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INTRODUCTION



Dans les neurones 1’homéostasie calcique nucléaire est un point clé pour la régulation de
certains processus physiologiques. Mon travail expérimental porte sur la régulation de la
concentration calcique dans le noyau par différents second messagers et particulierement par
le NAADP (acide nicotinique dinucléotide phosphate) dont le mode d’action est encore mal
connu. Afin de cerner I’intérét de mon travail et de cette approche expérimentale j’aborderai
trois points dans mon introduction :

- lerole du calcium dans la régulation de I’expression génique

’origine et le déclenchement du signal calcique intracellulaire
- une synthése des connaissances concernant un nouveau messager atypique libérant du

calcium : le NAADP



INTRODUCTION

PARTIE I

Les protéines impliquées dans la transduction du signal calcique vers le noyau pour le

controle de I’expression génique

Dans les neurones, les réponses adaptatives a I’environnement passent dans de nombreux cas
par des régulations a moyen, voir long terme de certaines fonctions cellulaires telles que la
plasticit¢ synaptique qui régule la communication inter-neuronale. Cette adaptation va
souvent mettre en jeu la modulation de 1I’expression génique qui, dans les neurones, se trouve
particuliérement sensible aux variations de calcium intracellulaire. Ainsi les augmentations de
calcium intracellulaire conditionnent un nombre important de réponses en aboutissant a
I’activation de divers facteurs de transcription. Les voies de transduction du signal calcique
conduisant a ces différents profils d’expression, se composent de multiples effecteurs
directement ou indirectement activés par le calcium. Ceux-ci vont chacun décoder les profils
particuliers de variation de la concentration calcique. Ces effecteurs se trouvent en partie dans
le domaine cytoplasmique et certains sont localisés dans le noyau. Ainsi, I’activation sélective
de certains facteurs de transcription va nécessiter une augmentation du calcium
nucléoplasmique, tel que cela a été montré pour le facteur CREB dans la lignée
neuroendocrine AtT20. A I'inverse, la voie de signalisation aboutissant a I’activation du SRF
requiert exclusivement une augmentation du calcium cytoplasmique (Hardingham et al.,
1997).

Il est ainsi devenu évident que le contréle de 1’homéostasie calcique nucléaire constitue un
point critique pour le controle de I’expression génique dans la cellule neuronale. Il n’est donc
pas surprenant, méme si ce sujet est encore controversé, que le noyau soit capable de réguler
au moins en partie la concentration du calcium nucléoplasmique qui semble tellement
importante pour la régulation fine des fonctions neuronales nécessitant la modulation de
I’expression génique. De méme, de plus en plus d’études portant sur la localisation des
protéines activées par le calcium montrent que bon nombre d’entre elles sont retrouvées
localisées au noyau. Ceci souligne encore I’importance d’une éventuelle autonomie du noyau

pour I’ajustement de la concentration calcique nucléoplasmique.



1) Les facteurs de transcriptions activés par le calcium

Dans les neurones, un des phénomeénes les plus étudiés et mettant en jeu la modulation de
I’expression génique afin d’engendrer des changements a long terme dans la communication
entre les cellules est celui de la plasticité synaptique (LTP ou LTD). Les variations calciques
dans la cellule conduisant a la LTP induisent rapidement la transcription de geénes dits
« précoces » : les IEGs (Immediate early genes) tels que c-fos, fos B, zif268, c-jun, nur/77 et
jun B (Bading et al., 1995). Ces IEGs sont tous des facteurs de transcription qui vont ensuite
donner lieu a une vague transcriptionnelle secondaire pour la production de protéines
nécessaires aux changements structuraux conduisant a la modulation de [Defficacité
synaptique. Un des ces IEGs sur lequel se sont focalisées de nombreuses €tudes en vue de
comprendre les mécanismes de I’activation de la transcription calcium dépendante est le gene
c-fos. Celui-ci comporte dans son promoteur deux ¢léments régulateurs de réponse au calcium
(Bading et al., 1993; Hardingham et al., 1997): une séquence CRE (cAMP response element)
qui répond aussi a la production d’AMPc (Comb et al., 1986; Montminy et al., 1986) et une
séquence SRE (serum response element). Le facteur capable d’induire la transcription, a partir
de la séquence CRE a laquelle il est fixé, est le facteur CREB (CRE Binding prorein)
(Montminy et Bilezikjian, 1987). Le SRE quant a lui est activé par le SRF (Serum Response
Element) (Norman et al., 1988).

1.1) L’ Aplysie, un modeéle de choix pour I’étude de la physiologie neuronale

L’ Aplysie (figure 1a), est un mollusque marin qui constitue le modeéle sur lequel j’ai réalisé la
majeure partie de mes travaux de thése concernant 1’homéostasie calcique nucléaire. Cet
d’animal présente de nombreux avantages sur le plan expérimental, qui en ont fait un modele
de choix en neurobiologie. Il s’agit d’un animal trés simple sur lequel ont été réalisées les
¢tudes pionnieres concernant les mécanismes de 1’apprentissage et la mémoire. Son systéme
nerveux est de petite taille puisqu’il compte environ 20 000 neurones de grande taille
(plusieurs dizaines de um). Ces derniers sont localisés au sein de ganglions (figure 1b) bien
identifiés : le ganglion buccal, les ganglions du collier (contenant les ganglions pleuraux,
pédieux et cérébroides) et le ganglion abdominal. La densité en neurone et la teneur en tissu
conjonctif des différents ganglions varient fortement, c’est la raison pour laquelle, dans mes
expériences, seuls les noyaux issus des ganglions pleuraux, pédieux et abdominal ont été
utilisés. L’ Aplysie posséde un grand nombre de neurones de taille trés importante, ce qui a
rendu les études électrophysiologiques plus faciles et s’est avéré un avantage pour mes

expériences puisque certaines cellules possédent des noyaux de plusieurs dizaines de



zanglions buccanx

Figure 1. Photographie de I'espéce Aplysia punctata (a). Le systéme nerveux de I'aplysie
compte environ 20 000 gros neurones localisés au sein de ganglions (b). Différents
ganglions sont identifiés: le ganglion buccal, les ganglions du collier contenant les
ganglions pleuraux, pédieux et cérébroides et le ganglion abdominal



micrometres de diamétre. Ces neurones ont la propriété d’étre agencés selon un schéma fixe et
reproductible d’un animal a un autre. Ainsi, chacun est identifiable selon sa taille, son
emplacement et ses propriétés électrophysiologiques. Les circuits qu’ils établissent sont
reconnaissables et présentent les méme connections d’un animal a I’autre. C’est grace a toutes
ces propriétés que 1’Aplysie est le modele ayant permis aux neurobiologistes de poser les
grands concepts moléculaires de 1’apprentissage et du conditionnement. Ces concepts ont
constitué la base a partir de laquelle se sont développées les études visant & comprendre les
phénomenes d’apprentissage plus élaborés et les mécanismes de la mémoire procédurale chez
les vertébrés.

C’est I’étude de I’habituation du « réflexe du retrait des branchies » aussi appelé « réflexe du
siphon » qui a fait I’objet des premieres études (figure 2a). Lorsque de I’eau est projetée sur le
siphon de 1’animal, il se produit une rétraction des branchies. Si cette stimulation est répétée,
il y a habituation et le retrait des branchies est atténué. L’information sensorielle percue au
niveau du siphon est acheminée jusqu’au ganglion abdominal ou un neurone sensoriel forme
une synapse glutamatergique (Dale et Kandel, 1993) avec un neurone moteur des branchies
(figure 2b). Les expériences ont pu montrer que le support de 1’habituation observée est la
synapse et que la stimulation électrique répétée du neurone sensoriel provoque une réduction
des potentiels post synaptiques excitateurs (PPSE). D¢s lors, la question de savoir a quel
niveau la synapse se modifiait s’est posée : soit la quantité de neurotransmetteur libéré au
niveau pré synaptique était modifiée, soit la sensibilité post synaptique était régulée. Dans ce
cas, I’habituation résultait d’une diminution du nombre de quanta de neurotransmetteur libéré
par potentiel d’action et donc d’une modification pré synaptique (Castellucci et Kandel,
1974). Plus tard, c’est la sensibilisation de ce méme réflexe du siphon qui a été étudiée (figure
3a). Pour provoquer cette sensibilisation, un choc ¢électrique était appliqué sur la queue de
I’animal et la réponse de retrait consécutive a la stimulation du siphon qui suivait était alors
plus importante. Cette sensibilisation est due a I’activation d’un troisiéme neurone modulateur
lors de D’application du choc ¢lectrique sur la queue (figure 3b). Celui-ci libére de la
sérotonine (5-HT) au niveau de 1’¢lément présynaptique du neurone sensoriel (figure 4). La 5-
HT active un récepteur couplé a une synthése d’AMP cyclique, activant ensuite la Protéine
Kinase A, qui va phosphoryler des canaux potassiques, et entrainer leur fermeture. Cela
provoque une augmentation de la durée du potentiel d’action et une entrée accrue de calcium
dans 1’¢élément pré synaptique qui augmente la quantit¢ de neurotransmetteur libérée
(Castellucci et al., 1986; Dale et al., 1988; Klein et al., 1982). Dans un premier temps, il est

donc apparu que les mécanismes menant a la facilitation avaient lieu au niveau pré
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Figure 2. L’habituation du réflexe du siphon chez I’aplysie. Lorsque de I'eau est projetée sur
le siphon de 'animal, il se produit une rétraction des branchies. Si cette stimulation est répétée,
il y a habituation et le retrait des branchies est atténué (a). L'information sensorielle percue au
niveau du siphon est acheminée jusqu’au ganglion abdominal ou un neurone sensoriel forme
une synapse glutamatergique avec un neurone moteur des branchies (b).
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Figure 3. Le sensibilisation du réflexe du siphon chez l'aplysie. Pour provoquer la
sensibilisation, un choc électrique était appliqué sur la queue de I'animal et la réponse de retrait
consécutive a la stimulation du siphon qui suit est plus importante (a). Schématisation du réseau
neuronal support de la sensibilisation (b). La sensibilisation est due a I'activation d’'un troisieme
neurone modulateur lors de I'application du choc électrique sur la queue.
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Figure 4. Mécanisme cellulaire de la sensibilisation du réflexe du siphon chez I'aplysie.
Le neurone modulateur libére de la sérotonine (5-HT) au niveau de I'élément présynaptique du
neurone sensoriel. La 5-HT active un récepteur couplé a une synthése d’AMP cyclique. LAMPc
active ensuite la Protéine Kinase A, qui va phosphoryler des canaux potassiques, et entrainer
leur fermeture. Cela provoque une augmentation de la durée du potentiel d’action et une entrée
accrue de calcium dans 'élément pré synaptique qui augmente la quantité de neurotransmetteur
libérée
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synaptique. Cependant, les expérimentateurs ont pu déterminer qu’il existait plusieurs niveaux
de facilitation mettant a contribution des mécanismes moléculaires différents (Byrne et
Kandel, 1996). Une application de 5-HT sous forme d’un pulse de 1 min produit une
facilitation de courte durée : la STF (short term facilitation) qui dure quelques minutes. Par
contre, une application d’un pulse de 5-HT plus long (10 min) recrute ensuite la PKC, ce qui
augmente encore la durée du potentiel d’action présynaptique (Ghirardi et al., 1995; Sutton et
Carew, 2000). La 5-HT sous forme de pulses répétés produit une facilitation beaucoup plus
importante (LTF pour long term facilitation) qui peut durer de plusieurs heures a plusieurs
jours (Montarolo et al., 1986). Contrairement a la STF, pour I’établissement de la LTF, ¢’est
essentiellement au niveau post synaptique que siégent les modifications entrainant la
plasticité. Les auteurs ont démontré que ces modifications passent par une augmentation du
calcium post synaptique ainsi que par ’activation de la CaMKII et I’insertion de nouveaux
récepteurs AMPA (Li et al., 2005; Roberts et Glanzman, 2003). L’étude plus approfondie de
la LTF, a montré que celle-ci dépend de modifications profondes et a long terme de la
synapse, qui passe par la régulation de I’expression génique. L’importance du facteur de
transcription CREB (cAMP response element binding protein) pour la plasticité synaptique
est apparue tres tot. Une des premicres études soulignant cette importance a été effectuée chez
I’Aplysie ou la Facilitation a Long Terme (LTF, équivalent de la LTP), est bloquée par les
inhibiteurs de transcription et de synthese protéique. D’autre part, 1’injection dans le noyau du
neurone sensoriel d’oligonucléotides contenant le CRE qui entrent en compétition avec les
CRE endogenes pour la fixation de CREB bloque la LTF. Parallélement, I’injection
d’anticorps dirigés contre CREB2 (un répresseur de CREB) exprimé constitutivement permet
de convertir la facilitation a court terme en facilitation a long terme (Bartsch et al., 1998;
Bartsch et al., 1995; Dash et al., 1990). Les formes de plasticité que nous avons jusqu’alors
abordées sont dépendantes de I’action d’un interneurone qui vient libérer un neuromodulateur
(la 5-HT) au niveau de la synapse entre le neurone sensoriel et le neurone moteur. Mais
d’autre part, en plus de ce type de plasticité, I’ Aplysie présente aussi une plasticité dépendante
de lDactivité¢ électrique de la synapse et qui ne fait intervenir ni interneurone, ni
neuromodulateur. Cette plasticité peut €tre bidirectionnelle. Elle s’exprime sous forme de
LTP (potentialisation a long terme de la transmission synaptique) ou de LTD (dépression a
long terme de la transmission synaptique). La LTP s’obtient par une stimulation pré-
synaptique de fréquence ¢élévée alors que la LTD s’obtient par une stimulation pré-synaptique
basse fréquence. Cette forme de plasticité a aussi été observée sur d’autres modeles et est tres

¢tudiée chez les mammiféres au niveau de I’hippocampe, une structure du cerveau impliquée
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dans la mémoire spatiale et déclarative et le cortex (Miyamoto, 2006). Chez I’ Aplysie, la LTP
a ¢t¢ montrée dépendante de 1’activation de récepteurs glutamatergiques (NMDA
ionotropiques ou métabotropiques). Elle est sensible aux inhibiteurs de la libération du
calcium par les réserves intracellulaires et aux inhibiteurs de la CaMKII injectés aux niveaux
pré ou post synaptique (Bao et al., 1997; Bao et al., 1998; Jin et Hawkins, 2003). Des
mécanismes de régulation transcriptionnelle similaires a ceux proposés pour la LTF ont
ensuite été retrouvés chez les mammiféres et suite a ces études chez I'invertébré, il a été
montré que des souris mutantes pour certaines isoformes de la protéine CREB présentent des
défaillances concernant la LTP, la mémoire a long terme et 1’apprentissage de certaines taches
(Bourtchuladze et al., 1994). Ainsi, 1’activation de CREB qui est calcium dépendante est
apparue essentielle au contréle du mécanisme de plasticité synaptique, de premicre
importance pour la fonction neuronale. Depuis, les études concernant la régulation de
I’expression génique dans les neurones par CREB et beaucoup d’autres facteurs de
transcription se sont multipliées mettant a jour la finesse mais aussi la complexité des

mécanismes dont le neurone dispose pour s’adapter a son environnement.

1.2) L’activation du facteur CREB par le calcium

1.2.1) Les régulation transcriptionnelles par CREB : des mécanismes complexes

Le facteur CREB appartient a la famille des protéines dont la propriété est de pouvoir se lier a
I’ADN grace a un motif « leucine zipper ». Son expression est constitutive et sa localisation
nucléaire. Dans cette famille de facteurs, on peut également trouver les protéines fos et jun.
Ces différents produits sont capables de former des homo ou hétéro-dimeéres avec des facteurs
d’une famille proche (ATF-1 ou CREM). Ces diméres ont une morphologie qui est
comparable a un Y, ce qui leur permet d’interagir avec I’ADN.

Le facteur CREB posséde de nombreux sites de phosphorylation mais seul un nombre
restreint semble étre en relation avec la régulation de la transcription par ce facteur. La
régulation de I’activation de CREB passe par des étapes de phosphorylation sur trois sites
principaux qui sont la Ser133, la Ser142 et la Serl43 (figure 5). En général, les études
concernant 1’activation de ce facteur de transcription assimilent la phosphorylation sur la
Ser133, qui peut étre provoquée par plusieurs stimuli dont I’augmentation du calcium
intracellulaire, a I’activation du facteur. Plusieurs études montrent qu’au-dela de la quantité de
calcium qui entre dans 1’espace intracellulaire, c’est la voie par laquelle entre le calcium et la
localisation sous forme de domaines des augmentations de calcium qui vont é&tre

déterminantes pour ’activation de CREB. Dans la lignée de cellules pituitaire AtT20, c’est

13



Canaux voltage
dépendants type L
— agonistes - récepteurs NMDA
g Facteurs de croissance ®
‘i"“............. f"‘...........’.
Wi

....COQOOQQC »

A
|
|

Uuuyuyuuy yuuyul [ | | l U L Uy Ul J U L

NINNGD \'n"\\'l‘\\' N ONNEANNINN

@ CBP

V

Figure 5. Cascade de signalisation activant des facteurs de transcriptions SRF et CREB
en réponse au calcium. L'augmentation du calcium intracellulaire lié a la dépolarisation,
I'activation des récepteurs NMDA, I'activation récepteurs a tyrosine kinase ou couplés a des
protéines G permet la formation du complexe Ca?*/ calmoduline. Celui-ci active directement la
CaMKIl et les CaMKKs responsables de I'activation des CaMKI et IV. La CamKIV est plutét
nucléaire et la CaMKI peut étre nucléaire et cytoplasmique. Elles phosphorylent CREB sur la Ser
133, alors que la CaMKIl phosphoryle plutot la Ser 142. La CaMKII et IV peuvent aussi activer
le SRF en le phosphorylant sur la Ser 103. Celle-ci peut aussi étre phosphorylée par la
MAPKinase PP90rsk. La voie des MAPkinase peut étre, elle aussi, activée par le calcium.
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I’augmentation du calcium dans le nucléoplasme et pas dans I’espace cytoplasmique qui va
conditionner son activation (Hardingham et al., 1997). Ceci est a rapprocher d’une étude
montrant que dans les neurones d’hippocampe, la phosphorylation sur la Ser 133 de CREB
suite a la dépolarisation, ne nécessite pas I’import de protéines au noyau (Hardingham et al.,
2001b). Seule I’augmentation du calcium nucléaire permettrait de rendre compte de
I’activation de CREB par les CaM kinases nucléaires.

Dans les neurones corticaux, il a ét¢ montré que I’influx calcique par les canaux de type L
spécifiquement engendre la phosphorylation de CREB et la transcription calcium dépendante.
Cette sélectivité est due a I’activation de la calmoduline ancrée au canal et qui constitue ainsi
le senseur de I’entrée de calcium par cette voie (Deisseroth et al., 1996; Dolmetsch et al.,
2001). Dans un premier temps, la phosphorylation de CREB sur la Ser 133 serait accomplie
principalement par la CaMKIV et la PKA , la CaMKII en étant aussi capable mais de maniere
moins efficace. De plus il semble que la CaMkinase I puisse phosphoryler aussi ce résidu
(Sheng et al., 1991). Aprés cette premicre étape, ce sont les MAPKinases de type ERK qui
assurent le maintien a plus long terme de cette phosphorylation (Wu et al., 2001). C’est cette
étape de phosphoryation sur la Ser-133 qui permet le recrutement du co-activateur CBP/P300
(CREB Binding Protein) (Chrivia et al., 1993), responsable du recrutement de la machinerie
transcriptionnelle (Kwok et al., 1994). Cependant il semble que si la phosphorylation de la
Ser133 est nécessaire a I’activation de CREB, elle n’est pas toujours suffisante pour initier la
transcription (Bito et al., 1996; Bonni et al., 1995; Tao et al., 1998). Dans certain cas, la
phosphorylation d’autres facteurs comme CBP, dépendante du calcium nucléaire et de la
CAMKIV (Chawla et al., 1998; Hu et al., 1999), ou encore d’autres protéines recrutées au
niveau de ce complexe, pourrait étre nécessaire. Par exemple, dans les neurones corticaux, le
recrutement de la protéine CREST (Calcium Responsive Transactivator) capable de se lier a
CBP (Aizawa et al.,, 2004) est un élément essentiel pour la réponse transcriptionnelle
dépendante de I’activité et permettant la croissance dendritique (West et al., 2001). CREST
semble activer la transcription de manic¢re calcium dépendante mais le mécanisme de

régulation de ce facteur par le calcium reste encore inconnu.

1.2.2) D’autres sites, impliqués dans la régulation de la transcription

Outre le recrutement couplé a [’activation de protéines supplémentaires au niveau du
complexe CREB/CBP, des étapes de phosphorylation supplémentaires sur les Ser142 et 143
de CREB permettraient elles aussi de controler la transcription. Il a ét¢ montré que la

phosphorylation par la CaMKII de la Ser 142 est capable de bloquer ’activation de CREB
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suite a la phosphorylation sur la Ser-133 par la CaMKIV. De plus, la mutation de cette sérine
142 augmente ’activation de CREB suite a I’influx de calcium (Sun et al., 1994). La Ser 142
est alors apparue comme un site de régulation négative de la transcription. Ce site serait
phosphorylé préférentiellement par la CAMKIIL, ce qui génerait le recrutement du co-
activateur CBP (Wu et McMurray, 2001). Selon certains auteurs, 1’absence de CBP inhiberait
la dimérisation de CREB, provoquant une éventuelle dissociation de I’ADN (Parker et al.,
1998).

Cependant, 1’é¢tude plus poussée des sites Ser 142 et Ser 143 a laissé¢ apparaitre un
fonctionnement plus complexe de la régulation de la transcription par le facteur CREB,
capable a lui seul d’activer différents programmes transcriptionnels selon le stimulus.

Dans tous les cas I’activation de CREB nécessite la phosphorylation préalable de la Ser133 et
dans les neurones, I’activité, provoquant I’entrée de calcium par les canaux voltage
dépendants de type L meéne en quelques minutes a cette phosphorylation (Dolmetsch et al.,
2001). Cependant, méme si la Ser 133 apparait comme un site essentiel que ce soit pour
I’initiation de la transcription par CREB suite a la dépolarisation ou 1’activation de la PKA
(Kornhauser et al., 2002), dans certains cas, la phosphorylation sur la Ser133 ne semble pas
suffisante pour induire la transcription (Bonni et al., 1995; Tao et al., 1998; West et al., 2001).
Pour certains programmes transcriptionnels, comme ceux déclenchés par 1’activité et qui
peuvent permettent une réponse adaptative du neurone, les étapes de phosphorylation sur les
Ser 142 et 143 (en plus de la Ser 133) pourraient étre essentielles (Kornhauser et al., 2002).
La phosphorylation sur le site Ser 142 semble étre inhibitrice (Kornhauser et al., 2002; Sun et
al., 1994) et la phosphorylation sur ce site Ser 143 serait activatrice (Kornhauser et al., 2002).
Finalement méme si la double phosphorylation sur la Ser 142 et la Ser 143 semble causer la
perte de D’interaction CREB/CBP, il apparait qu’elle est induite de facon sélective par
I’activité neuronale et qu’elle permet alors clairement d’activer la transcription génique. Cette
activation semble donc indépendante de CBP et se ferait par un autre mécanisme. Dans les
neurones corticaux, ces deux sites se trouvent phosphorylés a long terme et de maniére
coordonnée par des CaM kinases (et pas par les MAP Kinases contrairement a la Ser 133).
Ces deux étapes de phosphorylation sont liées spécifiquement a la dépolarisation et I’entrée de
calcium par les canaux voltage dépendants (de type L surtout) mais aussi par les récepteurs
NMDA. Au contraire, la réponse aux neurotrophines telles que le BDNF ou encore a I’AMPc
perméant ne provoque pas la phosphorylation des Ser 142 et 143, et passe par la

phosphorylation de la Ser133 uniquement. De manicre intéressante, la phosphorylation sur la

16



Ser143 ou sur les Ser 142 et 143 simultanément n’a aucun effet sur la transcription initiée par
CREB suite a une stimulation par I’AMPc activant la PKA (Kornhauser et al., 2002).

Beaucoup de travaux ont donc été produits pour comprendre de quelles maniéres et dans
quelles circonstances le facteur CREB se trouvait activé et induisait ainsi la transcription des
geénes comportant I’élément CRE dans leur promoteur. Les mécanismes de la régulation de la
transcription par CREB sont encore mal compris puisque la plupart de ces travaux ont
assimilé la phosphorylation sur la Ser 133 au phénoméne d’activation de la transcription. Les
données concernant les sites Ser 142 et Ser 143 font apparaitre une grande complexité
concernant le fonctionnement de la régulation transcriptionnelle par un méme facteur de
transcription au niveau duquel convergent plusieurs voies de transduction de signaux
extracellulaires. Ainsi, ces expériences laissent entrevoir les bases des mécanismes de
régulation pouvant conduire a des réponses transcriptionnelles spécifiques en fonction des
stimuli extérieurs. Elles soulignent 1’importance des éveénements de phosphorylation et
déphosphorylation calcium dépendants et montrent a quel point le contrdle de la balance

kinases/phosphatases peut jouer sur la spécificité de la réponse cellulaire.

1.3) L’activation du SRE (Serum Response Element).

Méme si I’activation de CREB est primordiale pour 1’activation de I’expression génique en
réponse a des augmentations de calcium nucléaire, I’activation du SRF (Serum Response
Factor) est nécessaire pour déclencher la transcription de certains génes en réponse a
I’augmentation de calcium cytosolique (Hardingham et al., 1997). Au cours du
développement du systéme nerveux, la transcription médiée par le SFR semble importante
pour la migration neuronale et le guidage axonal (Alberti et al., 2005; Knoll et al., 2006).
Récemment, il a ét¢ montré que ce facteur pouvait étre de premiere importance pour la LTD
dans I’hippocampe (Etkin et al., 2006). Le SRF peut étre activé par la voie des MAP kinases
en réponse aux facteurs de croissance tels que ’EGF (Epidermal Growth Factor) ou le NGF
(Nerve Growth Factor). La pp90rsk activée par les MAP kinases ERKs phosphoryle le SRF
sur la sérine 103 en réponse a la stimulation par ces facteurs (Rivera et al., 1993). D’autre
part, la phosphorylation de ce méme résidu a aussi ét¢ montrée dans le cas de I’entrée de
calcium par les canaux voltage dépendants de type L (Misra et al., 1994). Peu aprés, des
travaux ont mis en évidence une activation du SRF par le recrutement des CaMkinases II et
IV (Miranti et al., 1995). Ceci a ¢été confirmé par certaines études montrant que le calcium
pouvait induire 1’activation de la transcription SRF dépendante de maniére indépendante de la

voie des MAP kinases (Johnson et al., 1997). En plus des facteurs de croissance, le calcium
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est apparu lui aussi comme un activateur de la voie des MAP kinases puisque dans les
neurones d’hippocampe, corticaux, du striatum, ainsi que dans les lignés cellulaires, 1’entrée
de calcium suite a 1’activation des récepteurs NMDA ou des canaux voltage dépendants de
type L induit 1’activation de la voie des MAP kinases (Dolmetsch et al., 2001; Mao et al.,
2004; Rosen et al., 1994). Ainsi, comme dans le cas de CREB, on observe pour I’activation du
SRF une convergence et une coopération entre les voies des CaMkinases et des MAPkinases.
Toutes deux sont recrutées par des augmentations du calcium intracellulaire et semblent agir

de manicre complémentaire.

1.4) NF-AT. un autre élément clé pour la transcription calcium dépendante

NF-AT (Nuclear Factor of Activated T cells) a d’abord été décrit comme un facteur de
transcription régulant I’expression de genes clés (IL2) dans les lymphocytes T. Cependant il
est apparu que celui-ci avait aussi un role majeur dans la régulation de la transcription calcium
dépendante au sein du systéme nerveux (Wu et al.,, 2007). L’augmentation du calcium
intracellulaire provoque en effet 1’assemblage sur le promoteur de certains geénes d’un
« complexe NF-AT » (figure 6a). Le complexe NA-AT se compose d’une sous unité
nucléaire, fixée constitutivement a I’ADN (NF-ATn) et d’une sous unité cytoplasmique (NF-
ATc) qui présente 4 isoformes (Crabtree, 1999; Lee et Park, 2006). Lors d’une stimulation
provoquant I’augmentation du calcium intracellulaire, les sérines qui encadrent un signal de
localisation nucléaire (NLS) de NF-ATc sont déphosphorylées par la calcineurine, une
phosphatase activée par le calcium. Ceci provoque une exposition du signal de localisation
nucléaire et NF-ATc est transportée a 1’intérieur du noyau en association avec le complexe
Calcium/Calmoduline/Calcineurine. Celui-ci va alors entrer en compétition avec de
nombreuses kinases nucléaires telles que la GSK3, les Caséine kinases I et II pour NF-ATcl
ou la JNK, MEKKI1 et la Caséine KI pour NF-ATc3. Celle-ci sont capables de
rephosphoryler NF-ATc et de provoquer sa sortie du noyau (Flanagan et al., 1991; Shen et al.,
2007). Ainsi, ce facteur ne sera maintenu au noyau que par une activation persistante de la
calcineurine et donc une augmentation persistante du calcium nucléaire. Un point important
est que le facteur NF-ATc ne semble pas posséder une assez forte affinité pour I’ADN lui
permettant d’activer seul la transcription (Wolfe et al., 1997). Ainsi, ’activation de la
composante nucléaire NF-ATn est nécessaire. NF-ATn représente une famille générique de
protéines dans laquelle on retrouve les facteurs AP-1, MEF2 et GATA4 qui sont
phosphorylées par la voie des MAPKinases et de la PKC (Flanagan et al., 1991; Macian,

2005). Le complexe NF-AT apparait donc comme un détecteur de coincidences capable
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d’intégrer plusieurs voies de signalisation. Cette propriété fait apparaitre les complexes NF-
AT comme des candidats appropriés pour la régulation de la morphogenése neuronale. En
effet, dans les neurones de I’hippocampe la transcription dépendante de NF-ATc4 est activée
par le BDNF (brain derived neurotrophic factor). Ceci permet d’augmenter 1’expression du
récepteur a I’IP; (inositol 1,4,5 triphosphate) de type I (IP3R1) et du BDNF lui-méme. Il en
résulterait une sensibilit¢ accrue des cellules aux stimulations et une augmentation les
quantités de neurotrophines libérées dans le milieu. Ces éléments seraient a 1’origine d’une
boucle de rétroaction positive qui participerait a 1’augmentation de I’efficacité¢ de la
transmission synaptique (Groth et Mermelstein, 2003). Ces données vont de paire avec celles
montrant que chez les souris mutantes pour NF-ATc2, 3 et 4, la poussée axonale en réponse
aux neurotrophines et a la nétrine n’a plus lieu (Graef et al., 2003). D’autre part, NF-ATc3 été
montré de premiére importance pour la survie neuronale en réponse a la dépolarisation et au
sérum (Benedito et al., 2005). Certains auteurs lui attribuent un role potentiel dans la mémoire
et des maladies neurodégénérative en raison de sa capacité a activer I’expression du TNF-a
(Canellada et al., 2006). Finalement un point important pour la régulation de 1’expression
génique dans les cellules excitables est que NF-AT est capable d’agir comme un décodeur de
fréquence des oscillations calciques. Et 1’étude de son adressage au noyau comparée a celle de
NF-kB, un autre facteur de transcription régulé par le calcium, montre que des fréquences

d’oscillations calciques différentes peuvent aboutir a I’activation de ces deux facteurs.

1.5) NF-kB

Ce facteur de transcription a été beaucoup ¢tudié dans le cadre de la régulation de 1’expression
des cytokines dans les lymphocytes. Depuis peu, il a ét¢ impliqué dans la régulation de
processus neuronaux tels que la survie neuronale, la plasticité synaptique, la réponse aux
neurotrophines, au glutamate, a I’activité électrique ou encore au stress oxydatif (Kaltschmidt
et al., 2006; Mattson et al., 2000; Meffert et al., 2003; Memet, 2006; O'Neill et Kaltschmidt,
1997). Ce facteur, dont le role clé dans les neurones commence seulement a émerger constitue
une cible supplémentaire régulée par le calcium en réponse a de nombreux stimuli (Han et
Logsdon, 2000; Jefferson et al., 1999; Lilienbaum et Israel, 2003; Pahl et Baeuerle, 1996). Il
est impliqué dans 1’expression de nombreux génes du systéme nerveux tels que les N-CAM,
la NOSII (Nitric Oxyde Synthase), I’APP (Amyloid B Precurseur Protein), la CaMkinase II
(Memet, 2006). Le facteur NF-«xB est localisé dans le cytoplasme ou il est inactif. Il est
constitué¢ de 3 sous unités : un dimere constituant le facteur de transcription et une sous unité

inhibitrice (IkB). Le dimére NF-kB constitue une famille regroupant plusieurs protéines : p65
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Figure 6. L’activation des facteurs de transcription NF-kB et NF-AT dans les neurones par
le calcium. L’augmentation du calcium intracellulaire permet la formation du complexe
calcium/calmoduline. Celui-ci active une phosphatase: la calcineurine. Dans le cas de NF-AT, la
calcineurine déphosphoryle directement NF-ATc. Son signal de localisation nucléaire est alors
démasqué et NF-ATc entre dans le noyau. Il se fixe sur 'ADN et sur NF-ATn, ce qui permet
d’initier la transcription (a). La calcineurine peut aussi stimuler les kinases IKKs qui
phosphorylent I-kB, permettant sa dégradation par le protéasome. NF-kB (P65 et P50) est alors
libéré et migre dans le noyau ou il peut activer la transcription. 20



(Rel-A), Rel-B, c-Rel, p50 (produites a partir d’un précurseur de 105 kDa) et p52 (produit a
partir d’un précurseur de 100 kDa). La famille des sous unités inhibitrices regroupe les
protéines 1kBa, IkBf, IkBo, et Bcl-3. Mais dans les neurones, le complexe NF-kB le plus
commun est formé par p65, p50 et IkBa (Kaltschmidt et al., 1994; Simpson et Morris, 1999;
Yu et al., 1999). L’activation de NF-kB implique la phoshorylation de IxB par une kinase
IKK (IxB kinase complex), menant a sa dégradation par le protéasome (May et Ghosh, 1999).
Le facteur de transcription est alors libéré et migre au noyau ou il se fixe sur le site kB, situé
dans le promoteur de geénes cibles (figure 6b). Suite a sa translocation nucléaire, NF-kB serait
soumis a une seconde étape de régulation par phosphorylation de la sous unité P65 dans son
domaine de transactivation (Meffert et Baltimore, 2005). Le TNF (tumor necrosis factor-a) et
’activation directe des IKKs meéne a la phosphorylation de P65 sur respectivement les Ser-
529 et 536. Ceci permet de potentialiser I’effet transactivateur de cette sous unité et constitue
ainsi un second niveau de régulation du facteur, indépendant de la translocation (Sakurai et
al., 1999; Wang et Baldwin, 1998). La CaMkinase est capable de phosphoryler la P65 et de
stimuler le recrutement de coactivateurs tels que CBP par cette sous unité (Jang et al., 2001).
Dans les neurones, de nombreux stimulus tels que le TNF , le glutamate, le NGF (nerve
growth factor), des molécules d’adhésion cellulaire, I’ischémie cerébrale, [’activité
neuronale...etc, sont capables d’activer ce facteur de transcription (Barger et al., 1995; Carter
et al., 1996; Guerrini et al., 1995; Krushel et al., 1999; Meffert et Baltimore, 2005; Yi et al.,
2007). Cette activation a lieu par la stimulation de voies mettant en jeu la calmoduline, la
calcineurine et des kinases dont la CaMKII, la PKC et Akt (Lilienbaum et Isracl, 2003;
Meffert et al., 2003; Wooten, 1999). Dans les neurones primaires, il a récemment été montré
que I’activation de la transcription par NF-kB ne résulte pas de I’activation linéaire d’une de
ces voies mais d’une synergie entre ces dernieres. Ces voies sont activées par 1’entrée de
calcium par les canaux de type L et I’activation indirecte des récepteurs a I’'IP; (Lilienbaum

et Israel, 2003).

1.6) DREAM., (Dowstream Regulatory Element Antagonist Modulator)

Ce régulateur transcriptionnel constitue un cas particulier puisqu’il possede des motif « EF
hand » capables de lier le calcium (Mellstrom et Naranjo, 2001). Il s’agit d’un répresseur de la
transcription qui a ét¢ identifi¢ initialement dans les neurones. DREAM est aussi connu sous
le nom de KChIP-3 (K Channel interacting protein 3) ou encore de calseniline car il appartient
a une famille de protéines connue pour interagir avec des canaux potassiques et les

presenilines (Berridge, 2002; Lilliechook et al., 2002; Rhodes et al., 2004; Savignac et al.,
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2007). Les quatre membres de cette famille sont co-exprimés dans beaucoup de tissus au
niveau du cytosol, de la membrane plasmique mais aussi du noyau ou ils se comportent
comme des régulateurs de la transcription. Les quatre formes de DREAM peuvent se fixer en
homo ou hétérotétrameres sur I’ADN au niveau d’une séquence DRE (DREAM Response
Element). Cette séquence située en aval du site d’initiation de la transcription est entre autre
présente dans le promoteur du geéne c-fos, de la prodynorphine (impliquée dans la
nociception), d’un échangeur Na+/Ca2+ neuronal (Carrion et al., 1999; Gomez-Villafuertes et
al., 2005). Dans le cerveau, I’étude de I’expression de cette protéine montre qu’elle est
fortement exprimée au niveau des cellules granulaires du cervelet mais aussi dans
I’hippocampe et dans les structures d’élaboration et de relais de 1’information sensorielle
telles que le bulbe olfactif, le tractus optique le colliculus supérieur, certains relais
thalamiques, etc... (Hammond et al., 2003). La liaison du calcium par DREAM (figure 7a)
provoque sa dissociation du DRE et léve ainsi la répression qu’il exerce sur I’expression des
genes cibles (Carrion et al., 1999). DREAM est aussi régulé indirectement par la PKA qui
phosphoryle la protéine CREM (figure 7b). CREM est capable d’interagir avec DREAM
(lorsqu’il n’est pas li¢ au calcium) pour provoquer sa dissociation du domaine DRE et son
affinité pour DREAM est augmentée lorsqu’il est phosphorylé par la PKA (Ledo et al., 2000)
Outre sa capacité a interagir avec CREM, DREAM peut aussi en I’absence de calcium, se lier
a son homologue CREB et géner son interaction avec le coactivateur CBP (figure 7c)
empéchant ainsi I’activation de la transcription par CREB (Ledo et al., 2002).

DREAM apparait donc comme un nouvel acteur contrélant la transcription et pour lequel

I’augmentation de la concentration calcique au sein du noyau s’avere un élément essentiel.

Les mécanismes permettant d’aboutir aux réponses cellulaires via I’activation de facteurs de
transcription et déclenchés par les variations de calcium au sein de la cellule sont complexes.
Leur compréhension s’est basée sur I’étude des différents effecteurs activés par le calcium.
Ces ¢tudes ont permis de mettre a jour des cascades biochimiques permettant notamment de

coder et d’acheminer le signal déclenché par le calcium jusqu’au noyau.

2) Les voies de transduction du signal activées par le calcium

Ces cascades de transduction mettent en jeu de multiples kinases et phosphatases, dont la
régulation constitue la base du codage du signal calcique. Un phénomene surprenant est que la
cellule, avec un nombre limité d’acteurs protéiques, est capable de détecter et d’encoder une

diversité impressionnante de stimuli afin d’obtenir une réponse cellulaire spécifique a chacun.

22



Figure 7. L’activation du facteur de transcription DREAM par le calcium. DREAM est fixé
sur 'ADN au niveau d’'une séquence DRE (DREAM Response Element). Cette séquence est
située en aval du site d’initiation inhibe la transcription. L’augmentation de la concentration
calcique dans le noyau permet la liaison du calcium par DREAM. Ceci provoque sa dissociation
du DRE et Iéve ainsi la répression (a). La protéine CREM est capable d’'interagir avec DREAM,
lorsqu’il n'est pas lié au calcium et provoque sa dissociation du domaine DRE (b). DREAM peut
aussi en I'absence de calcium, se lier a son homologue CREB et géner son interaction avec le

coactivateur CBP empéchant ainsi I'activation de la transcription par CREB (c).
23



Ceci est li¢ au fait que les différentes cascades sollicitées ou non en fonction du stimulus sont
capables d’interagir et de se moduler entre elles. Ainsi, les nombreux « cross-talk » entre les
voies effectrices des signaux calciques rendent leur compréhension difficile et leur
modélisation complexe. Ces mécanismes permettent qu’a chaque stimulus correspondent des
signatures moléculaires différentes qui vont dépendre d’une multitude de paramétres

caractérisant le signal calcique qui les aura déclenchées.

2.1) La calmoduline

Il s’agit d’une petite protéine de 16 kDa exprimée dans tous les types cellulaires. Elle est
constituée de deux domaines globulaires reliés par une hélice-a. Chacun de ces domaines de
type « EF hand » peut lier un calcium, induisant 1’exposition d’un domaine hydrophobe
capable d’interagir avec une multitude de protéines. Cette calmoduline constitue ainsi le
premier maillon de la régulation de nombreuses cascades moléculaires qui interagissent entre
elles pour aboutir a des réponses cellulaires complexes (Xia et Storm, 2005). Elle est trouvée
aussi bien dans le cytosol que dans le noyau. Dans les neurones, la calmoduline est entre autre
ancrée aux canaux de type L et, une fois activée par le calcium suite a la dépolarisation, elle
est capable de migrer dans le noyau pour y activer des effecteurs (Deisseroth et al., 1998).
Elle peut donc se comporter comme un senseur local de calcium et ensuite aller activer

sélectivement des cibles ¢éloignées.

2.2) Les kinases activée par le calcium

2.2.1) Les CaMKkinases

Elles constituent une famille de kinases ubiquitaires activées directement par le complexe
calcium-calmoduline. Une de leurs caractéristiques est qu’elles ne sont pas spécialisées dans
la phosphorylation d’un substrat particulier mais possédent une large gamme de cibles
cytosoliques et nucléaires. Ces kinases sont notamment capables de phosphoryler des facteurs
de transcription et ainsi d’avoir une action directe sur la régulation de I’expression de certains

genes. Il en existe trois la CaMKinase II, la CaMKinase I et la CaMKinase I'V.

2.2.1.1) La CaMKinase I1

Cette kinase posséde un rdle primordial dans le systéme nerveux (Yamauchi, 2005). Elle est
trouvée dans tous les tissus mais en concentration particulierement importante dans les
cellules nerveuses. Les 4 génes de CaMKinases (a, B3, y, 6) ont été clonés a partir du cerveau

de rat. Chaque forme peut donner plusieurs variants d’épissage alternatif et posséde un
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domaine catalytique, un domaine d’association et un domaine de régulation (Bennett et
Kennedy, 1987; Hudmon et Schulman, 2002; Lin et al., 1987; Tobimatsu et Fujisawa, 1989).
Les formes a et  sont présentes uniquement dans le systeme nerveux alors que les formes vy et
d se retrouvent dans tous les tissus. En fonction de la structure observée, le ratio entre les
formes o et B est différent avec par exemple 3:1 dans le cerveau antérieur adulte et 1:4 dans
le cervelet. De plus, au sein de ces mémes structures, certains types cellulaires vont exprimer
majoritairement 1’une ou 1’autre forme (Ichikawa et al., 1992; McGuinness et al., 1985; Miller
et Kennedy, 1985). La particularité de cette CaMkinase II par rapport aux deux autres est
qu’elle se trouve sous forme de complexes multimériques réunissant 8 a 12 unités, ce qui
donne une masse moléculaire totale de 400 a 600 kDa (Kanaseki et al., 1991; Kolodziej et al.,
2000). Ces multimeres ne sont donc pas capables de transiter librement du cytosol vers le
noyau. Pourtant la CaMkinase II a été détectée dans de nombreux types cellulaires aussi bien
au sein du noyau que dans le cytosol. Sur les nombreuses isoformes existantes, deux semblent
adressées spécifiquement au noyau : la CaMkinase II ap et la CaMkinase II &g L’analyse de
séquences des différents variants d’épissage a montré que ces deux isoformes possedent une
séquence de localisation nucléaire (NLS) dans le « domaine d’association ». Ainsi,
I’adressage nucléaire va dépendre de la composition des multiméres et de la proportion des
sous unités possédant des NLS (Srinivasan et al., 1994). De plus, il semble aussi que la
phosphorylation de la CaMKinase II sur la sérine suivant son NLS puisse bloquer sa
translocation nucléaire. Cette phosphorylation est accomplie spécifiquement par les

CaMKinases I et IV (Heist et al., 1998).

L’activation de la CaMkinase 11

En dehors de toute stimulation induisant une augmentation du calcium intracellulaire, la
CaMkinase II est maintenue a 1’état inactif grace a son domaine autoinhibiteur qui empéche la
fixation des substrats et de I’ATP au niveau du site actif. La fixation du complexe calcium-
calmoduline au niveau d’une séquence comprise dans le domaine inhibiteur Iéve I’interaction
entre ce dernier et le site catalytique qui est alors accessible aux substrats. La kinase peut alors
phosphoryler ses cibles mais aussi s’autophosphoryler sur la Thr286 (pour les formes a et d)
ou Thr287 (pour les formes B et d). Cette autophosphorylation est une réaction inter sous
unités et une sous unité ne peut étre phosphorylée par sa voisine que si elle a fixé elle aussi le
complexe calcium-calmoduline (Hanson et al., 1994; Mukherji et Soderling, 1994). Cette
phosphorylation a deux conséquences sur I’activation de la CaMKinase II. D’une part, celle-ci

devient partiellement active de maniére prolongée, indépendamment du calcium
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intracellulaire. D’autre part, son affinit¢ pour le complexe -calcium-calmoduline est
grandement augmentée (passage de 45nM a 0,06nM), permettant de prolonger 1’interaction
entre ces deux acteurs méme lorsque la concentration calcique retrouve son niveau de base.
En effet, lors du retour a la concentration calcique de repos (100nM), la dissociation complete
du complexe calcium-calmoduline et de la kinase n’est observée qu’au terme de 10 secondes.
Dans le cas d’un pic calcique transitoire suivit d’un plateau d’amplitude plus modeste, la
dissociation peut alors prendre plusieurs dizaines de secondes et I’activité kinase sera d’autant
maintenue (Meyer et al., 1992). Ou encore, si on considére qu’aprés un premier pic, le
complexe calcium-calmoduline n’est disponible qu’en quantité limitante par rapport a la
kinase. Ceci ne permet alors qu’une occupation partielle des sites de la kinase et une
activation submaximale de celle-ci. Cependant les associations formées sont prolongées
durant quelques secondes apreés retour a la concentration calcique de base grace a la
phosphorylation sur la Thr286. Si pendant ces quelques secondes survient un nouveau pic
calcique, la calmoduline n’a pas le temps de se dissocier et la kinase va pouvoir recruter au
niveau des sites encore libres de la calmoduline additionnelle. Ceci permet par pallier, a
chaque pic calcique d’augmenter I’activation afin d’atteindre un seuil critique d’activité
permettant la phosphorylation des cibles. La CaMKII a donc été proposée grace a ce

mécanisme comme un décodeur sensible a la fréquence des oscillations calciques.

2.2.1.2) Les CaMKinases I et IV

La CaMkinases I semble ubiquitaire, et dans les nombreux tissus ou elle a été trouvée, c’est
dans le cerveau au niveau duquel son expression est homogene, que son activité est la plus
importante. La CaMkinase IV, contrairement aux deux autres ne semble pas ubiquitaire. Elle
est surtout exprimée dans le cerveau et les lymphocytes T. Cependant, bien que son
expression dans le cerveau ne soit pas homogene, elle est présente en quantité importante dans
les cellules granulaires du cervelet, le cortex cerebelleux, I’hippocampe, le striatum, etc...
(Frangakis et al., 1991; Jensen et al., 1991; Miyano et al., 1992; Nairn et Greengard, 1987;
Nakamura et al., 1995; Picciotto et al., 1995). Ces CaMkinases sont capables de phosphoryler
de nombreux substrats incluant des facteurs de transcription tels que CREB et ATF-1. Il existe
4 isoformes pour la CaMkinase I (certaines donnent plusieurs variant d’épissage (Nishimura
et al., 2003)) et deux seulement pour la IV. Contrairement a la CaMkinase II, les I et IV ne
forment pas de multimeres et ne comportent pas de NLS, leur poids moléculaire respectif (40
et 61 kDa) devrait donc leur permettre de transiter librement du cytosol vers le noyau. Les

¢tudes concernant leur localisation ont montré que dans des neurones en culture, la
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CaMkinase IV est trouvée majoritairement dans le noyau alors que la CaMkinase I semble
plutot cytoplasmique (Bito et al., 1996; Jensen et al., 1991; Nairn et Greengard, 1987;
Nakamura et al., 1995). Cependant, le mécanisme régissant leur distribution n’a pas encore
¢été clairement ¢élucidé et reste trées mal compris. Par exemple, la CaMkinasel & peut étre
transloquée du cytosol vers le noyau suite a une dépolarisation par le KCI et cette
translocation semble dépendre de son activation par les CaMKkinases (Sakagami et al., 2005).
D’autre part, celle-ci posséde un signal d’export nucléaire de type LRNES reconnue par le
complexe CMR1 dont le role est de transporter les protéines du nucléoplasme vers le
cytoplasme (Komeili et O'Shea, 2001). L’affinit¢ de la CaMKinase I pour CRMI1 est
augmentée lorsqu’elle est liée au complexe calcium-calmoduline (Stedman et al., 2004).

Les CaMkinases I et IV sont comme la II, activées par le complexe calcium-calmoduline pour
lequel elles présentent une faible affinité, avant d’étre phosphorylées sur les Thr-177 et Thr-
196 respectivement. Cette phosphorylation est accomplie par des CaMkinases kinases, elles
aussi dépendantes d’une activation par le complexe calcium-calmoduline. Deux CaMK
kinases ont été purifiées a partir de cerveau de rat et appelées CaMK kinases o et . La
phosphorylation par les CaMK kinases exige que les deux partenaires (CaMK kinase et CaM
kinase) aient fix¢é le complexe calcium-calmoduline (Tokumitsu et Soderling, 1996). Il s’avere
intéressant que la régulation des CaM kinases IV et I puissent étre mise en parall¢le avec celle
observée pour la CaMkinasell. Celles-ci ne s’autophosphorylent pas mais le sont par les
CaMK kinases sur leurs résidus Thr-177 et Thr-196 (équivalents a la Thr-286 de la
CaMkinasell (Edelman et al., 1996)). Les CaM kinases I et IV possedent un domaine
catalytique et un domaine régulateur homologue a la CaMkinase II. Le domaine régulateur
possede un segment inhibiteur qui interagit avec le domaine catalytique qui contient les Thr-
177 et Thr-196 et dont la phosphorylation léve I’inhibition, tout comme la fixation du
complexe calcium-calmoduline dans la région régulatrice (Cruzalegui et Means, 1993;
Goldberg et al., 1996). La CaMkinase IV suite a cette phosphorylation sur la Thr-196 devient
partiellement autonome (Selbert et al., 1995; Tokumitsu et al., 1994). De mani¢ére homologue
a la CaMkinasell elle contiendrait un domaine autoinhibiteur bloquant le site catalytique et
déplacé par la fixation du complexe calcium-calmoduline (Cruzalegui et Means, 1993). Outre
toutes les analogies avec I’activation de la CaMkinase II, la CaMkinase IV présente quelques
caractéristiques structurales différentes. Notamment, elle comporte un domaine C-terminal
qui exercerait une autoinhibition levée par une autophosphorylation sur les Ser 11 et 12 suite a

la fixation du complexe calcium-calmoduline. La CaMkinase IV montrerait alors une
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activation en trois étapes : la fixation de la calmoduline, la phosphorylation par les CaMK

kinases sur la Thr-196 et I’autophosphorylation sur les Ser-11 et 12 (Chatila et al., 1996).

2.2.2) Les MAPKinases ( Mitogen-activated protein kinases)

La voie des MAPkinases est a I’origine de la régulation de nombreux processus dans tous les
types cellulaires. En aboutissant a la modulation de 1’expression de nombreux génes, son
activation peut avoir des effets opposés en fonction du type cellulaire et de ’intensité de
stimulation de la voie. Ainsi, elle est impliquée a la fois dans le contrdle de la prolifération, la
différenciation, la survie, I’apoptose, la plasticité synaptique (Miyamoto, 2006). La réponse
cellulaire dépend donc de la balance régulatrice (activation/inhibition) qui s’exerce sur cette
voie de transduction du signal et de la présence des acteurs participant a cette régulation. Ici,
je m’intéresserai donc a la régulation de la voie des MAP kinases par le calcium dans les
neurones, qui constitue I’'une des multiples facettes de la modulation de cette cascade de
signalisation (Mao et al., 2004; Wang et al., 2007).

L’activation des MAP kinases passe par les protéines Ras (figure 8) qui constituent une
famille de petites protéines G. Les protéines Ras hydrolysent le GTP selon un cycle ou le
complexe Ras-GTP constitue la forme active et le complexe Ras-GDP la forme inactive. Ce
cycle est régulé d’une part par des GEFs (Guanine-Nucleotide exchange Factors), favorisant
la liaison de Ras au GTP et donc la transition vers la forme active. D’autre part, des GAPs
(GTPase activating proteins) favorisent I’hydrolyse du GTP et ménent a I’inactivation de Ras.
La forme active de Ras (liée au GTP) active ensuite la sérine/thréonine kinase Raf qui mene a
I’activation des kinases ERKs (Extracellular Regulated Kinases) qui vont finalement
phosphoryler la kinase RSK2 (Ribosomal S6 kinase II). Dans les neurones d’hippocampe
celle-ci a ét¢ montrée avec la CaMKIV comme la principale kinase responsable de la
phosphorylation de CREB sur la Ser-133 suite a 1’entrée de calcium par les canaux de type L
et D’activation des récepteurs NMDA (Bito et al., 1996; Hardingham et al., 2001a;
Hardingham et al., 2001b; Hardingham et al., 1999). Dans les neurones, Ras peut étre activée
indépendamment du complexe -calcium-calmoduline par PYK2, une kinase calcium
dépendante capable de recruter Grb2-SOS qui a son tour recrute Ras (Dikic et al., 1996; Lev
et al., 1995). Le calcium est aussi capable de recruter des GEFs spécifiques aux neurones. La
premicre, Ras-GRP est activée par le calcium directement et le diacyl glycérol (Ebinu et al.,
1998) et la seconde Ras-GRF est activée directement par le calcium et par la fixation du

complexe calcium calmoduline (Farnsworth et al., 1995; Wang et al., 2007). D’autre part, la
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Figure 8. L’activation de la voie des MAPkinases dans les neurones par le calcium.
L’augmentation du calcium intracellulaire est lié a la dépolarisation, I'activation des récepteurs
NMDA, l'activation récepteurs a tyrosine kinase ou couplés a des protéines G. Le calcium active
directement PYK2, capable de recruter Grb2-SOS qui a son tour recrute Ras. Le calcium est
aussi capable de recruter des GEFs comme Ras-GRP et Ras-GRF. De plus Ras-GRF est
activée par la fixation du complexe calcium calmoduline. D’autre part, la GAP SynGAP
(régulateur négative de Ras) est phopshorylable par la CaMKII, ce qui vient inhiber son activité
et finalement, activer les MAP kinases ERKs.
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GAP SynGAP (régulateur négative de Ras) est phopshorylable par la CaMKII, ce qui vient
inhiber son activité et donc, activer les MAP kinases ERKs (Chen et al., 1998).

2.3) Les phosphatases

Nous avons vu précédemment a quel point le réle des kinases activées par le calcium est
déterminant pour 1’activation de I’expression génique dans le noyau des neurones. La
cinétique de phosphorylation des protéines impliquées dans la régulation de 1’expression
génique constitue un point critique qui va déterminer 1’engagement ou non de la cellule dans
une réponse physiologique en adéquation avec son environnement. Ainsi pour contrebalancer
I’action de ces kinases, la cellule dispose de phosphatases, elles aussi activées par le calcium
qui lui permettent d’intégrer précisément les parameétres des signaux calciques générés. C’est
la balance kinase/phosphatase qui va étre garante de la production de la réponse adaptée au
contexte. Dans les neurones, la calcineurine (PP2B) représente plus de 1% de la quantité de
protéines cellulaires (Klee et al., 1998). Cette phosphatase est composée de 2 sous unités.
La CnA constitue la sous unité catalytique dont deux isoformes (a et ) sont exprimées dans
le cerveau (Kuno et al., 1992) et la CnB une sous unité régulatrice. La pleine activité de la
calcineurine nécessite la fixation du complexe calcium-calmoduline par CnA et la fixation de
calcium par CnB (Stemmer et Klee, 1994; Stewart et al., 1982 ). La calcineurine posséde une
plus forte affinité pour le calcium que les kinases et par conséquent, de faibles ¢élévations du
calcium vont activer préférentiellement la phosphatase (Bito et al., 1997; Quintana et al.,
2005). Lors de stimulations plus prolongées la calcineurine s’inactive et 1’activité des kinases
surpasse celle des phosphatases (Bito et al., 1996; Deisseroth et al., 2003). Dans les neurones,
la calcineurine a été impliquée dans la régulation de 1’expression de nombreux geénes en
réponse au calcium (Kramer et al., 2003). Cette régulation a lieu de maniére directe via
I’activation de NF-AT ou de NF-kB mais aussi de facon indirecte par I’activation d’une autre
phosphatase présente dans le cerveau: la phosphatase 1 (PP1). La calcineurine en
déphosphorylant ’inhibiteur 11 qui lui est associé, libére et désinhibe la PP1 (King et al.,
1984; Munton et al., 2004). La PP1 a ét¢ impliquée dans la dépression synaptique par sa
capacité a déphosphoryler les récepteurs au glutamate de type AMPA post synaptiques. Mais
la PP1 est aussi capable d’agir au niveau du noyau et son role dans la régulation de
I’expression génique calcium dépendante semble important dans le cadre de la plasticité
synaptique a long terme, 1’apprentissage et la mémoire (Genoux et al., 2002). La PP1 est
capable de déphosphoryler CREB sur la Ser-133. Ainsi, une bréve activité provoque un pic

transitoire de phosphorylation de CREB. Lorsque la PP1 est inactivée, le maintien de cette
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phosphorylation qui nécessite normalement une activité plus soutenue a lieu. Ainsi, il a été
suggéré que l’activation de la PP1 pourrait constituer un filtre afin d’éviter une activation
anarchique de la transcription calcium dépendante. Ou encore, elle pourrait permettre
d’activer uniquement certains pools de geénes pour lesquels, une activation transitoire de
CREB suffit a initier la transcription (Bito et al., 1996). Chez la souris, 1’inactivation de la
PP1 juste aprés un apprentissage serait a 1’origine d’une plus grande efficacité de la
mémorisation en corrélation avec la phosphorylation pour une durée plus longue de CREB

ainsi que de la CaMkinase I (Genoux et al., 2002).
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PARTIE II

Les variations de la concentration du calcium intracellulaire dans les neurones : les

différentes sources de ’augmentation du calcium intracellulaire

1) L’entrée de calcium extracellulaire

Le neurone posseéde au niveau de sa membrane une diversité impressionnante de canaux qui
laissent entrer le calcium dans la cellule. Le gradient électrochimique pour le calcium tend a
laisser entrer ce dernier lorsque des canaux qui lui sont perméables s’ouvrent au niveau de la
membrane. La communication entre les neurones repose sur une transmission chimique de
I’influx nerveux au niveau de points critiques: les synapses. Ce sont elles qui constituent la
jonction entre les différents neurones du réseau. La base de cette communication repose sur la
libération par le neurone présynaptique d’un neurotransmetteur. Ce neurotransmetteur vient se
fixer au niveau du neurone postsynaptique sur des récepteurs canaux permeéables a certains

ions en activant alors leurs conductances.

1.1) Les récepteurs canaux perméables au calcium

Certains neurotransmetteurs sont capables de promouvoir 1’entrée de calcium dans la cellule
neuronale en activant le plus souvent des canaux dont la perméabilité au calcium n’est pas
exclusive. Le glutamate, neurotransmetteur excitateur peut activer les récepteurs NMDA ou
encore les récepteurs AMPA/kainate. Le récepteur NMDA présente une propriété
intéressante : méme si il est activé par la fixation du glutamate, il nécessite cependant une
dépolarisation membranaire conjointe afin de lever un blocage exercé par le magnésium.
Celui-ci verrouille son activité au potentiel membranaire de repos.

L’acétylcholine agissant sur le récepteur nicotinique et aussi certains récepteurs purinergiques
comme le P2X sensible a I’ATP laissent entrer du calcium.

L’ouverture de conductances excitatrices au niveau synaptique permet de dépolariser la
membrane cellulaire et ainsi d’activer certains canaux sensibles aux variations de potentiel et

qui vont laisser entrer du calcium : les canaux calciques voltage dépendants.

1.2) Les canaux calciques sensibles au potentiel : VOC « Voltage Operated Channels »

Il existe sur la membrane des neurones des canaux qui nécessitent uniquement pour leur
activation une variation du potentiel de membrane dans le sens d’une dépolarisation. Ces

canaux sont dits voltage dépendants (VOCs). Ils constituent une voie majeure pour I’entrée de
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calcium extracellulaire et sont donc couplés a la dépolarisation et donc a 1’activité neuronale.
Il en existe plusieurs types qui différent par les 5 sous unités (ol sous unité canal et a2, B, v, 0
sous unités régulatrices) qui les constituent. Ils ont été dénommés type L, T, N, P/Q, R. Ces
différentes formes ne présentent pas la méme sensibilit¢ aux variations du potentiel de
membrane et possédent ainsi des cinétiques d’activation et d’inactivation différentes. Leur
pharmacologie a été¢ bien étudiée et plusieurs inhibiteurs spécifiques de chaque type ont été
caractérisés. La nifédipine et la nimodipine par exemple inhibent sélectivement les canaux de
type L alors que différentes conotoxines inhibent sé¢lectivement les canaux N, P/Q ou R.

Outre leur sensibilité au potentiel et leur pharmacologie ces canaux différent aussi par leur
localisation subcellulaire et les voies de signalisation intracellulaire auxquelles ils vont se
trouver couplés. Dans de nombreux types de neurones, on trouve plutdt au niveau de la
terminaison présynaptique une forte densité des canaux de type P/Q, N, et R. Par contre, au
niveau du corps cellulaire et des dendrites proximales, on trouve en majorité des canaux de

type L (Herlitze et al., 2003).

1.3) Les canaux SOC, CRAC et SMOC

Ces canaux ubiquitaires ont ¢t¢ mis en évidence a la fois dans les cellules excitables et non
excitables (Parekh et Putney, 2005). Ils permettent une entrée capacitive de calcium dans la
cellule (SOCE pour « Store Operated Calcium Entry ») grace a leur activité déclenchée par la
vidange des stocks intracellulaires de calcium, d’ou leur nom de « Store Operated Channels »
(SOCs). L’entrée de calcium via les SOCs semble impliquée dans le controle de différentes
réponses cellulaires allant de la sécrétion a I’expression génique mais permettrait aussi de
faciliter le remplissage des stocks suite a leur vidange. Cependant, la fagon dont s’exerce le
couplage entre la déplétion des stocks calciques et 1’activation des conductances SOC fait
encore 1’objet de nombreuses investigations et ce mécanisme reste a élucider méme si
plusieurs hypothéses ont été émises. Certains suggérent 1’existence du CIF (« Calcium Influx
Factor »), facteur encore non identifi¢ et provenant du réticulum lorsqu’il se vidange, qui
serait 1’activateur des SOCs (Bolotina et Csutora, 2005). D’autres proposent I’existence d’un
couplage mécanique avec le réticulum endoplasmique (Berridge, 2002; Ma et Pan, 2003) .

De plus, I’identité moléculaire de ces SOCs reste encore débattue. En particulier, il existe un
SOC qui a été bien caractérisé sur le plan électrophysiologique et dénommé Icrac pour
« Calcium Release Activated Current ». Celui-ci montre un ratio de perméabilité Ca**/Na* de
I’ordre de 1000 et a été bien caractéris¢ méme si son identité moléculaire reste encore

indéfinie. Une protéine appelée STIM1, de 77 kDa et résidente de la membrane du réticulum a
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été suggérée comme le senseur de calcium a lorigine du couplage vidange des
stocks/activation du Icrac (Baba et al., 2006; Liou et al., 2005; Roos et al., 2005). Cette
protéine suite a la déplétion du réticulum seraient relocalisée juste sous la membrane (Liou et
al., 2005) voir méme a la membrane plasmique (Zhang et al., 2005) et viendrait activer les

Icracs.

D’autres canaux membranaires perméables au calcium, les SMOCs (Second Messenger
Operated Channels) seraient activés par des seconds messagers intracellulaires. On peut par
exemple citer les ARCs (Arachidonate activated channels) (Shuttleworth et al., 2004) activés
par ’acide arachidonique produit par la phospholipase A2 lors de la stimulation cellulaire par

un agoniste (Mignen et al., 2005).

1.4) Les TRP (Transient Receptor Potential)

Les TRP constituent une superfamille de canaux trouvés dans tous les types cellulaires et
assez vaste puisqu’elle rassemble 22 membres regroupés en 7 grandes familles : les TRPC
(Canonical), TRPV (Vanilloid), TRPA, TRPM (Melastatin) trés proches au niveau structural,
les TRPP (Polycystin) et TRPML (Mucolipin) plus €loignés des 3 précédentes et les TRPN
uniquement exprimés chez des invertébrés. Ces canaux se composent tous de 6 domaines
transmembranaires et sont impliqués dans une variété importante de processus cellulaires
allant des différents types de perception sensorielle au développement. La plupart sont
perméables au calcium et au sodium de fagcon non sélective. Cependant, les TRPVS et TRPV6
ont une perméabilité calcique plus de cent fois supérieure a leur perméabilité sodique. Ces
canaux peuvent s’associer entre eux et former des multi-hétéromeres.

Les différents TRP peuvent étre activés par une variété importante de stimuli extracellulaires
mais aussi intracellulaires. Certains sont sensibles aux variations du volume cellulaire (Grimm
et al., 2003), a la température et au menthol (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002) ou
encore aux variation de potentiel (Nilius et al., 2003).

De plus de nombreux TRP possedent des domaines de phosphorylation par des
serine/threonine et tyrosine kinases dont la fonction reste a découvrir. Ces canaux se
composent d’une pléiade de sites d’interaction avec diverses protéines suggérant leur
couplage a différentes voies de transduction du signal intracellulaire (calmoduline, récepteurs
a I’IP; et ryanodine, protéine synaptiques variées...) spécifiques selon la nature du TRP. Ceci
laisse apparaitre une régulation complexe a la fois de leur propre activité mais aussi des

cascades de signalisation sur lesquelles ils pourraient agir en aval.
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Depuis quelques temps, un rapprochement a été fait entre des TRP et les canaux de type SOC
et CRAC (Ambudkar et al., 2006; Desai et Clapham, 2005; Montell, 2005; Parekh et Putney,
2005; Wes et al., 1995) avec de plus en plus d’évidences laissant penser que certains TRP se
comportent comme des SOC ou méme des SMOC (Bolotina et Csutora, 2005; Vanden Abeele
et al., 2004). 11 est évident aujourd’hui que la déplétion des stocks calciques intracellulaires
est a Dorigine de la modulation de nombreux TRP. Certains possedent un motif CIRB
(Calmoduline/ IP; Binding Domain) (Tang et al., 2001), des domaines de liaison aux
protéines Homer, qui interagissent notamment avec les IP;Rs et les RyRs (Salanova et al.,
2002; Ward et al., 2004).

Les TRPC peuvent aussi €tre modulés par des messagers secondaires, comme le DAG, le PIP;
(Hardie, 2004) qui sont respectivement produit et substrat de la PLC, et étre inhibés par le
calcium (Wooten, 1999)). Le TRPC2 possede une propriété inhabituelle : il est capable de se
lier a ’ADP ribose (Adenosine Diphosphoribose) et de I’hydrolyser en AMP et ribose
phosphate (Perraud et al., 2001; Perraud et al., 2003). D’autres comme le TRPM2 sont activés
par le NAD" (Nicotinamide Adénine Dinucléotide) (Sano et al., 2001) ou par H,O,. Il a été
aussi propos¢ comme un senseur du statut redox de la cellule et impliqué dans 1I’influx
calcique menant a la mort cellulaire lors de stress oxydatif (Hara et al., 2002). Plus
récemment, ce TRPM2 a été montré modulable par deux second messagers connus pour
libérer du calcium des réserves intracellulaires : le ¢cADPR (Adenosine Diphosphoribose
Cyclique) et le NAADP (Nicotinic Acid Adenine Dinucléotide Phosphate) (Beck et al., 2006).
Récemment, un autre TRP été montré modulé de fagon directe ou indirecte par le NAADP
(Zhang et Li, 2007). Il s’agit de la Mucilipinel (TRPML1). Contrairement au TRPM2
fortement exprimé dans le cerveau par la microglie et les macrophages (Kraft et Harteneck,
2005) ainsi que la plupart des TRP qui sont exprimés de fagon sélective par certains tissus, le
TRPMLI1 semble ubiquitaire. De plus, celui-ci n’est pas localisé au niveau de la membrane
plasmique mais sur les lysosomes. La mutation de ce TRPML1 est a 1’origine de pathologies
telles que les mucolipidoses. En particulier, les patients atteints de la mucolipidose 1V
présentent une anomalie du trafic des lysosomes régulé par le calcium ce qui entraine des

désordres neurologiques importants (LaPlante et al., 2002; LaPlante et al., 2004).

1.5) De P’activation de certains canaux membranaires a la modulation de 1’expression

génique
Certains travaux ont permis de mettre en évidence I’importance de la voie d’entrée du calcium

dans la cellule pour la modulation de I’expression génique dans les neurones.
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Dés lors, les canaux voltages dépendants et les récepteurs canaux NMDA sont apparus
comme des composants clés permettant de lier la dépolarisation (I’activité neuronale) qui est
un phénoméne membranaire, aux voies de transduction du signal intracellulaire acheminant ce
signal jusqu’au noyau. L’information membranaire va dans certains cas étre codée par
I’activation préférentielle de certains effecteurs et 1’activation spécifique de cascades
moléculaires en fonction du chemin d’entrée du calcium (Bading et al., 1993). Mais depuis
peu, les études montrant le couplage direct et physique de certains effecteurs aux canaux
commencent a émerger. D’abord, la majorité des études se sont attachées a montrer que ce
sont les canaux de type L qui participent a la plupart de I’influx calcique a I’origine de la
modulation de I’expression génique dépendante de 1’activité (Bading et al., 1993). Ces canaux
s’inactivent lentement et sont couplés directement a des effecteurs calciques tels que la
calmoduline et la CaMKinasell. Suite a une dépolarisation par le KCl, I’influx de calcium par
les canaux de type L permet la phosphorylation activatrice sur le long terme du facteur de
transcription CREB et déclenche la transcription du géne c-fos (Bading et al., 1993;
Dolmetsch et al., 2001). Ces auteurs se sont aussi intéressés a la cinétique de phosphorylation
du facteur de transcription CREB suite a cette dépolarisation. Il a pu étre observé que la
dépolarisation passant par 1’activation de canaux L permettait une phosphorylation de CREB
observable a long terme alors que 1’activation des autres canaux voltage dépendants ne permet
pas de maintenir cet état phosphorylé (Brosenitsch et Katz, 2001; Dolmetsch et al., 2001).
Cette phosphorylation prolongée passe par le relais du signal membranaire par la calmoduline
ancrée spécifiquement au canal L et qui interagit avec une partie du domaine C terminal de la
sous unité o du canal. Le signal est ensuite relayé au noyau par la voie des MAP Kinases Erk1

et 2.

Cependant I’entrée de calcium par les types L n’apparait pas comme la seule importante pour
la modulation de I’expression génique.

En fonction du profil de la stimulation neuronale (par exemple, la fréquence de stimulation),
ce sont des voies différentes qui vont étre recrutées pour relayer le signal vers le noyau. En
effet, les canaux voltage dépendants possedent des propriétés d’activation et d’inactivation
qui leur sont spécifiques. Ainsi, différents profils d’activité des neurones vont solliciter
différentes voies d’entrée du calcium dans la cellule et mener a la régulation de 1’expression
génique. Une dépolarisation chronique par une forte concentration en K extracellulaire induit
I’expression dépendante de 1’entrée de calcium par les canaux de types L, alors qu’une

augmentation de I’expression de certains geénes peut aussi étre obtenue en réponse cette fois a
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une stimulation électrique par des trains de dépolarisation. Celle-ci passerait alors par les
canaux de type N et plus par les L (Brosenitsch et Katz, 2001). Il semble d’ailleurs que, dans
les deux cas les voies de transduction du signal sollicitées soient différentes puisque la
dépolarisation au K met en jeu la voie des MAPK alors que le protocole de stimulation par
trains de dépolarisation recrute la voie PKA/PKC.

D’autre part, une étude portant cette fois sur les canaux de type P/Q a montré que ces canaux
étaient nécessaires a la régulation de I’expression du gene de la syntaxine 1A (Sutton et al.,
1999). Dans ce cas, ce mécanisme passerait par la communication entre le canal et les

réserves intracellulaires sensibles a la thapsigargine.

En plus des canaux voltage dépendants, le récepteur NMDA est lui aussi lié¢ a la signalisation
portant le signal jusqu’au noyau. Dans les neurones, le récepteur NMDA est présent a la fois
au niveau du corps cellulaire et dans les régions synaptiques. Il s’avére qu’en fonction du type
de récepteur NMDA sollicité (synaptique ou extrasynaptique) les effets sur la transcription
vont €tre différents. L’activation des récepteur NMDA synaptiques induit une activation
robuste de la transcription dépendante de CREB alors que ’activation des récepteurs NMDA
extrasynaptiques inhibe la transcription dépendante de CREB et conduit a la mort cellulaire
(Hardingham et al., 2002). Les auteurs attribuent la différence observée entre ces deux
populations de récepteurs a leur composition moléculaire différente, leur permettant d’étre
couplés a des voies de signalisations différentes. Les récepteurs NMDA synaptiques sont
couplés a D’activation de la voie des MAPkinases ERKs alors que les extrasynaptiques
activent au contraire une voie qui régule négativement les ERKs (Ivanov et al., 2006).

Chaque type de canal semble donc spécialis¢ dans des fonctions différentes et toutes ces
expériences montrent comment la cellule est capable de lier 1’activation de cascades de
signalisation spécifiques a des activités électriques ou des stimuli chimiques données qui vont

activer un type particulier de canal.

2) La libération de calcium a partir des réserves intracellulaires

La membrane plasmique avec tous les canaux perméables au calcium dont elle se trouve
équipée constitue donc un systeéme dynamique dont le role ne se limite pas uniquement a
réguler les échanges ioniques et particuliérement calciques avec le milieu extracellulaire. Il
s’agit d’un systéme beaucoup plus complexe, sieége d’interactions réciproques et permanentes

avec les autres compartiments cellulaires. Dans ces compartiments, on dénote notamment, les

37



organites intracellulaires avec lesquels les interactions perpétuelles constituent un point clé en
vue de I’¢laboration des signaux calciques complexes nécessaires au codage pour la
régulation des différentes fonctions cellulaires.

Dans les cellules nerveuses, c’est principalement ’entrée de calcium par les canaux
membranaires qui a été étudiée et mise en avant pour la régulation des processus cellulaires
liés au calcium. Cependant les réserves intracellulaires, leur organisation et leurs interactions
pour la génération du signal constituent un élément primordial pour toute cellule de
I’organisme et en particulier pour le neurone. Les cellules disposent de nombreuses réserves
calciques internes constituées par la plupart de leurs organites (réticulum endoplasmique,
mitochondries, enveloppe nucléaire, lysosomes, appareil de Golgi...) méme si dans les
neurones c’est surtout le réle du réticulum et des mitochondries qui a été beaucoup étudié.
Ces différents systémes membranaires ne doivent pas étre considérés comme des éléments
isolés jouant chacun un role distinct dans la génération du signal calcique. En effet, il apparait
de plus en plus évident que ces organites sont en étroite collaboration et en perpétuelle
interaction pour la gestion du signal calcique au sein de la cellule. Ces phénomenes
d’interaction sont en grande partie responsables des caractéristiques non homogenes et

tridimensionnelles (caractéristiques temporelles, spatiales et d’amplitude) du signal calcique.

2.1) Le réticulum endoplasmique

I1 s’agit du systéme membranaire qui constitue la réserve calcique principale, la plus étudiée
et donc la plus connue jusqu’ alors. Il représente une réserve sous forme d’un réseau qui
s’étend pour les neurones jusque dans les prolongements les plus éloignés du corps cellulaire.
Il va ainsi permettre de libérer du calcium de maniere localisée aussi bien au niveau
somatique que synaptique en vue de moduler des processus distincts. Dans 1’espace luminal
du réticulum, on trouve différentes « calcium binding proteins » (CaBPs) capables de
séquestrer le calcium telles que la calréticuline et la calséquestrine. La concentration interne
de calcium peut alors atteindre jusqu’a 500uM. Le remplissage de cette réserve est assuré en
grande partie par des pompes de type « Sarco-Endoplasmique Reticulum Calcium ATPases »
(SERCA), utilisant I’ATP. Ces pompes sont connues pour étre sensibles a la thapsigargine et
au 2,5-Di-tert-butylhydroquinone (DBHQ).

La libération de calcium par le réticulum est provoquée par différents messagers pour

lesquelles il possede des récepteurs spécifiques.
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2.1.1) Le récepteur a ’IP; (IP;R)

Le premier des messagers libérant du calcium a avoir été découvert est 1’IP3 (Inositol Tri
Phosphate), produit par la phospholipase C en réponse a certains stimuli extracellulaires.
Cette synthése résulte de I’activation par différentes hormones ou neurotransmetteurs de
récepteurs couplés aux protéines G a 7 domaines transmembranaires ou a activité tyrosine
kinase. Les récepteurs menant a la synthése d’IP; sont généralement couplés a des protéines
de type Gq. La protéine Gq active la phospholipase C qui provoque la synthése d’IP; et de
DAG a partir d’un lipide membranaire, le phosphatidylinositol 4,5 biphosphate. L’IP3 produit
peut alors activer le récepteur a I’IP; (IPsR ) situé sur le réticulum endoplasmique, I’IP;R qui
est compos¢ de 4 sous unités et se présente sous 3 isoformes différentes : IP;R1, IP;R2,
IP;R3. Chaque isoforme posseéde différents variants résultant d’épissage alternatif et montre
des propriétés d’activation différentes.

La particularité de I’IP3R est qu’il nécessite pour son ouverture la présence d’IP; mais aussi
du calcium qui agit comme un co-agoniste. L’activation par le calcium se définit par une
courbe en cloche. Avec une certaine variabilit¢ qui dépend de I’isoforme considérée, il
apparait qu’a concentration saturante d’IP;, le récepteur présente une activité¢ faible a la
concentration calcique cytoplasmique de repos (de 'ordre de 100nM). Sa probabilité
d’ouverture augmente pour des concentrations en calcium cytosolique allant jusqu’a 1 uM, ou
elle semble maximale. Au-dela de 10 a quelques dizaines de micromolaires, cette probabilité
d’ouverture chute (Foskett et al., 2007).

Récemment, un mécanisme permettant I’ouverture du récepteur a I’'IP; par le calcium en
I’absence d’IP3 a été mis en évidence sur des noyaux d’ovocytes de xénope. Cette activation
dépend d’une famille de protéines : les CaBPs (Calcium Binding Proteins), qui a d’abord été
découverte dans les neurones mais qui semble €tre présente dans les autres types cellulaires.
La CaBP1 est liée avec une forte affinité a 1’'IP;R. Cette protéine posséde des motifs EF
capables de lier le calcium en présence duquel elle est capable d’activer 1’ouverture du
récepteur en absence d’IP; (Kasri et al., 2004; Yang et al., 2002).

D’autre part, certains auteurs rapportent 1’existence d’une régulation de I’IPsR par la quantité
de calcium contenue dans le réticulum. Il semble que pour les concentrations calciques
luminales importantes, la probabilité d’ouverture du récepteur se réduise (Bezprozvanny et
Ehrlich, 1994). De plus, le récepteur s’inactiverait bien plus vite lorsque la concentration

calcique luminale est importante (Thrower et al., 2000).
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2.1.1) Le récepteur a la rvanodine (RyR)

Le second récepteur présent au niveau réticulaire est défini par sa sensibilité a la ryanodine,
un alcaloide d’origine végétale. Il s’agit du Récepteur a la ryanodine (RyR) (pour revue (Fill
et Copello, 2002; Rossi et Sorrentino, 2002)). 11 en existe 3 isoformes : RyR1, RyR2, RyR3,
composées chacune de 4 sous unités tout comme le récepteur a I’IP;. Cependant cet autre type
de récepteur se distingue de I’IPsR par des mécanismes de régulation tres différents. Il est
modulé par la ryanodine, souvent utilisée lors des études pharmacologiques, qui I’active en
provoquant de longue période d’ouverture du canal a des concentrations de 1’ordre de 1 a
quelques dizaines de micromolaires (Buck et al., 1992). Mais la ryanodine a aussi un effet
inhibiteur pour des concentrations plus importantes de 100 a plusieurs centaines de
micromolaires en bloquant le canal en configuration fermée (Pessah et Zimanyi, 1991).
D’autre part, le RyR peut aussi étre modulé par I’ADP ribose cyclique, un second messager
produit par des ADP ribosyl cyclases que nous évoquerons par la suite.

Les RyRs sont sensibles aux variations de calcium cytosolique mais aussi aux variations de la
concentration calcique dans le compartiment luminal du réticulum. Ainsi, 1’état de
remplissage de la réserve serait aussi capable de réguler la libération de calcium vers le
cytosol avec une sensibilisation a certains agonistes lorsque le réticulum est fortement chargé
en calcium (Sitsapesan et Williams, 1997). Cette modulation pourrait avoir lieu directement
par fixation du calcium sur des sites activateurs ou inactivateurs (Ching et al., 2000). Il aussi
été proposé que le calcium luminal pouvait moduler le RyR indirectement en se fixant sur des
protéines telles que la calséquestrine ou la junctine qui interagissent directement avec le RyR
au niveau luminal (Beard et al., 2002; Szegedi et al., 1999; Zhang et al., 2001).

Du coté cytoplasmique les RyRs sont activés par de légeéres augmentations de la concentration
calcique (1 a 10uM) a leur voisinage cytosolique. Les études concernant la régulation du
RyR2 par le calcium sont abondantes, elles sont moins nombreuses pour le RyR1 et
pratiquement inexistantes pour le RyR3. Celles-ci ont permis de déterminer que le RyR1
s’active pour des concentrations cytosolique de calcium allant jusqu’a 1mM au maximum, au-
dela de celle-ci, il s’inactive (Meissner, 1994; Rios et Pizarro, 1991). Cette inactivation du
RyR1 est dépendante du calcium mais elle serait aussi strictement liée a I’ouverture préalable
du canal (Pizarro et al.,, 1997). Concernant le RyR2, le canal s’inactive pour des
concentrations de calcium beaucoup plus importantes allant de 5 a 10 mM et qui ne sont
probablement jamais atteintes dans le contexte cellulaire. Ainsi, dans les conditions
physiologiques, les études montrent que celui-ci n’est pas soumis a un phénomene

d’inactivation par le calcium (Lukyanenko et Gyorke, 1999). En effet, les récepteurs du type
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RyR2 montrent un phénomeéne original qui a été¢ qualifié d’adaptation au calcium (Fill et al.,
2000; Gyorke et Fill, 1993; Orlova et al., 1996). Aprés une premiére stimulation la probabilité
d’ouverture du canal diminue mais il ne s’agit pas d’une inactivation. Le canal ne se trouve
pas dans un état réfractaire puisque si la concentration calcium augmente encore a a son

voisinage, celui-ci est capable de se ré-ouvrir.

2.1.3) La sensibilité au calcium des IP;Rs et des RyRs ainsi que leur organisation permet

de générer des signaux complexes.

Une des propriétés importantes et communes a ces deux types de récepteurs est leur
sensibilité au calcium qui agit avec les messagers comme un modulateur controlant sa propre
libération. Le calcium cytosolique selon sa concentration au voisinage des récepteurs module
positivement ou négativement la libération de calcium par les IP;Rs et RyRs. Ces
concentrations varient en fonction des isoformes considérées et certains mécanismes
concernant cette modulation font encore 1’objet de débats. La modulation par le calcium de sa
propre libération confére une propriété¢ intéressante et importante au réticulum : le CICR
(Calcium Induced Calcium Release) qui va permettre a des libérations calciques localisées de
se trouver amplifiées et d’étre propagées a travers la cellule. Le pouvoir tampon pour le
calcium du cytosol étant tres éleve, il a été montré que la capacité du calcium a diffuser dans
I’espace cytosolique ¢€tait limitée. Le calcium ne peut donc pas se propager par simple
diffusion dans le contexte cellulaire et les vagues calciques progressent de facon régénérative
par CICR.

Les IP3Rs et les RyR sont organisés sous forme de groupes restreints de récepteurs appelés
« cluster ». Ainsi, au niveau de ces clusters, des événements calciques €lémentaires tres
localisés sont produits par I’ouverture des récepteurs. Ces événements calciques élémentaires,
étudiés en imagerie calcique sont de deux types :

- Les « sparks », qui correspondent a I’ouverture d’un cluster de RyR, et qui ont été décrits
dans le muscle cardiaque (Cannell et Soeller, 1999; Cheng et al., 1993). L’augmentation de
Ca®" des sparks s’étend sur environ 2 pm et est trés bréve puisqu’elle met 10 ms a atteindre
son maximum, puis 20 ms a diminuer de moitié. Cet événement peut s’arréter de lui méme,
grace au pouvoir tampon du cytoplasme (Berridge, 2006; Bootman et al., 2001).

- Les « puffs » sont provoqués par 1’ouverture d’un cluster d” IP;R (Berridge, 2006; Parker et
al., 1996; Reber et Schindelholz, 1996; Yao et al., 1995). Ce sont des événements plus longs
que les sparks, qui mettent 50 ms a atteindre leur maximum, et 2 a 300 ms a disparaitre

(Rizzuto et Pozzan, 2006).

41



La genése d’événements calciques élémentaires pourrait impliquer les RyR et les IP;R dans
un méme cluster (Boittin et al., 1998; Cancela et al., 2000; Cancela et al., 1998).

A partir de ces signaux calciques élémentaires se forment les signaux complexes donnant lieu
a des élévations de Ca®" globales par transmission du signal d’un cluster de récepteurs a ses
voisins. Les vagues calciques se propagent ainsi par un mécanisme « régénératif ». Ceci
permet a un signal calcique de se propager a travers la cellule tout en limitant la quantité de
calcium libérée dans I’espace cytosolique et en restant localisé sous forme de domaines de
taille plus ou moins importante mais toujours finement controlés et correspondant a

I’activation successive de pools restreints de récepteurs.

2.2) L’enveloppe nucléaire

L’enveloppe nucléaire est un prolongement direct du réticulum endoplasmique. Ces deux
compartiments sont donc en continuité au niveau luminal. Cette enveloppe nucléaire s’avere
importante puisqu’elle délimite un espace particuliecrement sensible aux variations de la
concentration calcique. En effet dans le nucléoplasme, si¢ge de la transcription génique, la
concentration calcique doit étre finement régulée puisque de nombreux facteurs de régulation
de la transcription se trouvent étre des effecteurs directement ou indirectement contr6lés par
les variations du calcium.

L’enveloppe nucléaire est composée de deux membranes (externe et interne) qui délimitent un
compartiment luminal. Cette lumiére contient du calcium et pourrait constituer une réserve
calcique qui, comme le réticulum endoplasmique serait mobilisée pour venir augmenter la
concentration calcique nucléoplasmique. L’espace nucléoplasmique est en continuité avec le
cytosol grace aux pores nucléaires qui constituent des points d’interruption de la double
enveloppe. Ces pores sont constitués d’un ensemble complexe de protéines qui délimitent a ce
niveau un espace de transit entre le cytosol et I’espace interne du noyau. En effet, la
membrane nucléaire constitue une barriére qui isole 1’espace intranucléaire du reste de la
cellule et le transit des molécules a travers les pores constitue un processus régulé. Il a été
rapporté que les molécules de moins de 40 kDa étaient capables de passer passivement a
travers les pores, alors que les autres faisaient I’objet d’un transport actif et régulé par des
signaux de localisation nucléaire particuliers. Dans cette optique, 1I’enveloppe nucléaire était
totalement perméable aux petites particules ioniques et notamment au calcium qui pouvait
donc diffuser librement via les pores. Ainsi les variations de la concentration calcique dans le
nucléoplasme devraient étre le reflet de celles ayant lieu au niveau cytosolique (Brini et al.,

1993; Nakazawa et Murphy, 1999; Shirakawa et Miyazaki, 1996). Cependant, il a été rapporté
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par de nombreux auteurs, que tel n’était pas le cas. De nombreuses évidences montrent bien
que la régulation de la concentration calcique au sein du noyau peut étre régulée, ce qui n‘est
pas étonnant en regard de I'importance de ce cation pour la régulation de nombreuses
fonctions nucléaires. Ainsi, en fonction de la situation et de 1’état de la cellule, la
perméabilité au calcium de I’enveloppe nucléaire pourrait étre plus ou moins importante.
Dans certains cas, 1’augmentation du calcium nucléaire aurait une origine cytoplasmique
(Carroll et al., 1994; Shirakawa et Miyazaki, 1996) et résulterait de la propagation au noyau
de vagues calciques cytoplasmiques globales. Mais la question d’une diffusion passive aux
travers des pores nucléaires a fait 1’objet d’un important débat (Badminton et al., 1996;
Badminton et al., 1995). En effet, les variations de la concentration calcique au sein du
nucléoplasme ne seraient pas simplement le reflet des événements calciques cytosoliques par
simple diffusion ionique mais [’enveloppe nucléaire pourrait constituer une barricre
significative (Badminton et al., 1996; Badminton et al., 1998; Chamero et al., 2002; Lui et al.,
1998a). D¢s lors, certains sont en faveur d’une régulation de I’homéostasie calcique propre au
noyau (Malviya et Rogue, 1998). De plus, il semble qu’en régulant le diametre de ses pores,
le noyau soit en mesure de moduler sa perméabilité aux ions et autres molécules (Bustamante
et al., 2000; Greber et Gerace, 1995; Stehno-Bittel et al., 1995b). Les pores posséderaient au
sein de leur structure un élément senseur de 1’état de remplissage des réserves calciques, de
sorte qu’une faible concentration intraluminale causerait une diminution du diamétre des
pores, et inversement (Greber et Gerace, 1992; Pante et Aebi, 1996; Perez-Terzic et al., 1996).
Lorsque la réserve calcique nucléaire se vide, les pores peuvent devenir imperméables aux
petites molécules et ne plus laisser transiter librement que les protéines de poids moléculaire
inférieur a 3 kDa (Perez-Terzic et al., 1999; Stehno-Bittel et al., 1995b). Ainsi, la vidange de
ces réserves par 1’activation des récepteurs aux second messagers (IP;Rs ou RyRs) pourrait
avoir un réle dans la régulation du transport des molécules de 10 a 40 kDa a travers
I’enveloppe nucléaire (Allen et al., 2000; Erickson et al., 2004; Lee et al., 1998), dans la
rétention de certains facteurs comme la calmoduline dans le noyau ou encore pourrait
s’opposer a I’entrée de composés provenant du cytosol (Carafoli, 2002; Craske et al., 1999).

Afin de comprendre comment la concentration calcique dans I’enveloppe pouvait étre régulée
mais aussi son implication dans 1’homéostasie calcique nucléoplasmique, de nombreux
auteurs se sont attachés a explorer la biochimie de I’enveloppe nucléaire des cellules non
excitables. Ils ont ainsi démontré la présence de la Sarco-Endoplasmique Reticulum Ca®*
ATPase (SERCA), sensible a la thapsigargine, mais pas au DBHQ (2,5-Di-tert-

butylhydroquinone), localisées sur la face externe de I’enveloppe (Gerasimenko et al., 1995;
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Humbert et al., 1996; Nicotera et al., 1989), alors que leur présence sur la face interne reste
débattue. D’autre part, des récepteurs de I’IP; (Cardenas et al., 2005; Echevarria et al., 2003;
Humbert et al., 1996; Malviya et al., 1990) et de la ryanodine sensibles au cADPR (Adebanjo
et al., 1999; Gerasimenko et al., 1995; Khoo et al., 2000; Marius et al., 2006) ont ét¢ identifiés
sur la membrane interne. Les systémes enzymatiques permettant la synthése de ces second
messagers tels que 1’antigéne de surface CD38 a activité ADP ribosyl cyclase pour le cADPR,
la phospholipase C pour I’IP; ont également été mis en évidence sur cette méme face interne
(Adebanjo et al., 1999; Divecha et al., 1993; Khoo et al., 2000). Finalement, la libération du
Ca’" nucléaire a été montrée sur des noyaux isolés de cellules telles que les hépatocytes, les
ovocytes de xénope et la cellule acineuse pancréatique (Adebanjo et al., 1999; Gerasimenko et
al., 2003; Gerasimenko et al., 1995; Khoo et al., 2000; Malviya et Rogue, 1998; Stehno-Bittel
et al., 1995a). Tous ces ¢léments plaident en faveur de I’hypothése d’une régulation en partie
autonome de [’homéostasie calcique nucléaire. Des études effectuées dans des lignées
cellulaires telles que les cellules HELA, les 3T3 ou les SKHepl rapportent 1’existence
d’invaginations de 1’enveloppe nucléaire dans 1’espace nucléoplasmique. Ce « réticulum
nucléoplasmique » serait la cible de la libération par les IPsRs et les RyRs du calcium
nucléaire (Clubb et Locke, 1998; Echevarria et al., 2003; Lui et al., 2003; Marius et al., 2006).
De maniére étonnante, dans les cellules excitables, encore peu d’études relatent une telle
autonomie du noyau pour la régulation du signal calcique nucléaire. Dans les cellules
musculaires, des IP;Rs et des RyR sont présents au niveau de la membrane interne de
I’enveloppe et I’IP; est capable de mobiliser le calcium de I’enveloppe nucléaire (Cardenas et
al., 2005). Concernant les neurones, la présence de récepteurs a 1’IP; fonctionnels sur la
membrane interne de 1’enveloppe a pu étre récemment démontrée dans les cellules de
Purkinje (Marchenko et al., 2005).

Ainsi, cette régulation autonome par le noyau du calcium nucléoplasmique apparait commune
a tous les types cellulaires. Ce mécanisme semble donc de premiére importance pour la
physiologie cellulaire en général, aussi bien chez les animaux que chez les végétaux. En effet,
chez les plantes, I’enveloppe nucléaire constitue une barriére qui peut isoler le noyau des
variations calciques cytosoliques. Elle peut, comme dans les cellules animales, capter le
calcium via un mécanisme dépendant de I’ATP (Bunney et al., 2000). Dans les cellules de
tabac, le noyau est capable de générer un profil calcique différent du cytosol et pouvant varier
en fonction du stimulus que la cellule doit encoder (Pauly et al., 2001; Pauly et al., 2000).
Finalement, des expériences sur des noyaux isolés a partir de ce méme type cellulaire

montrent que le noyau est capable de réagir par une libération de calcium dans le
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nucléoplasme. Les noyaux sont sensibles a la température uniquement a pH alcalin et a une

stimulation mécanique uniquement a pH acide (Xiong et al., 2004).

2.3) Les mitochondries

Les mitochondries sont capables d’accumuler le calcium. Et si au repos la concentration
calcique dans la matrice mitochondriale est voisine de celle trouvée dans le cytosol, elle peut
atteindre 50 a 100uM en période d’activité cellulaire lorsque la mitochondrie capte le calcium
cytosolique (Arnaudeau et al., 2001). L’augmentation calcique mitochondriale est impliquée
dans des processus particuliers assurés par la mitochondrie tels que la production d’ATP ou la
mort cellulaire. Mais les mitochondries ont un autre réle d’'une importance majeure pour la
physiologie cellulaire. Elles apparaissent comme des acteurs qui, en interagissant avec les
autres organites, participent a 1’¢laboration du profil spatiotemporel du signal calcique
(Rizzuto et al., 2004; Rizzuto et al., 1998). Les mitochondries échangent du calcium avec le
milieu cytosolique grace a trois types de transporteurs calciques. Le premier est un uniport
activé par le potentiel membranaire mitochondrial, lui permettant d’incorporer le calcium. Il
est caractérisé par sa faible affinité (K,;,= 20 a 50uM) pour le calcium (Chad et Eckert, 1984),
qui confere a la mitochondrie son pouvoir tampon pour des augmentations fortes du calcium
cytosolique rencontrées au niveau de certains microdomaines. Son activation débute pour des
concentration de 2 a SuM et il se trouve saturé a environ 100uM de calcium (Villalobos et al.,
2002). La question de la modulation de cet uniport, de premiére importance pour la
physiologie cellulaire se pose encore. Des composés tels que des flavonoides végétaux, des
oestrogenes de synthése, ou I’inhibiteur de la MAP kinase P38 (le SB202190) (Lobaton et al.,
2005; Montero et al., 2004; Montero et al., 2002) qui ont des propriétés structurales
communes sont capables d’activer ['uniport en augmentant son affinité pour le calcium. Il est
étonnant qu’aucun modulateur endogéne n’ait encore pu étre mis en évidence étant donné que
I’uniport semble constituer un élément clé de la physiologie cellulaire en tamponnant les
microdomaines calciques dans la cellule. En effet, dans les hépatocytes, il a ét¢ montré que les
mitochondries étroitement associées au réticulum captent le calcium au voisinage de I’IPsR, et
suppriment le feedback positif (CICR) exercé par le calcium, limitant ainsi le calcium libéré
par des concentration submaximales d’IP; (Hajnoczky et al., 1999; Rizzuto et Pozzan, 2006).
Ceci permettrait de limiter la vitesse de propagation des vagues calciques, comme cela a été
montré dans les astrocytes (Boitier et al., 1999). Dans la cellule acineuse pancréatique, les
mitochondries ont un role important puisqu’elles permettent de limiter la diffusion du

calcium dont la concentration augmente au pole apical de la cellule lors de la sécrétion des
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granules. Sans cette barriére qui confine le calcium au niveau apical I’augmentation de
calcium induite par la stimulation hormonale se propage jusqu’au pole basal et envahit le
noyau (Collins et al., 2002; Park et al., 2001; Tinel et al., 1999)

A D'inverse, dans d’autres systemes cellulaires tels que 1’ovocyte de xénope, le pompage du
calcium par les mitochondries a pour effet d’augmenter la fréquence des oscillations calciques
en réduisant ’inactivation par le calcium de I’IPsR (Jouaville et al., 1995).

Récemment, il a été montré dans les cellules Hela que la navette calcique entre mitochondries
et réticulum peut étre a la base d’une activité de type pacemaker (Ishii et al., 2006). Lors de la
premicre oscillation générée par le réticulum, le calcium est capté par les mitochondries. Lors
de sa restitution vers le réticulum par les échangeurs 3Na'/1Ca?", il active les récepteurs a
I’IP3;, provoquant une vague régénérative et ainsi une seconde oscillation. Le mécanisme
semble capable de s’auto entretenir jusqu’a ce que le calcium mitochondrial soit épuisé.
Outre, cette communication avec le réticulum, les mitochondries viennent aussi interagir avec
les canaux calciques de la membrane plasmique pour réguler leur activité. Elles sont capables
de réguler le courant capacitif Icrac @ deux niveaux. D’une part, en captant le calcium a
proximité de la membrane, elles empéchent I’inactivation lente par le calcium de ce courant
(Gilabert et Parekh, 2000; Hoth et al., 2000; Malli et al., 2003a; Malli et al., 2003b). D’autre
part, elles entrent en compétition avec les pompes SERCA du réticulum et s’opposent au
recaptage du calcium vers cette réserve. Ceci permet d’atteindre plus facilement le seuil
critique de déplétion de la réserve réticulaire en dessous duquel I’ ICRAC est activé (Gilabert
et al., 2001; Gilabert et Parekh, 2000).

L’inactivation des canaux voltage dépendants de type L, N, P/Q de la membrane de cellules
excitables telles que les cellules chromaffines ou les cardiomyocytes pourrait aussi &tre
régulée par les mitochondries qui en captant le calcium semblent permettre une plus large
activation de ces canaux (Hernandez-Guijo et al., 2001; Sanchez et al., 2001).

En plus de capter le calcium cytosolique, une autre propriété intéressante des mitochondries
est qu’elles peuvent restituer le calcium qu’elles capturent vers le cytosol. On y trouve deux
autres transporteurs constituant des systémes d’extrusion du calcium. Le premier est un
antiport électrogénique 3Na’/1Ca*" et le second un antiport H'/Ca® (Bernardi, 1999). Ainsi,
les mitochondries permettent le recyclage du calcium libéré par le réticulum et qu’elles ont
accumulé (Rizzuto et Pozzan, 2006). Elle permettraient aussi de remplir le réticulum en
captant le calcium entrant & proximité de la membrane plasmique et en le transférant au

réticulum (Arnaudeau et al., 2001). Cette restitution se fait via les échangeurs 3Na'/ 1Ca*
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capables de relarguer le calcium a proximité des ATPases du réticulum (Malli et al., 2003b;

Malli et al., 2005).

2.4) Les autres réserves

D’autres systémes membranaires cellulaires constituent des réserves calciques. C’est le cas
des réserves acides pour lesquelles cet aspect est de plus en plus étudié. Chez les invertébrés
tels que I’oursin, les granules de sécrétion, équivalent des lysosomes des mammiferes ont été
caractérisés en tant que réserves calciques mobilisables par le NAADP (Churchill et al.,
2002). D’autre part, dans le pancréas de mammifere, les granules de sécrétion d’insuline et les
lysosomes constituent des réserves calciques mobilisables par I’activation de RyRs sensibles
au cADPR et au NAADP (Mitchell et al., 2003; Mitchell et al., 2001; Yamasaki et al., 2004).
Au niveau du pancréas exocrine, ce sont les granules de zymogenes et les lysosomes, riches
en calcium, qui peuvent étre mobilisés via I’IPsR et le RyR et dont le mode de remplissage a
¢été caractérisé comme insensible a la thapsigargine (Gerasimenko et al., 1996; Menteyne et
al., 2006; Yamasaki et al., 2005). Concernant les neurones, il est intéressant de noter que les
vésicules synaptiques sont capables de stocker du calcium. Cependant le role de cette réserve
potentielle reste encore peu connu (Pinton et al., 1998). Les neurones comme les astrocytes
possédent aussi des réserves calciques acides de type lysosomale, remplies grace au gradient
de proton créé par la V-ATPases, sensibles a la bafilomycine. Ces réserves sont mobilisables

par le NAADP (Brailoiu et al., 2005; Heidemann et al., 2005).

Les cellules contiennent un autre systéme membranaire au sein duquel la quantité totale de
calcium peut atteindre jusqu’a 0,3mM (Pinton et al., 1998). 1l s’agit de I’appareil de Golgi
(Rizzuto et Pozzan, 2006). Cependant son rdle dans la régulation du signal calcique cellulaire
a été tres peu exploré. Celui-ci posséde un systeme de pompage actif du calcium cytosolique
constitué par deux composantes : I’'une de type SERCA (sensible a la thapsigargine) et 1’autre
insensible a la thapsigargine dont I’identité reste inconnue (Pinton et al., 1998). De plus, dans
les cellules HELA, I’ATP et I’histamine, deux agonistes provoquant une syntheése d’IPs
mobilisent du calcium a la fois du réticulum endoplasmique mais aussi de I’appareil de Golgi.
Les auteurs proposent donc I’appareil de Golgi comme une autre réserve sensible aux
messagers intracellulaires tels que I’IPs et pour laquelle la cinétique de libération du calcium

semble différente de celle du réticulum (Missiaen et al., 2004).
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PARTIE III

Le NAADP, nouvel acteur pour la transduction du signal calcique

Au cours de ma thése, je me suis intéressée a la libération de calcium de la réserve nucléaire
induite par les trois second messagers (IP3, cADPRibose et NAADP) et plus particuliérement
a celle induite par le NAADP. Finalement, dans le travail initi¢ au cours de la dernicre partie
de ma these, c’est de maniere plus générale a 1’exploration de son role dans les cellules
nerveuses que je me suis intéressée. Dans les neurones ainsi que dans d’autres types
cellulaires, les variations de la concentration de calcium sont impliquées dans de nombreux
mécanismes. Ainsi, le NAADP un second messager, au mécanisme d’action encore peu
connu apparait de plus en plus comme un acteur majeur de la signalisation calcique cellulaire
dans les autres types cellulaires. Méme si le calcium a une importance cruciale dans la
physiologie neuronale, jusqu’a présent, la plupart des travaux concernant le NAADP ont été
effectués sur d’autres modeles cellulaires plus simples pour tenter de caractériser, le mode de

fonctionnement de ce messager.

1) Le NAADP, un messager récemment découvert

Le premier article relatant du NAADP, ainsi que du cADPR comme agents capables de libérer
du calcium date de 1987. Les auteurs montrent que certains nucléotides pyrimidiques tels que
le NAD (Nicotinic Adenine Dinucléotide) et le NADP (Nicotinamide Adénine Dinucleotide
Phosphate), utilisés a plusieurs dizaines de uM, sont capables de libérer du Calcium a partir
de microsomes d’oursins (Clapper et al., 1987). Les molécules actives sont selon eux, des
métabolites résultant de la transformation de ces deux composés. Ils mettent notamment en
¢vidence que le dérivé obtenu suite a I’alcalinisation du NADP (le A-NADP) possede un
pouvoir libérateur de Ca*" 30 fois supérieur a celui du NADP lui-méme. De plus la réserve
mobilisée dans ce cas est physiquement différente de celle mobilisée par I’IP; et le cADPR.
Plus tard, ils parviennent a purifier et identifier cet agent : il s’agit du NAADP (Lee et Aarhus,
1995), qui avec une concentration efficace de I’ordre de quelques dizaines de nanomolaires,
apparait alors comme le messager le plus puissant pour la libération du Ca®" intracellulaire
(Cancela, 2001; Cancela et al., 2003; Galione et Churchill, 2002; Patel et al., 2001).

Le cADPR a ¢ét¢ lui aussi découvert en 1987 en tant que messager dérivé du NAD et

également capable de mobiliser du calcium des réserves intracellulaires (Clapper et al., 1987).
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Quelques années plus tard, sa structure a pu étre déterminée (Lee et al., 1994; Lee et al.,
1989). De plus, sa cible (le RyR) et son action (mobilisation du calcium du réticulum
endoplasmique) ont pu étre caractérisées bien plus rapidement (Galione et al., 1991; Noguchi
et al., 1997; Walseth et al., 1993) que celle du NAADP pour lequel de nombreuses questions,
concernant notamment son site de fixation et son mode de fonctionnement, restent encore

sans réponse.

1.1) Roéles physiologiques du NAADP

Dans un premier temps, la question de savoir si le NAADP pouvait étre considéré comme un
second messager est restée en suspend. En effet, pour cela, la molécule doit répondre a un
certain nombre de critéres. Elle doit étre impliquée dans des processus physiologiques, un
stimulus extérieur doit étre a I’origine d’une synthése endogene du composé et celui-ci doit se
fixer sur un récepteur défini.

Le NAADP, depuis sa découverte a été¢ impliqué dans un nombre de processus physiologiques
croissant. Chez le mammifere, I’action du NAADP a ¢ét¢ montrée pour la premicre fois dans
les cellules acineuses pancréatiques dans lesquelles son role essentiel, dans la génération des
pics calciques générés par ’hormone CCK, a été mis en évidence (Cancela, 2001; Cancela et
al., 1999; Cancela et al., 2000; Cancela et al., 2002).

Depuis ce travail, I’effet du NAADP comme générateur de signaux calciques a été rapporté
dans un nombre croissant de processus tels que la fécondation chez I’étoile de mer (Santella et
al., 2000), la sécrétion d’insuline par les cellules B du pancréas (Johnson et Misler, 2002;
Mitchell et al., 2003), ’activation lymphocytaire (Berg et al., 2000). Le NAADP a aussi une
action sur les microsomes de cerveau et de coeur de rat (Bak et al., 2001).

Cependant, la question de savoir si le NAADP pouvait étre considéré comme un second
messager s’est longtemps posée. En effet, méme si son action avait ét¢ démontrée dans de
multiples types cellulaires, il restait a prouver que la production de NAADP pouvait résulter
d’une stimulation physiologique.

C’est dans I’ceuf d’oursin, qu’il a d’abord été montré que ’activation de I’ceuf résultant du
contact avec le spermatozoide induit une multiplication par 5 de la quantit¢é de NAADP dans
le gaméte male (Churchill et al., 2003).

En plus des études consacrées a la mesure de 1’activité de I’enzyme de synthése du NAADP,
des techniques permettant la mesure des taux endogénes de NAADP sont apparues. D¢s lors,
les études montrant une augmentation in vivo du taux endogéne de NAADP apres stimulation

de la cellule par des agonistes se sont multipliées dans les divers types cellulaires ou 1’action
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du NAADP avait pu étre caractérisée. Depuis, la liste des agonistes recrutant la voie du
NAADP grandit régulierement. En 2003, Masgrau et ses collaborateurs (Masgrau et al., 2003)
montrent pour la premiere fois dans une cellule de mammifére qu’un stimulus extérieur est a
I’origine d’une stimulation de la synthése endogéne du NAADP. Ils mettent en évidence que
la stimulation par le glucose de cellules MIN-6 (une lignée de cellules B pancréatiques) est a
I’origine d’une augmentation du NAADP associée a une libération de calcium permettant la
libération d’insuline.

I1 a ensuite été mis en évidence que la cholecystokinine (CCK) provoque une synthése rapide
et transitoire de NAADP a I’origine de la libération de calcium nécessaire a la sécrétion des
enzymes digestives par le pancréas (Yamasaki et al., 2005).

Dans un tout autre type cellulaire, le lymphocyte T, le NAADP est capable d’induire un signal
calcique nécessaire a I’activation lymphocytaire. Cette activation est consécutive a la
stimulation du complexe TCR/CD3 qui est capable d’induire une augmentation du taux
endogene de NAADP (Gasser et al., 2006). L’¢élévation de calcium intracellulaire qui suit est
essentielle a la prolifération et a 1’expansion clonale et passe aussi par I’action de I’IP5 et du
cADPR. Cependant, une concentration auto désensibilisante de NAADP bloque cette
¢lévation du calcium, soulignant ainsi le caractére essentiel du NAADP dans ce mécanisme
(Berg et al., 2000).

Le NAADP semble aussi avoir un role important dans la régulation de la concentration
calcique au sein du muscle lisse. Ainsi, dans le muscle lisse de la paroi artérielle, le taux de
NAADP intracellulaire augmente suite a I’exposition de la cellule a I’endothéline (Kinnear et
al., 2004) et dans le myometre, le signal calcique induit par 1’histamine est dépendant du

NAADP (Soares et al., 2007).

Au cours de ma thése, je me suis focalisée sur I’implication du NAADP dans le signal
calcique au sein d’un type cellulaire bien particulier: le neurone.

L’effet du NAADP dans les neurones a été observé pour la premiere fois dans notre
laboratoire (Chameau et al., 2001) sur le modele que j’ai choisi en vue de mon travail de
these: la cellule neuronale d’aplysie. Les auteurs montraient que le NAADP augmentait le
nombre de quanta d’acétylcholine libérés par un potentiel d’action évoqué dans un neurone
présynaptique du ganglion buccal (Chameau et al., 2001).

Depuis, certains ont tenté¢ d’explorer les mécanismes dans lesquels le NAADP pouvait jouer
un role dans les neurones. Suite a 1’ajout de NAADP contenu dans des liposomes ajouté au

milieu extracellulaire, il pourrait &tre impliqué dans le controle de la croissance neuritique des
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neurones néocorticaux de rat en réponse au sérum et au NGF (Brailoiu et al., 2005). Selon ce
groupe, 1’addition exogéne de NAADP serait capable de produire un signal calcique suffisant
pour orienter la différenciation des cellules de la lignée PC12 vers un phénotype neuronal
(Brailoiu et al., 2006). Cependant, aucune étude n’a encore permis de montrer que le NAADP
pourrait étre impliqué dans une fonction physiologique neuronale précise et comment son
action pourrait €tre déterminante pour une fonction neuronale particuliére. De plus, aucun
stimulus extérieur n’a pu étre relié a une synthése de NAADP par les cellules neuronales.
Dans le cadre plus large du systéme nerveux central, il a méme été récemment rapporté que le
NAADP ajouté dans le milieu extracellulaire libérait du calcium dans les astrocytes, bien que

son mode d’action reste inconnu (Heidemann et al., 2005; Singaravelu et Deitmer, 2006).

Dans les cellules nerveuses, le NAADP pourrait étre un acteur important puisque le
calcium est connu depuis longtemps pour son role décisif dans la régulation de la
plupart des fonctions neuronales. Méme si les enzymes impliquées dans sa synthése ne
sont pas encore toutes connues, le NAADP pourrait donc constituer un nouvel élément
dont I’importance et le role au sein de ce type cellulaire bien particulier restent a

démontrer.

1.2) Mécanisme d’action du NAADP : quelles réserves et quel récepteur ?

1.2.1) Le récepteur au NAADP

La premicre évidence ayant laissé penser que le NAADP pourrait activer un récepteur distinct
de I’IPsR ou du RyR est la pharmacologie de la libération de Ca*" induite par le NAADP qui
dans de nombreux types cellulaires est différente de celle de I’IP; ou du cADPR (Chini et al.,
1995; Genazzani et al., 1997; Lee et Aarhus, 1995; Perez-Terzic et al., 1995). Cependant la
nature du récepteur au NAADP reste encore un sujet de débat. Le NAADP active-t-il un
récepteur encore non purifié, qui lui est spécifique et qui pourrait étre la mucolipine 1 (Zhang
et Li, 2007) ? Ou, est-il un modulateur supplémentaire du récepteur a la ryanodine comme le
prétendent toujours certains?

En plus d’activer un récepteur qui lui serait propre, des auteurs suggerent que le NAADP peut
moduler le récepteur a la ryanodine de type I du muscle squelettique chez le lapin lorsqu’il est
placé en bicouche lipidique (Hohenegger et al., 2002) ou le RyRII dans des microsomes de
tissu cardiaque chez le chien (Mojzisova et al., 2001). Il reste a savoir si cette modulation est

directe ou indirecte?
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La difficulté liée a ce sujet provient du fait que selon le type cellulaire étudié, et selon le choix
expérimental (travail sur cellules intactes ou sur des microsomes) la pharmacologie semble
étre un peu différente. Il ressort cependant de toutes ces études que le récepteur du

NAADP possede des propriétés bien différentes de celles des RyRs ou des I’'IP;Rs.

Autodésensibilisation du récepteur

Le premier agent rapporté comme inhibiteur du récepteur au NAADP est le NAADP lui-
méme. Chez I’oursin, le NAADP est capable d’auto désensibiliser son récepteur a des doses
faibles, infraliminaires. Ceci est en accord avec les études montrant qu’il existe au niveau du
récepteur un site spécifique (Patel et al., 2001) auquel le NAADP se fixe de fagon irréversible.
De maniére étonnante, dans la cellule de mammifére, les mécanismes de désensibilisation
sont différents de ceux rencontrés chez 1’oursin: ce sont les concentrations fortes de NAADP
de I’ordre du uM qui permettent d’obtenir une désensibilisation du récepteur dans les cellules
intactes (Cancela et al., 2003). Cette propriété d’auto désensibilisation du récepteur au
NAADP a d’ailleurs été utilisée pour montrer le role du NAADP en tant que messager
calcique dans la cellule acineuse pancréatique (Cancela et al., 1999). Ceci suggere qu’il
pourrait exister différentes isoformes du récepteur au NAADP qui aurait donc évolu¢ de

I’oursin au mammifeére.

Insensibilité au calcium

Par opposition aux IP;Rs ou aux RyRs dont une propriété importante est leur sensibilité au
calcium, le récepteur au NAADP semble y étre insensible. Celui-ci ne peut donc pas étre
recrut¢ par CICR, ce qui constitue un argument supplémentaire en faveur d’un récepteur

indépendant (Chini et Dousa, 1996; Patel et al., 2000a).

Insensibilité aux antagonistes des IP;Rs et RyRs

Toutes ces données sont renforcées par le fait qu’il a été montré sur des microsomes d’ceufs
d’oursins que des doses désensibilisantes d’IP; et de cADPR ainsi que les antagonistes
spécifiques de leurs récepteurs (IP;R et RyR) n’ont pas d’effet sur la réponse au NAADP
(Chini et al., 1995; Lee et Aarhus, 1995; Perez-Terzic et al., 1995). Cette insensibilité¢ au
antagonistes des IP;Rs ou RyRs se retrouve dans les microsomes de cerveau et de ceeur (Bak
et al., 2001; Bak et al., 1999). Cependant, lorsque les études pharmacologiques se basent sur
des modeles de cellules intactes, la pharmacologie différe de celle obtenue avec les

microsomes. Dans 1’ceuf d’oursin intact, les oscillations induites par le NAADP sont
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partiellement inhibées par le 8-NH2-cADPR ou I’héparine (antagonistes respectifs des RyRs
et des IP;Rs). Les deux antagonistes utilisés en combinaison inhibent complétement la
réponse au NAADP, indiquant que celui-ci recrute les RyRs et les IPsRs (Churchill et
Galione, 2001a). Dans les lymphocytes T I’injection de NAADP provoque des oscillations
calciques et I’inactivation de sa voie par auto-désensibilisation bloque la réponse a la
formation du complexe TCR/CD3. Ici, la réponse au NAADP est maintenue en présence
d’héparine, un antagoniste des I’IP;Rs méme si le profil de cette réponse est 1égérement
modifié. L’utilisation du 8-NH,-cADPR, un antagoniste de la fixation du cADPR sur les
RyRs mais qui ne bloque pas le CICR n’a pas d’incidence sur la réponse (Berg et al., 2000).
Les auteurs en déduisent donc que dans ce type cellulaire, la libération de calcium induite par
le NAADP posséde une composante purement NAADPR et une composante IP;Rs, alors que
les RyRs ne sont pas recrutés. Cependant des expériences utilisant des combinaisons de
ruthénium red et de ryanodine (d’autres antagonistes du RyR) ou encore des siRNA montrent
que la réponse au NAADP requiert des RyRs fonctionnels (Dammermann et Guse, 2005;
Hohenegger et al., 2002). Ces ¢études soulignent alors bien I’implication des RyRs dans
1’¢laboration de la réponse au NAADP. Ainsi, méme si dans un premier temps, les données
pharmacologiques ont été difficiles a interpréter il en ressort I’existence d’un récepteur au

NAADP bien différent des IP;Rs ou des RyRs.

Sensibilité a certains inhibiteurs déja connus

Selon certaines études, la réponse au NAADP se trouve affectée par les antagonistes de
canaux calciques de type L alors que ceux-ci n’ont pas d’effet sur les récepteurs a la
ryanodine ou a I’IP; (Bak et al., 2001; Bak et al., 1999; Cancela et al., 2003; Galione et
Petersen, 2005; Genazzani et Galione, 1997). Un autre composé: le SKF&96365, plus connu
comme un inhibiteur de 1’entrée de calcium extracellulaire bloquerait la réponse au NAADP
dans les cellules intactes. Celui-ci pourrait inhiber une entrée secondaire de calcium induite

par la réponse au NAADP (Langhorst et al., 2004; Moccia et al., 2003).

Caractérisation du récepteur au NAADP

Méme si les nombreuses données pharmacologiques plaident en faveur de I’hypothése d’un
récepteur propre au NAADP, ce dernier n’est pas encore clairement identifié. Il a été
déterminé par des expériences de binding avec du P*>NAADP dans des microsomes d’oeuf
d’oursin que le NAADP avait un site de fixation spécifique avec un Kd de 300 pM (Berridge
et al., 2002; Patel et al., 2000b).
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La protéine ou le complexe protéique liant le NAADP a pour I’instant été solubilisé a partir
d’homogénats d’ceufs d’oursins. Son poids moléculaire estimé a 470 kDa confirme qu’il s’agit
d’un récepeteur distinct des [P;Rs et RyRs pesant respectivement 1000 et 2000 kDa (Berridge
et al., 2002; Bezin et al., 2006; Galione et Petersen, 2005).

Un article publié récemment apporte I’évidence que le canal TRP-like Mucolipine 1,
principalement localis¢ au niveau des lysosomes serait un médiateur de la réponse au NAADP
(Zhang et Li, 2007). Les auteurs caractérisent, au niveau pharmacologique, I’activit¢ d’un
canal provenant d’extraits de lysosomes. Ils montrent que ce canal est modulé directement ou
indirectement par le NAADP, aprés son insertion en bicouche lipidique artificielle. La
pharmacologie correspond bien a celle rapportée dans la littérature (inhibition par les
antagonistes des canaux de type L et effet biphasique avec désensibilisation par de fortes
concentrations de NAADP). Cependant, les auteurs insistent bien sur le fait qu’ils n’apportent
aucune preuve directe que le TRP-like Mucolipine 1 soit le récepteur du NAADP. La question

de son identité reste donc ouverte.

1.2.2) La réserve

La premiécre cellule ou la libération de calcium par le NAADP a ét¢ mise en évidence est
I’ceuf d’oursin dans lequel le NAADP mobilise une réserve physiquement distincte de celle
sensible a I’'IP3 et au cADPR et qui correspond aux granules de sécrétion. Ces granules
constituent un compartiment acide, qui s’apparente aux lysosomes des cellules de
mammiferes. Depuis, il a été suggéré chez le mammifére que la réserve principale mobilisée
de facon directe par le NAADP n’est pas le réticulum endoplasmique, comme cela peut étre le
cas pour I’IP5 et le cADPR (Cancela et al., 1999; Lee, 2001; Lee et Aarhus, 1995). Il s’agit
plutét d’une réserve acide de type lysosomal, non sensible a la thapsigargine (Genazzani
et Galione, 1997; Kinnear et al., 2004; Lee, 2001; Menteyne et al., 2006; Patel et al., 2001;
Yamasaki et al., 2004) et assimilable aux granules de réserve de 1I’ceuf d’oursin (Churchill et
al., 2002).

Le pompage du calcium au niveau de cette réserve est dépendant d’un gradient de protons et
s’effectuerait grice a I’action de la V-H'-ATPase (sensible a la bafilomycine A) permettant
I’acidification des lysosomes et granules de sécrétion, puis I’accumulation du calcium dans

ces derniers par le biais d’un échangeur H'/Ca®" (Christensen et al., 2002).
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Mais il semble de plus en plus évident que le lysosome, méme s’il représente la réserve
principale directement mobilisable par le NAADP, n’est néanmoins pas la seule. Les
endosomes contiennenent du calcium mobilisable par le NAADP (Menteyne et al., 2006). Le
NAADP semble aussi capable de mobiliser directement mais de fagon modérée, du calcium
provenant du réticulum endoplasmique et des granules de sécrétion du pole apical de la
cellule acineuse pancréatique exocrine (Gerasimenko et al., 2006). De plus, dans ce mod¢le,
la réserve sensible a la thapsigargine constituée par 1’enveloppe nucléaire, prolongement du
réticulum endoplasmique, est elle aussi mobilisable par le NAADP. (Gerasimenko et al.,
2003). Dans des microsomes d’hépatocytes, le NAADP provoque la encore, une libération de
calcium a partir d’un pool de réserve sensible a la thapsigargine et pas a la bafilomycine
(Mandi et al., 2006). Toutes ces expériences ont permis de montrer qu’en plus d’activer
directement son propre récepteur, le NAADP mobilise de facon indirecte par « Calcium
Induced Calcium Release » (CICR), les réserves sensibles a I’IP; et au cADPR. Celles-ci
apparaissent alors comme une composante essentielle du signal calcique provoqué par le
NAADP (Cancela, 2001; Cancela et al., 1999; Cancela et al., 2000; Churchill et al., 2002;
Yamasaki et al., 2004).

1.2.3) La libération de calcium induite par le NAADP

Avec la découverte du NAADP, la diversité des messagers libérant du calcium des réserves
intracellulaires ne cesse d’augmenter. Jusqu’alors, cette libération par 1I’IP; ou le cADPR était
modélisée de facon trés simple. Mais depuis peu, en réaction a la complexité apparente du
signal calcique évoqué par le NAADP et de sa pharmacologie en cellules intactes, différents

modeles ont été proposés afin de comprendre son mécanisme d’action au niveau cellulaire.

Apparition de la notion de coopération entre les messagers (figure 9).

Les ¢études portant sur le mode d’action du NAADP dans les cellules intactes sont pour la
plupart des études pharmacologiques. La difficulté dans la caractérisation de ce mode d’action
a résulté du fait que la pharmacologie liée a ce messager semblait variable d’un type cellulaire
a P’autre. Dans certains mode¢les tels que 1’élément pré-synaptique de neurone d’Aplysie la
réponse au NAADP est insensible a I’héparine et a la ryanodine (Chameau et al., 2001). Dans
ce cas, le signal en réponse au NAADP semble purement composé du calcium induit par la

libération initiée de facon directe par le NAADP se fixant sur son récepteur.
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Dans la cellule acineuse pancréatique, la pharmacologie est bien différente puisque les
antagonistes des IP;Rs et des RyRs bloquent chacun la réponse au NAADP. Cependant, le
blocage du récepteur au NAADP n’affecte pas les réponse a I'IP3 et au cADPR (Cancela et
al., 1999). Ainsi, a la vue de ces données, il apparait clairement que ce récepteur se distingue
des IP;Rs ou des RyRs mais qu’il existe une interdépendance des réponses aux messagers.
Ceci conduit a la notion de coopération entre ces messagers.

Une donnée importante est que le récepteur au NAADP présente un caractere réfractaire au
mécanisme de CICR (Chini et Dousa, 1996). Ainsi, le NAADP aurait un role spécifique pour
I’initiation du signal calcique en agissant en tant que déclencheur et produisant les étincelles
nécessaires au recrutement consécutif des éléments amplificateurs constitués par les IPsRs
et/ou les RyRs du réticulum (Cancela et al., 1999; Cancela et al., 2000; Lee, 2000). Suite a ces
¢tudes, un modele plus détaillé a pu étre proposé pour la cellule acineuse pancréatique selon
lequel, le signal NAADP est initi¢ dans la zone apicale de la cellule ou coexistent les réserves
sensibles au NAADP, les IP;Rs et des RyRs (Cancela, 2001; Cancela et al., 1999; Lee et al.,
1997; Nathanson et al., 1994). Le signal NAADP est alors localement amplifié puis propagé
par CICR a toute la zone basale de la cellule grace au réticulum particuliérement riche en
RyRs (Cancela, 2001; Cancela et al., 1999; Cancela et Petersen, 1998; Cancela et al., 2002;
Lee et al., 1997; Leite et al., 1999; Nathanson et al., 1994).

Avec les premicres études sur le NAADP est né un nouveau concept basé sur I’interaction et
la coopération entre les différents messagers pour un controle fin du signal calcique
intracellulaire. Ce nouveau concept de coopération peut expliquer les différences observées
pour la pharmacologie de la réponse au NAADP en cellules intactes selon les modéles. En
effet, dans le pancréas ou les lymphocytes T, les NAADPR, RyRs et IP3Rs semblent en
coopération trés étroite pour générer la réponse cellulaire. Cependant, dans les lymphocytes T
la coopération se traduit différemment du pancréas ou le blocage du récepteur au NAADP
n’empéche pas la réponse a I’IP; et au cADPR et I’héparine affecte peu la réponse au
NAADP. Ici, le blocage de la libération de calcium liée au NAADP (en I’utilisant a des
concentrations désensibilisantes) bloque totalement les réponses a I’IP3 et au cADPR (Berg et
al., 2000). La réponse a I’IP; et au cADPR nécessite donc que le systeme de libération de
calcium par le NAADP soit entierement fonctionnel. Pour les auteurs, le réle du NAADP
serait de permettre le maintien d’une concentration calcique suffisante a proximité des
récepteurs IP; et RyRs, pour lesquels le calcium agit en tant que co-agoniste. Le systeme
serait ainsi maintenu dans un état « sensible » a ces messagers en leur permettant de

déclencher un signal.
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Les derni¢res années de recherche dans le domaine de la signalisation calcique ont permis de
mettre en lumiére ce concept important de coopération des récepteurs aux second messagers.
Plus récemment est venu s’ajouter une autre notion, elle aussi apparue suite a 1’étude du
mécanisme d’action des différents messagers libérant du calcium: celle de la coordination des

différentes réserves calcique cellulaires.

Le concept de coordination des différentes réserves (figure 9).

Dans un premier temps, un modele simple dit « one pool model » a été proposé. Selon ce
modeéle, le NAADP libérerait du Ca>” du réticulum endoplasmique au méme titre que I’IP; ou
le cADPR (Cancela et al., 2000). Ce modele donnait donc le rdle central a un seul organite
contenant les récepteurs aux différents messagers pour 1’¢élaboration du signal calcique par la
cellule.

Cependant les auteurs se sont rendus compte que le mode d’action du NAADP semble étre
plus complexe et solliciter plusieurs réserves directement et indirectement. Un nouveau
concept allant au-dela de la coopération des messagers et impliquant la coordination de
différentes réserves intracellulaires par ces messagers est apparu. Selon ce dernier, appelé le
« two pools model », le NAADP mobiliserait des réserves de type acide permettant ensuite le
recrutement par CICR des récepteurs a 1’IP; et a la ryanodine du réticulum endoplasmique,
plus ou moins sensibilisés par leurs agonistes respectifs, pour provoquer une libération de
calcium massive (Cancela et al., 2003; Churchill et Galione, 2001a; Gerasimenko et al., 2006;
Menteyne et al., 2006; Yamasaki et al., 2004). Les réserves calciques acides mobilisées de
facon directe par le NAADP seraient les granules de sécrétion et les lysosomes, voire méme
les endosomes. Ce sont donc eux qui représenteraient la composante initiatrice du signal. Le
réticulum jouerait le role d’organite amplificateur en permettant la propagation du signal
calcique. Finalement, il apparait que I’entrée de calcium extracellulaire pourrait aussi étre une
autre composante amplificatrice du signal initi¢ par le NAADP (Churchill et al., 2003;
Langhorst et al., 2004; Lim et al., 2001; Moccia et al., 2000) .

Ce type de fonctionnement dépend étroitement de DI’architecture cellulaire et d’un
agencement spatial bien précis des différents acteurs du signal calcique que sont les
réserves et les récepteurs qu’elles contiennent au sein de la cellule.

Ainsi, selon son type, chaque cellule est susceptible de présenter des caractéristiques

organisationnelles différentes qui conduiront alors a des réponses calciques avec des
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Figure 9. Les messagers intracellulaires libérant du Ca2+ Le Ca?" et I'lP3 sont deux
seconds messagers capables d’activer les RyRs et IP;Rs. La libération de Ca?* des réserves
intracellulaires peut étre provoquée par I'entrée de Ca?* au travers des canaux de la membrane
plasmique. L'IP; est produit par des PLCs couplées a différents récepteurs membranaires. Le
cADPR et le NAADP sont des seconds messagers découverts plus récemment. lls sont
synthétisés par 'ADP ribosyl cyclase, qui peut aussi hydrolyser le cCADPR en ADPR. Le cADPR
est un modulateur de la libération de Ca?* par les RyRs. Le NAADP provoque la libération de
Ca?* des réserves acides en activant des récepteurs spécifiques qui n‘ont pas étés identifiés a

ce jour. Le NAADP active indirectement les RyRs et les IP;Rs par CICR. 58



caractéristiques distinctes. Ceci constituerait pour les cellules un moyen supplémentaire
de parfaire et de spécifier un signal avec le nombre limité de composants dont elles
disposent. Ce phénoméne pourrait étre a I’origine de la pharmacologie différente de la
réponse au NAADP observée sur les divers types cellulaires étudiés et expliquer par
exemple la sensibilité plus ou moins importante a la ryanodine ou a I’'IP; de la réponse
au NAADP (Cancela et al., 1999; Cancela et al.,, 2000; Churchill et Galione, 2001b;

Dammermann et Guse, 2005).

L’hypothése d’un fonctionnement selon le type « two pool model » a été confirmée au sein de
nombreux types cellulaires. Cependant, le NAADP peut étre aussi a 1’origine de libérations
selon le mode « simple, one pool » par action directe sur une réserve de type réticulum. Cela a
¢été démontré dans le cas particulier d’une préparation de noyaux isolés de cellules acineuses
pancréatiques ou le NAADP pouvait agir sur I’enveloppe nucléaire et libérer le calcium
contenu dans cette réserve (Gerasimenko et al., 2003).

Ainsi, méme si I’élaboration de la réponse au NAADP et le recrutement des réserves
calciques restent encore mal identifiés, il apparait comme certain que la réponse au
NAADP est basée sur une coopération étroite entre les différents récepteurs pouvant

libérer du calcium au sein de la cellule (Cancela et al., 1999; Cancela et al., 2000).

2) Les voies de synthése du NAADP et leurs régulations
2.1) Des enzymes pouvant synthétiser a la fois le NAADP et le cADPR

Une découverte surprenante a été¢ que les enzymes pouvant produire le cADPR sont aussi des
enzymes capables de synthétiser un autre messager libérant du calcium : le NAADP (figure
10). Le NAADP et le cADPR sont ainsi les produits d’enzymes multi fonctionnelles
appartenant a la famille des cyclases (Lee, 2001). Trois types de réactions peuvent étre
catalysées par ces derniéres: la cyclisation, I’hydrolyse et I’échange de base. Par exemple, la
cyclisation permet de produire le cADPR et le nicotinamide a partir du f-NAD. L’hydrolyse
du B-NAD donne de I’ADPR (ADP ribose phosphate). La réaction d’échange de base entre le
B-NADP et le NA (acide nicotinique) est a ’origine du NAADP et du nicotinamide. Une
propriété étonnante des cyclases est que les produits générés par ces différentes réactions sont
trés variés. Ces cyclases sont qualifiées de « multifonctionnelles », il semble que selon leur

type et les conditions cellulaires ou elles se trouvent, chacune soit capable de synthétiser
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Figure 10. Synthése du cADPR et du NAADP par I’ADP ribosyl cyclase. A pH neutre,
et en présence de NAD+, 'ADPribosyl cyclase produit par cyclisation de I’ADPribose
cyclique. (a). A pH acide, et en présence de NADP et d’acide nicotinique, I'ADPribosyl
cyclase produit par échange de bases du NAADP (b). Les deux voies ont comme sous-

produit le nicotinamide.
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préférentiellement certains produits et ce, dans des proportion différentes selon la forme
considérée.

Les cyclases sont connues chez les espéces les plus simples telles que les invertébrés avec la
cyclase d’éponge Axinella polypoides, du Plathelminthes Schistosoma mansoni et de
I’ Aplysie. Chez les mammiféres, certains de ces enzymes ont été purifiés et clonés tels que les
ectoenzymes CD38 et CD157 (aussi appelé BST1). En dépit de leurs 30% d’homologie, les
trois cyclases purifiées sur lesquelles les chercheurs se sont focalisés: 1’ Aplysia cyclase, et les
antigeénes de surface CD38 et CD157, présentent des caractéristiques bien différentes. CD38
et CD157 sont aujourd’hui les seules identifiées chez le mammifére et leur role a surtout été
souligné pour la synthése du cADPR. Cependant, 1’existence chez les mammiféres d’une ou

d’autres cyclases apparait de plus en plus évidente.

2.1.1) L’ Aplysia cyclase (Aplysia ADP ribosyl cyclase)

Au cours de la partie de ma these effectuée sur les neurones d’Aplysie, ¢’est particuliérement
sur une autre cyclase bien connue: 1’ Aplysia cyclase, que j’ai travaillé. L’aplysie est un
invertébré marin sur lequel des études pionni¢res portant notamment sur le rdle des
microdomaines calciques dans la libération de neuromédiateurs et dans la plasticité
synaptique ont été effectuées au laboratoire (Chameau et al., 2001; Fossier et al., 1999). Chez
I’Aplysie, la cyclase a été bien étudiée et caractérisée. Il s’agit de la seule forme de cyclase
soluble connue par opposition a CD38 et CD157 qui sont deux formes membranaires. Son
poids moléculaire est de 29 kDa et elle est couramment appelée 1’ ADP-ribosyl cyclase (Lee,

2001).

2.1.2) CD38 (antigéne de surface CD38)

Le CD38 est une glycoprotéine membranaire de 42 kDa et est composée d’un seul segment
transmembranaire. A [’origine, cette protéine, exprimée de fagon importante dans les
lymphocytes B et T, était surtout connue en tant que marqueur de différenciation. Il a ensuite
été montré que cet antigene de surface CD38 possédait une activit¢é ADP ribosyl cyclase et
qu’il était exprimé dans d’autres types cellulaires et organes tels que le cerveau, le foie, la
rétine ou encore le pancréas (Lee, 2001). Cependant, il s’avere que la synthése du NAADP
par CD38 ¢été observée uniquement in vitro et aucune évidence n’existe a 1’heure actuelle

prouvant qu’in vivo, cette cyclase soit capable de synthétiser le NAADP.
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2.1.3) CD157 (antigéne de surface CD157)

Chez le mammifere une autre cyclase membranaire a ét¢ découverte, il s’agit de 1’antigene de
surface CD157 encore appelé BST-1 (Lee, 2001). Cette protéine possede un motif d’ancrage a
la membrane de type glycosylphosphatidylinositol et est exprimée par les cellules stromales
de la moelle osseuse. Son expression a été montrée dans d’autres types cellulaires comme les
cellules du placenta, des poumons, du foie, des reins. Cependant, ’activité de CD157 pour la
synthése de cADPR est bien moins importante que celle de I’Aplysia cyclase et de CD38
(Hirata et al., 1994; Hussain et al., 1998) et son implication dans la synthése de NAADP n’a

pas été¢ montrée.

2.1.4) D’autres cyclases a découvrir ?

Pendant longtemps, CD38 était apparue pour la synthése de cADPR, comme la principale
cyclase présente dans le cerveau chez I’homme et le rat (Mizuguchi et al., 1995; Yamada et
al., 1997) alors qu’aucun transcrit codant pour le CD157 n’avait été trouvé. Mais une étude
menée chez des souris CD38 KO a montré I’existence dans le cerveau d’une activité
permettant la synthése de cADPR au niveau des membranes intracellulaires. Indépendante de
CD38 et CDI157, particulicrement active dans le cerveau en développement cette activité
ADPribosyl cyclase, régulée par un mécanisme dépendant d’une protéine G, suggere
I’existence d’une nouvelle cyclase (Ceni et al., 2003; Ceni et al., 2006) . Ainsi, dans les
neurones, 1’existence d’une cyclase s’apparentant pour son activité et sa régulation a celle
trouvée chez I’ Aplysie et pouvant synthétiser le NAADP est donc a considérer. En effet, dans
d’autres modeéles comme 1’oursin, une forme soluble cohabite avec la forme membranaire et
ne semble pas soumise a la méme régulation (Graeff et al., 1998). Dans la cellule acineuse
pancréatique, il apparait aussi qu’en plus de CD38, un autre enzyme, soluble, encore non
identifi¢ présente une activité cyclase (Sternfeld et al., 2003). De méme, la production de
NAADP suite a la stimulation cellulaire dans le myomeétre chez la souris s’avére étre
totalement indépendante de CD38 (Soares et al., 2007). Ainsi, I’activité cyclase trouvée au
niveau du cytosol, et des organites intracellulaires correspond a D’activité de différents
enzymes.

Ceci laisse apparaitre une certaine complexité, liée aux multiples formes que semble
regrouper la famille des cyclases, et suggére une variété certainement importante des
mécanismes et des fonctions cellulaires contrélées par ces enzymes et leurs produits. Il
ressort néanmoins que I’Aplysia cyclase est pour P’instant, la seule forme soluble de

cyclase connue et clairement identifiée. Elle constitue dés lors le prototype sur lequel j’ai
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basé mes travaux et qui a fait de la cellule nerveuse d’Aplysie un modéele de choix pour

mon étude de la voie du NAADP dans les neurones.

2.2) Quelles sont les réactions catalysées par ces cyclases ?

Le type de réaction catalysée dépend du pH.

A pH neutre ou alcalin, la cyclisation du B-NAD" et I’hydrolyse ont lieu préférentiellement.

La réaction de cyclisation permet la production de cADPR 4 partir du B-NAD", alors que
I’hydrolyse du B-NAD" ou encore du cADPR donne de I’ADPR. Toutes les cyclases semblent
produire le cADPR sauf celle de I’espéce Schistosoma mansoni, synthétisant seulement de
I’ ADPribose (Goodrich et al., 2005).

Les deux seules cyclases capables d’hydrolyser le cADPR sont la CD38 et la CD157 (ce qui
n’est pas le cas de I’Aplysia cyclase). CD38 a été rapportée comme la seule capable de
produire I’ADPR en quantité significative. Celui-ci constitue d’ailleurs son produit majeur
puisqu’elle le synthétise en bien plus grande quantit¢é que le cADPR qu’elle dégrade
rapidement. CD38 produirait seulement 1 molécule de cADPR pour 100 molécules d’ADP
ribose (Ceni et al., 2003) alors que CD157 produit 2 molécules de cADPR pour 1 molécule
d’ADP ribose (Hirata et al., 1994). Cet ADPR constitue, un modulateur avec le cADPR des
canaux TRPM2 (Schuber et Lund, 2004). L’Aplysia cyclase quant a elle synthétise
exclusivement le cADPR (Schuber et Lund, 2004).

La réaction d’échange de base. permettant de produire du NAADP a partir du B-NADP et de

I’acide nicotinique, ainsi que ’hydrolyse du NAADP ont lieu préférenticllement a8 pH acide.

Trois enzymes de la famille des cyclases sont connues pour catalyser la réaction d’échange de
base et donc produire le NAADP in vitro: I’Aplysia cyclase soluble, 1’antigéne de surface
CD38 et un enzyme catabolisant le NAD(P)" chez les Platyhelminthes trematodes tels que
Schistosoma mansoni (Goodrich et al., 2005).

Les deux ADPribosyl cyclases décrites dans 1’oeuf d’oursin mais encore inconnues sont aussi
capables de synthétiser le NAADP par échange de bases a pH acide (Graeff et al., 1998), mais
I’enzyme cytoplasmique synthétiserait plutét du cADPR, tandis que 1’autre enzyme ancrée a
la membrane plasmique synthétiserait plutot le NAADP (Wilson et Galione, 1998).
Concernant CD157, il n’y a pas de données a I’heure actuelle montrant qu’elle soit capable de

synthétiser le NAADP.
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2.3) Paradoxe topologique et biochimique

Comme nous ’avons vu, en opposition a I’ Aplysia cyclase qui a une localisation cytosolique,
le domaine catalytique de CD38 et CD157 est expos¢ a la surface de la cellule, suggérant une
production des messagers a I’extérieur de la cellule. Cependant, les messagers produits par ces
cyclases ont une activité intracellulaire, et la manieére dont ces messagers accedent au domaine
cytosolique n’est pas encore déterminée. La méme question se pose pour la fagon dont les
substrats produits dans le domaine intracellulaire accédent au site catalytique de ces
ectoenzymes. Ceci a été qualifié¢ de « paradoxe topologique » par les auteurs (De Flora et al.,
2000; De Flora et al., 1997) qui proposent deux mécanismes. Le premier impliquerait un
transit vers le domaine extracellulaire du NAD" (substrat pour la synthése de cADPR) via la
connexine 43 de la membrane plasmique. Le substrat serait alors en contact avec le domaine
catalytique de CD38 situé¢ du coté extracellulaire. Il se pourrait aussi que la réaction de
synthése ait lieu dans la cellule, au niveau des membranes des vésicules d’endocytose : le
NAD" entrerait dans ces vésicules par les connexines 43, y serait converti en cADPR par
CD38 (Bruzzone et al., 2001). Le cADPR ainsi produit serait rapatrié¢ a I’intérieur de la cellule
par CD38 lui-méme ou via des transporteurs de nucléotides (Zocchi et al., 1999). Une autre
hypothése propose plutot un réle paracrine du cADPR produit par CD38 et CD157 (De Flora
et al., 2004). L’exemple d’un tel fonctionnement a été démontré pour CD157 qui, dans les
cellules stromales de la moelle osseuse, via la synthese extracellulaire et I’action paracrine du
cADPR stimule I’expansion clonale des progéniteurs des cellules hématopoietiques humaines
possédant des transporteurs de nucléotides membranaires (Podesta et al., 2005).

Un autre point remarquable est que les conditions de pH acide nécessaires a la syntheése du
NAADP par CD38 ne semblent pas compatibles avec les conditions de pH extracellulaire et
cytosolique. Une hypothese plausible serait que CD38 pourrait, suite a 1’endocytose, se
retrouver dans les endosomes et étre soumis a 1’acidification progressive de ces vésicules
progressant vers un destin lysosomal. L’enzyme pourrait alors se trouver dans les conditions
adéquates pour synthétiser le NAADP. Mais ceci ne reste qu’hypothétique et n’exclue pas
I’existence d’autres cyclases a I’origine de la synthése du NAADP. En effet, pour d’autres
enzymes telles que I’Aplysia cyclase, la « pH dépendance » pour la synthése de NAADP ne
semble pas si stricte puisqu’elle serait capable de synthétiser le NAADP dans des conditions
de pH compatibles avec celles trouvée au sein du milieu cytosolique (Aarhus et al., 1995).

Finalement, le NA un des substrats nécessaires a la synthése du NAADP par CD38 na jamais
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pu étre dosé dans les cellules et semble difficiles a atteindre, voir indisponible pour I’enzyme

(Graeff et al., 1998).

2.4) Finalement : CD38. un acteur important mais pas essentiel ?

CD38 est capable de synthétiser in vitro le NAADP. Cependant, aucune évidence ne montre
que cette synthése puisse se produire dans les conditions physiologiques. CD38 est aussi
capable de dégrader rapidement le NAADP en ADPRP (ADP ribose phosphate) ce qui
constituerait pour la cellule, le moyen de réguler finement le signal calcique li¢ au NAADP
(Graeff et al., 2006). Il apparait, en rapport avec son caractére multifonctionnel, que le CD38,
n’est sans doute pas la seule cyclase a I’origine de la synthése du NAADP voir du cADPR
dans la cellule de mammifere, mais il constituerait néanmoins un carrefour important dans la
signalisation calcique cellulaire. Cette hypothése semble confirmée par 1’arrivée de modéles
animaux dépourvus du géne codant pour CD38 (Cockayne et al., 1998; Kato et al., 1999).
L’absence de cette enzyme que 1’on suggérait de premicre importance pour la synthése de
cADPR et de NAADP ne semble pas provoquer de phénotype trés marqué: les souris
homozygotes CD38”" sont viables, avec cependant quelques faiblesses spécifiques. C’est
d’ailleurs grace a ce modele qu’ont pu étre décrites des cyclases autres que CD38 dans le
cerveau, les muscles et le pancréas.

Ces souris ont une immunité humorale réduite (Cockayne et al., 1998) et sont plus sensibles
aux infections (Partida-Sanchez et al., 2001; Partida-Sanchez et al., 2004). Les souris CD38 -
/- présentent des taux réduits de cCADPR dans le cerveau, et une augmentation des taux de
NAD" (Young et al., 2006). Le comportement maternel et social de ces animaux CD38”" est
altéré, ce qui serait dii a une réduction de la sécrétion d’ocytocine par la neuro-hypophyse (qui
semble dépendre de CD38 (Jin et al., 2007)). Les souris CD38"" sont aussi plus sujettes au
diabéte (Kato et al., 1999), ce qui se rapproche de certains diabétes insulinodépendants chez
I’homme déclenchés par une auto-immunité contre CD38 (Antonelli et Ferrannini, 2004;
Mallone et al., 2002). Ces cas de diabéte peuvent s’expliquer par le fait que la voie du cADPR
et du NAADP est impliquée dans la libération d’insuline par les cellules Béta du pancréas
endocrine (Kato et al., 1999; Masgrau et al., 2003; Mitchell et al., 2003). Les souris CD38 -
males présentent aussi une hypertrophie cardiaque, qui n’existe pas chez les femelles

(Takahashi et al., 2003).
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2.5) La modulation de la synthése des messagers, produits par les cyclases.

L’enjeu est désormais de comprendre de quelle fagon les processus cellulaires dans lesquels le
NAADP est impliqué sont régulés. Il apparait que 1’augmentation du taux endogéne du
NAADP ou de cADPR suite a la stimulation cellulaire peuvent étre controlés de deux fagons :
-une modulation directe de ’activité enzymatique conduisant a la synthése des messagers

-une régulation de I’expression des enzymes de synthese

2.5.1) Régulation de ’activité par les nucléotides cycliques

L’activité des cyclases dont dépend la production du cADPR et du NAADP, est modulable

par les nucléotides cycliques.

Cas de la synthése du cADPR

Dans I’ceuf d’oursin, I’activité de la cyclase membranaire est indépendante d’une régulation
par le cGMP, alors que le cGMP régule positivement la synthése de cADPR par la forme
soluble (Galione et al., 1993; Graeff et al., 1998). Cette régulation nécessite la présence
d’ATP et d’une protéine kinase G. Elle se produit en réponse a une stimulation des oeuf
d’oursin par le monoxyde d’azote (NO) (Willmott et al., 1996). Ce méme mécanisme a été
mis en évidence dans les cellules PC12 ou le NO stimule la synthése de cADPR via le GMPc
(Clementi et al., 1996).

Cette régulation par le cGMP serait également applicable a la cellule acineuse pancréatique de
mammifére. Dans ce type cellulaire le cGMP produit une augmentation de la production de
cADPR au méme titre qu'une stimulation par la CCK ou I’ACh (Sternfeld et al., 2003).
Comme chez ’oursin c’est encore une forme soluble qui semble étre exclusivement activée
par le cGMP (Sternfeld et al., 2003). En effet, CD38 ne semble pas étre sensible au cGMP en
dépit du fait qu’elle présente au niveau de son domaine cytoplasmique, un site consensus de
phosphorylation par des kinases dépendantes du cGMP (Shubinsky et Schlesinger, 1997).
Finalement, on sait que dans I’hippocampe, la LTD implique le NO synthétis¢ suite a
I’¢lévation du calcium dans 1’élément post-synaptique. Celui-ci agit comme messager
antérograde sur 1’élément pré-synaptique en y activant des guanylate cyclases. Le GMPc
produit stimule une protéine kinase régulant positivement une ADPribosyl cyclase pour la
synthése du cADPR. Le calcium libéré au niveau pré-synaptique en réponse a ce cADPR
participe a la réduction de la quantité de neurotransmetteur libérée (Reyes-Harde et al., 1999a;

Reyes-Harde et al., 1999b).
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En opposition avec ces observations, dans les muscles lisses, le NO inhiberait la synthése de
cADPR (Yu et al., 2000), et cette inhibition serait indépendante du GMPc (White et al.,
2002).

Dans d’autres modeles, une augmentation du cADPR a aussi été décrite en réponse cette fois
a I’AMPc. C’est le cas dans les cardiomyocytes ou cette synthése serait toutefois
indépendante de CD38 (Xie et al., 2005) et dans les cellules chromaffines ou la synthése de
cADPR est stimulée par I’ACh via I’AMPc (Morita et al., 1997).

Cas de la synthése du NAADP

Les études concernant la régulation de la synthése du NAADP par les nucléotides cycliques
sont beaucoup moins nombreuses. Une seule étude a montré que dans I’ceuf d’oursin, elle se
trouve potentialisée par le cAMP mais de fagon indépendante de la PKA (Wilson et Galione,

1998).

2.5.2) Régulation par ’ATP
L’ATP est capable d’inhiber 1’activit¢ d’hydrolyse du cADPR par CD38 (Okamoto et al.,

1997). Cette inhibition serait de type compétitive, I’ATP entrant en compétition avec le
cADPR pour la fixation sur le site nucléotidique de I’enzyme (Tohgo et al., 1997). Par contre,
I’ATP ne semble pas avoir d’effets sur la synthése et ’hydrolyse du cADPR par I’ADPribosyl

cyclase des membranes de cerveau décrite dans les souris CD38 -/- (Ceni et al., 2003).

2.5.3) Effets du zinc et du cuivre sur Pactivité de I’ADPribosyl cyclase

Le Zinc augmente 1’activité¢ de synthése de cADPR par I’enzyme CD38 humaine (Kukimoto
et al., 1996), ainsi que par BST1 chez I’homme (Hirata et al., 1994) et chez la souris (Hussain
et al., 1998). A l’inverse, il réduit fortement la synthése de cADPR par une ADPribosyl
cyclase non-CD38 présente dans les membranes de cerveau de souris CD38-/- (Ceni et al.,
2003).

Le cuivre a été rapporté comme capable de stimuler la synthése de cADPR par CD38, et d’en

inhiber la synthése par BST1 (Hirata et al., 1994).

2.5.4) Régulation de ’expression des enzvmes

Dans les neurones, CD38 est localisée dans le corps cellulaire, I’enveloppe nucléaire, et les
dendrites, mais aussi dans les vésicules synaptiques et les densités post synaptiques, ce qui

suggere un réle de CD38 dans la transduction du signal (Adebanjo et al., 1999; Mizuguchi et
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al., 1995; Yamada et al., 1997). Une augmentation de I’expression de CD38, et par
conséquent de la synthése de cADPR a été décrite dans les astrocytes stimulés par le
glutamate (Bruzzone et al., 2004). Dans le myometre, une stimulation par les cestrogénes
provoque une augmentation de 1’expression de CD38 de 1’ordre de 2,5 fois. Il s’en suit une
augmentation de 1’activité cyclase au sein de la cellule a peu prés équivalente. Ce phénomeéne
d’activation de I’expression est inhibé par la progestérone qui en revanche ne provoque pas
une diminution du taux d’expression de CD38 sur une cellule non stimulée par les
oestrogenes (Dogan et al., 2004).

Le méme type de balance régulatrice a lieu dans les cellules de muscle lisse respiratoire avec
cette fois une augmentation de I’expression de CD38 par 1’action du TNF-a via I’activation du
facteur de transcription NF-«xB, agissant sur le promoteur de CD38. Le TFN-a, cytokine
inflammatoire provoque une augmentation de la réponse calcique suite a la stimulation par les
agonistes du muscle lisse respiratoire tels que la bradykinine, la thrombine et I’histamine.
L’augmentation de la sensibilité cellulaire a ces agonistes se traduit par un déréglement du
signal calcique qu’ils générent, entrainant des anomalies de la contractilit¢ des muscles
respiratoires. Ce phénomene pourrait étre a 'origine de pathologies telles que 1’asthme
(Deshpande et al., 2005). Cet effet positif sur I’expression de CD38 a d’ailleurs été montré
pour d’autres cytokines inflammatoires telles que I'IFN-y, I’IL-1pB et I’'IL-13 (Deshpande et
al., 2004). Cette augmentation de I’expression de CD38 peut étre contrebalancée par
I’addition de dexamethasone (un glucocorticoide anti-inflammatoire) qui vient augmenter le
taux d’expression de IkB (inhibiteur du facteur NF-xB), atténuant ainsi 1’augmentation de
I’activité cyclase observée au sein de la cellule (Kang et al., 2006)

Dans les cellules my¢loides, 1’acide rétinoique provoque une augmentation de I’expression de
CD38 en relation directe avec la différenciation et la perte de la capacité¢ d’auto
renouvellement (Munshi et al., 2002). CD38 constitue d’ailleurs une cible thérapeutique des
leucémies myéloides par le traitement a 1’acide rétinoique qui induit son expression. La
sensibilit¢ du géne CD38 s’explique par la présence dans I’intron 1 d’un RARE (Rétinoic
Acid Response Element). Cet ¢élément est capable d’interagir avec des hétérodimeres
composés par 1’association d’un récepteur a l'acide rétinoique (RAR) et d’un récepteur au

rétinoide X (RXR).

Il ressort de toute la littérature, que la cellule est capable de moduler P’activité des
cyclases soit par régulation directe de I’activité de la protéine, soit par la modulation de

son expression. Ceci n’a pu étre étudié que dans le cadre d’une cyclase connue telle que
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CD38 et les études mettent en relation ces modulations de I’expression avec la syntheése
de cADPR uniquement. Les données concernant la régulation des autres cyclases chez
les mammiferes sont pratiquement inexistantes.

I1 apparait que ces processus de régulation varient selon le modele étudié, et donc la cyclase
considérée. Ceci instaure une importante variété des processus de régulation observés et rend
encore plus complexe I’étude et la compréhension des voies de signalisation liées a ces
enzymes. Cette complexité apparait pour la synthése du cADPR qui a fait I’objet de la plupart
des expériences, alors que trés peu de données sont disponibles concernant la synthése de

NAADP.

69



Travail de thése

Dans les neurones, suite & un stimulus membranaire, le calcium pourrait constituer un
intermédiaire capable de recruter différents effecteurs au niveau nucléaire selon les
caractéristiques du signal calcique. La mobilisation du calcium de I’enveloppe nucléaire par
des second messagers a ét¢ montrée dans quelques types cellulaires comme le pancréas.
Cependant, dans les neurones, nous disposons de peu de connaissances sur le role du calcium
nucléaire et sur les mécanismes de la signalisation calcique nucléaire. Les neurones sont bien
caractérisés sur le plan électrophysiologique et I’augmentation de la concentration calcique
sous membranaire suite a la dépolarisation par I’activation des canaux calciques voltage
dépendants est un phénomene bien connu, impliqué par exemple dans la libération de
neurotransmetteurs. Cependant, les liens par lesquels les événements calciques sous
membranaires sont couplés aux voies de transduction du signal qui aboutissent a des réponses
nucléaires menant par exemple a la LTD ou la LTP, restent mal connus. Dans certains cas, le
couplage d’un signal membranaire aux cascades biochimiques intracellulaires met en jeu la
translocation d’enzymes. Ceci a été montré dans les cellules endothéliales ou un stimulus
extracellulaire entraine le ciblage de la NO synthase cytoplasmique au noyau. Son activité
provoque une augmentation de la concentration calcique nucléoplasmique qui active la
transcription an passant par les MAP kinases et NF-xB (Gobeil et al., 2006).

Pour étudier la question au niveau des neurones, il nous fallait disposer d’un mode¢le cellulaire
permettant d’observer facilement des réponses calciques nucléaires. Les neurones d’aplysie
répondaient aux critéres de tailles compatibles avec I’observation de signaux calciques
nucléaire. De plus, I’'unique forme soluble identifiée de I’ADP ribosyl cyclase (enzyme de
synthése du cADPR et du NAADP) a été purifiée chez I’ Aplysie et les ARN messagers codant
pour cette cyclase sont présents dans les neurones (Mothet et al., 1998). Enfin, nous
disposions d’un anticorps spécifiquement dirigé contre cette cyclase. Nous avons voulu voir si
cette enzyme pouvait constituer un lien entre 1’activité membranaire neuronale et la
signalisation calcique nucléaire par le suivit de sa localisation au cours de 1’activité neuronale.
D’autre part, dans les neurones, aucune étude relatant de 1’autonomie du noyau pour générer
un signal calcique n’avait été entreprise. Il était donc particuliérement important de
déterminer sur notre modele expérimental, si la réserve calcique constituée par 1’enveloppe
nucléaire neuronale était sensible au cADPR et au NAADP, produits par I’ Aplysia cyclase.
Sur une préparation de noyaux isolés a partir des neurones, je me suis donc attachée a montrer

dans quelle mesure ces deux messagers, ainsi que 1’IP; étaient capables de libérer du calcium
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de I’enveloppe nucléaire vers le nucléoplasme. Etant donnée la diversité des messagers
provoquant la libération du calcium, je me suis donc demandée si ces derniers ne pouvaient

pas générer des signatures calciques a la base d’un codage conduisant a 1’activation de

chemins transcriptionnels particuliers.
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MATERIEL ET METHODES

1) Préparation de noyaux isolés

1.1) Préparation des novaux de neurones d’aplysie

Le systeme nerveux de I’aplysie compte environ 20 000 gros neurones localisés au sein de
ganglions. Différents ganglions sont identifiés : le ganglion buccal, les ganglions du collier
contenant les ganglions pleuraux, pédieux et cérébroides et le ganglion abdominal. La densité
de neurones et la teneur en tissu conjonctif des différents ganglions varient fortement, c’est la
raison pour laquelle, seul les noyaux issus des ganglions pleuraux, pédieux et abdominal ont
été utilisés.

L’aplysie est d’abord anesthésiée selon les régles d’éthique en vigueur, c’est a dire par
injection d’une solution isotonique de MgCl,. L’animal est ensuite disséqué ; puis le collier et
le ganglion abdominal sont prélevés. Ceux-ci sont immédiatement déposés dans de I’eau de
mer artificielle (NaCl 460 mM ; KCl 10 mM ; CaCl, 11 mM ; MgCl, 25 mM ; MgSO4 28
mM ; tampon Tris HCI 10 mM, pH 7.,8).

Les ganglions sont alors débarrassés de 1’épaisse enveloppe de tissu conjonctif qui les englobe
par une dissection fine et délicate. Celle-ci est effectuée sous loupe binoculaire, dans une
chambre perfusée avec de 1’eau de mer artificielle et a 1’aide de pinces fines.

A T’issue de la dissection, les ganglions sont déposés dans un polybroyeur avec un tampon
intracellulaire d’une concentration en Ca”" libre de 400 nM (KCI1 450 mM ; K;HPO4 2 mM ;
HEPES 50 mM ; MgCl, 4 mM ; CaCl, 1,445 mM ; EGTA 2 mM ; pH 7,2 avec KOH 5N). Les
ganglions sont broyés ; les noyaux sont ensuite prélevés a la pipette et répartis dans des tubes

Eppendorf par aliquots de 100 pl.

1.2) Préparation des novaux de cellules pancréatiques acineuses de souris

Apres dislocation cervicale de I’animal, le pancréas est prélevé et placé dans un tampon
extracellulaire (NaCl 140 mM ; KC1 4,7 mM ; MgCl, 1,3 mM ; glucose 10 mM; CaCl, 1 mM;
HEPES 10 mM, pH 7,2 avec NaOH 5N) réfrigéré au préalable. Un millilitre de collagénase
(200 U/ml) est injecté dans le pancréas. Le tout est incubé 15 minutes a 37°C dans un tube
Eppendorf. La collagénase est éliminée et le pancréas rincé avec 1 ml de tampon. Il est alors
placé dans un tube contenant 14 ml de tampon extracellulaire. Apres agitation jusqu’a

dispersion, le surnageant contenant les cellules est récupéré.
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Les cellules sont centrifugées 2 minutes a 800 g. Le surnageant est éliminé, remplacé par 3
ml de tampon et les cellules sont dispersées par 100 allers-retours avec une pipette. Apres 30
secondes nécessaires a la décantation des ¢léments non digérés, le surnageant contenant les
cellules est prélevé et le volume ajusté a 6 ml avec du tampon. Les cellules sont ensuite
centrifugées 2 minutes a 800g et lavées trois fois.

Le dernier de ces trois lavages doit étre effectué dans une solution hypotonique (Tris-HCI 50
mM; KCI 25 mM; MgCl, 5 mM; pH 7,2 avec KOH 5N). Le dernier culot est repris dans 2 ml
de cette méme solution. Les cellules sont placées dans un polybroyeur et 20 allers-retours sont
effectués avec le piston. La solution résultante est ensuite filtrée sous vide avec deux
¢épaisseurs de filtre de porosité de 10 um de diamétre afin de ne récupérer que les noyaux et
d’écarter les débris cellulaires.

L’échantillon récupéré est centrifugé 5 minutes a 800g et le culot repris dans 5 ml de solution
intracellulaire a 200 nM de Ca’" libre (KCl1 125 mM; K,HPO4 2 mM; HEPES 50 mM; MgCl,
4 mM; CaCl, 1,2 mM; EGTA 2 mM; pH 7,2 avec KOH 5N). Les noyaux isolés subissent
finalement un dernier lavage 5 minutes a 800g. Le culot obtenu est repris dans 1 ml de

tampon intracellulaire et séparé en 2 fois 500 pl.

2) Culture primaire des neurones spinaux ventraux d’embryon de souris

2.1) Coating des lamelles

Des lamelles rondes stériles en verre destinées a recevoir les cellules sont déposées dans des
plaques plastiques de 12 puits. Sur les lamelles est déposée pendant 2 heures de la poly-
ornithine (sigma) spéciale culture. Apres 2 heures, celle-ci est enlevée et les lamelles rincées
par du PBS. Finalement, les lamelles sont incubées a 37°c pendant 3 heures en présence de
laminine (invitrogen) 10pug/ml dans du PBS. Avant de déposer les cellules, la laminine est

retirée des puits et ces derniers ne sont pas rincés.

2.2) Dissection des moelles épiniéres

Les embryons de souris sont disséqués a E12,5. La procédure de dissection des embryons est
la méme que celle décrite pour les moelles épinicres de rat par Henderson et collaborateur en
1995.

Apres dislocation cervicale, on procéde a I’ouverture de I’abdomen de la mére et au
prélevement de I'utérus pouvant contenir jusqu’a 10 voir 15 embryons. Les embryons sont
extraits par découpage de 1’utérus et retrait de la poche amyotique avant d’étre disséqués dans

une solution Calcium Magnésium Free (NaCl 115 mM ; KCl 2,6 mM ;Hepes 10 mM EDTA
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0,4mM, pH 7,6 au NaOH). La moelle épinicre est extraite, les méninges enlevées ainsi que la
partie dorsale de la moelle contenant des neurones sensoriels. Seule la moelle ventrale
contenant les interneurones et les motoneurones est gardée. Elle est alors coupée en morceaux
avec un scalpel et les fragments sont transférés dans un milieu nutritif L15 (Gibco) complété
de composition : a mettre avec du glucose, de la progestérone ,du serum, IPCS mix, and

antibiotics.

2.3) Préparation de la suspension de neurones spinaux ventraux

Les fragments de moelle ventrale sont ensuite incubés en milieu trypsine EDTA (1 ml)
pendant 8 minutes a 37°c. L’action de la trypsine est bloquée a 1’issue de ces 8 minutes par
ajout de 1ml de solution L15 complet (0,8ml), BSA (4%w/v) (0,Iml) et Dnasel a 1mg/ml
(0,1ml). Les fragments sont vigoureusement agités jusqu’a leur dissociation partielle. Apres
sédimentation, le surnageant est récupéré dans un tube falcon 15ml.

Iml de milieu L15 (0,9ml), BSA (4%w/v) (0,1ml) et Dnasel a Img/ml (0,02ml) est ajouté sur
les fragments restants. Ces derniers sont agités, dissociés a la P1000 et le surnageant récupéré
dans le falcon 15ml. Cette opération peut étre renouvelée une troisiéme fois jusqu a
dissociation compléte des morceaux de moelle.

La fraction de surnageant récupérée est ensuite centrifugée 5 min a 469g sur un cousin de
BSA (4%w/v) déposé au fond du falcon grace a une pipette pasteur

Apres centrifugation, le surnageant est éliminé est le culot re-suspendu par Iml de milieu
Neurobasal (Gibco) complété. Les cellules sont ensuite comptées et ensemencées a 10°
cellules par puits avant d’étre placées a 1 »incubateur a 37°c et 5% de CO,.

Lors de la préparation des neurones, quelques cellules gliales sont elles aussi extraites et
ensemencées. Ces cellules peuvent se multiplier rapidement et coloniser les lamelles qui
deviennent inexploitables au niveau expérimental. Ainsi, 24h environ apres la mise en culture,
un agent inhibiteur de la synthése d’ADN est ajouté pour bloquer la multiplication des
astrocytes. Il s’agit du 2,2’-Anhydro-(1-B-D-arabinofuranosyl) cytosine hydrochloride (sigma)

a la concentration de SuM.

3) L’imagerie

3.1) Généralités sur la fluorescence

Lorsqu’une molécule fluorescente est illuminée par une source d’excitation dont la longueur
d’onde ou la gamme de longueurs d’ondes se situe dans le spectre d’absorption de la sonde,

celle-ci passe a un niveau excité en absorbant I’énergie apportée par les photons. Le retour a
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I’état d’énergie fondamental initial s’effectue en restituant la majorité de 1’énergie absorbée
sous forme lumineuse. L’énergie émise par fluorescence étant toujours inférieure a 1’énergie
absorbée, I’émission lumineuse se situe dans une gamme de longueurs d’ondes plus
importantes que celles de I’excitation. Le décalage entre les longueurs d’ondes d’excitation et
d’émission (loi de Stockes) permet de séparer les lumiéres d’excitation et d’émission a 1’aide

de filtres appropriés.

3.2) Marquage des acides nucléiques des novaux de neurones d’Aplysie

Pour visualiser le contenu des noyaux, la sonde SYTO 13 Green a été utilisée. Le SYTO 13
Green est un marqueur capable de se fixer aux acides nucléiques, ce qui le rend fluorescent.
Au moment de I’emploi, la sonde, dissoute dans le DMSO, est ajoutée dans la chambre
d’incubation a la concentration finale de 25 puM sur un fragment de ganglion nerveux
d’aplysie. Les noyaux sont visualisés en fluorescence avec un microscope confocal apres

excitation de la sonde a 488 nm et la fluorescence émise est recueillie a 509 nm.

3.3) Marquage des compartiments acides par le lysotracker red

Afin de détecter le présence éventuelle de compartiments acides au niveau de 1’enveloppe
nucléaire, un marqueur spécifique de ces compartiments acide (le lysotracker red Molecular
Probes, Aex = 577nm and Aem =590nm)) a été utilisé a une concentration de 100nM. Pour
cela, les noyau aprés dépot dans la chambre d’imagerie ont été incubé durant 5 minutes en
présence du marqueur puis rincés par le solution de type intracellulaire décrite précédemment
avant mesure de la fluorescence en microscopie confocale.

Ce méme marqueur a été utilisé sur les neurones spinaux selon le méme protocole avec

ringage par de la solution extracellulaire.

3.4) Marquage par le DIOC,

Le DIOCs (Sigma, Aex= 484nm et Aem =501nm) est une molecule lipophile connue pour
marquer les membranes intracellulaires et particulierement le réticulum endoplasmique. J’ai
utilisé celui-ci a 1pg/ml pendant 7 min d’incubation sur les noyaux avant de rincer avec la

solution intracellulaire pour obtenir mes images en microscopie confocale.
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3.5) Marquage par le Mitotracker green

Le Mitotracker green (Molécular Probes, Aex= 490nm et Aem =516nm) est un marqueur
spécifique des mitochondries. Le marquage des ganglions observé en microscopie confocale
a ¢té obtenu en utilisant celui-ci a 200nM dans 1’eau de mer pendant 30 min d’incubation

avant de rincer a 1’eau de mer.

3.6) Imagerie calcique sur les novaux

Une partie des études a été réalisé en microscopie conventionnelle a fluorescence. Une grande
partie de mes expériences a été effectuée en microscopie confocale, en particulier pour 1’étude

. + ;.
des variations de Ca*" dans I’enveloppe nucléaire.

3.6.1) Principe de I’imagerie calcique

La technique d’imagerie calcique repose sur 1’utilisation de sondes fluorescentes qui se lient
2+ . .. . .
au Ca”. Cette technique permet d’observer les variations de concentration calcique
, . . , . 17 2+ r
nucléoplasmique ou luminale, en réponse aux divers messagers libérant du Ca”" des réserves

nucléaires.

3.6.1.1) L.’acquisition en microscopie champ large

L'appareillage est constitué d'un microscope droit Olympus reli¢ a une caméra CCD qui
permet de visualiser la fluorescence émise apres excitation de la sonde par une lampe Xénon.
La lumicre émise par la source traverse un filtre qui ne laisse passer que la longueur d’onde
souhaitée, et est réfléchie sur 1’échantillon par un miroir dichroique (fig 6(a) A et B). la
lumiére émise par la sonde excitée est transmise vers le filtre d’émission a travers le miroir
dichroique puis est détectée par la caméra CCD. Les images sont transmises a 1’ordinateur qui

traite les données a 1’aide du logiciel Axon Imaging Workbench (AIW).

3.6.1.2) L.’acquisition en microscopie confocale

Les expériences ont été réalisées sur un microscope confocal de type SP2 RS Leica inversé et
les données ont été analysées a l'aide du logiciel Leica confocal software 2.5. Lors de
I’acquisition en microscopie confocale, la préparation se trouve balayée par une raie laser de
longueur d’onde appropriée suite a sa réflexion par un miroir dichroique (fig 6(b)). Ainsi a
chaque instant une partie infime du spécimen est fortement illuminée. Les photons émis par le
fluorochrome sont détectés point par point avec un photomultiplicateur et I’image recomposée

point par point numériquement par un ordinateur. Un diaphragme est placé devant le
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photomultiplicateur et centré sur le foyer arriére de I’objectif. Ce diaphragme ne laisse pas
passer la lumicre parasite située hors du plan focal, mais uniquement la lumicre issue des
points de 1’échantillon situés dans le plan focal étudié. L’image ainsi obtenue correspond a un
plan de coordonnée Z dont I’épaisseur sera d’autant plus faible que 1’est le diamétre du

diaphragme.

3.6.1.3) Traitement des données

Les résultats de mes expériences concernant les variations de fluorescence au cours du temps
sont représentés sous forme de courbes normalisées. En abscisse figure le temps en seconde et
en ordonnée est représenté le rapport de fluorescence (F/Fy), avec F la fluorescence au temps t,

et Fy la fluorescence au temps t.

3.6.1.4) Chargement des différents compartiments nucléaires avec des sondes calciques

fluorescentes

Toutes les expériences d’imagerie sont réalisées a une température ambiante de 22+1°C, les
noyaux sont déposés sur le fond d’une chambre constituée d’une lamelle de verre recouverte
de polylysine (0,01%). Le volume est ajusté a 1ml avec la solution tampon qui sera utilisée
pendant les expériences. Différentes sondes ont été utilisées pour visualiser les variations de

concentration de Ca®" dans I’enveloppe et dans le nucléoplasme.

3.6.1.5) Imagerie calcique de ’enveloppe nucléaire

Pour I’observation des variations calciques dans I’enveloppe des noyaux d’aplysie et de
pancréas de souris, j’ai utilisées la sonde calcique Mag-Fluo-4 AM (Kd=22 uM). Le
groupement (AM) ou acétoxy-méthyl-ester est lipophile et permet ’entrée dans 1’espace
luminal de I’enveloppe. Une fois la sonde a ’intérieur, le groupement AM peut étre clivé par
les estérases endogeénes. Ceci confere a la sonde un caractére hydrosoluble permettant sa
séquestration dans la lumiere de I’enveloppe nucléaire. Ces deux sondes, préparées a 1 mM

dans le DMSO, sont ajoutées aux noyaux a une concentration finale de 30 uM.

Les noyaux de neurones d’aplysie sont incubés sur un lit de glace et a I’obscurité jusqu’a leur
utilisation au moins lh 30 aprés mise en présence de la sonde. Ceci permet, d’une part de
ralentir la détérioration des noyaux et, d’autre part, d’éviter la dégradation de la sonde
photosensible. De ’ATP (5 mM), est essentiel au chargement de 1’enveloppe nucléaire en

+ ;o . o . g g . . r . N4
Ca®". Dans ces expériences, jai utilisé le tampon intracellulaire, décrit précédemment,
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contenant 400 nM de Ca®" libre ce qui permet un remplissage des réserves nucléaires en
présence d’ATP. Apres lavage de la préparation par un systéme de perfusion adapté afin
d’enlever I’exces de sonde, de I’ATP est ajouté dans le milieu pour une concentration finale
de 5 mM. Les noyaux sont visualisés en fluorescence apres excitation de la sonde a 488 nm et

la fluorescence émise est recueillie a 520 nm.

Les noyaux des cellules pancréatiques de souris sont incubés pendant 1 heure a 37°C et a
I’obscurité en présence de Mag-Fluo-4 AM (30 uM) et d’ATP (5 mM) afin d’observer les
variations calciques dans 1’enveloppe. Aprés 1 heure, I’excés de sonde est lavé par une
centrifugation de 10 minutes a 800g. Les noyaux sont remis en suspension dans 500 pl de
tampon, intracellulaire 4 200 nM de Ca®" libre (comme décrit précédemment). Les noyaux
sont visualisés en fluorescence apres excitation de la sonde a 488 nm et la fluorescence émise

est recueillie a 525 nm.

3.6.1.6) Imagerie calcique nucléoplasmique

Pour I’observation des variations calciques dans le nucléoplasme des noyaux des neurones
d’aplysie, le Fluo4 Dextran, conjugué a une molécule de dextran de 10 kDa (Kd=2 uM) a été
utilisé. Ce groupement de haut poids moléculaire permet une séquestration nucléoplasmique
de la sonde. Celle-ci, préparée dans 1’eau a une concentration de 1 mM, est ajoutée aux
noyaux a une concentration finale de 20 uM. Les noyaux sont visualisés en fluorescence apres
excitation des sondes a 488 nm et la fluorescence émise est recueillie a 530 nm. Dans les
¢tudes avec la sonde Fluo4 dextran, j'ai utilis€ pendant mes expériences, une solution
intracellulaire 4 100 nM de Ca®" libre (KCI 450 mM ; K;HPO4 2 mM ; HEPES 50 mM ;
MgCl; 4 mM ; CaCl, 20uM, EGTA 50 uM ; pH 7,2 avec KOH 5N).

3.6.1.7) Imagerie calcique sur les neurones spinaux

Afin d’étudier les variation de la concentration de calcium cytosolique dans les neurones
spinaux ventraux, j’ai utilisé le fluo4 AM (Molecular Probes Kd =345 nM, Aex= 494nm et
Aem =516nm). Pour leur chargement, les cellules étaient incubées 30 min a 37°c en présence

de la sonde a la concentration de 10uM.
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4) Immunomarquages

4.1) Détection de ’ADP rvbosyl cyclase dans les ganglions nerveux d’Aplysie

Pour les marquages immunocytotochimiques, les ganglions aprés dissection ont été déposés
sur des lamelles puis fixé par du PFA 4% préparé dans de 1’eau de mer artificielle. La durée
de fixation est de 40 min.

Pour les stimulation, les neurones étaient dépolarises avant fixation par perfusion d’une
solution de KC1 110mM pendant 20 min.

Les conotoxines (CN VIIA et S VI B) ont été utilisées a SuM pendant 30 min en eau de mer
artificielle sans calcium. Les neurones ont ¢té¢ ensuite rincés par de 1’eau de mer normale
avant de subir la dépolarisation.

La nifedipine a ¢été utilisée a 10uM pendant 30 min avant la dépolarisation et le BAPTA-AM
a 50uM pendant 1heure.

Aprées stimulation et fixation les neurones ont été perméabilisés 10 min par une solution PBS/
BSA (4%)/ triton (0,5%). Apres ringage, les ganglions ont été incubés pendant 1 heure a
température ambiante dans une solution PBS/BSA4% pour une saturation des sites non
spécifiques. Puis, I’anticorps anti cyclase (fourni par HC Lee) dilué au 1/10°™ a 4°c était
appliqué toute la nuit a 4°c. Aprés ringage en PBS, I’anticorps secondaire, anti lapin couplé a
I’Alexa 488 (Aex = 495nm et Aem =519nm) de chez Molecular Probes a été ajouté a 6pg/ml
dans une solution PBS/BSA4% pendant lheure a température ambiante. Finalement, apres
rincage en PBS puis un dernier ringage en H;O, les lamelles ont €t¢ montées dans du

Vectaschiel Hardset contenant du DAPI (Vector).

4.2) Marquage de CD38 dans neurones spinaux embryonnaires

Les cellules ont été fixées par une solution extracellulaire contenant du PFA 4% pendant 15
min. Ensuite elles ont ét¢ perméabilisées 10 min par une solution PBS/ BSA (4%)/ triton
(0,5%). Apres ringage , les cellules ont été incubés pendant 1 heure a température ambiante
dans une solution PBS/BSA4% pour une saturation des sites non spécifiques. Puis, I’anticorps
anti CD38 (sigma) dilué au 1/10°™ 2 heures a température ambiante. Aprés ringage en PBS,
I’anticorps secondaire, anti chévre couplé a 1’Alexa 568 (Aex = 578nm et Aem =603nm de
chez molecular probes a été ajouté a 6pg/ml dans une solution PBS/BSA4% pendant lheure a
température ambiante. Finalement, apres ringage en PBS puis un dernier ringage en H>O, les

lamelles ont été montées dans du Vectaschiel Hardset contenant du DAPI (Vector).
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4.3) Marquage du facteur de transcription Isletl dans les neurones spinaux

embryonnaires

Le protocole ci-dessus a ¢été utilisé avec ’anticorps primaire anti Isletl (ref 40.2D6 de la
developmental studies Hybridoma Bank) incubé 2h a température ambiante. L’anticorps
secondaire utilisé est I’anti souris couplé a 1’Alexa 488 (Aex = 495nm et Aem =519nm,

molecular probes)

5) Dosage de la synthése du NAADP par ’ADPribosvl cyclase en HPLC

L’HPLC ou chromatographie en phase liquide a haute performance est une technique
d’analyse et de séparation de composés chimiques. Nous avons utilisé cette technique pour
mettre en évidence ’activité de synthése de NAADP par échange de base dans différents

tissus.

5.1) Principe de la technique

La chromatographie en phase liquide sur une colonne échangeuse d’ions repose sur la
fixation, puis 1’¢lution des composés testés par une colonne échangeuse d’ions. Cette colonne
contient une résine constituée de polymeres, qui est traversée par un ¢luant. Des ions sont
échangés entre la résine et I’¢luant selon la force acide ou basique de la résine, le pH de
I’¢luant, et les pKa (en particulier le pH isoélectrique) des composés a séparer.

Les oligonucléotides peuvent donc étre séparés en faisant varier le pH de ’¢luant.

5.2) Dispositif expérimental et analyse en HPLC

Nous avons utilis¢é une colonne échangeuse d’anions constituée de polyéthyléne imine
quaternaire (Poros HQ). L’éluant est constitué d’une solution aqueuse d’acide tri-
fluoroacétique (TFA) dont on fait varier la concentration.

Les composés a étudier sont injectés dans la colonne avec de ’eau. Comme on se trouve au
dessus du pH isoélectrique des dérivés nucléotidiques, ils sont chargés négativement et se
fixent par échange d’anions sur la résine de la colonne. Pour décrocher les composés, on
accroit la concentration de TFA dans I’éluant, jusqu’a atteindre le point isoélectrique du
composé. A ce moment 13, le composé change de charge et se décroche de la résine.

Une fois ¢€lués, les composés sont entrainés jusqu’a un détecteur UV qui mesure leur
absorbance. Les pics d’absorbance ainsi obtenus ont une surface proportionnelle a la
concentration du composé, et il est possible, a partir d’une courbe étalon, et en intégrant la

surface des pics, de déterminer la concentration de chaque molécule.

81



Nous utilisons un appareillage HPLC Beckman systéme Gold, piloté par le logiciel 32Karat.
Ce systéeme se compose d’une pompe, d’un injecteur automatique, et d’un détecteur UV, le
tout sous contréle d’un ordinateur. La pompe fournit un gradient de TFA qui va pouvoir
traverser la colonne échangeuse d’ions. Les échantillons sont injectés par [’injecteur
automatique, et en fin de chaine, le détecteur UV détecte le passage des composés élués.

Le logiciel 32Karat permet de déterminer les gradients, et de tracer des chromatogrammes a
partir des indications du détecteur UV.

Le gradient de TFA est produit par mélange du solvant A (eau distillée) et du solvant B
(solution de 1% TFA) avec un débit constant de 2 ml/min. Le gradient a TO est constitué de 0
% de solution B, puis la concentration de TFA est progressivement augmentée : il passe a 20
% de solvant B en 20 min, puis augmente encore a 32 % en 5 min, avant de revenir a 0 % en 3
min. Le volume d’échantillon injecté par I’injecteur automatique est de 30 pl, et le détecteur
UV mesure 1’absorbance a une longueur d’onde de 254 nm, avec une fréquence d’acquisition
de 1 Hertz.

Ce gradient nous a permis de séparer les composes en rapport avec la synthése de NAADP,
c’est a dire le NA et le NADP' (les substrats), et le NAADP et I’ADPribose Phosphate
(ADPrP) (les produits). La méthode est précise, puisque les temps d’¢lution des différents
composés sont séparés par au moins deux minutes, ce qui rend leur distinction et leur mesure
simple et précise (Figure 13). Pour mesurer les produits synthétisés, nous avons utilis¢ des
concentrations connues de NAADP et ADPrP. La surface des pics, obtenue par intégration,
est proportionnelle a la concentration du composé, et peut donc étre déterminée a partir d’une

courbe étalon.

5.3) Prélévement des tissus et protocole de dosage

Cette méthode de dosage par HPLC nous permet de quantifier I’activité de syntheése de
NAADP par la réaction d’échange de base. Je 1’ai utilisée sur des extraits de tissus nerveux
d’Aplysie.

Apres sacrifice de I’animal les ganglions sont prélevés selon le protocole décrit et
homogénéisés en présence d’une solution de composition (en mM) 140 KCI, 1,13 MgCl,, 1
EGTA, 10 HEPES; pH 7,2 ajusté par KOH dans un potter maintenu dans la glace.
L’homogénat ainsi obtenu subit un cycle de quatre congélations-décongelations dans de

I’azote liquide.
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On préleéve alors un échantillon de chaque homogénat pour réaliser le dosage des protéines
(cf. dosage des protéines dans les échantillons). Le reste de 1’homogénat est alors mis en
présence du substrat NA (7 mM), et d’HCI qui acidifie I’ensemble jusqu'a un pH de 4,5-5.

Les candidats agonistes ou modulateurs sont alors ajoutés et la réaction d’échange de base est
lancée par ajout du second substrat, le NADP (0,3 mM), et le tout est incubé température
ambiante.

A différents temps, la réaction enzymatique est arrétée par prélévement d’une fraction de
volume réactionnel et addition d’acide perchlorique froid a 10 % (1 Volume d’acide pour 1
volume d’échantillon). Les échantillons sont alors laissés 30 minutes avec 1’acide
perchlorique dans de la glace pour laisser les protéines précipiter.

Les échantillons sont alors centrifugés 2 minutes a 12000 rpm et a 4°C, et le surnageant est
collecté. Ce surnageant est alors neutralisé par ajout de K,CO; 3,5 M (environ 18 pl pour 180
ul de surnageant). Les tubes sont a nouveau centrifugés 15 minutes a 13000 rpm pour
précipiter les sels, et le surnageant collecté pour étre congelé ou directement injecté dans

I’HPLC.

5.4) Dosage des protéines dans les échantillons

La concentration de protéines des homogénats a été déterminée selon la méthode de Bradford
(Bradford, 1976). Pour cela, un réactif contenant 25 mg de bleu de Comassie, 12,5 ml
d’éthanol 95°, 25 ml d’acide ortho-phosphorique complété a 250 ml par de I’eau distillée est
mis a incuber 30 minutes avec les échantillons et une gamme de concentration connue (BSA).
L’absorbance des échantillons est alors mesurée au spectrométre a une longueur d’onde de
595 nm. La comparaison des valeurs lues avec celles de la gamme permet de déterminer la

concentration de protéines de la gamme.

6) Enregistrements electrophysiologiques par la technique de patch clamp

La technique du patch-clamp est une technique d’¢lectrophysiologie permettant
I’enregistrement de signaux électriques a partir de cellules ou de portions de membrane

(Hamill et al., 1981).

6.1) principe du patch clamp

Une microéléctrode en verre est appliquée contre la membrane de la cellule et une légére
succion lui permet de se coller contre celle ci. Ce scellement trés étroit correspond a la

configuration « cellule attachée », et la résistance électrique a la jonction pipette-membrane
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plasmique est de I'ordre du Giga-Ohm. Partant de cette configuration, on peut, par une
succion bréve, arracher la membrane située sous la microéléctrode, sans perdre le scellement,
et on passe ainsi en configuration « cellule entiére ». La configuration cellule entiére met en
continuit¢ la solution a l'intérieur de la microéléctrode (appelé milieu intracellulaire ou
intrapipette) avec le cytoplasme de la cellule, ce qui permet de mesurer des courants trans-

membranaires globaux résultant de 1’activité de I’ensemble des canaux membranaires activés.

6.2) Dispositif expérimental

Pour les expériences de patch clamp, les cellules sont patchées sous un microscope Leica D
MIRE2. Les courants enregistrés par la technique du patch clamp en configuration cellule
entiere sont amplifiés par un amplificateur Biologic RK-300.

En plus du microscope inversé, le dispositif expérimental comprend :

une table anti-vibrations et une cage de faraday

un systéme de perfusion pour la solution extracellulaire et les drogues ou agonistes

- une ¢lectrode de référence située dans la chambre de perfusion

- une microé¢léctrode de patch contenant la solution intracellulaire et un fil d’argent
chloruré et qui est déplacée a I’aide d’un micromanipulateur

- un amplificateur

- un filtre B cell a 2kHz

- un convertisseur analogique/numérique (Axon instruments)

- Un ordinateur disposant du logiciel d’acquisition Clampex 9 (Axon instruments)
Les microéléctrodes utilisées sont obtenues en étirant des capillaires de verre borosilicaté
(Clark) avec une étireuse horizontale Sutter P97 de Philippe, et ont une résistance de 4 Méga-

Ohms.

6.3) Protocole expérimental

Les cellules, cultivées sur des lamelles rondes dans des plaques 12 puits sont sorties de la
boite. La lamelle est collée sous une chambre d’incubation dans laquelle est perfusée la
solution extracellulaire, les agonistes et les agents pharmacologiques grace a un systéme de
perfusion par gravité et par une pompe péristaltique.

Une fois mises en place, la microéléctrode est approchée de la cellule a 1’aide du
micromanipulateur. Aprés étre passé en configuration cellule entiére, 1’enregistrement des

courants peut commencer.
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La solution intra pipette est composée 2 mM NaCl, 133 mM CsCl, 2 mM MgCl,, mM 0,5
EGTA, mM 10 HEPES, mM 4 ATP, pH 7,2 ajusté par KOH. On remarque que le KCI d’un
milieu intracellulaire classique a été remplacé par du CsCl qui permet de s’affranchir des
courants potassiques lors des enregistrements. Ce milieu intra-pipette a pu, selon les
expériences, contenir les messagers intracellulaires comme le NAADP, afin de les diffuser
dans les cellules.

Lors de mes expériences j’ai utilisé la méthode du potentiel imposé, qui permet de mesurer les
courants ioniques transitant a travers les canaux de la membrane plasmique. Pour
I’enregistrement des courant synaptiques des cellules, le protocole utilisé consiste a maintenir
simplement le potentiel membranaire a -60 mV. La valeur de -60 mV correspond au potentiel

transmembranaire de repos des neurones spinaux, mesuré au préalable.

7) RT PCR

Les ARN ont été extraits par du Tri Reagent (sigma) selon le protocole d’extraction fourni
avec le produit et les ARN stockés dans de 1’eau DEPC a -80°c.
Pour la réaction de reverse transcription, le kit Invitrogen « Cloned AMYV First-Strand cDNA
Synthesis Kit » a été utilisé¢ selon le protocole décrit 1a encore dans la notice.
Les primers utilisés pour la PCR sont les suivants :
Primer gauche : CGAAGGAGCTTCCAGTAACG
Primer droit : TCTACACGATGGGTGCTCAG
Pour éviter ’amplification d’ADN génomique contaminant éventuel, le primer gauche a été
choisi a cheval sur I’exon 6 et 7 du géne de CD38 de souris et le primer gauche dans I’exon 8.
Le produit ainsi obtenu est de 154 paires de bases.
Pour la PCR, la « Taq DNA Polymerase recombinant » de chez invitrogen a été utilisée et tout
les réactifs proviennent de chez invitrogen. Par tube de réaction, j’ai utilisé : 5 pul de cDNA,
1uM pour chaque primer, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, du tampon 10X dilué au
1/10éme et 2,5 U de Taq Polymérase.
L’appareil a PCR est un thermocycleur Ependorf sur lequel le programme suivant a été
utilisé :

- Smina9%4°c

- 35 cycles (45 sec a 94°c, 30 sec a 60°c, 1 min a 72°c)

- 10 mina 72°
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Article 1

The Ca*’-releasing messenger NAADP, a new player in the nervous system.
Stéphanie Bezin, Gilles Charpentier, Philippe Fossier and José M. Cancela

(J. Physiol. Paris)

Un nombre important de processus physiologiques est régulé par des signaux calciques d’une
grande diversité. Dans les cellules, I’augmentation de la concentration calcique cytosolique
dépend de I’entrée de calcium via des canaux membranaires mais aussi de la mobilisation du
calcium contenu dans les réserves intracellulaires. Le controle des réserves calciques est
assuré par une famille de second messagers comportant I’IPs, I’ ADP-ribose cyclique et 1’acide
nicotinique adenine dinucleotide phosphate (NAADP). Récemment, de nouveaux concepts
ont émergé. Le codage fin des signaux calciques au sein du cytoplasme et du noyau serait lié¢ a
la coopération des différents messagers produits en réponse a divers stimuli extracellulaires.
Dans cet article, nous présentons des résultats obtenus sur différentes préparations de noyaux
isolés, concernant la régulation de I’homéostasie calcique nucléaire par les second messagers
et insistons sur les avancées récentes concernant le signal calcique li¢é au NAADP dans les

neuroncs.
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Abstract

Many physiological processes are controlled by a great diversity of Ca>' signals. Within cell, Ca®" signals depend upon Ca”" entry
and/or Ca®" release from internal Ca®* stores. The control of Ca*"-store mobilization is ensured by a family of messengers comprising
inositol 1,4,5 trisphosphate, cyclic ADP-ribose and nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate (NAADP). From recent works, new
concepts have emerged where activation of the cells by outside stimuli, acting at the plasma membrane, results in the synthesis of multiple
Ca’"-releasing messengers which may interact and shape complex Ca>* signals in the cytosol as well as in the nucleus. This contribution
will cover the most recent advances on NAADP signalling with some emphasis on neurons.

© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Calcium is one of the most versatile and important
intracellular messengers in living cells and organisms. Phys-
iologists, cell biologists and biochemists have found that
Ca’* is involved in the control of numerous biological pro-
cesses (Berridge, 2005; Berridge et al., 2003; Knot et al.,
2005). For example, Ca®" is essential for egg fertilization,
synaptic plasticity, muscle cell contraction, gene expres-
sion, enzyme secretion and cell proliferation. Ca®" signals
are intracellular relays of triggering events, such as depo-
larisation, hormone or neurotransmitter stimulations, in
order to control cell functions (Berridge, 2005; Berridge
et al., 2003; Knot et al., 2005). Ca*" signals are not all-
or-none events; they vary greatly in amplitude, duration
and localization. How such specific Ca®" signals, and
thereby specific physiological responses, are generated is
an intense area of research (Bootman et al., 2002; Cancela,
2001). Some of the key events governing Ca”" signalling

* Corresponding author.
E-mail address.: cancela@nbcem.cnrs-gif.fr (J.-M. Cancela).

0928-4257/$ - see front matter © 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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are now elucidated. Cytosolic Ca”" signals can be gener-
ated by activation of Ca*" entry and/or by mobilization
of Ca?" from intracellular stores. At the level of plasma
membrane, Ca®" influx occurs through several types of
channels, such as voltage-gated channels, ligand-gated
channels and transient receptor potential ion channels
(Trp) (Bootman et al., 2002; Clapham, 2003; Parekh and
Putney, 2005; Verkhratsky, 2005). Interestingly, some Trp
channels are modulated by second messengers such as
TRPM2 activated by NAD", ADP-ribose (ADPR) and
cyclic ADP-ribose (cADPR) (Kolisek et al., 2005). Within
the cells, in addition to the endoplasmic reticulum (ER),
the store traditionally associated with messenger-mediated
Ca®" signalling, Ca*" is also stored in most organelles,
including the mitochondria, lysosomes, secretory granules,
Golgi apparatus and the nuclear envelope (Rizzuto et al.,
2004; Rudolf et al., 2003). Moreover, Ca’" release from
some of these stores can be triggered by intracellular sec-
ond messengers. The first molecule discovered to exhibit
such a property was inositol 1,4,5 trisphosphate (IP3)
(Berridge, 2005). Binding of IP; to intracellular receptors
(Bosanac et al., 2004), primarily found on the ER and
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nuclear envelope, activates Ca>" release. We now know
that in addition to IP;, other messengers participate in
the shaping of Ca®" signals (Berridge et al., 2003; Cancela,
2001; Cancela et al., 2003; Galione and Churchill, 2002;
Lee, 1997, 2005). The discovery of two other Ca*"-releas-
ing messengers: CADPR and nicotinic acid adenine dinucle-
otide phosphate (NAADP) helps our understanding of the
complexity of Ca®* signalling (Cancela et al., 2003; Gali-
one et al., 1991; Galione and Petersen, 2005; Lee, 1997,
2005). It is generally accepted that the receptor targeted
by physiological concentration of cADPR is known as
the ryanodine receptor (RyR), localized on the ER, nuclear
envelope and the secretory granules. RyR activation by
cADPR, either directly or via an accessory protein, results
in Ca”" release. IP; and ryanodine receptors are the main
intracellular Ca®>" permeable channels known today. They
share some common properties, amongst which is their sen-
sitivity to the cytosolic free Ca®" concentration, described
as the Ca”"-induced Ca?"-release (CICR) mechanism (Ber-
ridge et al., 2003). Even though, in the case of the IP;
receptor, the sensitivity to Ca®" requires the binding of
IP;. In the present review, we will focus on recent studies
on the Ca’'-releasing messenger NAADP, with some
new insight on its role in neurons.

1.1. NAADP a new potent and ubiquitous Ca’*-releasing
messenger

NAADP was initially discovered to evoke Ca*" release
in sea urchin eggs (Lee and Aarhus, 1995). The first demon-
stration of NAADP action in a mammalian tissue was pro-
vided in pancreatic acinar cells, in which NAADP was
shown to be essential for the Ca®" spiking evoked by the
hormone cholecystokinin (CCK) (Cancela et al., 1999).
This has proved to be an interesting model since the two
most important secretagogues controlling pancreatic acinar
cell functions, acetylcholine (ACh) and CCK, use different
combinations of second messengers. Thus, ACh action
requires IP; and cADPR receptors, whereas CCK requires
NAADP, cADPR and IP; receptors (Cancela, 2001; Canc-
ela et al., 1999, 2000, 2002; Yamasaki et al., 2005). Two
peculiarities of NAADP signalling are worth mentioning.
First, NAADP is one of the most potent Ca’"-releasing
messengers found so far, efficient in the nanomolar range
(Cancela et al., 2003; Galione and Petersen, 2005; Lee,
2005; Patel et al., 2001). The second property is the self-
desensitization of the putative NAADP receptor by
NAADP. The concentration of NAADP required to desen-
sitize the receptor varies with the cell model. For example,
in sea urchin eggs, sub-threshold NAADP concentrations
desensitize the receptor to further NAADP stimulation
(Genazzani et al., 1996; Lee, 2000), whereas in mammalian
cells, application of supra-threshold concentrations of
NAADP desensitizes the pathway to further NAADP stim-
ulation (see Fig. 1Aa and b) (Cancela et al., 2003, 1999;
Galione and Petersen, 2005; Masgrau et al., 2003; Patel
et al.,, 2001). In the absence of specific antagonists of

a NAADP 50 nM b NAADP 50 uM
T
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¢ NAADP 50 nM, 8-NH,-cADPR d NAADP 50 nM, Heparin

[
200 pal 200 pAl
A 2 min 2 min
NAADP NAADP NAADP

R e -

B control ryanodine ryanedine + heparin

Fig. 1. The pharmacology of NAADP-evoked calcium release depends on
the cellular model. (A) Patch-clamp recordings in isolated mouse
pancreatic acinar cells of Ca>" dependent CI~ currents, used as an index
of the cytosolic Ca>* variations. (a) Typical Ca>" spiking response evoked
by NAADP (50nM). (b) At 50 uM, a desensitizing concentration,
NAADP failed to evoke calcium release. (c and d) Added in the pipette,
intracellular 8-NH,-cADPR (a cADPR antagonist) or heparin, (an IP;R
antagonist), inhibit calcium release evoked by NAADP at 50 nM. The
traces are reproduced and modified from Cancela et al. (1999) (with
author’s permissions and with permission from Nature Publishing
Group). (B) In Aplysia, NAADP-induced relative increases in the
intracellular Ca®" concentration of the presynaptic neuron, monitored
with the fluorescent dye rhod-2. The effect of NAADP (10 uM final
concentration) was not blocked by bath application of ryanodine
(100 uM) or by combining bath application of ryanodine and injection
of heparin (final concentration 10-50 uM) into the presynaptic neuron.
The traces are reproduced and modified from Chameau et al. (2001) (with
the author’s permissions and with kind permission of Springer Science and
Business Media).

NAADP signalling, this property of the NAADP receptor
is thus far the best tool available to assess the role of
NAADP in cells. Indeed, this unique property was
exploited to provide the first evidence for a messenger role
for NAADP in pancreatic acinar cells (Cancela et al.,
1999).

A plethora of reports now exist indicating a role for
NAADP in Ca”" signalling. NAADP is a Ca®"-releasing
molecule in a diverse array of cell types, in plants as well
as in animals (Cancela et al., 2003; Galione and Petersen,
2005; Lee, 2005). Moreover, NAADP has been reported
to be involved in physiological processes (Cancela, 2001;
Lee, 2001). For example, NAADP plays a role in fertiliza-
tion in ascidian eggs (Albrieux et al., 1998) and in insulin
release in human PB-cells (Johnson and Misler, 2002). In
addition, the levels of endogenous NAADP have been
shown to increase in vivo after cell stimulation in some cell
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Fig. 2. cADPR and NAADP synthesis by ADP-ribosyl cyclase. NAADP and cADPR are synthesized by the same enzyme, ADP-ribosyl cyclase. The
differential production of each depends on the pH. (A) In neutral conditions, the enzyme preferentially synthesizes cCADPR by promoting a cyclization
reaction. (B) In acidic conditions, the cyclase mostly produces NAADP the result of a base-exchange reaction.

models. In the sea urchin, the activation of sperm after con-
tact with the egg jelly results in a 5-fold increase in
NAADP levels in the spermatozoa (Churchill et al.,
2003). Augmented NAADP levels were also reported in
pancreatic B-cells after glucose stimulation, in pancreatic
acinar cells after CCK stimulation and in smooth muscle
cells following exposure to endothelin (Kinnear et al.,
2004; Masgrau et al., 2003; Yamasaki et al., 2005). These
data show that, in response to triggering events, NAADP
is synthesized de novo, although the endogenous enzymes
involved have not yet been identified.

In the mammalian nervous system, the presence of spe-
cific NAADP binding sites was reported in the brain and
medulla, apparently in both neuronal and non-neuronal
cells (Patel et al., 2000). Nonetheless, the first studies
describing NAADP as an active messenger in neurons were
performed on the sea mollusk Aplysia californica and the
frog (see Fig. 1B) (Brailoiu et al., 2001; Chameau et al.,
2001). It was shown that presynaptic injections of NAADP
enhance the evoked release of ACh in the synaptic cleft of
an identified cholinergic synapse in the Aplysia nervous
buccal ganglion (Chameau et al., 2001). Similar data were
obtained in the frog neuromuscular junction (Brailoiu
et al., 2001). In the mammalian brain, NAADP releases
Ca®" from microsomes and is involved in the control of
neurite outgrowth in rat neocortical neurons (Bak et al.,
1999; Brailoiu et al., 2005). Interestingly, in mouse cultured
astrocytes and cerebellar neurons, extracellularly applied
NAADP evokes transient intracellular Ca®" increases
(Heidemann et al., 2005). However, thus far an increase
of NAADP endogenous level in neither neuronal nor glial
cells has been reported.

1.2. NAADP synthesis

NAADP and cADPR are the products of multifunc-
tional enzymes belonging to the cyclase family (Fig. 2).
Several of these enzymes have been purified and cloned,
such as the ectoenzymes CD38 and CDI157, the Aplysia
cyclase, the cyclases from the marine sponge Axinella
polypoides (Basile et al., 2005) and from the Platyhelmin-
thes Schistosoma mansoni (Goodrich et al., 2005). Three
classes of reactions may be catalyzed by the cyclases: cycli-
zation, hydrolysis and base-exchange (Lee et al., 2002).
These reactions depend on the pH; thus, at neutral or
alkaline pH, cyclization and hydrolysis are the preferred
reactions. Cyclization produces cADPR from B-NAD,
whereas hydrolysis of either B-NAD or cADPR yields
ADPR. The base-exchange reaction occurs preferentially
at acidic pH, producing NAADP from 3-NADP and nico-
tinic acid. To date, three enzymes of the cyclase family are
known to catalyze the base-exchange reaction and are
therefore capable of NAADP synthesis in vitro: a cyclase
found in Aplysia, the human surface antigen CD38 and a
NAD(P)" catabolizing enzyme expressed in the Platyhel-
minthes trematodes (Goodrich et al., 2005). To our knowl-
edge, there are no data yet indicating that CD157 could
synthesize NAADP.

The Aplysia cyclase was first discovered in the ovotestis
(Hellmich and Strumwasser, 1991; Lee and Aarhus, 1991).
This enzyme is a soluble protein of 29 kDa and was named
ADP-ribosyl cyclase (Lee and Aarhus, 1991). CD38 is a
membrane glycoprotein of 42 kDa, with a single transmem-
brane domain, extensively expressed on B- and T-lympho-
cytes, as well as on other cell types (Ferrero and Malavasi,
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2002). Studies have revealed that CD38 has an ADP-ribo-
syl cyclase activity (Howard et al., 1993). In mammals,
another enzyme has been shown to have a cyclase activity:
the surface antigen CD157 (BST-1) (Hirata et al., 1994).
This protein is a glycosylphosphatidylinositol-anchored
molecule mainly expressed on bone marrow stromal cells,
but has also been detected on other cell types (placenta,
lung, liver and kidney). Although they share about 30%
homology, the three purified enzymes : the Aplysia cyclase,
CD38 and CD157, display distinct features. In contrast to
the cytosolic Aplysia cyclase, the catalytic domain of both
CD38 and CD157 is exposed at the surface of the cells;
therefore enzymatic activity may produce messengers
extracellularly. Paradoxically, the known activity of these
messengers is intracellular, and the way they reach the
intracellular compartment is still being debated. However,
two mechanisms have been proposed: one requires mem-
brane transport through nucleotide transporters, the other
involves intracellular synthesis following endocytosis of
CD38 (Guida et al., 2002).

To date, CD38 has been regarded as the principal
cyclase in the brain, since no transcripts of CD157 have
been detected (Itoh et al., 1994; Kaisho et al., 1994). How-
ever, a recent study in brain from CD38 deficient mice
revealed an intracellular ADP-ribosyl cyclase activity inde-
pendent of CD38 and CD157, suggesting the existence of a
novel enzyme (Ceni et al., 2003). Therefore, the ADP-ribo-
syl cyclase activity found in the cytosol, mitochondria and
nucleus (Ferrero and Malavasi, 2002; Liang et al., 1999)
may result from the activity of different enzymes (Ceni
et al., 2003).

1.3. The NAADP receptor and selective activation
of Ca’* sources

Although the identity of the NAADP receptor is still a
matter of debate, since it has not yet been purified, bio-
chemical and physiological evidences support the existence
of a novel intracellular receptor (Galione and Ruas, 2005).
32P_.NAADP binding on sea urchin microsomes revealed a
specific binding site with a Ky-value of 10 nM (Genazzani
et al., 1996; Lee, 2000; Patel et al., 2001). In addition, the
recent solubilization of a receptor binding NAADP with
a high affinity revealed a protein of a substantially smaller
molecular weight than that of the subunit size of IP; recep-
tors (~300 kDa) and RyR (~560 kDa) (Berridge et al.,
2002). From the available data, the putative NAADP
receptor does not behave as a Ca®"-induced Ca”"-release
channel in sea urchin eggs (Ceni et al., 2003; Genazzani
et al., 1996). Besides data supporting the existence of a
NAADP receptor, electrophysiological experiments sup-
porting that NAADP may also activate the RyR directly
or through an accessory protein, have also been presented
(Hohenegger et al., 2002; Mojzisova et al., 2001). Impor-
tantly, the interaction of NAADP with the RyR does not
rule out the existence of a genuine NAADP receptor but
rather outlines the complexity of NAADP action.

In the majority of intact cell studies, NAADP has been
shown to evoke cytosolic Ca*" signals by mobilizing Ca>*
from its own Ca’" store, then this primary Ca®" release
acts as a trigger to further release Ca®>" from ryanodine-
and IPs-sensitive stores via CICR (Fig. 1Ac and d) (Canc-
ela et al., 1999, 2002; Galione and Petersen, 2005). The
identity of the organelle(s) directly targeted by NAADP
is currently the object of numerous studies. However, sev-
eral experimental data reveal that more than one NAADP-
sensitive Ca>" store could exist. Indeed, NAADP-sensitive
Ca*" stores can be physically separated from those mobi-
lized by IP; or cADPR, and NAADP can release Ca®"
from acidic, thapsigargin-insensitive Ca>" stores (Brailoiu
et al., 2003; Genazzani and Galione, 1996; Lee, 2000; Patel
et al., 2001). The organelles targeted by NAADP have been
suggested to be lysosomes in various cell types (sea urchin
eggs; smooth muscle cells; glial cells; mouse pancreatic aci-
nar cells) (Churchill et al., 2002; Heidemann et al., 2005;
Kinnear et al., 2004; Yamasaki et al., 2005) and identified
as insulin containing secretory granules in pancreatic f3-
cells (Mitchell et al., 2003). In addition to acidic organelles,
there are data showing that the NAADP Ca’' response
requires both Ca®" mobilization via RyRs and/or Ca®*
entry (Cancela et al., 2003; Galione and Petersen, 2005;
Lee, 2005). In pancreatic acinar cells, Ca®" increases acti-
vated by NAADP are shaped by release from different
sources: from the acidic stores (Yamasaki et al., 2004),
from the ER via RyR activation through CICR (Cancela
et al.,, 2002) and from the nuclear envelope, possibly
through direct activation of RyRs (Gerasimenko et al.,
2003). In T-lymphocytes, NAADP evokes initial sub cellu-
lar Ca** signals from ryanodine-sensitive stores amplified
by a massive Ca>" entry (Berg et al., 2000; Langhorst
et al., 2004). Similarly, in starfish oocytes, NAADP first
triggers a sub-membranous localized Ca*" response from
thapsigargin-, NAADP-, IP3;- and ryanodine-sensitive
stores, that is followed by a Ca”>" entry which generates
the fertilization Ca>" wave (Moccia et al., 2004). A simpler
model for NAADP action has emerged from studies on
neurons. In Aplysia nervous buccal ganglion, rat neocorti-
cal neurons and frog neuromuscular junction, NAADP
evokes cytosolic Ca®>" responses which are insensitive to
blockade of RyR and IP;R (see Fig. 1B) (Brailoiu et al.,
2005, 2001; Chameau et al., 2001). In rat cortical neurons,
NAADP releases Ca®* from an acidic store (Brailoiu et al.,
2005). The possibility that additional Ca*" stores could be
sensitive to NAADP in neurons, such as the nuclear enve-
lope, is under current investigation in our laboratory.

1.4. Homeostasis of nuclear Ca’* stores

Several studies have shown that cytosolic and nucleo-
plasmic Ca®" levels can be independently regulated.
Indeed, the presence of IP; and/or ryanodine receptors
on the inner nuclear membrane is well documented (Ade-
banjo et al., 1999; Cardenas et al., 2005; Gerasimenko
et al.,, 1995; Humbert et al., 1996; Khoo et al., 2000;
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Fig. 3. Single isolated nuclei from mouse pancreatic acinar cells and Aplysia neurons labelled with different fluorescent markers. (A) Transmitted light
picture of a single isolated nucleus of mouse pancreatic exocrine acinar cell. This nucleus was loaded with the membrane permeant calcium sensitive dye
MagFluo4 AM. The fluorescence ring corresponds to the nuclear envelope which is a calcium store. (B) Transmitted light image of a single isolated nucleus
from Aplysia neuron. This nucleus was labelled with the nucleic acid fluorescent marker SYTO 13 green. (C) Transmitted light image of another Aplysia
neuron nucleus, stained with the ER specific dye DiOCg. The thin fluorescent ring corresponds to the nuclear envelope.

Malviya et al., 1990). In addition, the enzymes responsible
for the synthesis of cCADPR and IP; (the surface antigen
ADP-ribosyl cyclase CD38 and phospholipase C, respec-
tively) have also been located on the inner nuclear
membrane (Adebanjo et al., 1999; Divecha et al., 1993;
Khoo et al., 2000). Finally, Ca®" release from isolated
nuclear preparations has been demonstrated in hepato-
cytes, oocytes, skeletal muscle and pancreatic acinar cells
(Adebanjo et al., 1999; Cardenas et al., 2005; Gerasimenko
et al., 2003, 1995; Khoo et al., 2000; Malviya and Rogue,
1998; Stehno-Bittel et al., 1995). Nuclear Ca*" signalling
is known to be essential for the control of gene transcrip-
tion, enzyme activation and nucleocytoplasmic transport
(Bustamante et al., 2000; Shahin et al., 2001). Thus, the
mechanisms involved in the control of nuclear Ca®"
homeostasis are an important area of research.

We have investigated the possible role of three intracel-
lular messengers, known to trigger Ca”" release from the
intracellular stores, IP3, cADPR and the most recent mes-
senger NAADP, on Ca®" homeostasis from isolated nuclei
of mouse pancreatic acinar cells and of Aplysia neurons

(Figs. 3 and 4). Emphasis was placed on the Aplysia model
since it presents several advantages. First, RT-PCR exper-
iments showed that the cyclase synthesizing cADPR and
NAADP is present in the neurons of the buccal ganglion
(Mothet et al., 1998) and that NAADP increases the
evoked neurotransmitter release at an identified cholinergic
synapse (Chameau et al., 2001). We also found that after
addition of the substrates (nicotinic acid and NADP) to
Aplysia neuron homogenates, NAADP production could
be detected by HPLC, thus confirming the existence of an
ADP-ribosyl cyclase activity in neuronal tissue (data not
shown). Second, several studies have demonstrated the cru-
cial role of Ca®" in the regulation of plasticity and in the
regulation of the transcription factor CREB (Pittenger
and Kandel, 2003). Third, the Aplysia neurons are giant
cells with large nuclei, which are easily isolated and per-
fectly adapted to high resolution imaging experiments
(Fig. 3B and C).

Ca’* concentration changes were monitored by confocal
microscopy in the nuclear envelope, using a permeant dye
(see Fig. 3A), as well as in the nucleoplasm, using a dye
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Fig. 4. Effect of ATP and second messengers’ application on the nuclear
envelope calcium concentration. (A) A single isolated nucleus of mouse
pancreatic exocrine acinar cell was loaded with the membrane permeant
calcium sensitive dye Fluo3 AM. Addition of ATP (2 mM) increases
the calcium concentration into the envelope, through an activation of
nuclear calcium ATPases. (B and C) The second messengers cADPR
(2 uM) and NAADP (500 nM) caused a Ca>' release from the isolated
nuclear envelope of the pancreatic acinar cell. The fluorescence is expressed
in arbitrary units and normalized with FO corresponding to the fluores-
cence value at the beginning of the experiment, F the fluorescence intensity
during the experiment and Fb the background fluorescence.

coupled to a high molecular weight molecule. Our unpub-
lished data indicate that addition of IP; cADPR and
NAADP induces a release of Ca®" from the envelope of
pancreatic acinar cells and neurons. As shown in Fig. 4
for pancreatic acinar cell isolated nuclei, Ca*" storage in
the nuclear envelope requires ATP (Fig. 4A) and the
Ca>" pumps involved are sensitive to thapsigargin (not
shown). Thus, the nuclear envelope is a calcium store sen-
sitive to several intracellular messengers (Fig. 4B and C).
These data raise the possibility that multiple mechanisms
control Ca®*-dependent nuclear functions. We know that
in some non-neuronal cells, NAADP interacts with IP;
and cADPR to generate complex Ca”" signals. Therefore,
it would be crucial to investigate such a possibility in the
control of nuclear Ca*" homeostasis in neurons.

To understand the physiological roles of NAADP sig-
nalling in neurons, several questions remain to be
resolved. We do not yet know which physiological stimuli
may control endogenous levels of NAADP in neurons.
The molecular nature of the NAADP receptor is not

elucidated and advance in this area will provide crucial
information. In the near future, it would be extremely
valuable to characterize the different Ca”" stores recruited
by NAADP, such as lysosomes, secretory granules, ER
and the nuclear envelope in neurons. One important con-
cept, which may emerge from the multiplicity of Ca®'-
releasing messengers, is that selective recruitment of a
Ca’" store by a specific messenger may select a specific
neuronal function. Finally, recruitment of multiple Ca*"
stores by combining different messengers may select other
specific neuronal functions. In this view, the identity of the
Ca®" stores activated would be crucial in the fine tuning of
neuronal functions.
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Article 2

Nucleoplasmic reticulum is not essential in nuclear calcium signalling

mediated by cyclic ADP ribose in primary neurons
S Bezin, P Fossier and J-M Cancela

(soumis)

L’augmentation de la concentration calcique dans le compartiment nucléaire est un élément
essentiel pour activer I’expression de certains genes. Certaines études sur les cellules intactes
se focalisant sur le compartiment nucléaire on rapporté 1’existence d’une structure
correspondant a des invaginations de I’enveloppe nucléaire que les auteurs ont dénommée
«réticulum nucléoplasmique». Les auteurs attribuent au « réticulum nucléoplasmique » un
role important dans la régulation du calcium nucléaire. Ces études ont été effectuées sur des
lignées cellulaires cancéreuses telles que les cellules Hela, les 3T3, les SKHepl, les cellules
de Gliome C6 et dans la lignée de cellules myoblastiques C2C12. L’observation de noyaux
isolés de neurones d’aplysie primaires en microscopie confocale couplée a I'utilisation de
marqueurs fluorescents, montre que ces derniers ne contiennent pas de réticulum
nucléoplasmique. De plus, I’observation des noyaux en microscopie €lectronique n’a pas
révélé non plus la présence d’une telle structure. Finalement, avec des sondes fluorescentes
sensibles au calcium, j’ai observé que I’ADP ribose cyclique active le récepteur a la ryanodine
situé sur I’enveloppe nucléaire et mobilise le calcium stocké dans I’enveloppe. Parallélement,
les noyaux isolés générent des signaux calciques nucléoplasmiques en réponse 1’ ADP ribose
cyclique. Nos données montrent donc que le réticulum nucléoplasmique n’est pas essentiel a
la régulation de ’homéostasie calcique nucléoplasmique puisqu’un signal calcique a pu étre
généré. Ainsi, il sera important de déterminer dans le futur si la présence ou 1’absence d’un

réticulum nucléoplasmique peut étre reliée a une fonction cellulaire ou nucléaire spécifique.

96



Nucleoplasmic reticulum is not essential in nuclear
calcium signalling mediated by cyclic ADPribose in

primary neurons

S Bezin, P Fossier and J-M Cancela”
Laboratoire de Neurobiologie cellulaire et moléculaire, CNRS, UPR 9040, 1 avenue de la

terrasse, 91198 Gif-sur-Yvette Cedex, France.

" To whom correspondence should be addressed.
jose.cancela@nbem.cnrs-gif. fr
Tel: +33 (0)1 69 82 41 69

Fax : +33 (0)1 69 82 41 41

97



Abstract

Nuclear calcium regulation is essential for regulating nuclear process like gene
expression. Recent studies mostly performed on immortalized or transformed cell lines
reported the presence of a nucleoplasmic reticulum (NR). It has been suggested that NR
acts as a storage organelle having an important role in nuclear Ca’ signalling. However
whether NR is present and necessary in primary neurons for generation of nuclear Ca’
signalling have never been investigated. Here we show by confocal microscopy and by
electronic microscopy that nuclei in intact neurons or isolated nuclei are not endowed
with NR. Finally, our experiments performed on isolated nuclei from Aplysia giant
neurons show that the nuclear envelope acts as a functional Ca’" store which can be
mobilized by the second messenger cyclic ADPribose (cADPR) to elicit a nucleoplasmic
Ca®" elevation. Our study provides evidence that nuclear Ca** signals could be

independent of the presence of NR in neurons.
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Introduction

In neuron, nuclear Ca®" regulation is involved in numerous physiological processes
such as gene expression modulation or neuronal plasticity. The nucleus autonomy for the
control of nucleoplasmic Ca®" signals is still a controversial issue. The nuclear compartment
is delimited by a double membrane and several studies showed that the outer and inner
membranes are endowed with all the necessary machinery to generate a Ca®" signal [1]. For
example, recent studies performed on isolated nuclei from non neuronal cells showed that
nucleoplasmic Ca”" transient can be evoked by mobilisation of Ca®" from the envelope by
three second messengers, namely IP;, cADPR and more recently by NAADP [1-3]. Most of
these studies suggested the presence of IP; and ryanodine receptors at the inner face of the
nuclear envelop such as in Purkinje neuron, where patch-clamp recordings showed that the
inner nuclear membrane possess functional IP; receptors [1, 4]. However in parallel,
experiments on intact cells have recently showed the presence in many cell lines of a nuclear
tubular structure named “nucleoplasmic reticulum” (NR) consisting in nucleoplasmic
invaginations of the endoplasmic reticulum (ER) and of the nuclear envelope (NE) [1, 5-10].
This structure has been suggested to have a key role in the regulation of Ca*” homeostasis and
to constitute the Ca>" storage organelle recruited to evoke a nucleoplasmic Ca*" signal in
response to second messengers [1, 6, 8-10].

In order to investigate the possible existence of such a structure in neuronal nuclear
Ca®" signalling, we looked at nuclei from intact neurons and at freshly isolated nuclei from
Aplysia neurons. We use electronic microscopy, confocal and conventional microscopy
coupled to endoplasmic reticulum marker and fluorescent sensitive Ca®" dyes to visualise
nuclear Ca>" store. In our study, we have never observed any structure resembling to any
invagination of the ER and of the NE deep within the nucleus as described above. Finally, we
have assessed the ability of the isolated nuclei from primary neurons to generate nuclear Ca”"
signals. Here we show that cADPR, an endogenous modulator of the ryanodine receptors

evoked nucleoplasmic Ca®" rise by mobilising Ca®* from the nuclear envelope.

Material and methods
Isolated nuclei preparation

Experiments were done on nuclei isolated from ganglia of adult Aplysia californica.
The connective tissue packing the neurons was removed with fine forceps. Then the neurons

were gently broken in a homogeneiser to extract the nuclei. The nuclei isolated were
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suspended into an intracellular buffer (KCl 450 mM ; K,HPO4 2 mM ; HEPES 50 mM ;
MgCl; 4 mM ; CaCl,/EGTA (depending of the experiments); pH 7.2 adjusted with SN KOH.
Confocal imaging

Nuclei preparations were incubated with different fluorescent Ca®" probes. For the
experiments performed on the nuclear envelope, Mag Fluo4 AM was used (Aex = 494 nm and
Aem =516 nm) (Kd=22 pM). The free Ca’" concentration of the intracellular medium was
buffered to 400 nM using 1.4 mM Ca®" and 2 mM EGTA. Nuclei were loaded by incubation
with 30 uM Mag-Fluo4 AM and 5 mM ATP for 1 hr in the intracellular medium.

To measure Ca’" changes in the nucleoplasmic space, we loaded the nuclei with
Calcium Green dextran 70 kDa (Aex= 494 nm and Aem =516 nm) (Kd = 90nM) at a
concentration of 20 uM together with 3 mM ATP for 1 hr. The intracellular medium was
buffered to a free Ca*" concentration of 100 nM. Ca®" changes in the lumen of the nuclear
envelope and nucleoplasmic Ca® levels were measured using an inverted Leica SP2 RS
confocal microscope (obj X40, X20) and the data analysed with a 2.5 Leica confocal
software. Some of the experiments were also performed using an up-right Olympus
microscope (obj X40) coupled with a CCD camera and a xenon lamp. Images were analysed
with the Axon Imaging Workbench software. Ca®" concentration changes are expressed in
fluorescence ratio as f/f; (fluorescence/fluorescence at the beginning of the experiment).

To visualise DNA in Aplysia ganglia and in isolated nuclei, we used the cell-permeant nucleic
acid marker, SYTO 13 Green from Molecular Probes at a concentration of 5 uM (Aex=
488nm and Aem =509 nm). Staining of the nuclear envelop was performed with DIOC¢ (from
Sigma, Aex= 484 nm and Aem =501 nm). The staining was done using 1.75 uM DIOCs for 7

min.

Results

To visualise the nuclei from the Aplysia nervous ganglia, we have removed the conjonctive
tissue packing them and then the nuclei were stained with a nucleic acid probe SYTO 13
Green. We have observed that the nuclei occupy most of the soma without any evidence for
cytoplasmic invagination within the nuclei (Fig 1.A.a). Visualisation by optical microscopy
of thin sections of intact cells stained with toluidin blue revealed a uniform nucleus with no

evidence for any invagination of the ER or the NE within the nucleus (Fig 1.A.b).

100



We have then decided to look at isolated nuclei from Aplysia neurons. Following the
isolation procedure, the nuclei were stained with a nucleic acid marker (SYTO 13 green, 1
uM). The staining was homogenously distributed in the nucleoplasm (Fig 1.B).

Studies performed on cell lines, which have reported intranuclear invaginations of the
envelope also called NR, used DiOCq. This marker is a lipophilic dye that stains intracellular
membranes, such as reticulum endoplasmic [7, 9]. We used DiOCg to look at the possible
existence of such reticulum network in the nucleoplasm. Labelling of isolated Aplysia nuclei
with DiOCg (1.75 pM) was bright, continuous and restricted to the ring formed by the nuclear
envelope (n=8) (Fig 1.C). No NR within the nucleoplasm was observed in our preparations.
We have further examined our isolated nuclei by electronic microscopy (Fig 1.D). Electron
micrographs confirmed that our nuclei were free from any endoplasmic reticulum
contamination and have no tubular structures appearing in the transversal sections of the
nuclei such as the one observed in the cell lines studied [7, 9].

We next have investigated whether the nuclear envelope of nuclei showing no NR
could act as functional Ca®" stores sensitive to the second messenger cADPR. Nuclei of the
Aplysia neurons were isolated and the luminal Ca®" content of the nuclear envelope was
measured using Mag-Fluo-4 AM a Ca**-sensitive dye of low affinity (Fig 2.A). The NR has
been qualified of a Ca®" storage organelle in regard to its ability to be loaded by fluorescent
sensitive Ca’" dyes and it’s potential role in the generation of nuclear Ca’" elevation [6]. In
our preparation, the labelling pattern was similar to the one observed with DiOCg, confirming
again the absence of NR. Fluorimetric Ca*" measurements using confocal microscopy showed
that the Ca”" content in the nuclear lumen of the envelope decreased after addition of cADPR
(5 uM) (Fig 2.B) (n=3). The same decrease was observed with caffeine stimulation at 10 mM
(Fig 2.C), a well known modulator of ryanodine receptors. After application of ryanodine at
500 puM, the responsiveness of the nuclei to caffeine and cADPR was mostly abolished
(n=3/3) (Fig 2.D and E). Finally, we have loaded the nucleoplasm of isolated nuclei with the
Ca”" sensitive probe Calcium Green dextran conjugated 70 kDa (Fig 2.F). In our experiment,
the nucleoplasm was loaded homogeneously with no apparent invagination of the nuclear
envelope. Short application of cADPR at 5 pM elicited a transient nucleoplasmic Ca" rise

(Fig 2.G).

Discussion
Our study performed on isolated neuronal nuclei provides fresh evidence for the neuronal

nucleus as a fully functional Ca®" store. Previous results on Purkinje cell nuclei suggested the
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presence on the inner nuclear membrane of functional IP; receptors [4]. Here we bring
pharmacological evidences suggesting that the neuronal nuclear membrane is endowed with
functional ryanodine receptors activated by the Ca*" releasing messenger cADPR. This
messenger is produced by ADP ribosyl cyclase which has been first discovered in Aplysia
ovotestis and present in Aplysia neurons [11, 12]. Our data are in agreement with previous
reports obtained from isolated nuclei from hepatocytes and pancreatic acinar cells [1-3, 13,
14]. In neurons, nucleoplasmic Ca>" elevation is of particular interest in regard to the
importance of nuclear Ca®" signal for regulating the activity of some transcription factor like
CREB or DREAM [1, 15]. In overall our data contrast with those obtained from cells lines
such Hela, Glioma C6 cells, C2C12 or SKHepl where a NR has been described as a storage
Ca®" organelle which could have a significant role in nuclear Ca*” homeostasis regulation [6,
7, 9, 10]. Other experiments on freshly isolated nuclei from primary hepatocytes or primary
pancreatic acinars cells did not mention neither the presence nor the absence of NR [3, 13].
Our study brings rather evidence for the nucleus autonomy with the main role played by the
nuclear envelope without requirement for a NR at least in primary neurons. Although our data
clearly showed that NR is not essential for nuclear Ca** signalling, it will be nevertheless very
important in a near future to look at whether the presence of the NR structure could be a

dynamic process related to a specific cellular or nuclear function.
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Legends

Fig.1. Images of intact Aplysia neurons and isolated nuclei labelled with different
markers

Labelling of an A4plysia giant neuron (Aa) with the nucleic acid marker SYTO 13 green
(1uM). Semi-thin section of a neuron stained with toluidin blue observed by optical
microscopy (Ab). Nucleic acids of isolated nuclei were labelled with SYTO 13 green and the
nuclear envelope with the endoplasmic reticulum marker DiOCgs (B and C). Electron

micrograph of an isolated neuronal nucleus (D).

Fig.2. Effect of cADPR and caffeine on isolated nuclei

Fluorescence image of the nuclear envelope after incubation with Mag-fluo-4AM (30uM)
(A). The fluorescent ring corresponds to the Ca®" sensitive probe Mag-Fluo-4 sequestered in
the lumen of the nuclear envelope. On nuclei loaded with Mag-fluo-4AM, cADPR (5uM)
depletes the envelope Ca®" content (B). Caffeine, another agonist of ryanodine receptors (10
mM) promotes a decrease in the nuclear envelope Ca®>" concentration (C). The cADPR and
caffeine evoked Ca”" release are abolished by ryanodine (500uM) (D and E). Nucleoplasms
of isolated Aplysia neuron nuclei were loaded with the Ca”" sensitive calcium Green dextran
(F). Applications of cADPR (5 puM) (G) produce a transient increase of the Ca"

concentration in the nucleoplasm.
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Article 3

Regulation of nuclear Ca2+ signalling by translocation of the Ca2+
messenger synthesizing enzyme ADP-ribosyl cyclase during neuronal

depolarization
S Bezin, G Charpentier, HC Lee, G Baux, P Fossier and J-M Cancela

(soumis)

Dans les neurones, de nombreuses fonctions cellulaires sont régulées par le calcium. La
spécificité des réponses dépend de I’amplitude, de la fréquence et de la localisation du signal
calcique. L augmentation de la concentration calcique au sein du noyau est nécessaire pour
I’expression de nombreux geénes. Cependant, les mécanismes impliqués dans le controle de
I’homéostasie calcique nucléaire, tel que le role des second messagers dans la mobilisation du
calcium nucléaire, sont encore mal connus. L’ ADP ribosyl cyclase est un enzyme a 1’origine
de la synthese de deux second messagers libérant du calcium : le cyclic ADP-ribose (CADPR)
et I’acide nicotinique adénine dinucléotide phosphate (NAADP). Dans un premier temps,
nous avons montré que suite a la dépolarisation des neurones de ganglions nerveux d’aplysie,
il se produit une translocation de 1’ADP ribosyl cyclase du cytoplasme vers le noyau. Cette
translocation est dépendante de I’entrée de calcium par les canaux voltage dépendants de type
L. Sur une préparation de noyaux isolés de neurones, nous avons ensuite observé que les
second messagers : inositol 1,4,5 trisphosphate (IP;), cADPR et NAADP, libéraient du
calcium de I’enveloppe nucléaire vers le nucléoplasme en générant des oscillations calciques
spécifiques aux messagers. De plus, nous avons effectué une étude pharmacologique qui
montre que le NAADP active son propre récepteur. Ce dernier coopére avec les récepteurs a
la ryanodine et a I’IP; pour produire le signal calcique nucléoplasmique. Nos données nous
ont donc permis de proposer un nouveau un modele selon lequel la translocation de la cyclase

dans le noyau ainsi que la coopération intranucléaire des récepteurs canaux libérant du
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calcium sont des éléments importants pour la régulation fine de la concentration calcique dans

le noyau des neurones.
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In neurons, voltage-gated Ca’" channels and nuclear Ca** signalling play a key role in
the regulation of gene expression. However, the link between electrical activity and
biochemical cascades activation involved in the generation of the nuclear Ca™ signalling
is poorly understood. Here we show that depolarization of Aplysia neurons induces the
translocation of ADP-ribosyl cyclase, a Ca’ messenger synthesizing enzyme, from the
cytosol into the nucleus. The translocation is dependent on Ca®" influx through mainly
the voltage dependent L-type Ca’" channels. We report also that specific nucleoplasmic
Ca® signals can be induced by three different calcium messengers, cyclic ADP-ribose
(cADPR), nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate (NAADP), both produced by
the ADP-ribosyl cyclase, and inositol 1,4,5 trisphosphate (IP;). Moreover, our
pharmacological data show that NAADP acts on its own receptor, which cooperates with
the IP3;- and the ryanodine- receptors to generate nucleoplasmic Ca®" oscillations. We
propose a new model where voltage dependent L-type Ca”" channels-induced nuclear
translocation of the cytosolic cyclase is a crucial step in the fine tuning of nuclear Ca*™*

signals in neurons.
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Introduction

Ca” is one of the most important intracellular messengers in living cells and is involved in
many cellular functions such as egg fertilization, synaptic plasticity, muscle cell contraction,
gene expression, enzyme secretion and cell proliferation (Berridge et al., 2003; Carrion et al.,
1999; Knot et al., 2005; Ledo et al., 2002; Parekh and Putney, 2005). Ca*’ signals are not all-
or-none events; they vary greatly in amplitude, duration and localization (Berridge et al.,
2003; Cancela, 2001). In neurons, Ca*"-dependent regulation of gene expression has been
mostly investigated in regard to Ca®" entry through voltage-dependent L type Ca®" channels
and NMDA receptors (Gomez-Ospina et al., 2006; Hawkins et al., 2006). Although Ca*"
signalling in the nucleus has been shown to be a key element in the regulation of numerous
neuronal functions such as gene transcription and synaptic plasticity, the mechanism involved
in its generation remains largely unexplored (Berridge et al., 2003; Hong et al., 2005;
Verkhratsky, 2005).

Nucleoplasmic Ca*" changes can result either from passive diffusion through the nuclear pore
following cytosolic Ca’" increases or from mobilization of Ca®' sequestered into the nuclear
envelope by various intracellular messengers (Alonso et al., 2006; Gerasimenko et al., 2003).
In the latter process, cytosolic and nucleoplasmic Ca*" can be independently regulated
(Alonso et al., 2006; Chamero et al., 2002; Leite et al., 2003). The differential control of the
cytosolic and nuclear Ca®" involves, in principle, several factors including cytosolic Ca**
buffering and Ca*" sequestration by the endoplasmic reticulum and the mitochondria (Alonso
et al., 2006; Chamero et al., 2002; Gomes et al., 2006; Leite et al., 2003; Park et al., 2001;
Rizzuto and Pozzan, 2006). The nucleus is equipped with all the necessary machinery for
generating nuclear Ca®" signalling, including Ca®" pumps and release channels (Alonso et al.,
2006). Several groups have identified functional inositol 1,4,5 trisphosphate (IP;) and/or

ryanodine receptors in the inner membrane of the nuclear envelope (Adebanjo et al., 1999;
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Cardenas et al., 2005; Gerasimenko et al., 1995; Khoo et al., 2000; Malviya et al., 1990) or in
the outer membrane of the contagious nucleoplasmic reticulum (Echevarria et al., 2003;
Marius et al., 20006).

NAADP and cADPR, two Ca’" releasing messengers are produced by multifunctional
enzymes of the ADP-ribosyl cyclase family (Aarhus et al., 1995; Howard et al., 1993; Lee and
Aarhus, 1991). Several of these enzymes have been purified and cloned, including the
ectoenzymes CD38 and CD157, and a soluble cyclase from the sea mollusk Aplysia (Lee and
Aarhus, 1991). The surface antigen CD38 has been mostly found at the plasma membrane
with the catalytic site exposed to the extracellular space (Malavasi et al., 2006). To solve this
topological paradox, several authors have proposed that CD38 could generate the synthesis of
extracellular cADPR which then may enter into the cell interior possibly through nucleoside
transporters (De Flora et al., 2004). In addition intracellular locations of CD38 have been
reported such as in nucleus where no links with physiological stimuli were reported and no
evidence for a nuclear role for NAADP (Adebanjo et al., 1999; Khoo et al., 2000). The
synthesis of NAADP through the base-exchange reaction by this enzyme requires exclusive
acidic conditions. In the case of the Aplysia cyclase, although the base-exchange reaction
depends critically on the pH, it appears that NAADP synthesis is possible at more neutral pH
(Aarhus et al., 1995). In mammals, additional enzymes exist and CD38 may not be regarded
as the principal cyclase (Ceni et al., 2003; Lee, 2005; Walseth, 2005). For example, a novel
ADP-ribosyl cyclase for cADPR synthesis has recently been detected in the brain (Ceni et al.,
2003) and one for NAADP synthesis in myometrial cells (Soares et al., 2007). Recently a
soluble form has been purified in sea urchin (Churamani et al., 2007). Clearly, our
understanding of the physiological role of the expanding ADPribosyl cyclase family remains
poor and the cyclase from Aplysia remains the only prototypical form for the soluble enzyme

characterized in neurons so far.
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Pioneering work on the Neurobiology of learning has been performed on Aplysia californica.
For example, It has been found that synaptic potentiation at sensory-motor neuron synapses
require Ca”" entry through L type Ca®" channels and/or Ca*" mobilisation from intracellular
stores sensitive to IP; and ryanodine depending of the potentiation type (Antonov et al., 2003;
Barco et al., 2006; Hawkins et al., 2006; Jin and Hawkins, 2003). Our previous studies have
shown that the soluble ADP-ribosyl cyclase is not only present in the neurons of the Aplysia
buccal ganglion, but that its product cADPR, an endogenous modulator of the ryanodine
receptors, can enhance the evoked-synaptic transmission (Mothet et al., 1998). More recently,
we showed that NAADP, the other product of the cyclase, can increase neurotransmitter
release at well identified cholinergic synapses (Chameau et al., 2001). To further delineate the
Ca*' signalling pathway mediated by the Aplysia cyclase, we looked at its distribution in the
Aplysia nervous system which has not been characterized.

In this study, we have revealed for the first time that in resting conditions, the soluble Aplysia
ADPribosyl cyclase is localized in the cytosol of the soma of neurons. Importantly, we have
found that depolarization of Ap/ysia neurons induces the translocation of ADP-ribosyl cyclase
from the cytosol into the nucleus. The translocation is dependent on Ca®" influx through the
voltage dependent L-type Ca’" channels. We also show that the neuronal nucleus is a Ca**
stores which could generate specific nucleoplasmic Ca®" signals in response to three different
calcium messengers, cCADPR, NAADP, both produced by the ADP-ribosyl cyclase, and IPs.
Finally, we propose that the translocation of the Ca®" signalling enzyme to nucleus following
neuronal depolarisation may provide a new link between the electrical activity and the

. . . + . .
biochemical cascades leading to nuclear Ca*" signals generation.

Results

Localization of the Aplysia cyclase in intact nervous ganglia
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The Aplysia cyclase was first discovered in the ovotestis (Hellmich and Strumwasser, 1991;
Lee and Aarhus, 1991), but its distribution in the nervous system of Aplysia has not been
characterized. Typical Aplysia neurons contain a large nucleus surrounded by a thin
cytoplasm (Fig 1A). The localization of the enzyme was revealed by confocal microscopy
using a specific antibody raised against the cyclase (Munshi et al., 1999). In resting
conditions, the cyclase was almost exclusively localized in the thin cytosol surrounding the
nucleus of the soma (Fig 1B, n= 75/81). To investigate whether the cyclase distribution could
change during neuronal activities, the neurons were depolarized for 20 min by the addition of
110 mM KCI. Under this condition, the nuclear localization of the enzyme was dramatically
enhanced (Fig 1C, n=35/42). This depolarization-induced translocation of the cyclase was
prevented by prior incubation of the ganglia with the Ca*" chelator BAPTA-AM (50 uM, 30
min, n=28/29) (Fig 2A). Extracellular addition of the L-type Ca>" channel inhibitor
(nifedipine 10 pM, sigma, n=33/33) likewise prevented the translocation (Fig 2B). In contrast,
extracellular application of m-conotoxins (CN VIIA and S VI B, 5 uM), which block the N-
and P-type Ca®" channels, did not affect the depolarization-induced translocation of the
cyclase (Fig 2C, n=15/20). These data indicate the translocation of the cyclase to the nucleus
is a Ca®"-dependent process triggered by Ca’" entry through the L-type voltage-dependent

channels, which, in turn, are activated by membrane depolarization.

The nuclear envelope is a Ca’” store sensitive to intracellular Ca’* releasing messengers

Cytosolic Ca*" buffering by the endoplasmic reticulum and the mitochondria (Rizzuto and
Pozzan, 2006) could insulate the nucleus (Park et al., 2001). Although it is poorly known in
neurons, the nucleus could be autonomous by mobilization of Ca®" sequestered into the
nuclear envelope. To test whether the nuclear Ca®" stores are responsive to cADPR and
NAADP, the two Ca®" messengers produced by the Aplysia cyclase, the large nuclei of the

Aplysia neurons were isolated. The luminal Ca*" of the nuclear envelope was measured by
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loading Mag-Fluo-4 (30 uM) into the lumen, using a membrane permeant AM-form of the
Ca” -sensitive dye of low affinity (Fig 3A). Fluorimetric measurements using confocal
microscopy showed that the Ca*" content in the luminal space increased following the
addition of ATP (5 mM) (Fig 3B) (n=3). More importantly, addition of the second
messengers IP; (5 to 10 uM; n= 8) or cADPR (5 to 10 uM; n= 8) (Fig 3C, D) likewise
decreased the Ca*" concentration in the nuclear envelope, indicating that it is a fully
functional Ca®" store.

NAADP is known to produce biphasic response, releasing Ca®" from the sensitive stores
at low concentrations while desensitizing its own receptor at high concentrations (Cancela et
al., 1999). Various NAADP concentrations, ranging from 10 nM to 100 uM, were thus tested
on the isolated nuclei (Fig 3E, F, G). With NAADP in the nanomolar range (10 to 500 nM),
all nuclei examined responded with decreases in Ca”" contents (n=3 for each concentration)
(Fig 3E, F). In stark contrast, at 1 and 10 uM, NAADP failed to evoke a Ca*' response in 2
out of 3 nuclei tested for each concentration and at 100 uM NAADP, 5 out of 6 nuclei,
showed no response (Fig 3G). Finally, if the nuclear Ca*" stores were first depleted by
thapsigargin (5 pM), a widely used inhibitor of the sarco(endoplasmic) Ca®* ATPase
(SERCA), neither IP; nor NAADP could release any more Ca’’, indicating that both
messengers release Ca”" from the same thapsigargin-sensitive stores (Fig 3H, n=8, n=10,

respectively).

To determine whether the Ca*" release from the nuclear envelope would result in an
increase of Ca’" in the nucleoplasm, a fluorescent Ca®" probe, Fluo-4 dextran (10 kDa, 20
uM) was loaded into the nucleoplasm (Fig 4A). Addition of IP; (10 uM; n= 21), cADPR (5
uM; n= 14) or NAADP (500 nM; n= 37) at the optimal concentrations determined above,

indeed evoked a modest (sup data Fig A) but significant increase of the nucleoplasmic Ca*"

116



concentration (Fig 4B, C, D). In many nuclei, intra-nuclear Ca>" oscillations were observed
following the application of the second messengers (Fig 4B, C, D). In 64% of the investigated
nuclei, NAADP evoked 0.7 + 0.06 oscillations/min for 1340 + 140 s (n=18/28), whereas 1P;
evoked 1.1 + 0.14 oscillations/min for 1300 £ 150 s in 55 % of the nuclei (n=5/9). The
difference in the mean frequency evoked by IP; and by NAADP was statistically significant
(P = 0.012). The mean frequency of cADPR evoked Ca*" oscillations was 0.9 + 0.13/min, for
1075 + 290 s, in 75% of the nuclei (n=6/8), which was not significantly different from either
of the two means listed above.

The nuclear Ca>" oscillations suggest that the release mechanisms involved are capable
of self-limiting by feed-back. Indeed, none of the three Ca®* messengers were able to totally
discharge the nuclear stores. Addition of a Ca** ionophore (ionomycin, 5 uM) elicited a much
larger increase. Also consistent with feed-back is the transient nature of the Ca’' increase (sup
data Fig 1 B). The decline is most likely due to diffusion of Ca®" out of the nuclei through the
nuclear pores, following the cessation of Ca®’ release. As shown in (sup data Fig 1 A), after
the release induced by IP; had reached the peak and started to decline, addition of Ca*" (10
mM) elicited a rapid and large increase in the nucleoplasmic Ca®" concentration, which could
be buffered back by EGTA, indicating that the nuclear pores are permeant to Ca®’, in
agreement with previous work (Brini et al., 1993; Gerasimenko et al., 2003; Gerasimenko et
al., 1995; Lipp et al., 1997; Rizzuto and Pozzan, 2006). Similar results were obtained after the
NAADP- or cADPR- induced release (n= 6).

In contrast to nanomolar concentrations (Fig. SA), 100 uM NAADP failed to induce an
increase of the nucleoplasmic Ca>" (n = 9), consistent with the biphasic behaviour described
above (Fig. 3). However, subsequent addition of cADPR (5 uM) still resulted in a
nucleoplasmic Ca®" increase (n = 5) (Fig 5A). Thus, self-desensitisation of the NAADP-

release mechanism did not impair the effect of cADPR on these nuclei, indicating that cADPR
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and NAADP target different release mechanisms in the nuclear envelope. The specificity of
NAADP-evoked Ca®" release was verified by testing two inactive analogs of NAADP,
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP, 500 nM) and nicotinic acid adenine
dinucleotide (NAAD, 500 nM). Both were ineffective; either applied alone or in combination
(n=15) (Fig 5B).

The nuclear Ca’" store supports Ca’" releasing receptor interactions

Previous studies showed that NAADP targets acidic Ca®" stores, such as lysosomes and

endosomes, (Churchill et al., 2002; Menteyne et al., 2006). The isolated nuclei we used
appeared to be free of these acidic compartments (Sup Data Fig 1 C).
As shown in Fig. 3H, blocking the endoplasmic Ca2+-pump with thapsigargin (30 min, 5 uM)
can deplete the nuclear stores even in the presence of ATP. After the store depletion, none of
the three messengers, IP;, cADPR nor NAADP, were able to evoke any changes of
nucleoplasmic Ca*" in 16 out of 20 nuclei tested (IP; n=6; cADPR n=4; NAADP: n=10) (Fig
5D-H).

Our previous study has shown that in intact Aplysia neurons the NAADP receptor itself
is not sensitive to heparin or ryanodine (Chameau et al., 2001) but in some intact cells, the
cytosolic Ca®" signals evoked by NAADP require the activation of adjacent IP; and/or
ryanodine receptors through a Ca*"-induced Ca®" release (CICR) mechanism (Cancela JM,
2003; Cancela et al., 2000; Cancela et al., 2002; Dammermann and Guse, 2005; Fliegert et al.,
2007; Galione and Petersen, 2005; Lee, 2005). Heparin (50ug/mL) was used to block the IP3-
receptor, which indeed inhibited or drastically reduced the IPs-induced Ca*" release (Fig 6D)
in 19 nuclei tested. The heparin treatment had no or very little effect on cADPR-elicited Ca**
responses (n = 8) (Fig 6E), but did block NAADP (500nM) from evoking Ca’" release (Fig
6F) (n = 22/26). This suggests there was a strong cooperation between the IP3;- and the

NAADP- receptors in the nuclear envelope, amplifying the Ca** signals induced by NAADP.
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Treatment of the Aplysia nuclei with 500 pM ryanodine did not block the Ca**-release elicited
by IP; (10 uM) (n = 7) (Fig 6G), but strongly inhibited both the cADPR (5-10 uM) evoked
(Fig 6H, n=8) and the NAADP (500 nM) evoked responses (Fig 6I). In the presence of
ryanodine, NAADP failed to induce a Ca®" release in 22 nuclei out of 33, whereas in the 11
responding nuclei the release was drastically reduced in amplitude (n=11). These data indicate
that full NAADP-induced Ca”" responses require functioning ryanodine-receptors. Another
drug that has been reported to be effective in inhibiting NAADP signalling in intact cells is
SKF 96365 (Langhorst et al., 2004; Moccia et al., 2003). The drug (10 uM) had no
significant effect on the IP; or cADPR-evoked Ca®"-release (n = 4 for IP3; n = 5 for cADPR)
(Fig 6J, K) but blocked the NAADP-evoked response (Fig 6L) (n=16). Our data contrast with
what has been described in nuclei preparations isolated from pancreatic acinar cells, where

NAADP was suggested to target the ryanodine receptor (Gerasimenko et al., 2003).

Discussion

NAADP is a Ca’" releasing molecule that has recently been added to the list of second
messengers for Ca>" mobilization (Lee, 2003). The Ca" releasing property of NAADP was
first discovered in sea urchin eggs (Lee and Aarhus, 1995) and has since been found in other
living organisms including plants and mammals (Bezin et al., 2006; Galione and Petersen,
2005; Lee, 2005). It is known to be involved in regulating a wide range of physiological
processes (Albrieux et al., 1998; Cancela, 2001; Masgrau et al., 2003; Yamasaki et al., 2005).
Evidence suggests it targets a distinct, but yet uncharacterized, receptor in the thapsigargin-
insensitive stores, such as lysosomes or secretory granules (Churchill et al., 2002;
Gerasimenko et al., 2006; Menteyne et al., 2006; Yamasaki et al., 2004). Interestingly, it has
been recently suggested that the lysosomal trp-like channel mucolipin I could be the target of
NAADP (Zhang and Li, 2007). In the same way, the differential effects of SK&F 96365 we

observed in our nuclear experiments indicate that the release mechanisms activated by the
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three Ca®" messengers have different pharmacology, suggesting separate and distinct
receptors are involved (Fig. 7). Our experiments provide evidence for the nuclear envelope as
a new Ca”" stores-sensitive to NAADP in neurons through the activation of its own receptor.
This nuclear NAADP sensitivity could in principle correlates well with the trp-like channel
mucolipin I distribution since it has a putative nuclear localisation sequence (Bach, 2001).
The density of the NAADP receptor in the nucleus, however, would appear to be low, and its
full effect requires the amplification of nearby IP;- and ryanodine- receptors (Fig. 6, 7). The
Ca’" store distribution can be entirely different in the synapses. Indeed, electrophysiological
experiments have shown that neurotransmitter release in response to IP3, cADPR or NAADP
injections into the intact Aplysia neurons are all comparable and independent (Chameau et al.,
2001). Thus, the NAADP-induced release is shown to be unaffected by blockage of either the
IP3- or the ryanodine- receptor, indicating the density of the NAADP receptor would be high
enough in the synapses that further amplification by Ca®'-induced Ca®>" release is not

necessary.

In neurons, nucleoplasmic Ca”" elevations are particularly important for transcription factors
activation. Calcium has been shown to directly bind transcription factors like DREAM
(Carrion et al., 1999) or activate the nuclear CaMkinases pathways to regulate gene
expression (Chawla, 2002). In spite of its crucial importance, in neurons, the mechanism
involved in the generation of nuclear Ca®" signals is poorly known. In our experiments, we
have shown that the neuronal nucleus is able to generate calcium oscillations in response to
second messengers. Nuclear oscillations have been observed in the nucleus of intact starfish
oocytes in response to injection of cADPR (Santella and Kyozuka, 1997). Similar oscillations
have also been seen in mammalian neurons in response to activation of metabotropic
glutamate receptors (Jong et al., 2005). They are likely to be the result of opening and closing

of clusters of the release channels, as proposed for the Ca>" sparks seen in the myocytes. In
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nuclei from pancreatic acinar cells, no nuclear Ca*" oscillations were reported for none of the
three messengers tested (Gerasimenko et al., 2003). Our study is the first to report that the
three well known second messengers evoke nuclear Ca** oscillations with distinct frequencies
within a single target nucleus. Ca>" oscillations, especially when occurs in the nucleoplasm,
are more efficient in activating transcription factors than a sustained Ca®" elevation (Berridge
et al., 2003). Interestingly, previous studies established that optimal activation of transcription
factors like NF-AT is achieved when oscillations frequency is comprised in a window from
0.66/min to 2/min (Li et al., 1998; Tomida et al., 2003) which fits with the second
messengers-evoked Ca®" oscillation frequencies obtained in our study. The well known
calcium effector CaMkinase II is particularly sensitive to calcium oscillations and has been
characterised as a frequency decoder able to transduce these frequencies in different amounts
of activity (De Koninck and Schulman, 1998). Finally, the frequency of Ca®" oscillations is of
first importance in the physiology of neurons. For example, it has been found that a three fold
variation of the frequency of the sponstaneous Ca** spikes activity in embryonic spinal
neuronal regulates the neurotransmitter phenotype expression (Borodinsky et al., 2004). In
this respect, the various Ca*" oscillation frequencies observed in our study can provide a mean
to discriminate among differential transcription pathways (Dolmetsch et al., 1998; Li et al.,
1998).

The presence of three different and functional Ca®" release mechanisms in a cell
provides high degree of versatility for Ca®* signalling. These release mechanisms do not need
to be distributed uniformly inside the cells. The nuclear translocation of the cyclase in the
Aplysia neurons described in this study documents yet a novel way for selective and specific
activation of the nuclear Ca*" stores, which are the main stores in the neurons, which have
very little cytoplasm (Fig. 1). In non neuronal cells, the phospholipase C and PKC, which

resulted in nuclear synthesis of IP; and DAG have also been reported to translocate to the
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nucleus in response to physiological stimuli (Alonso et al., 2006; Cardenas et al., 2005;
Cardenas et al., 2004; Divecha et al., 1993; Echevarria et al., 2003). Here we provide the first
evidence showing that the soluble ADP-ribosyl cyclase, the enzyme responsible for the
synthesis of the other two Ca”" messengers, cADPR and NAADP, can specifically be induced
to translocate into the nucleus. The exact mechanism involved in such translocation is not
elucidated yet. This translocation occurs in a Ca*"-dependent manner and through the specific
L-type voltage-dependent channels activation. We have a primary analysis of its amino acid
sequence which revealed the presence of putative consensus motifs (sup data Fig 2). Indeed
myristoylation and phosphorylation sites for PKC and for Casein kinase II are present. The
myristoylation is a post-translational modification which allows protein attachment to the
cytoplasmic face of intracellular membrane. Very recently, a new concept called
“calcium/myristoyl switch” has been reported for targeting protein to different organelles
(O'Callaghan and Burgoyne, 2003; O'Callaghan et al., 2005; O'Callaghan et al., 2002). This
mechanism implies protein conformational change which exposes the myristoyl group
following calcium entry. This new mechanism could be highly relevant to the regulation of
the cellular localisation of the Aplysia cyclase and opens new perspectives for future
investigation.

Two main mechanisms have been suggested for explaining the nuclear Ca*" dependent
transcriptional cascade involving L-type Ca>" channels. One involves Ca*" entry and diffusion
to the nucleus and the other one involves activation of calcium dependent signalling protein at
the mouth of L-type Ca®" channels (Dolmetsch et al., 2001). Our study, clearly bring evidence
that a synthesizing messenger enzyme could be recruited by Ca*" entering specifically
through the L-type Ca®" channels and then convey the information directly to the nucleus by a
Ca*"-dependent translocation mechanism. Finally our novel observation that the presence of

coordinated Ca>" release mechanisms are able to produce nuclear Ca>" oscillations together
p g
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with the translocation of Ca®" signalling enzyme, provide the necessary versatility for the

neurons to respond to a wide range of stimuli.
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Materials and methods

Isolated nuclei preparation

Most of the experiments were done on nuclei isolated from abdominal, pedal and pleural
ganglia of adult Aplysia californica and Aplysia punctata. The animals were first perfused
with an isotonic MgCl, solution and the ganglia, after extraction, were pinned in a chamber
bathed with artificial sea water (ASW) (NaCl 460mM; KCl 10mM; CaCl, 11mM; MgCl,
25mM; MgSO4 28mM; Tris-HCI buffer 10mM; pH 7.8). The connective tissue packing the
neurons was sharply removed with fine forceps. Then the neurons were gently broken in a
homogeneiser to extract the nuclei in an intracellular buffer with the following composition:
KC1450 mM ; K;HPO4 2 mM ; HEPES 50 mM ; MgCl, 4 mM ; CaCl,/EGTA (depending of
the experiments); pH 7.2 adjusted with SN KOH. Some experiments were done on nuclei
from the ganglia of Aplysia punctata. No species differences were observed.

Confocal imaging.

Nuclei preparations were incubated with the different fluorescent Ca®' probes. For the
experiments performed on the nuclear envelope, Mag Fluo4 AM was used (Aex = 494 nm and
Aem =516 nm) (Kd=22 puM). The free Ca®" concentration of the intracellular medium was
strongly buffered to 400 nM using 1.4 mM Ca*" and 2 mM EGTA. During loading, nuclei
were incubated with 30 pM Mag Fluo4 AM and 5 mM ATP for 1 hr in the intracellular
medium.

To measure Ca’>" changes in the nucleoplasmic space, we loaded the nuclei with Fluo4
dextran 10 kDa (Aex= 494 nm and Aem =516 nm) (Kd = 3 uM) at a concentration of 20 uM
together with 3 mM ATP for 1 hr. The intracellular medium was buffered to 100 nM free
Ca”". All experiments were performed at room temperature in the same Ca’ /EGTA buffers
used for loading of the probe with a final ATP concentration of 3 mM. The loaded nuclei

were placed on a polylysine coated coverslip in a chamber. Ca®>" changes in the lumen of the

124



nuclear envelope were measured using an inverted Leica SP2 RS confocal microscope (obj
X40, X20) and the data analysed with the 2.5 Leica confocal software.

Most of the nucleoplasmic Ca>" mesurements were done using the same confocal imaging
system. But some were also performed using a right Olympus microscope (obj X40) coupled
with a CCD camera and a xenon lamp. Images were analysed with the Axon Imaging
Workbench software.

For all experiments, Ca>" concentration changes are expressed in fluorescence ratio as f/f;
(fluorescence/fluorescence at the beginning of the experiment).

For immunocytochemistry, buccal or pleural ganglia were dissected and incubated with KCl
to induce depolarization. They were then fixed with paraformaldehyde (4%) in ASW for 40
minutes. Neurons were then permeabilized for 10 min with a solution containing 4% BSA and
0.5%Triton in PBS. Ganglia were incubated overnight at 4°C with primary antibodies (1/10
dilution) raised against the Aplysia ADP-ribosyl cyclase (Munshi et al., 1999). Secondary
antibodies (Alexa488, Molecular Probes) were applied for 1 hr at room temperature. Before
mounting in Vectashield Hardset (Vector), ganglia were bathed with DAPI (100 ng/mL) for
15 min (Aex= 405nm and Aem =461 nm).

Neuron depolarization was achieved by the addition of KCI (110 mM) for 20 min. Ganglia
were incubated for at least 30 min in the presence of Ca’" chelator (BAPTA-AM, 50 uM,
Molecular Probes) or Ca** channel inhibitors (nifedipin, 10 uM from Sigma and o-conotoxins
CN VIIA and S VI B, 5 uM, kind gift of Dr J Molgo) before KCI depolarization. In the case
of conotoxins, the ganglia were incubated in Ca*"-free ASW for 30 min and then reperfused
with standard ASW before KCl stimulation.

To visualised DNA in the Aplysia ganglia, we used the cell-permeant SYTO 13 Green from

Molecular Probes at a concentration of 5 uM (Aex= 488nm and Aem =509 nm).
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Sequence analysis
The sequence of the Aplysia ADP ribosyl cyclase was scanned for consensus motifs

homologies, using the Prosite Database on the ExPASy Proteomic server.
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Legends

Fig 1. Localization of the Aplysia cyclase in intact nervous ganglia

To visualize the nucleus of the giant neurons, dissected ganglia of Aplysia were stained with a
specific nucleic acid marker (SYTO 13 Green or DAPI, A, B respectively). In resting
conditions, the Aplysia cyclase (green) was localized in the cytosol of the neuron soma (B).
After depolarization of the neurons by addition of KCl, the cyclase translocated into the

nucleus (C).

Fig 2. Pharmacology of the Aplysia cyclase translocation Aplysia neurons
Addition of BAPTA-AM prevented the translocation of the enzyme (A). Nifedipine similarly
inhibited the nuclear translocation of the cyclase in response to KCl depolarization (B).

Application of w-conotoxins had no effect on the depolarization-induced translocation (C).

Fig 3. Isolated nuclei and the effect of messengers on the Ca’" concentration inside the
nuclear envelope

Loading of giant Aplysia neuron nuclear envelope with Mag-fluo-4 AM (30 uM) (A). The
fluorescent ring corresponded to the Ca>" sensitive Mag-Fluo-4 sequestered in the perinuclear
space and Ca”" uptake by the nuclear envelope was an ATP-dependent mechanism (B). The
second messengers IP; (10 pM) (C) and cADPR(5 uM) (D) decreased the Ca®* content in the
nuclear envelope. Nanomolar concentrations of NAADP (10 and 500 nM) elicited a decrease
of the Ca*" content in the envelope (E, F). Micromolar concentration of NAADP (100 pM)
had no effect (G). Depletion of the nuclear envelope Ca>* content with thapsigargin (5uM)

inhibited the IP3- (10 pM) and the NAADP- evoked Ca*" release (500 nM) (H).

Fig 4. Second messengers-evoked nucleoplasmic Ca®" oscillations
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An isolated Aplysia neuron nucleus is shown in transmission and in fluorescence after loading
with the Ca®" sensitive dye Fluo 4 dextran (A). Applications of IP3 (10 pM) (B), cADPR (5
uM) (C) or NAADP (500 nM) (D) produced an increase of the Ca®" concentration in the

nucleoplasm showing original oscillatory profiles.

Fig 5. Blockade of second messenger-evoked Ca®' release by thapsigargin

(A) Self-desensitisation of NAADP receptor by NAADP 100 uM did not impair the effect of
cADPR (5 uM). A mixture of inactive NAADP analogs, NAAD (500 nM) and NADP (500
nM) failed to increase the Ca®" concentration in the nucleoplasm (B). Stimulation of the
nuclei with IP; (10 uM), cADPR (5 uM), or NAADP (500 nM) elicited a nucleoplasmic Ca*'
increase (C, E and G) whereas messenger stimulation of nuclei pre-treated by thapsigargin (5

uM) failed to evoke a nucleoplasmic Ca** response (D, F and H).

Fig 6. Effect of ryanodine, heparin and of SK&F96365 on messenger-evoked
nucleoplasmic Ca®* responses

Top panel shows elevations of nucleoplasmic Ca*" recorded after addition of IP; (10 pM) (A),
cADPR (5 uM) (B) or NAADP (500 nM) (C). Pre-treatment of the nuclei with heparin (50
ng/ml) inhibited the NAADP- and IPs- induced Ca®" responses but had little or no effect on
cADPR-evoked Ca** changes (D, E and F). Pre-treatment of the nuclei with ryanodine (500
uM) reduced drastically the NAADP- and cADPR- induced Ca** responses, but not the IP3-
evoked Ca?" changes (G, H and I). Incubation of the nuclei with SKF96365 (10 uM)
inhibited the NAADP-evoked Ca*" changes (L), but did not impair the IP;- and the cADPR-

induced nucleoplasmic Ca** changes (J and K).
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Fig 7. Nuclear translocation of Aplysia ADPribosyl cyclase and specific of nuclear Ca’

oscillations generated by the three messengers

In resting conditions, the soluble Aplysia ADPribosyl cyclase is localized in the thin cytosol
surrounding the nucleus of the soma (A). Depolarization of Aplysia neurons induces the
translocation of ADP-ribosyl cyclase from the cytosol into the nucleus. The translocation is
dependent on Ca®" influx through mainly the voltage dependent L-type Ca>” channels (B). (C)
Specific nucleoplasmic Ca®" signals can be induced by three different calcium messengers,
cADPR, NAADP, both produced by the ADP-ribosyl cyclase, and IP;. We show that NAADP
acts on its own receptor, which cooperates with the IPs;- and the ryanodine- receptors to

. + . .
generate nucleoplasmic Ca”" oscillations.
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Bezin et al Fig 4
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Nuclei Control responses to messengers
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A

Aplysia ADP-ribosyl cyclase amino acids sequence

IVPTRELENVEFLGRCKDYEITRYLDILPRVRSDCSALWKDFFKAFSEFKNPCDLDLGSYKDFEF
TSAQOQLPKNKVMEFWSGVYDEAHDYANTGRKYITLEDTLPGYMLNSLVWCGQRANPGEFNEKV
CPDFKTCPVQARESFWGMASSSYAHSAEGEVTYMVDGSNPKVPAYRPDSFFGKYELPNLTNK
VTRVKVIVLHRLGEKITEKCGAGSLLDLEKLVKAKHFAFDCVENPRAVLEFLLCSDNPNAREC
RLAKRFYRIA

N-myristoylation site
G-{EDRKHPFYW}-x(2)-[STAGCN]-{P}
Site : 141to 146 GMASSS

Protein kinase C phosphorylation site
[ST]-x-[RK].

Site: 46to 48 SFK

Site: 57to 59 SYK

Site: 90to 92 TGR

Site : 184 to 186 TNK

Casein kinase Il phosphorylation site
[ST]-x(2)-[DE]

Site: 57 to 60 SYKD

Site: 96to 99 TLED

Site : 210to 213 SLLD

Tyrosine kinase phosphorylation
site.

[RK]-x(2,3)-[DE]-x(2,3)-Y
Site: 16to 23 KDYEITRY

N-glycosylation site
N-{P}-[ST]-{P}
Site: 182to 185 NLTN

Amidation site
x-G-[RK]-[RK].
Site: 90to 93 TGRK

Bezin et al supplementary data, Figure2.
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RESULTATS SUPPLEMENTAIRES

NADP NAADP

Standard contenant
10uM de NAADP et de
NADP

5 min

NADP

NAADP

> min Chromatograme a T= 4h apres

addition des substrats

Chromatograme a T= 0 apres
addition des substrats

Figure supplémentaire 2. Mise en évidence de P’activité de I’Aplysia ADP ribosyl cyclase
pour la production de NAADP dans les cellules neuronales d’Aplysie. Aprés addition des
substrat de la cyclase (Acide nicotinique et NADP) a I’homogénat de neurones d’Aplysie, la
production de NAADP a été détectée par HPLC(b)
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Marquage par le lysotracker red Marquage par le mitotracker green

Image en transmission Superposition des deux marqueurs

Figure supplémentaire 1. Double marquage d’un ganglion nerveux d’Aplysie avec le
lysotracker red et le mitotracker green observé au microscope confocal. Les lysosomes
apparaissent en rouge et les mitochondries en vert. Les mitochondries forment une ceinture
entourant le noyau. Les lysosomes sont répartis de fagon homogéne dans 1’espace cytosolique
et 1’espace nucléaire apparait dépourvu de compartiments acides.
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DISCUSSION

Le role du Ca®* dans la physiologie est connu depuis les travaux pionniers de Ringer en 1883
sur le ceeur. On sait aujourd’hui que le Ca”" est essentiel au contrdle de nombreux processus
cellulaires (cytoplasmiques et nucléaires) tels que le contrdle de 1’activité de certaines
enzymes ou l’expression génique (Berridge et al., 1998; Carrasco et Hidalgo, 2006;
Hardingham et al., 1997; West et al., 2001). Le role de I’enveloppe nucléaire en tant que
réserve de Ca”™ a longtemps été débattu. Au cours des années 90, de nombreux mécanismes
impliqués dans la régulation du Ca®" nucléaire ont été formellement établis (Alonso et al.,
2006). Il a été montré que I’ ATP stimulait I’incorporation de Ca** dans 1’enveloppe via des
pompes de type SERCA (Humbert et al., 1996; Malviya et Rogue, 1998; Nicotera et al.,
1989). Il a été montré également que les agonistes de la libération de Ca®” cytosolique tels
que I’IP3, le cADPR et un messager plus récemment découvert, le NAADP mobilisaient du
Ca”" de I’enveloppe nucléaire (Adebanjo et al., 1999; Bezin et al., 2006; Gerasimenko et al.,
2003; Gerasimenko et al., 1995; Humbert et al., 1996; Khoo et al., 2000; Malviya et Rogue,
1998; Marchenko et al., 2005; Nicotera et al., 1990). Ces données ont donc permis de penser
que le calcium nucléaire pouvait étre régulé indépendamment des variations du calcium
cytosolique. Ceci a d’ailleurs ét¢ démontré dans un premier temps sur des lignées cellulaires
telles que les HepG2 ou les cellules Hela, dans lesquelles les variations du calcium nucléaire
sont découplées des variations du calcium cytoplasmiques (Chamero et al., 2002; Leite et al.,
2003; Lui et al., 1998a). Cependant, dans les neurones, aucune étude relatant de 1’autonomie
de I’enveloppe nucléaire pour générer un signal calcique n’avait été entreprise.

Durant ma thése, j’ai donc exploré dans les cellules neuronales d’Aplysie, un modele de
référence en neurobiologie, les mécanismes impliqués dans la régulation du Ca®" nucléaire par
les messagers intracellulaires libérant du Ca*". J’ai porté une attention particuliére au réle du
NAADP, un messager récemment découvert (Cancela, 2001; Cancela et al., 2003; Lee, 2005),
ainsi qu’a I’implication de son enzyme de synthése, 1’Aplysia cyclase soluble dans
I’homéostasie calcique nucléaire. Nos résultats indiquent que 1’Aplysia cyclase suite a la
stimulation neuronale par une dépolarisation au KCI, est capable de migrer dans le
compartiment nucléaire. De plus 1’enveloppe nucléaire neuronale constitue une réserve de
Ca®" mobilisable par I’IP3, ainsi que par les deux messagers synthétisés par cette enzyme, le
cADPR et le NAADP. De manicre trés surprenante, nos données indiquent que chaque

messager pourrait évoquer des signaux calciques sous forme d’oscillations ayant des
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cinétiques différentes. Ces signaux calciques évoqués par les messagers pourraient constituer
les bases d’un codage du signal calcique nécessaire au contrdle des nombreuses molécules

. 2+ y .
activées par le Ca™ nucléaire.

Le noyau de cellule neuronale ne possede pas de réticulum nucléoplasmique

Les noyaux isolés a partir des ganglions nerveux sont d’une taille trés importante comprise
entre 10 et 300 um. Cette propriété des noyaux des neurones d’Aplysie s’est avérée
avantageuse pour observer avec une trés bonne résolution spatio-temporelle la cinétique des
signaux calciques nucléaires ainsi que la morphologie de I’enveloppe. L’utilisation de la
sonde SYTO 13 green, un marqueur des acides nucléiques, a permis de montrer que les
noyaux isolés ont conservé leur ADN et que I’intégrité de I’enveloppe a été respectée par le
traitement mécanique. Ceci a pu étre confirmé par les images produites en microscopie
¢lectronique et en fluorescence avec le DIOC6, un marqueur membranaire du réticulum
endoplasmique. Certaines études sur les cellules intactes se focalisant sur le compartiment
nucléaire on rapporté 1’existence d’une structure correspondant a des invaginations de
I’enveloppe nucléaire que les auteurs ont dénommées «réticulum nucléoplasmique». Ces
¢études ont été effectuées sur des lignées cellulaires cancéreuses telles que les cellules Hela, les
3T3, les SKHepl, les cellules de Gliome C6 et dans la lignée de cellules myoblastiques
C2C12 (Clubb et Locke, 1998; Echevarria et al., 2003; Lui et al., 2003; Lui et al., 1998b;
Marius et al., 2006). Avec I'utilisation de la microscopie confocale, en aucun cas dans les
noyaux de neurones fraichement isolés je n’ai pu observer la présence de telles structures. De
plus, I’observation des noyaux en microscopie électronique n’a pas révélé de structure de type
réticulum nucléoplasmique dans les noyaux de neurones primaires. Finalement, j’ai pu
vérifier que, méme si les auteurs attribuent au « réticulum nucléoplasmique » le role du
régulateur de I’homéostasie calcique nucléaire (Echevarria et al., 2003; Marius et al., 2006),
les noyaux de neurones que j’ai utilisés sont parfaitement capables de générer des signaux
calciques nucléoplasmiques. Cette observation est a rapprocher de 1’étude des signaux
calciques générés par des second messagers dans des noyaux isolés de cellules acineuses
pancréatiques primaires dans lesquelles la présence d’un réticulum nucléoplasmique n’a pas
été décrite (Gerasimenko et al., 2003). Dans notre cas, la réserve calcique mobilisée et

impliquée dans la régulation du calcium nucléoplasmique n’est pas liée a une structure de ce

type.
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) . ’ 2+
L enveloppe nucléaire comme réserve de Ca

L’aspect fonctionnel de I’enveloppe nucléaire a été étudié grace a la sonde Mag-fluo-4 qui a
un K4 de 22 pM. Nos expériences montrent que les noyaux des neurones des ganglions
nerveux d’aplysie possédent des pompes Ca®" ATPase qui sont sensibles & la thapsigargine,
un inhibiteur des pompes de type SERCA. Ce résultat est en accord avec d’autres études, sur
des modeles différents, tels que des noyaux d’hépatocytes dans lesquels des pompes SERCA
ont été localisées sur 1’enveloppe nucléaire et plus particuliérement au niveau de la membrane
externe (Humbert et al., 1996; Lanini et al., 1992). Cette pompe SERCA présente des
propriétés pharmacologiques différentes de celles du réticulum car il a été montré qu’elle
n’est pas inhibée par la DBHQ, un inhibiteur des pompes SERCA du réticulum
endoplasmique. Ceci suggere qu’un type spécifique de pompe SERCA serait exprimé dans la
membrane externe de I’enveloppe nucléaire (Malviya et Klein, 2006; Malviya et Rogue,
1998). En revanche, la présence de pompes SERCA au niveau de la membrane interne de
I’enveloppe nucléaire n’a pas encore été¢ démontrée et reste débattue (Carafoli, 2002; Petersen
et al., 1998).

Afin d’explorer le role des messagers intracellulaires sur les noyaux de neurones, nous avons
préparé des noyaux dont I’enveloppe nucléaire a été chargée avec la sonde Mag-fluo-4 et des
noyaux ou le nucléoplasme a été chargé avec la sonde Calcium Green Dextran 70 Kda dans
un premier temps. Le chargement des noyaux avec cette sonde dextran montre que dans les
conditions utilisées pour les expériences, les pores nucléaires sont en configuration ouverte et
sont capable de laisser transiter de fagon non spécifique des molécules d’un poids moléculaire
allant jusqu’a de 70 kDa. Nous savons que les messagers ainsi que les autres agents
pharmacologiques ajoutés a la préparation et de poids moléculaire inférieur transitent
librement vers ’espace intranucléaire. L’état d’ouverture des pores nucléaires a ét€ montré en
relation étroite avec I’état de remplissage des réserves. Ainsi, lorsque la réserve calcique
constituée par I’enveloppe nucléaire est remplie, les pores sont en configuration ouverte. Ceci
indique que les conditions et notamment, la concentration en ATP, utilisées au cours de mes

expériences sont optimales pour le chargement de I’enveloppe nucléaire par les ATPases.

2+ b} 14 . A o F e r
Le Ca” " de [’enveloppe nucléaire peut étre mobilisé par des second messagers

Nos résultats montrent que 1’addition d’IPs;, de cADPR et de NAADP mobilise le Ca*" de

I’enveloppe nucléaire, ce qui se traduit par une augmentation du Ca>" nucléoplasmique.
Les concentrations d’IP; et de cADPR de 5 a 10 uM utilisées ainsi que les durées des signaux

calciques observés sur I’enveloppe et avec le calcium green dextran, de 1’ordre de 200 a 400
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secondes sont comparables a celles publiées sur d’autres préparations nucléaires
d’hépatocytes, d’ovocytes de xénope ou d’étoile de mer (Adebanjo et al., 1999; Gerasimenko
et al., 2003; Gerasimenko et al., 1995; Khoo et al., 2000; Nicotera et al., 1990; Santella et
Carafoli, 1997; Stehno-Bittel et al., 1995a). Nos résultats suggerent que les trois messagers
utilisés peuvent passer a travers les pores nucléaires pour se fixer sur leurs récepteurs localisés
au niveau de la membrane interne de 1’enveloppe nucléaire. Les données bibliographiques, en
accord avec nos résultats, indiquent que la libération de Ca*" produite par I’IP; et le cADPR
s’accompagne également d’une augmentation du Ca®" dans le nucléoplasme (Adebanjo et al.,
1999; Gerasimenko et al., 2003; Gerasimenko et al., 1995; Khoo et al., 2000). Récemment,
I’existence de récepteurs a I’IP; fonctionnels a ét¢ montrée sur les membranes internes des
noyaux de neurones de Purkinje et de neurones granulaires du cervelet (Marchenko et al.,
2005). En outre, la présence des enzymes impliquées dans la synthése de I’IP; et du cADPR
(phospholipase C et I’ADP-ribosyl cyclase CD38) a été relatée sur la face interne de
I’enveloppe nucléaire (Adebanjo et al., 1999; Divecha et al., 1993; Hennager et al., 1995;
Khoo et al., 2000; Malviya et Klein, 2006; Malviya et Rogue, 1998). Ces données sont donc
en faveur d’une localisation sur la membrane interne de 1’enveloppe nucléaire des récepteurs
de I’'IP; et de la ryanodine (Adebanjo et al., 1999; Cardenas et al., 2005; Humbert et al., 1996;
Khoo et al., 2000; Malviya et Klein, 2006; Marchenko et al., 2005; Marius et al., 2006).

La fonction du NAADP comme agoniste de la libération de Ca®" a été découverte dans les
ceufs d’oursin (Lee et Aarhus, 1995). Celui-ci est a ce jour le messager le plus efficace pour
libérer du Ca*" (Cancela et al., 1999; Genazzani et Galione, 1997; Lee, 2001). Toutefois, son
récepteur n’a pas encore été purifié (Lee, 2001; Patel et al., 2001). La seule étude montrant
une libération de calcium de 1’enveloppe nucléaire par les trois messagers a été effectuée sur
une préparation de noyaux isolés a partir de cellules acineuses pancréatiques. Les auteurs
présentent le NAADP comme un modulateur supplémentaire du récepteur a la ryanodine
(Gerasimenko et al., 2003). Cependant, une propriété trés importante du récepteur au NAADP
est sa capacité d’auto-désensibilisation (Cancela et al., 2003; Genazzani et Galione, 1997;
Lee, 2001) qui a d’ailleurs été utilisée pour apporter la premiere évidence que le NAADP a un
role de second messager dans la réponse a une hormone (Cancela et al., 1999). Nos résultats
montrent que I’addition de NAADP a des concentrations de I’ordre de quelques centaines de
nanomolaires libére du Ca®" a partir de ’enveloppe nucléaire. Notre étude des effets de
différentes concentrations de NAADP montre que la concentration la plus efficace est de 500
nM. Nous avons également observé que 1’addition de NAADP a des concentrations de 1 a 100

uM ne libére pas ou peu de Ca®". L’action du NAADP sur I’enveloppe nucléaire serait donc
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biphasique. Cet effet biphasique du NAADP est tout a fait comparable a celui observé dans
des cellules intactes de pancréas exocrine ou endocrine et dans les lymphocytes (Cancela et
al., 2003; Cancela et al., 2002; Johnson et Misler, 2002). Il n’y a pas, a I’heure actuelle,
d’étude équivalente sur des préparations de noyaux isolés de neurones. Il existe des évidences
pour un récepteur propre au NAADP dans les neurones au niveau d’une synapse identifiée du
ganglion buccal de I’dplysia californica. En effet, le NAADP agirait sur des réserves
calciques insensibles a la ryanodine ou a I’héparine (un inhibiteur des récepteurs a IPs3)
(Chameau et al., 2001). Mes résultats montrent également que les réserves calciques
mobilisées par le NAADP sont, tout comme celles mobilisées par 1’IP; et le cADPR, sensibles
a la thapsigargine. Le NAADP a ¢été¢ décrit comme un agent plutdt capable de mobiliser le
calcium des réserves acides insensibles a la thapsigargine et sensible a la concanamycine A
(Brailoiu et al., 2005; Churchill et al., 2002; Genazzani et Galione, 1997; Menteyne et al.,
2006; Patel et al., 2001). Cependant dans notre préparation, la réponse au NAADP n’est pas
sensible a la concanamycine A. Ceci suggere que les réserves calciques de I’enveloppe ne
sont pas compartimentalisées et que le méme pool de calcium serait mobilisable par les trois
messagers. Le NAADP fonctionne donc ici selon le modele « one pool ». Nos résultats
montrent donc que 1’enveloppe nucléaire du neurone constitue une nouvelle réserve calcique
mobilisable par le NAADP, le cADPR et I’'IP; qui pourraient ainsi jouer un rdle dans le
controle de I’activité nucléaire tel que, le contréle du transport nucléaire ou de la transcription

génique dépendante du Ca".

Le récepteur au NAADP et son role dans la coopération des récepteurs

Les données pharmacologiques montrent que dans certains systémes comme les microsomes
ou dans des compartiments treés spécifiques de la cellule comme la synapse, le récepteur au
NAADP n’est pas sensible aux antagonistes des RyRs et des IP;Rs. Cependant, certaines
données sur les cellules intactes ou les noyaux isolés de pancréas suggerent que le NAADP
active le RyR (Dammermann et Guse, 2005; Gerasimenko et al., 2003; Hohenegger et al.,
2002). Nos travaux sur les noyaux isolés de neurones montrent clairement que le NAADP
active un récepteur différent des RyRs ou des IP;Rs, qui semble sensible spécifiquement a
certains agents pharmacologiques tels que le SKF. De plus, la réponse au cADPR a toujours
lieu en présence de concentrations désensibilisantes de NAADP, excluant 1’activation du
RyR. Cependant, la pharmacologie obtenue montre qu’au sein du compartiment nucléaire, les
récepteurs a 1I’IP; et a la ryanodine et au NAADP semblent comme dans de nombreux

systémes tels que le pancréas ou les lymphocytes, interagir et coopérer afin de générer des
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signaux calciques. Les antagonistes des récepteurs a 1’IP5 et a la ryanodine ont chacun une
action drastique sur la réponse au NAADP. Ces expériences montrent a quel point dans notre
modele, la réponse au NAADP dépend de la fonctionnalité des récepteurs voisins. Ceci
indique que la réponse au NAADP passe par un recrutement (certainement par CICR) des
RyRs et des IPsRs qui constituent des amplificateurs du signal. Contrairement ce qui peut étre
observé au niveau de la synapse chez 1’ Aplysie, la densité des récepteurs aux NAADP au sein
du noyau ne semble donc pas étre assez forte pour que celui-ci génére par sa seule activation
un signal massif et détectable. Le NAADP agirait donc plutét comme un déclencheur en
stimulant une libération de calcium par son propre récepteur, tel que cela a pu étre suggéré
dans la cellule acineuse pancréatique (Cancela et al., 1999). Finalement, une étude récente
montre que D’action du NAADP pourrait dépendre de 1’activation du TRP mucolipine-1,
méme si aucune preuve de la modulation directe de ce canal par le NAADP n’a encore pu
étre apportée (Zhang et Li, 2007). Ce canal est ubiquitaire et est fortement exprimé au niveau
des lysosomes (principale réserve mobilisable par le NAADP). Il est important de savoir que
la mucolipine-1 possede une séquence consensus connue pour étre un signal de localisation
nucléaire (Bach, 2001), ce qui renforce, a la vue de nos données, sa position de candidat pour

le role du récepteur au NAADP.

La production par les messagers de signaux calcigues nucléaires aux profils originaux et

spécifiques

Les processus nucléaires tels que 1’activation des effecteurs qui contrdlent I’expression
génique semblent dépendre de plusieurs paramétres dont la fréquence des oscillations
calciques et la localisation du signal calcique. L’ importance de ’élévation du Ca®" nucléaire
et son implication dans ces processus n’est plus a démontrer. Celle-ci a d’ailleurs été
soulignée pour 1’activation spécifique du facteur de transcription CREB alors que 1’¢lévation
du Ca®" cytosolique est nécessaire uniquement pour I’activation du facteur de transcription
SRF (Dolmetsch et al., 1998; Hardingham et al., 1997; Li et al., 1998). Mes expériences nous
ont permis une observation inattendue. Nous avons pu montrer pour la premiere fois que des
noyaux isolés sont capables de fagon autonome, en réponse aux 3 messagers, de produire des
réponses calciques nucléoplasmiques sous forme d’oscillations. Ces oscillations n’ont encore
¢té rapportées dans aucune étude effectuée sur des noyaux isolés. Dans les rares cas ou
I’action du cADPR et de I’IP5 a été étudiée sur des noyaux d’hépatocytes ou de pancréas, les
réponses sont trés différentes des ndtres (Adebanjo et al., 1999; Gerasimenko et al., 2003;

Gerasimenko et al., 1995; Khoo et al., 2000). Ceci pourrait étre due au type cellulaire utilisé
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dans notre étude ou aux conditions expérimentales. En effet, les expériences que nous avons
réalisées avec le fluo-4 dextran 1’ont été sur des sur des durée beaucoup plus longues que les
autres groupes. Leurs expériences effectuées sur des durées de quelques dizaines de secondes
¢taient bien trop courtes dans nos conditions pour voir apparaitre des oscillations. De plus,
nous avons choisi d’utiliser un type cellulaire bien particulier, a savoir la cellule neuronale ou
la régulation du signal calcique peut s’avérer bien différente de celle d’une cellule non
excitable. Ainsi, nous observons que pour chacun des trois messagers, méme si la quantité de
calcium libérée ne semble pas varier considérablement, les profils de libération du Ca®'
n’apparaissent pas tout a fait identiques. La libération de Ca*" dans le nucléoplasme par 1’IPs,
le NAADP et le cADPR se présente sous forme d’une augmentation soutenue de calcium sur
laquelle viennent se greffer des bouffées d’oscillations de cinétiques différentes. A notre
connaissance, une différence de signature calcique entre les messagers n’a été observée que
dans le compartiment nucléaire d’ovocytes intacts d’étoile de mer (Santella et Kyozuka,
1997). Dans cette étude, les auteurs avaient utilisé des composés (IP; et cADPR) cagés pour
montrer que le cADPR induisait des oscillations calciques alors que 1’IP; n’évoquait qu’une
réponse transitoire.

Dans les neurones, le controle de I’augmentation du calcium nucléoplasmique est un élément
capital pour I’activation directe de certains facteurs de transcription tels que DREAM. Il en
est de méme pour I’activation d’effecteurs nucléaires comme la calmoduline, les CaMkinases
IT et IV et les phosphatases qui sont susceptibles de réguler finement, en réponse a
I’augmentation du calcium nucléoplasmique 1’activation de facteurs de transcription tels que
CREB.

Ce phénoméne de régulation du signal transcriptionnel par le Ca’" apparait donc trés
complexe. L’expression de geénes pourrait dépendre de 1’amplitude et de la fréquence du
signal calcique au sein de la cellule, comme cela a été observé pour NFAT et NFKB dans les
lymphocytes (Dolmetsch et al., 1997). Nos résultats montrent que les messagers
intracellulaires sont capables de générer des oscillations, en bouffées de fréquences
différentes. La fréquence des oscillations calciques est de premicre importance dans la
physiologie des neurones. C’est elle qui va orienter et déterminer le sens de la plasticité
synaptique (LDT ou LTP) (Mayford et al., 1995). La fréquence des oscillations calcique
spontanées va aussi orienter le phénotype d’expression des neurotransmetteurs des neurones
spinaux embryonnaires. La population de neurones glutamatergiques diminue d’un facteur 2
lorsque la fréquence des oscillations passe de 1 a 3 oscillations/heure (Borodinsky et al.,

2004). Ces données montrent a quel point un facteur de 2 ou 3 pour la fréquence des
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oscillations calcique peut avoir des conséquences importantes sur 1’expression génique. Les
oscillations calciques générées par les noyaux isolés que nous avons observées sont pour le
NAADP de 0,7 oscillation/min (période : 1,4 min), pour I’IP3 de 1,1 oscillation/min (période :
0,9 min) et pour le cADPR de 0,9 oscillation/min (période : 1,1 min). Certains travaux ont
montré que pour activer I’expression dépendante de facteurs comme NF-AT ou NF-kB les
oscillations sont plus efficaces que des augmentations soutenues de calcium (Dolmetsch et al.,
1998; Li et al., 1998). D’autre part, toutes les fréquences ne sont pas équivalentes et il semble
que les oscillations induisant le meilleur taux d’expression régulée par NF-AT soit de I’ordre
d’une par minute (Li et al., 1998). NF-AT se comporterait comme un décodeur traduisant la
fréquence des oscillations calciques en quantités de facteur parvenant au noyau (Tomida et al.,
2003). Les profils oscillatoires que nous avons obtenus sont comparables a ceux observés
dans le cas de ce facteur de transcription pour lequel I’activation maximale a lieu dans une
fenétre de fréquence calcique entre 0,66 oscillation/min (période: 1,5 min) et 2
oscillation/min (période : 0,5 min) (Tomida et al., 2003). Finalement, la fréquence des
oscillations pourrait étre un facteur discriminant pour 1’activation sélective de certains
facteurs de transcription comme NFAT et NF-kB. Leur activation est équivalente pour des
oscillations ayant une période de 400 secondes (6,6 pics/min) ou moins. Mais pour des
fréquences d’oscillations calciques plus basses, seul NF-kB est activé (Dolmetsch et al.,
1998). Cette différence d’activation des facteurs de transcription peut étre en partie expliquée
par leurs temps de retour au cytoplasme qui est d’une minute pour NFAT contre 16 minutes
pour NF-kB (Dolmetsch et al., 1997; Li et al., 1998). Pour d’autres voies de transduction du
signal calcique, la sensibilité¢ des intermédiaires aux oscillations calciques pourrait constituer
un ¢lément déterminant pour I’activation de facteurs de transcription se trouvant en aval. La
CaMkinase II posséde un role central dans les voies de régulation de 1’expression génique
calcium dépendante. Elle est présente dans le noyau ou elle peut phosphoryler directement
certains facteurs de transcription (Brocke et al., 1995; Srinivasan et al., 1994). Son mode
d’activation complexe lui confére la propriété d’étre sensible aux oscillations calciques qui lui
permettent d’atteindre son état autonome. Elle constitue un décodeur de fréquence capable de
traduire les fréquences d’oscillation en des degrés d’activité différents (De Koninck et
Schulman, 1998). La CaMkinase II est capable d’intégrer a ce décodage la durée des pics
calciques ainsi que les activités préalables dont dépend son état de base au moment ou
surviennent les oscillations. De plus, les variants d’épissage de cette enzyme exprimés dans
les différentes cellules montrent des sensibilités différentes aux fréquences des oscillations

(Bayer et al., 2002). Ainsi, la diversité¢ des messagers, la localisation nucléaire des signaux
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calciques et I’originalité de leur profil pourrait constituer la base d’un codage régulant de

nombreux processus nucléaires.

Translocation nucléaire de ’Aplysia cyclase

J’ai montré que les messagers ADP ribose cyclique et NAADP étaient capables de mobiliser
le calcium de I’enveloppe nucléaire vers le nucléoplasme. Ces deux messagers sont
synthétisés par une méme enzyme : I’Aplysia cyclase. Les ARN messagers codant pour cette
enzyme ont été détectés dans les neurones (Mothet et al., 1998) et son role pour la synthese de
cADPribose est bien établi. Dans un premier temps, j’ai montré que cette enzyme était
fonctionnelle dans les neurones concernant la synthése du NAADP. Ensuite, je me suis
intéressée a la distribution de I’Aplysia cyclase dans les neurones. Celle-ci se localise au
niveau sous membranaire et sa distribution est restreinte au niveau cytoplasmique. Cependant,
j’ai pu observer une différence dans la distribution de cette cyclase dans la cellule au repos et
dans la cellule dépolarisée au KCIl, qui suggere que sa localisation subcellulaire est un
phénomene régulé. Dans les neurones, 1’activité €lectrique n’est pas isolée des processus
biochimiques intracellulaires. Une question importante a laquelle les neurobiologistes tentent
d’ailleurs de répondre estde savoir de quelle facon I’activité neuronale est couplée aux
cascades biochimiques intracellulaires et comment elle contribue a la régulation de la
physiologie cellulaire. Selon nos expériences, il semble que la migration au noyau de la
cyclase soit dépendante du calcium et particulierement de 1’entrée de calcium par les canaux
de type L. Des expériences menées sur des souris KO pour CD38, la principale ADP ribosyl
cyclase connue chez les mammiféres, montrent que I’augmentation du calcium dans les
terminaisons des neurones hypothalamiques suite a la dépolarisation par du KCl est moins
importante chez les KO. Cela suggére que, lors de la dépolarisation, I’augmentation de
calcium intracellulaire résulterait du couplage de ’entrée de calcium par les canaux voltage
dépendants aux réserves calciques intracellulaires. Ce couplage passerait par 1’intermédiaire
de la production de messagers par I’ADP ribosyl cyclase (Jin et al., 2007). Dans notre mode¢le
neuronal, le marquage des organites intracellulaires tels que les mitochondries montre que ces
derniéres constituent une barriére qui entoure le noyau. Dans d’autres types cellulaires, cette
barriere mitochondriale peut d’ailleurs isoler le noyau des ¢éveénements calciques
cytoplasmiques (Park et al., 2001; Tinel et al., 1999). De plus, il est peu probable que les
produits de I’ Aplysia cyclase puissent diffuser en quantité suffisante jusqu’au noyau sans étre
dégradés, avant d’activer spécifiquement des récepteurs de la membrane nucléaire interne.

Ainsi, une synthése locale, a proximité des récepteurs nucléaires des messagers pourrait étre
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le moyen le plus approprié pour le couplage d’événements calciques membranaires et
nucléaires. Le poids moléculaire de 1’Aplysia ADP ribosyl cyclase est de 29kDa. Il est donc
possible que cette protéine puisse transiter librement au travers des pores nucléaires des
noyaux de neurones d’Aplysie qui laissent passer le dextran jusqu’a 70kDa. Les canaux de
type L sont couplés physiquement a des effecteurs tels que la calmoduline qui leur permettent
de communiquer avec des zones plus ¢€loignées telles que le noyau pour y réguler la
transcription (Dolmetsch et al., 2001). Dans certains types cellulaires, celle-ci a est capable de
migrer vers le noyau en réponse a la stimulation hormonale (Craske et al., 1999). De plus, la
translocation de protéines de signalisation calcique au noyau suite a la stimulation cellulaire a
¢té observée de nombreuses fois dans les neurones. La CaMKI peut étre relocalisée au noyau
apres une dépolarisation par le KCl (Sakagami et al., 2005). C’est aussi le cas de la CaMKIV
alors que le mécanisme responsable de cette localisation est encore inconnu (Lemrow et al.,
2004).

Cependant, nous ne connaissons pas les mécanismes dont résultent au repos la présence de
I’Aplysia ADP ribosyl cyclase au niveau cytosolique. En dehors de toute stimulation,
I’enzyme parait sous forme d’agrégats localisés au niveau sous membranaire. On peut dés lors
se demander si comme cela a pu étre observé dans de nombreux cas, la protéine ne pourrait
pas étre séquestrée au niveau cytoplasmique par des protéines d’ancrage membranaire ou de
rétention cytosolique. Certains effecteurs de la signalisation calcique (kinases et phosphatases
sont liés directement ou indirectement par des protéines d’ancrage ; les AKAPs (A-kinase
anchor proteins) sur les canaux de type L, les récepteurs au glutamate et d’autres récepteurs
membranaires (Hall et al., 2007; Smith et al., 2006; Tao et al., 2006). L hypothése d’une
séquestration a la membrane de 1’Aplysia cyclase par ce type de protéines d’« échafaudage »
devient alors envisageable. Suite a ’entrée de calcium, des évenements de phosphorylation ou
déphosphorylation dépendants du calcium pourraient étre a 1’origine de la libération de
I’enzyme et de sa re-localisation au niveau du noyau. D’autres expériences avec des
inhibiteurs de kinases ou de phosphatases calcium dépendantes pourraient étre menées afin
d’éclaircir ce mécanisme de localisation nucléaire calcium dépendante.

La comparaison de la séquence protéique de 1’Aplysia cyclase avec les bases de données
disponibles montre que celle-ci contient une séquence d’acides aminés consensus pour un site
de N-myristoylation. La myristoylation est une modification post transcriptionnelle
permettant aux protéines de s’accrocher aux membranes lipidiques intracellulaires et se trouve
impliquée dans les phénoméenes de ciblage intracellulaire de protéines de signalisation

(O'Callaghan et al., 2005; O'Callaghan et al., 2002).
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On peut donc se demander si ce site de myristoylation ne pourrait pas constituer un ancrage
de I’Aplysia cyclase a la membrane plasmique. Cet ancrage pourrait étre régulé des effecteurs
calcium dépendant. La cyclase ne serait alors plus séquestrée au niveau membranaire et
pourrait diffuser librement vers le noyau. Depuis peu, la myristoylation est connue, comme un
moyen pour les cellules en réponse a une stimulation provoquant une augmentation du
calcium intracellulaire, de cibler des protéines de fagon réversible vers des organites
particuliers. Par exemple, les NCS (Neuronal Calcium Sensor) sont pour la plupart des
protéines myristoylées capables de lier directement le calcium par des motifs « EF hands ».
Lorsque la concentration calcique neuronale augmente, la fixation du calcium par les NCSs
provoque un changement conformationnel, exposant le site de myristoylation et permettant a
la protéine jusqu’alors cytosolique d’étre adressée vers le compartiment approprié par ancrage
dans la membrane. Ce mécanisme est connu sous le nom de « Calcium/Myristoyl switch » et
cet ancrage est réversible lorsque la protéine retrouve sa conformation d’origine (O'Callaghan
et Burgoyne, 2003 ; O'Callaghan et al., 2005; O'Callaghan et al., 2002; Spilker et al., 2002).
L’Aplysia cyclase ne posséde pas de motif EF hands lui permettant de lier le calcium
directement, cependant 1’analyse de sa séquence montre la présence de plusieurs sites
consensus de phosphorylation par la protéine kinase C qui peut étre activée par le calcium. On
peut alors émettre I’hypothése que, lors de I’entrée de calcium par la dépolarisation
membranaire, un changement conformationnel exposant le site de myristoylation et dépendant
d’évenements de phosphorylation régulés par le calcium exposerait le site d’ancrage
membranaire, provoquant I’adressage au noyau. Ainsi, méme si I’analyse de la séquence de
I’Aplysia cyclase apporte certaines hypothéses s’avérant intéressantes pour 1’étude de son
ciblage au noyau, celle ne montre pas la présence de signal de localisation nucléaire. Ainsi,
son transport résulterait d’un mécanisme alternatif qui reste a déterminer.

Finalement, I’ Aplysia cyclase posseéde un motif consensus de phosphorylation par la caséine
kinase II. Cette kinase est présente aussi bien au niveau cytoplasmique que nucléaire. Elle a
¢té impliquée entre autre dans la phosphorylation de NF-AT suite a sa translocation au noyau.
Cette phosphorylation régule son export du noyau lorsque ’activité cellulaire cesse (Shen et
al., 2007). Cette kinase pourrait ainsi avoir un réle dans la régulation de la durée de vie de

I’ Aplysia cyclase au noyau.
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CONCLUSION

L’ensemble de nos résultats apporte la premiere évidence que les réserves calciques de
I’enveloppe nucléaire de neurones de ganglions d’aplysie peuvent étre mobilisées par 1’IPs, le
cADPR et le NAADP. De manicre surprenante, ces messagers semblent évoquer des signaux
calciques sous forme d’oscillations dont la fréquence peut varier d’un facteur deux entre le
NAADP et I'IP;. L’aptitude des effecteurs nucléaires a décoder les fréquences des signaux
calciques pourrait avoir des conséquences non négligeables sur la régulation de 1’expression
génique. De plus nous avons observé la localisation nucléaire de I’enzyme de syntheése du
cADPR et du NAADP suite a la dépolarisation des neurones et 1’augmentation du calcium
intracellulaire. Ceci constitue un pas supplémentaire pour la compréhension du couplage de
I’activité électrique membranaire aux éveénements biochimiques profonds de la cellule.
Cependant les mécanismes conduisant au ciblage de la cyclase vers le noyau restent, avec les

hypothéses dont nous disposons, a explorer.
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PERSPECTIVES
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PERSPECTIVES

Au cours de ma thése, j’ai pu montrer que le NAADP est un acteur important pour la
régulation de ’homéostasie calcique nucléaire, ce qui suggere un role dans la régulation de
certains processus nucléaires tels que 1’expression génique. Cependant, ce second messager
pourrait étre impliqué dans la physiologie neuronale en agissant sur des fonctions dans
d’autres compartiments cellulaires. Afin d’étudier cette question, j’ai en parallele de mes
premiers travaux sur 1’Aplysie, développé un second mode¢le. Il s’agit d’une culture primaire
de neurones spinaux embryonnaires de souris. Les travaux menés par notre équipe sur la
synthése de NAADP par CD38 montrent que la moelle €pini¢re chez la souris est I’un des
organes au sein duquel I’activité de synthése de NAADP est de loin la plus importante (Fig.
1). De plus, cette activité semble exclusivement dépendante de I’enzyme CD38. Ce modele,
plus appropriée que ne I’est I’Aplysie aux techniques de biologie moléculaire, devrait nous
permettre de déterminer le ou les roles du NAADP dans 1’établissement et le développement
du réseau neuronal qui sont des phénomenes dépendants du calcium. D’une part, les agonistes
liés a la stimulation de la synthése du NAADP dans les neurones et les conséquences
physiologiques li¢es a la synthése et ’action de ce messager restent a déterminer. De plus,
nous avons a notre disposition une lignée de souris KO, CD38”", il deviendrait donc possible
avec ce nouveau modele d’étudier les conséquences fonctionnelles de 1’absence de CD38
dans les neurones. Finalement, nous pourrons étudier le role de la Mucolipine 1, un récepteur

canal putatif du NAADP, dans la signalisation liée a ce messager.
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Figure 1. Importance de CD38 dans I’activité de synthése du NAADP Comparaison de
I’activit¢ de 1’ADPribosyl Cyclase des souris controles C57 et CD38-/- mesurée dans
différents tissus incubés 30 minutes en présence des substrats a 37°C. Les valeurs sont
exprimées en nanomoles de NAADP formées par milligramme de protéines par minute, +
¢écart type (n=3).
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Résultats préliminaires

1) Caractéristiques du modeéle.

Les enregistrements ¢électrophysiologiques sur des préparations de moelle épini¢re de souris
montre qu’il existe déja un réseau générant une activité é€lectrique rythmique spontanée
(Hanson et Landmesser, 2003). Ce type d’activité spontanée a été¢ observée dans d’autres
régions du systeme nerveux central et apparait caractéristique des réseaux neuronaux en
développement (Ben-Ari, 2001; O'Donovan, 1999). Dans la moelle épiniere d’embryon de
souris, elle se présente sous forme de trains d’activité épisodiques qui semblent synchronisés
le long de I’axe rostrocaudal. Un schéma du circuit a la base de cette activité spontanée chez
la souris a d’ailleurs été proposé (Fig. 2). La propagation de cette activité repose sur
I’activation de synapses chimiques et électriques. Une caractéristique de ce réseau est que la
génération de I’activité spontanée ne met pas en jeu de neurones glutamatergiques (Hanson et
Landmesser, 2003). Elle repose sur [I’activation d’interneurones GABAergiques et
glycinergiques par les collatérales axonales émises par les motoneurones cholinergiques. Pour
les stades précoces de développement, il a ét¢ montré dans plusieurs régions du systéme
nerveux que le GABA et la glycine pouvaient étre excitateurs (Ben-Ari, 2002; Ben-Ari et al.,
2004; Hanson et Landmesser, 2003). Ceci résulte de I’absence de gradient de chlore qui est en
concentration symétrique entre le milieu intra et extracellulaire. Ainsi, dans la moelle épiniére
d’embryons de souris de 12 jours le GABA et la glycine contribuent a I’excitation du circuit
neuronal et pas le glutamate. Vers le 18¢éme jour d’embryogenese, le profil d’activité
spontanée change, ce qui correspond a la maturation des neurones dans lesquels un gradient
de chlore entre I’extérieur et I’intérieur de la cellule est établit. Les synapses glycinergiques et

GABAergiques deviennent alors inhibitrices (Branchereau et al., 2002).

2) Caracteristiques du modele.

Les neurones mis en culture sont prélevés dans la partie ventrale de la moelle épinicre
d’embryons de 12,5 jours. A ce stade, I’innervation des muscles n’est pas encore établie et les
motoneurones sont encore en poussée pour atteindre leurs cibles. Lors de I’étape de mise en
culture, la moelle épiniére est extraite de I’animal et les neurones dissociés. Les cellules sont
ensuite réparties dans des plaques 12 puits au nombre de 10° cellules par puits, densité en
dessous de laquelle, les cellules ne survivent pas. Les neurones 24 heures apres leur mise en

culture ont déja ré-émis des prolongements et établit des contacts. La population de cellules
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comporte quelques motoneurones, qui ne présentent pas de phénotype particulier permettant
de les distinguer a priori des autres cellules. On trouve donc en grande majorité des
interneurones (Fig 2).

J’ai d’abord pu observer en utilisant une sonde calcique fluorescente fluo4-AM qu’a ce stade,
les cellules semblent trés actives. Elles générent des oscillations calciques spontanées
illustrées en figure 3. Cependant, I’enregistrement des courants membranaires en voltage
clamp ne laisse pas apparaitre de courant synaptiques dans les premiers jours de culture,
méme si les neurones sont connectés. L’apparition plus fréquente de courants synaptiques
s’observe au alentour de 6 a 7 jours de culture (Fig. 4). A ce stade, nous avons visualisé deux
types de courants qui possedent des cinétiques différentes et qui ont été caractérisés sur ce
modele (Carrasco et al., 2007) :

- d’une part des courant GABAergiques caractérisables par une cinétique lente.

- d’autre part des courants glycinergiques caractérisables par une cinétique plus rapide.

Ces données coincident avec celles récemment publiées sur le méme modéle, puisque jusqu’a
4 jours in vitro aucune des cellules patchées ne montrent des courants alors qu’a 7 jours, leur
proportion passe a 50% (Carrasco et al., 2007). J’ai vérifi¢ immédiatement apres 1’obtention
de la configuration « cellule entiére » et avant la dialyse du cytosol par le milieu intrapipette,
que les courants synaptiques s’inversaient a OmV. Cela confirme I’absence de gradient
chimique pour le chlore et le caractere excitateur des activités synaptiques GABAergiques et
glycinergiques (Fig 4). Ces courants excitateurs permettent d’atteindre le seuil d’excitabilité
des neurones et de générer des potentiels d’action que nous avons visualisé en current clamp
(Fig 4). Ainsi, cette activit¢ donnant lieu a des potentiels d’actions peut étre observée en
imagerie calcique puisque ces derniers activent les canaux voltage dépendants de type L

(Carrasco et al., 2007; Tapia et al., 2001).

3) Expression de CD38.

J’ai voulu vérifier que les neurones spinaux en culture exprimaient bien 1’antigéne de surface
CD38 et je me suis intéressée a la distribution de cette protéine dans ce nouveau systéme
cellulaire. La RT-PCR confirme bien que les ARN messagers de 1’enzyme sont présents dans
les cellules (Fig. 5a). Il ressort des immuno-marquages anti-CD38 que cette protéine est
largement exprimée par tous les types de neurones de la culture (Fig. 5b). De plus, son
expression ne semble pas restreinte & un domaine subcellulaire en particulier puisque celle-ci

apparait aussi bien au niveau soma que dans les prolongements. Les marquages qui ont été
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To plexus

D’aprés Hanson et Landmesser, J. Neur. 2003
GABA= interneurone GABAergique
Gly N.= interneurone glycinergique

MN= motoneurone

Figure 2. Les neurones spinaux embryonnaires de souris. (a) Photographie du réseau formé
par les neurones spinaux 48 heures apres leur mise en culture (J2). (b) Schématisation du réseau

formé par les neurones spinaux embryonnaires dans la moelle épiniére d’embryons de 12 jours
(E12).
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Figure 3. Activités calciques spontanées des neurones spinaux embryonnaires de souris a
jour 1 de culture. Les neurones chargés par la sonde calcique fluo4 AM (a) présentent une
activité calcique spontanée intense pendant les premiers jours de culture (b et ¢). Les deux traces
montrent des exemples d’activités spontanées enregistrées sur deux cellules différentes.
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Figure 4. Caractérisation de D’activité synaptique observée sur les neurones spinaux
embryonnaires de souris. L’enregistrement en voltage clamp au potentiel de maintient de -
60mV montre 1’existence de deux types de courant synaptiques de cinétiques différentes: des
courants GABAergiques lents et des courants glycinergiques plus rapides(a). Il s’agit de
courants chlore excitateurs dont le potentiel d’inversion se situe & OmV (b). Ces courants
permettent d’atteindre le seuil d’excitabilité des cellules et de déclencher de potentiels d’action
visibles en current clamp (c).
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Figure 5. Expression de CD38 dans les neurones embryonnaires de la moelle ventrale de
souris. (a) RT-PCR sur des ARN provenant des neurones lors de leur mise en culture (JO). (b)
Marquage des neurones avec un anticorps anti-CD38 (en rouge). Les noyaux sont aussi
marqués par le DAPI (en bleu).(c) Double marquage avec un anti-CD38 et un anti-Isletl/2,
marqueur spécifique des motoneurones.
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effectués a différents stades de culture ont toujours révélé la présence de CD 38, mais il serait
tout de méme intéressant de voir si dans notre systéme, son expression varie au cours du
temps. D’autre part, CD38 étant capable de synthétiser le NAADP, nous nous sommes posés

la question de savoir si le NAADP libérait du calcium dans notre modéle neuronal.

4) L’effet du NAADP sur la concentration calcique intracellulaire des neurones spinaux

embryonnaires de souris

Le NAADP a été montré capable de libérer du calcium dans plusieurs types cellulaires, mais
dans les neurones, les études se rapportant a ce messager sont rares. Le NAADP n’étant pas
un composé capable de franchir les membranes, j’ai d’abord utilisé le patch clamp pour
introduire ce messager, couplé a la sonde calcique Fluo-4 dans les neurones. A la
concentration intrapipette de 500nM, le NAADP provoque une augmentation du calcium
intracellulaire (n=5) (Fig 6 a et b). Par la suite, j’ai pu disposer d’une forme perméante du
messager : le NAADP-AM. Le groupement AM lié de manicre covalente au NAADP lui
permet de passer la membrane cellulaire et une fois dans I’espace cytosolique se trouve clivé
par les estérases. Le NAADP s’accumule donc dans la cellule au cours du temps. Le
NAADP-AM a la concentration de 10nM dans le milieu a produit deux types de réponses
(n=4) (Fig. 7). J’ai pu observer en imagerie, soit, une augmentation massive de calcium au
sein du corps cellulaire (Fig. 7a), soit I’apparition d’oscillations calciques (Fig. 7b). Dans les
deux cas, la cinétique du signal calcique entre le compartiment nucléaire et le compartiment
cytoplasmique est différente. Lors de 1’augmentation massive du calcium, le signal nucléaire
précede le signal cytosolique et son amplitude est beaucoup plus importante. Dans 1’autre cas,
I’amplitude des oscillations nucléaires est plus importante que dans le reste du soma. De plus,
certaines oscillations calciques nucléaires ne semblent pas €tre transmises au compartiment
cytosolique. Suite a ces expériences, j’ai effectué sur les neurones spinaux un marquage au
lysotracker red, un composé fluorescent s’accumulant spécifiquement dans les lysosomes
connus une des réserves sensibles au NAADP. Il est intéressant de voir que les lysosomes se

répartissent presque exclusivement dans le corps cellulaire, en périphérie du noyau (Fig 6c¢).

5) Sensibilite des neurones spinaux embryvonnaires de souris aux neurotrophines.

Dans les réseaux neuronaux en développement, les neurotrophines telles que le BDNF (Brain
Derived Neurotrophique Factor) ou la NT3 (Neurotrophine 3) ont une importante primordiale
pour la maturation. Elles ont ét¢ impliquées dans la survie, la poussée neuritique, la

différentiation, 1’établissement des connections synaptiques. On peut séparer les réponses aux
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Figure 6. Réponse des neurones spinaux embryonnaires de souris au NAADP. Le NAADP (500
nM intrapipette) couplé a la sonde calcique fluo4 est introduit dans les neurones (jour 4 de culture)
grace a la pipette de patch clamp (a). Une augmentation de calcium intracellulaire est observée suite
a D’introduction de NAADP dans la cellule (b). Visualisation des lysosomes, réserve sensible au
NAADP avec le marqueur fluorescente vital : lysotracker red (c).
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Figure 7. Réponse des neurones spinaux embryonnaires de souris au NAADP-AM. Les
neurones chargés par la sonde calcique fluo4 AM ont ét€ mis en présence de NAADP-AM (jour
4 de culture) perméant a la concentration de 10nM (a et b). Une augmentation du calcium
cytoplasmique (en rose ) et nucléoplasmique (en bleu==—) ont ét¢ observées.
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neurotrophines en deux catégories. Celles qui produisent des effets a court terme et a long
terme. Certains des effets a long terme des neurotrophines passent par la régulation de
I’expression génique calcium dépendante et menent a la LTP (Korte et al., 2000; Minichiello
et al., 2002). En imagerie, nous avons observé que le BDNF et la NT3 sont capables de
provoquer des augmentations de la concentration calcique intracellulaire dans les neurones
spinaux. (Fig 8). Il est possible que ces augmentations du calcium puissent €tre a 1’origine de
changements pré et post synaptiques tels que ceux qui ont été décrits, a la fois en régulant par
exemple la qualité des récepteurs exprimés par les cellules mais aussi en agissant sur la
quantité de neuromédiateur sécrétée. Les récepteurs au neurotrophines TrkB (pour le BDNF)
et TrkC (pour la NT3) ont ét¢ montré couplés a la PLC-y, et donc a la synthese d’IP3, ce qui
leur permet de mobiliser le calcium a partir des réserves intracellulaires. On peut dés lors se
demander si ces récepteurs ne pourraient pas étre couplés a d’autres enzymes capables de
synthétiser d’autres seconds messagers et si le NAADP ne pourrait pas faire partie de la voie

de signalisation liée aux neurotrophines.

6 ) Effet des neurotrophines sur les courant synaptiques

Le BDNF a aussi été caractérisé comme un régulateur de la transmission synaptique capable
de moduler positivement la transmission synaptique. Nos données montrent que 1’application
aigué€ sur notre préparation de BDNF ou de NT3 a 100ng/ml provoque en quelques minutes
une augmentation importante de la fréquence des courants synaptiques (n=4) (Fig 9). Ces
observations sont a rapprocher des données récemment publiées montrant que ’application
chronique de BDNF pendant la culture provoque une augmentation du pourcentage de
cellules qui présentent des courants. De plus, la fréquence des courants ainsi que leur
amplitude est augmentée (Carrasco et al., 2007). Les auteurs montrent aussi que les effets du
BDNF sur la maturation des synapses résultent d’événement post-synaptiques tels que le
changement de la composition des récepteurs glycinergiques, mais aussi d’événement pré-
synaptiques tels qu’une augmentation de la probabilité¢ de sécrétion des neurotransmetteurs.
Selon la littérature, les neurotrophines peuvent étre a 1’origine d’effets rapides suite a
I’augmentation du calcium intracellulaire. Un de ces effets est 1’augmentation de la
transmission synaptique via I’augmentation de la quantité de neurotransmetteur libérée par
I’¢lément présynaptique (Blum et Konnerth, 2005; Paredes et al., 2007). La sécrétion de
neurotransmetteurs est un phénomene connu pour étre régulé par le calcium (Rusakov, 2006).

Puisque le NAADP est capable de libérer du calcium dans les neurones spinaux
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Figure 8. Effet des neurotrophines sur la concentration calcique intracellulaire des
neurones spinaux embryonnaires de souris. Les neurones ont été chargés par la sonde
calcique fluo4 AM. Le BDNF (a) et la neurotrophine 3 (NT3) (b) appliqués localement avec une
pipette (1ug/ml dans la pipette) provoquent des augmentations de la concentration calcique
intracellulaire .
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Figure 9. Effet des neurotrophines sur les courants synaptiques génrérés par les neurones
spinaux embryonnaires de souris. Les courants ont été enregistrés en voltage clamp au potentiel de
maintient de -60mV. Les applications sur les neurones de NT3 (a) et de (b) BDNF (100ng/ml)
provoquent des augmentations de la fréquence des courants synaptique. L’ajout de NAADP-AM
(10nM) a pour conséquence une augmentation de la fréquence des courants suivie d’un retour a
I’activité synaptique de base (c). Analyse de 1’évolution de la fréquence des courants synaptiques
suite a I’ajout de NAADP-AM (d).
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embryonnaires, nous avons voulu tester 1’effet de cet agent sur les courants synaptiques de

notre réseau.

7 ) Effets du NAADP sur les courants synaptiques

Lorsque le NAADP-AM est ajouté a 10nM sur une préparation de neurones de 6 a 8 jours ou
les synapses sont matures, il se produit une trés forte augmentation de la fréquence des
courants synaptiques proche de celle obtenue suite a I’application des neurotrophines (n=4)
(Fig 9). Apres plusieurs minutes d’activité intense, on observe un retour a ’activité de base.
Du calcium libéré par le NAADP au niveau des terminaisons présynaptiques pourrait
provoquer une augmentation de I’exocytose a l’origine d’une libération massive de
neurotransmetteurs. Ces résultats rejoignent d’ailleurs ceux obtenus au laboratoire suite aux
travaux sur les neurones d’Aplysie dans lesquels I’injection de NAADP augmente le nombre
de quanta d’acéthylcholine libérés par un potentiel d’action au niveau présynaptique
(Chameau et al., 2001).Apres plusieurs minutes, les courants synaptiques disparaissent ce qui
suggere que, soit le stock de vésicules de neuromédiateurs s’épuise, soit le NAADP qui
continue de s’accumuler dans les cellules atteint une concentration de plusieurs
micromolaires, qui provoque une désensibilisation de son récepteur. Ces hypothéses restent

encore a tester.
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Conclusion

Nos expériences montrent que le NAADP est capable de libérer du calcium au sein des
neurones spinaux embryonnaires de souris et ’enzyme a l'origine de sa synthése est
largement présente a tous les niveaux de la cellule. Le NAADP est capable de libérer du
calcium dans le corps cellulaire et particulierement dans le compartiment nucléaire. De plus, il
semble qu’il le soit aussi au niveau des terminaisons synaptiques et que cette libération puisse
étre a I’origine d’une augmentation de I’activité de la synapse. Le NAADP pourrait donc étre
impliqué dans différents processus ayant lieu a différents niveaux de la cellule. Dans les
neurones, les agonistes qui déclenchent la synthése du NAADP sont encore inconnus et nos
résultats préliminaires nous amenent a poser I’hypothese selon laquelle le NAADP pourrait
étre impliqué dans la voie de signalisation des neurotrophines. Une prochaine étape serait de
vérifier si le fait de bloquer le récepteur au NAADP a une incidence sur la réponse au
neurotrophines. Il sera aussi intéressant de savoir si la stimulation par le BNDF provoque sa
synthése en mesurant les variations du taux endogéne de NAADP. Si tel est le cas, le NAADP
pourrait donc constituer un second messager d’une grande importance pour le développement

et la maturation du réseau neuronal.
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ROLE DU NAADP ET DE SON ENZYME DE SYNTHESE, L’ADP RIBOSYL
CYCLASE, DANS LES NEURONES: LA REGULATION DE L’HOMEOSTASIE
CALCIQUE NUCLEAIRE.

Le calcium est un second messager impliqué dans la plupart des fonctions neuronales et
possede un réle particulierement important dans la régulation de I’expression génique. Pour
activer I’expression de certains genes, une augmentation de la concentration calcique au sein
du noyau est essentielle. L’augmentation du calcium intracellulaire dépend entre autre, de la
mobilisation du calcium contenu dans les stocks intracellulaires par des seconds messagers
comme I’IP3, le CADPR et le NAADP, plus récemment découvert. Au cours de ma these, j’ai
montré que dans les neurones d’aplysies, I’Aplysia ADP ribosyl cyclase, I’enzyme de
synthese du CADPR et du NAADP migrait dans le noyau suite a la dépolarisation et a I’entrée
de calcium par les canaux voltage dépendants de type L. De plus, grace a la microscopie
confocale et I’utilisation de sondes calciques fluorescentes, nous avons observé sur des
noyaux de neurones isolés, que les seconds messagers étaient capables de mobiliser le
calcium contenu dans I’enveloppe nucléaire pour générer des oscillations calciques
nucléoplasmiques. Nos données pharmacologiques montrent que le NAADP active un
récepteur qui lui est propre et que ce dernier coopére avec les RyRs et IP3R pour générer ces
signaux. Finalement, afin d’explorer les r6les du NAADP dans la physiologie du neurone
entier, j’ai mis au point un modele de neurones spinaux embryonnaire de souris. Les résultats
preliminaires nous permettent de poser de nouvelles hypotheses concernant I’implication du
NAADP dans certaines grandes fonctions neuronales régulées par les neurotrophines.

Mots clés: calcium, neurones, noyau, oscillations, NAADP, IP;, cCADPR, ADP ribosyl
cyclase.

ROLE OF NAADP AND ITS SYNTHESIZING ENZYME, ADP RIBOSYL CYCLASE,
IN NEURONS: REGULATION OF NUCLEAR CALCIUM HOMEOSTASIS.

Calcium is a second messenger, implicated in the regulation of many neuronal functions and
has a particularly important role in regulating gene expression. In some cases, gene activation
requires nucleoplasmic calcium elevation. In cells, calcium rise can results of calcium
mobilization from intracellular stores by second messengers like IP;, CADPR or NAADP,
which has been more recently discovered. During my PhD, | show that in neurons, Aplysia
ADP ribosyl cyclase, the enzyme synthesizing cCADPR and NAADP, can translocate to the
nucleus following depolarization and calcium entry through L type calcium channels.
Moreover, by using confocal microscopy and calcium fluorescent dyes, we observed in
isolated neuronal nuclei that second messengers were able to mobilize calcium from the
nuclear envelope in order to generate nucléoplasmic calcium oscillations. Our
pharmacological data prove that NAADP activates its own receptor which cooperates with
RyRs and IP3Rs to elicit these calcium signals. Finally, to explore the role of NAADP in the
general neuronal physiology, | developed a new model of mouse embryonic spinal neurons.
Our preliminary data enable us to put an assumption on the implication of NAADP in some
important neuronal functions regulated by neurotrophins.

Key words: calcium, neurons, nucleus, oscillations, NAADP, IPs;, CADPR, ADP ribosyl
cyclase.

Laboratoire de Neurobiologie Cellulaire et Moléculaire NBCM-CNRS UPR9040.
1 Avenue de la Terrasse (Bat 32/33) 91198 Gif-sur-Yvette Cedex





<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




