expression d’a,; est particulierement
forte au stade embryonnaire au niveau du ceeur, des pou-
mons et des reins (voir Fig. 4).

Canaux calciques de type T et différenciation

Plusieurs études récentes ont indiqué qu’il existait soit
une régulation de I’expression, soit un rdle précis, des
canaux T lors de la différenciation cellulaire. C’est le cas
de la différenciation neuronale d’apres les travaux que
nous avons effectués sur le neuroblastome NG108-15

(Chemin et al., 2002); la différenciation musculaire,
c’est-a-dire la fusion, des myoblastes squelettiques (Bij-
lenga et al., 2000) et la différenciation neuro-endocrine
des cellules LNCaP issues de tissu d’origine prostatique
cancéreux (Mariot et al., 2002). Ces trois exemples
seront tout particulierement développés dans les para-
graphes suivants car ils illustrent les différentes situations
actuellement identifiées reliant canaux T et différencia-
tion. D’une fagon globale, ces données indiquent que la
balance d’expression des canaux T lors de la transition
prolifération/différenciation est un facteur critique dans
la plupart des processus de différenciation. Par ailleurs,
les cellules de rétinoblastomes Y79 qui expriment des
courants T au stade indifférencié, voient ce niveau
d’expression se réduire lors de la différenciation
(Hirooka et al., 2002). Une réduction de la densité des
courants T est également observée lors de la différen-
ciation des motoneurones phréniques, ce qui entraine
une diminution des réponses électriques en rebond
typiques de ces neurones au stade embryonnaire (Martin-
Caraballo & Greer, 2001).

Canaux calciques de type T
et différenciation neuronale

Bien que les entrées de calcium soient cruciales pour
la neurogenése (Gu & Spitzer, 1997 ; Berridge, 1995;
Spitzer et al., 2000), le rdle précis des canaux de type T
dans ce processus demeure inconnu. Les canaux T sont
pourtant les premiers canaux calciques exprimés sur la
plupart des neurones isolés a partir de tissus neuronaux
embryonnaires ou au cours des phases précoces de la
neurogenése de diverses structures : ex. cellules du plan-
cher neural, neurones moteurs et sensoriels, neurones
hippocampiques (Frischknecht & Randall, 1998). Nous
avons utilisé le neuroblastome NG108-15 comme
modele cellulaire de différenciation neuronale pour abor-
der I’analyse du réle des canaux T dans la différenciation
neuronale. Ces cellules sont utilisées depuis de nom-
breuses années pour comprendre les mécanismes régis-
sant le passage entre prolifération et différenciation, ainsi
que ceux contrdlant la dédifférenciation (Krystosek,
1989). En effet, le cycle cellulaire de ces cellules peut
étre contr6lé de maniére trés rapide en jouant sur la
concentration du sérum (passage de 10 % a 1 %) com-
binée a une stimulation pharmacologique : ajout d’AMPc
(dibutyryl AMPc), d’acide rétinoique, de théophylline
et/ou de prostaglandine E1. L état de différenciation des
cellules NG108-15 peut étre aisément contrélé en mesu-
rant la neuritogenese (nombre et longueur des neurites :
différenciation morphologique) et en analysant le réper-
toire des canaux ioniques (différenciation électrophysio-
logique). Les cellules NG108-15 expriment une forte
densité de canaux T, et ce, de maniére exclusive a I’état
prolifératif (Randall & Tsien, 1997; Leuranguer ef al.,
1998). En revanche, une fois différenciées, on retrouve
les autres canaux ioniques comme les canaux calciques
HVA (Lukyanetz, 1998), les canaux potassiques et les
canaux sodiques. Une autre lignée qui récapitule les pro-
priétés des neurones cholinergiques centraux : la lignée
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SN-56, présente des propriétés similaires aux cellules
NG108-15 (Kushmerick et al., 2001).

Nous avons confirmé ces résultats en montrant qu’a
’état prolifératif (cultivées en 10 % sérum), les cellules
ne présentent pas de prolongement neuritique et n’expri-
ment que des courants T, mais une fois différenciées
(cultivées en présence de | % sérum et | mM dibutyryl
AMPc), les cellules présentent des prolongements neu-
ritiques et expriment des courants calciques HVA (voir
Fig. 1). L’apparition des neurites est rapide (significatif
aprés 14 heures), alors que I’expression des courants
HVA est plus liée a I’extension neuritique et qu’ils sont
majoritairement exprimés aprés 3 a 5 jours de différen-
tiation. Nous avons identifié sur les cellules différen-
ciées tous les types de courants calciques HVA : Net L
principalement, mais aussi des courants de type P/Q et
un courant résiduel (type R ?) insensible au SNX-482 et
a 30 uM nickel (Chemin et al., 2002). Contrairement
aux canaux HVA, la densité des courants T ainsi que
leurs propriétés biophysiques et pharmacologiques ne
sont pas affectées par la différenciation. Sur les cellules
NG108-15, seule la sous-unité o, est exprimée aussi
bien au stade prolifératif qu’au stade différencié. Ainsi,
I’utilisation de faibles concentrations de nickel (30 uM)
ou d’antisens spécifiques contre la sous-unité o, inhi-
bent les courants T (voir Fig. 6). Le fait que 95 % des
cellules expriment des courants T avant la neuritogenése
et que I’amplitude des courants HV A soit corrélée a celle

FiG. 6 — Représentation schématique de
I'implication des canaux calciques de type T dans
I'évolution du phénotype des cellules NG108-15.
D’une part, I’inhibition des canaux T maintient la
prolifération des cellules NG108-15 lorsque
celles-ci sont cultivées en milieu différenciant.
D’autre part, ces canaux interviennent dans le pro-
cessus de différenciation. La neuritogenése est
inhibée en présence d’ions nickel (30 uM) ou de
mibefradil (2 pM) dans le milieu extracellulaire,
ou suite a la transfection d'antisens spécifique-
ment dirigés contre les ARN messagers codant
pour la sous-unité o,

des courants T suggeére fortement que les canaux T par-
ticipent a la différenciation morphologique ct électro-
physiologique des cellules NG108-15. En utilisant des
inhibiteurs des courants T (nickel, mibefradil ou des anti-
sens spécifiques de la sous-unité o), nous avons
démontré que les courants o, sont nécessaires a I’appa-
rition des neurites. Cependant, ces stratégies d'inacti-
vation des canaux T n’ont pas d’effet inhibiteur signifi-
catif sur la croissance neuritique. Cet eftet activateur de
la neuritogenese est dépendant du calcium extracellu-
laire et intracellulaire puisqu’en présence d’EGTA (un
chélateur du calcium extracellulaire) ou de BAPTA-AM
{un chélateur du calcium cytosolique) la neuritogencse
est fortement inhibée. De plus, dans ces conditions expé-
rimentales, le nickel n’a plus d’effet. Nous avons égale-
ment montré que ’inhibition des canaux T altére
I’expression de tous les types de canaux calciques HVA
(L, N, P/Q et R). Toutefois, les effets sur la neuritoge-
neése décrits plus haut ne peuvent pas s’expliquer par
I’inhibition des canaux HVA puisque les drogues affec-
tant ces derniers (dihydropyridines et toxines spccifiques)
n’ont, a elles seules, aucun effet sur la neuritogenese.
Réciproquement, I’inhibition de I"expression des canaux
HVA ne peut s’expliquer par I’inhibition de la neurito-
genése puisqu’on note [’absence de courants HVA sur les
cellules présentant de longs prolongements dans les
cultures traitées avec les inhibiteurs des canaux T. I
semble donc que les courants générés par la sous-unité

prolifération
Neuroblaste
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o, soient nécessaires a la fois a la différenciation mor-
phologique ct ¢lectrophysiologique des cellules NG108-15.

Nous avons ensuite rechercher par quels mécanismes
les canaux T pouvaient participer a la différenciation. Les
cellules NG108-15 ont un potentiel de repos autour de
— 45/ -50 mV dans les conditions de notre étude,
qu’elles soient dans les conditions prolifératives ou cul-
tivées en milieu de différenciation pendant | a 5 jours.
Nous n’avons toutefois pas enregistré d’activité élec-
trique spontanée. Il semblerait donc que le role des
canaux T implique le courant de fenétre. Toutefois, par
la technique d’imagerie calcique (Fura-2), nous n’avons
retrouvé aucune différence concernant la charge basale
ou des variations spontanées de concentration intra-
cellulaire de calcium entre les cellules témoins et les
cellules traitées au nickel, aussi bien dans les conditions
différenciées ou prolifératives. Nous suggérons donc que
les entrées de calcium via le courant de fenétre puissent
étre trés localisées et proches d’un systéme de trans-
duction intracellulaire dépendant du calcium. Ainsi une
entrée de calcium, méme trés réduite, enclencherait une
cascade activatrice de la différenciation. D’ailleurs, nous
avons montré que la création de pores calciques dans
ces cellules par I’utilisation d’un ionophore, la iono-
mycine (250 nM), a peu d’effet sur I’apparition des neu-
rites (~ + 20 %) et que, dans ces conditions, 1’applica-
tion de nickel est toujours efficace (~ 30 % d’inhibition
sur la neuritogenése).

L’effet des canaux T sur la différenciation des cel-
lules NG108-15 dépend de la présence d’AMPc dans le
milieu extracellulaire. En effet, le nickel a moins d’effet
inhibiteur sur ’apparition des neurites si les cellules sont
cultivées en | % de sérum sans 1’ajout de dibutyryl
AMPc. 1l faut noter que ’application d’AMPc n’a aucun
effet modulateur direct sur les courants T des cellules
NG108-15. Ces données suggerent que ces courants T
pourraient moduler des voies dépendantes de I’AMPc,
comme celles conduisant a I’activation de CREB (cAMP
Response Element Binding Protein), un facteur de trans-
cription important pour la différenciation neuronale
(Sheng et al., 1991). En effet, I’activation de CREB peut
étre modulée 1) par le calcium (pour revue, Berridge et
al., 2000), 2) par activation des MAPK (par I’intermé-
diaire de ras/maf-1), 3) des CAMK (par I’intermédiaire
de la calmoduline) ou encore 4) directement en agissant
au niveau du noyau, par I’intermédiaire de CBP (CREB
binding protein). Nous avons cherché a savoir si la
modulation des MAPK ou des CAMK pouvait expliquer
les effets observés. Les résultats actuels ne permettent
cependant pas de conclure puisque si I’inhibition des
MAPK par le PD098059 (10 pm) et le U0126 (10 uM) -
des inhibiteurs de MAPKK, MEKI et 2 dont I’activation
par les ras/maf-1 est sensible au calcium - entraine une
réduction significative du nombre de cellules présentant
des neurites, il n'y a plus d’effet significatif sur la neu-
ritogenese en présence de 1'ion nickel. De plus, un réle
des CAMK dans la neuritogenése rester a démontrer car
leur inhibition suite & I"application de W13 ou W12
(entre 10-70 uM pendant 12 heures) entraine la mort des
cellules. Il reste donc & déterminer si 1’inhibition des

canaux T module I’activation des MAPK, des CAMK ou
de CREB dans les cellules NG108-15. Il serait en effet
intéressant de confirmer ou d’infirmer un réle éventuel
des canaux T dans la transcription de génes : un rdle qui,
a ce jour, n’est démontré que pour les canaux calciques
de type L et P/Q (Dolmetsch ef al, 2001 ; Sutton et al.,
1999).

Canaux calciques de type T
et différenciation musculaire

Le groupe de Laurent Bernheim (Université de
Geneve) a rapporté des résultats intéressants concernant
la différenciation des myoblastes du muscle squelettique
(Bijlenga et al., 2000). Dans les muscles squelettiques,
la croissance et la régénération des fibres musculaires
(passage du stade myoblastes mononucléés au stade
myotubes polynucléés) dépendent de la fusion (différen-
ciation) des myoblastes mononucléés obtenus a partir du
stock des cellules satellites. En utilisant des cultures clo-
nales de myoblastes humains, Bijlenga ef al. (2000) ont
montré que 1’élévation de calcium intracellulaire néces-
saire & la fusion est dépendante du courant de fenétre des
canaux T : les canaux calciques majoritairement expri-
més sur les myoblastes. Ainsi, les inhibiteurs des
canaux T (200 uM nickel et 100 pM amiloride) abolis-
sent 1’élévation de calcium intracellulaire et la fusion
des myoblastes. Dans ce type cellulaire comme dans les
cellules NG108-15, ce sont des canaux formés de la
sous-unité o/, qui sont impliqués. Ce groupe a montré
également que les effets nécessitent I’expression simul-
tanée des canaux potassiques (Kir 2.1) qui entraine une
hyperpolarisation de la cellule (autour de — 65 mV) suf-
fisante pour permettre « [’activation » du courant de
fenétre des canaux T (Fischer-Lougheed et al., 2001). En
effet, I’inhibition de Kir 2.1 (par I’utilisation d’antisens)
entraine une dépolarisation de la cellule (autour de
— 30 mV), la « fermeture » du courant de fenétre des
canaux T et I’inhibition de la fusion (Fischer-Lougheed
et al., 2001 ; voir également la revue de Bernheim &
Bader, 2002).

Canaux calciques de type T
et différenciation neuro-endocrine

En utilisant les cellules LNCaP issues de cellules can-
céreuses épithéliales de la prostate humaine, Mariot et
al., (2002) ont décrit une corrélation entre la présence des
canaux T générés par la sous-unité o, et la différencia-
tion neuro-endocrine induite par I’AMPc. En présence de
ImM dibutyryl AMPc, les cellules LNCaP présentent
des prolongements neuritiques et expriment des mar-
queurs spécifiques des neurones, tels que 1’énolase, ainsi
que des courants calciques. Contrairement aux cellules
NGI108-15, les cellules LNCaP prolifératives ne présen-
tent pas de courant T. C’est suite au traitement de ces
cellules que ’apparition de courants T et I’expression de
la sous-unité o, se manifestent (sensibilité a I’ion nic-
kel : IC, = 2,4 uM). Comme décrit précédemment, les
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canaux o, générent un courant de fenétre induisant une
augmentation de calcium intracellulaire. Contrairement a
nos résultats, les courants o, ne semblent pas favoriser
I’apparition des neurites, puisque celles-ci sont obser-
vables avant méme [’augmentation des courants T. Ce
courant pourrait intervenir synergistiquement dans la
pousse neuritique, mais pas dans la synthése d’énolase.
Les auteurs n’ont cependant pas été en mesure de regar-
der directement ’effet des canaux T sur la neuritogenése
puisque les effets du nickel sont lents (~ 5 jours), alors
que la pousse neuritique commence des 2 heures. Dans
ces cellules, il semble donc raisonnable de postuler que
les canaux T sont plus importants pour la stabilisation
des neurites que pour I’élongation.

Canaux calciques de type T
et sécrétion de facteur « différenciant »

De maniére intéressante, il semble que, sur les cellules
LNCaP, seule une sous-population de cellules (20 %
dans les conditions témoins et 60 % aprés un traitement
a I’AMPc) expriment des courants T suggérant le role
d’un facteur différenciant sécrété par ces cellules et per-
mettant a I’ensemble de la culture de se différencier
(Mariot ef al., 2002). Dans les cellules LNCaP, il a été
montré que la sécrétion de peptides aux propriétés mito-
genes est augmentée durant la différenciation neuro-
endocrine. Ces auteurs émettent donc I’hypothese que les
canaux T participeraient a la sécrétion de ce(s) facteur(s).

Au niveau des myoblastes, les courants T, comme les
¢lévations de calcium intracellulaire, ne sont retrouves
que dans une sous-population (~ 20 %) de myoblastes
(Bijlenga et al., 2000). Une méme hypothése pourrait
étre que la sécrétion par cette population de cellules d’un
facteur de différenciation permette aux autres myoblastes
de devenir compétents pour fusionner. Au niveau des
cellules NG108-15, des données préliminaires suggerent
également que les cellules sécréteraient un (des) fac-
teur(s) de différenciation dont la sécrétion serait dépen-
dante des canaux T. L’application de milieu « condi-
tionné » (provenant de cellules NG108-15 différenciées)
favorise significativement la neuritogenése de cellules
mises a différencier. La présence d’un tel facteur est
réduite dans les milieux issus des cellules cultivées en
présence d’ion nickel (50 uM) ou celles transfectées avec
un antisens contre la sous-unité o,,;. A I’heure actuelle,
nous avons pu montrer que ni ’acétylcholine, ni le glu-
tamate ne jouent ce role. Les cellules NG108-15 sont en
effet connues pour sécréter ces deux neurotransmetteurs
qui ont par ailleurs des effets sur la neuritogenése. La
sécrétion de ce facteur est également indépendante de la
présence d’un inhibiteur de la formation des vésicules de
sécrétion : la bréfeldine A. En effet, les effets inhibiteurs
du nickel sur la différenciation sont conservés en pré-
sence du bloc des récepteurs a I’acetylcholine et du glu-
tamate ou de I’inhibition du transport vésiculaire par la
bréfeldine A.

Ce facteur pourrait éventuellement étre le méme que
celui identifié sur les myoblastes. En effet, les cellules
NG108-15 ont un comportement ressemblant aux moto-

neurones quand elles sont cultivées en présence de myo-
tubes (croissance axonale vers les myotubes, formation
de synapses fonctionnelles) et. dans ce cas, la différen-
ciation des myotubes comme des neurones peut étre
influencée de maniére réciproque (Chen ¢r «l., 2001). 11
pourrait alors s’avérer intéressant de poursuivre 1'étude
du réle des canaux T dans la différenciation neuronale
sur un modele de co-culture neurones-cellules muscu-
laires. Pour compléter ces obscrvations récentes, il est
intéressant de noter qu’au niveau des myocytes car-
diaques en développement, I'expression des canaux T
(isotype o) est sous la dépendance des hormones GH
et IGF, (Xu & Best 1992).

CONCLUSIONS

Des données récentes indiquent que les canaux de
type T, et particulierement ceux générés par la sous-
unité o, sont impliqués dans la diftérenciation de nom-
breux types cellulaires. Les canaux formés par la sous-
unité o,; pourraient eux jouer un role plus déterminant
sur le phénotype prolifératif. Pour prolonger les études
effectuées jusqu’a présent sur les modeles cellulaires, il
est désormais nécessaire d’étudier le role de ces canaux
dans la difféerenciation des tissus natifs (in vivo) comme
au niveau du systéme nerveux otl ces canaux sont parti-
culierement exprimés, mais aussi au niveau du rein, du
foie, du cceur ou des poumons, des tissus ou leurs roles
fonctionnels demeurent obscurs. Ces ¢tudes scront néces-
saires pour mieux comprendre le role de ces canaux dans
la signalisation calcique des tissus en développement,
mais également dans le contexte physiopathologique.
L’ensemble de ces recherches pourraient déboucher sur
le développement d’antagonistes et d’agonistes des
canaux T potentiellement d’intérét thérapeutique. En
effet, les voies de couplage entre excitabilité et les
mécanismes de prolifération/différenciation cellulaires
sont encore largement méconnus. Si un certain nombre
d’hypothéses proposées ici étaient vérifices, c¢lles pour-
raient ouvrir un champ d’investigation nouveau pour
I’étude et le traitement des cancers, ainsi que le déve-
loppement de médicaments « différenciants » ou « anti-
prolifératifs » au mécanisme d’action original. L’enjeu
de ces recherches est donc considérable en pathologic
humaine. En effet, les couplages excitabilité/expression
geénique et excitabilité/prolifération, mais également le
répertoire des canaux impliqués, sont encore largement
sous-estimeés et mal connus. Les travaux actuels concer-
nant le role des canaux T dans I’évolution du phénotype
cellulaire et tout particulicrement dans la différenciation
cellulaire devraient donc ouvrir un horizon nouveau pour
I"étude des mécanismes associant altération de I"homéo-
stasie calcique et déréglement phénotypique,  décrits
pour certains cancers.
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