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RÉSUMÉ

La mutation E462R à la 5èmc position de la région AID de la boucle T-II accélère

significativement les cinétiques d’inactivation du canal Cavi .2 du type L, ce qui suggère

que la région AID pourrait participer à un mécanisme d’inactivation du type «hinged

lid ». La cristallisation récente de la région AID-Cavt3 dans les canaux Cavl .1 et Cavl .2

ont montré qu’en plus de E462, les positions occupées par les résidus Q458, Q459, E461,

K465, L468, D469 et T472 dans le canal calcique Cavl .2 du lapin pourraient aussi

contribuer au mécanisme du type «hinged-lid ». Une étude mutationnelle effectuée dans

notre laboratoire a montré que les mutations Q458A, Q459A, K465N, L468R, D469A et

T472D n’affectent pas significativement la dépendance en voltage de l’inactivation

(VDT). Par contre, la mutation de certains résidus chargés négativement E46 1, E462 et

D463 en résidus neutres ou positifs accélère la VDI, ce qui suggère que le locus des

résidus chargés négativement au niveau N-tenninal de l’hélice AlU pourrait être impliqué

dans les cinétiques d’inactivation lente du canal Cavl.2. L’analyse des mutations

effectuées à la position 462 (R, K, A, G, D, N, Q) confirment qu’à +10 mV, E462R

produit des cinétiques d’inactivation plus rapides comparativement aux autres mutations

avec E462R » E462K E462A> E462N > wt E462Q E462G> E462D (du plus

rapide au plus lent). E462R accélère aussi les cinétiques d’inactivation de la chimère

CEEE qui comprend le domaine I avec la boucle I-II du canal Cavi .2, inséré dans le canal

Cav2.3. Les cinétiques d’inactivation rapide des mutants Cavl.2 + F462R et de CEEE +

E462R sont abolies en présence de la sous-unité Cav/32a, mais sont rétablies avec la

forme non palmitoylée de CavI32a, soit Cavfl2a C3$ + C4$ (Cavi32a CS). Ces résultats

confinnent que Cav/32a et E462R modulent la MDI via une même voie mais avec des

effets opposés. L’ensemble de ces résultats met en évidence le rôle particulier de E461,

E462 et F463 de la boucle I-II dans la MDI des canaux Cavl .2.

Mots clés: Alpha-1 C, type-L, sous-unité bêta, modulation, cinétiques,

palmitoylation, AlU, boucle cytoplasmique, « hinged-lid»
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ABSTRACT

The E462R mutation in the 5 position of the AID region in the I-II linker is

lmown to accelerate significantly VDI ldnetics of the L-type Cavi .2 channel suggesting

that the AU) region could participate to a hinged-lid type inactivation mechanism in these

channels. The recently solved crystal structures ofthe AD-Cav[3 regions in L-type Cavl.1

and Cavl.2 channels show that in addition to E462, positions occupied by Q45$, Q459,

E461, K465, L468, D469, and T472 in ifie rabbit Cavi .2 channel could also potentially

contribute to a hinged-lid type mechanism. A mutational analysis of these residues shows

that Q458A, Q459A, K465N, L46$R, D469A, and T472D did flot significantly alter MDI

gating. In contrast, mutations of the negatively charged E46 1, E462, and D463 to neutral

or positively charged residues increased VDI gating suggesting that the cluster of

negatively charged residues in the N-terminal end of the AU) helix could account for the

slower MDI kinetics of Cavi .2. A mutational analysis at position 462 (R, K, A, G, D, N,

Q) further confirmed that E462R yielded faster VDI kinetics at +10 mV than any other

residue with E462R » E462K E462A> E462N > wt E462Q E462G > E462D

(from the fastest to the slowest). E462R was also found to increase the VDI gating of the

slow CEEE chimera that includes the I-II linker from Cavi .2 into a Cav2.3 background.

The fast MDI kinetics of the Cavi .2 E462R and the CEEE + E462R mutants were

abolished by Cavf32a subunit and reinstated when using the non-palmitoylated forrn of

CavI32a C3$ + C4S (Cavr32a CS), confirming that CavI32a and E462R modulate MDI

through a common pathway albeit in opposite directions. Altogether these results highlight

the unique role of E461, E462, and D463 in the I-II linker in the VDI gating of HVA

Cavi .2 channels.

Key words: Alpha-1C, L-type, beta subunit, regulation, kinetics, gating,

palmitoylation, alpha interaction domain, cytoplasmic linker,

hinged-lid rnechanism
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L’influx d’ions calciques dans les cellules déclenche plusieurs réactions

importantes et intervient dans de nombreux processus physiologiques fondamentaux,

notamment le couplage excitation-contraction, l’expression des gènes, Pactivité rythmique

cardiaque, la signalisation cellulaire, la sécrétion hormonale, la libération de

neurotransmetteurs, l’activation d’enzymes et le développement. La concentration

extracellulaire du calcium libre peut atteindre 1.8 mM; alors que dans le cytoplasme elle

est relativement très faible, environ 0.1 jiM. De ce fait le calcium tend à diffuser vers

l’intérieur de la cellule à travers des protéines dites « canaux ioniques » par un mécanisme

de diffusion facilitée. L’une des familles de protéines de transport qui permettent au

calcium de s’introduire dans la cellule est une famille de canaux ioniques dont l’activité

dépend du potentiel membranaire, ce sont les canaux calciques qui s’activent avec la

dépolarisation (VDCC). Une altération du fonctionnement physiologique normal de ces

canaux provoque ce qu’on appelle une « canalopathie », ce qui entraîne un déséquilibre de

l’homéostasie calcique qui peut engendrer la mort cellulaire suite à un déséquilibre de la

concentration de calcium intracellulaire. Ainsi une compréhension de la structure et de la

régulation des VDCC est indispensable à la compréhension de ces phénomènes

physiopathologiques.
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1.1 Les canaux calciques dépendant du potentiel membranaire

L’essor du «patch-clamp », qui consiste à étudier l’activité électrique unitaire des

protéines-canaux, a permis d’identifier l’existence d’une multitude de canaux aux

propriétés biophysiques distinctes, qui parfois coexistent chez un même type cellulaire.

Vers la fin des années $0, grâce aux premières caractérisations moléculaires ainsi qu’à une

meilleure définition de la pharmacologie de ces canaux, il est clairement apparu que les

canaux calciques dépendant du potentiel membranaire constituaient des complexes de

protéines hétéromultimériques qui se forment grâce à la combinaison de plusieurs sous-

unités (Hofinann et al., 1994; CafteraIt, 1995). Dans la majorité des cas le canal VDCC se

compose de la sous-unité CavOEl formant le pore de conduction des ions, et des sous-unités

auxiliaires Cavl3 et Cavo2ô qui modulent les propriétés électrophysiologiques et

pharmacologiques de la sous-unité Caval.

Suivant leur sensibilité au potentiel membranaire, les canaux calciques sont

principalement subdivisés en fonction de leur seuil d’activation en HVA (« High Voltage

Activated ») et LVA (« Low Voltage Activated »). Les premiers sont des canaux activés

par de fortes dépolarisations (AV> 30 - 40 mV). Les canaux de type L, N, P/Q et R font

partie de ce groupe. Leurs cinétiques d’activation et d’inactivation sont plus lentes par

rapport aux canaux de types LVA. Les canaux à bas seuil (LVA) sont activés par de faibles

dépolarisations. Ils comprennent les canaux de type T qui ont la capacité de s’ouvrir sous

l’effet de faibles dépolarisations membranaires (V > 10 - 20 rnV). Ils produisent des

courants à cinétique rapide. Les courants de type T peuvent être enregistrés sur de
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nombreux types cellulaires: cardiaques, neuronaux et endocrines.

Ces différents types de canaux natifs ont été identifiés en se basant sur leurs

caractéristiques pharmacologiques et biophysiques (Tableau I).

Du point de vue pharmacologique, les canaux de type N sont inhibés par la w

conotoxine MVIIC (Himing et al., 198$), alors que ceux de type P/Q sont spécifiquement

inhibés par la toxine w-AgaWA (1C50 1nM pour le type P et 0.lnM pour le type Q) et

par la w-conotoxine GWA (Mintz et al., 1992) (voir Tableau I). Les canaux de type T sont

sensibles à l’arniloride. Le mibéfradil est aussi un inhibiteur de ces canaux (1C50 = 2iM)

(Ertel et al., 1997), quoiqu’à des concentrations de l’ordre du micromolaire il inhibe aussi

les canaux HVA (Jiminez et al., 2000; Bematchez et al., 2001a).

Les canaux de type L sont très sensibles aux dihydropyridines (DHP) (exemple

nifédipine), aux phénylalkylamines (exemple : véraparnil) et aux benzothiazépines

(exemple : diltiazem). Ils sont largement distribués dans le cerveau, le coeur, le muscle

squelettique, le muscle lisse, le système endocrinien et la rétine. Il existe également des

canaux calciques à haut seuil, insensibles aux dihydropyridines et présents exclusivement

dans le système nerveux. Ces canaux sont responsables des courants calciques de type R

qui présentent une sensibilité au SNX-482 qui est une toxine isolée de mollusques et

d’araignées (Tableau I).
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Type
Sous- Classification Cinétique Sensibifité Sensibilité à des

de . Activation
mute phylogénique d’inactivafion pharmacologique toxines

canal

L aiC Ca1.2

L al D Cal 3 Dihydropyridine,
CalcicludineHVA Lente Benzothiazepines,

L al F Ca1 .4 Phénylalkylamines
Calciseptine

L aiS Ca1.1

w-agatoxine
IVA++PIQ alA Ca2.1 HVA Lente w-conotoxine

MVIIC ÷

w-conotoxineN ai B Ca2.2 HVA Lente
GVIA ++

R aiE Ca2.3 HVA Rapide SNX-482

T alG Ca3.i Mibefradil,

T al H Ca3.2 LVA Rapide Amiloride, Kurtoxine
Dihydropyridine

T al I Ca3.3 (+1-)

Tableau I: Classification des différents canaux calciques dépendant du

potentiel membranaire suivant leurs propriétés biophysiques et

pharmacologiques.

Tandis que les courants de type T s’activent à de faibles dépolarisations et

s’inactivent rapidement, les canaux de type L exigent une forte dépolarisation et

leurs cinétiques d’inactivation sont très lentes. Les canaux calciques de type N, P,

Q et R ont aussi besoin de fortes dépolarisations mais leurs cinétiques

d’inactivation sont intermédiaires entre celles des canaux de type-T et celles des

canaux de type-L.
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1.2 Structure des canaux calciques dépendant du potentiel membranaire

Sur le plan structural, les canaux calciques sont des protéines hétéromultimériques

qui contiennent tous une sous-unité principale Cavai qui forme le pore, des sous-unités

auxiliaires modulatrices Cav et Cava2, et parfois une cinquième sous-unité Cavy

associée aux canaux de type L du muscle squelettique (Figure 1).

Les canaux calciques de type L du muscle squelettique (Cav 1.1) sont activés par

des protéines kinase A par l’intermédiaire de protéines AKAP (<fA kinase anchoring

proteins») (Catterail, 2000). Dans les canaux de type N et P la sous-unité Cavai peut être

inhibée par la protéine G suite à une interaction directe entre le complexe Gf3-y et Cavai.

Cette interaction se produit au niveau de la région AID (« Alpha Interaction Domain »)

reliant les domaines I et II (De Waard et al. 1997).

Extracellulaire

Intracellulaire

C,

Interaction entre les sous
unités Cavai et Ca\/y

‘‘ i\

sous-
et Cava

C,

Interaction entre Cau al et Cav f3
(BID-AID)

N 3

Figure I Modèle d’interaction entre les différentes sous-unités du canal calcique voltage-
dépendant Cavi.1 (Arikkath et al., 2003).
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1.2.1 La sous-imité Cav1

La sous-unité Cavai est la sous-unité principale. Elle est constituée de 24 segments

transmembranaires agencés en 4 domaines homologues (Figure 2). Elle a un poids

moléculaire de 170 à 240 kDa. Les études structure-fonction ont permis d’identifier les

régions de la protéine auxquelles sont associées les activités essentielles des canaux.

L’expression fonctionnelle dans des systèmes hétérologues tels que les ovocytes de

xénope, a démontré que l’activité électrique est portée par la sous-unité Cavai. Les

caractéristiques biophysiques telles que la cinétique, le seuil d’activation et la sensibilité

pharmacologique sont déterminées par cette sous-unité. Le quatrième segment

transmembranaire de chaque domaine (S4) porte des résidus chargés positivement. Il est

sensible aux variations de pôtentiel et constitue donc un détecteur de voltage. La boucle

peptidique qui relie les segments 5 et 6 dans chaque domaine est impliquée dans la

fonnation du pore et la sélectivité du canal.

Dix gènes distincts codent pour la sous-unité Cavai et de nombreuses isoformes

sont générés par épissage différentiel (Tableau II). Les études d’expression fonctionnelle

ont indiqué que quatre de ces gènes (al C, al D, al F et al S) codent des canaux de type L

sensibles aux dihydropyridines. Chaque sous-unité Cavai présente des propriétés

fonctionnelles distinctes et une expression tissulaire définie (Perez-Reyes et al., 1995)

(Tableau II). La sous-unité Cavai est associée aux sous-unités Cavfl et Cavo2ô qui

modulent sa mise en place et son fonctionnement (Ludwig et al., 1997). L’interaction avec

la sous-unité Cavf3 se fait par l’intermédiaire du site AID (« Alpha Interaction Domain »)
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situé sur la boucle intracellulaire entre les domaines I et II. Cette interaction avec la sous-

unité Cavi3 conduit à des régulations de type allostérique (dépendance au voltage,

cinétiques d’activation et d’inactivation) et d’adressage à la membrane plasmique.

Les sites de liaison des dihydropyridines, des benzothiazepines (BTZ), des

phénylalkylamines (PAA) et de certaines toxines ont été identifiés au niveau du pore dans

les domaines III et W des canaux de type L. Des sites potentiels de phosphorylation par la

PKA sont localisés sur la partie carboxyterminale et sur la boucle qui relie les domaines II

et III selon le type de sous-unité CavOEl. Des sites consensus de phosphorylation pour

d’autres kinases (PKC, calmoduline kinase, caséine kinase) sont aussi répartis sur toute la

structure.
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Pore formant le filtre de sélectivité

E f E E

Site récepteur
aux Dl-W,
PAA et BTZ

AAA fA.

Figure 2 - Topologie transmembranaire prédite de la sous-unité Cavai 4 domaines
composés de 6 segments transmembranaires.

- Cartographie des régions importantes de la protéine Cavai montrant le
segment (S4) de chaque domaine qui participe à la détection du voltage
(senseur), et qui est composé d’acides aminés chargés positivement (arginine et
lysine); les sites d’interaction avec la sous-unité Cavf3 et la protéine G, le
récepteur à la ryanodine (RyR) et les sites de liaisons aux dihydropyridines
(DHP), phénylalkylamines (PAA) et benzothiazépines (BTZ). Le pore
correspond à un feuillet 13 s’intercalant entre les segments 5 et 6 dans chaque
domaine et l’on retrouve sur la région carboxy-terminale de la sous-unité
Cavai des sites de phosphoiylation (P), un motif (IQ) de liaison de la
caïmoduline et un motif (EF) de liaison du calcium. (Adapté de Loiy et al.,

Détecteur de voltage

Domaine

vv
III

NH2

AID 9QQ-E--L-GY--WI---E 7

COOH

199$).
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1.2.1.1 Diversité moléculafre

Contrairement aux canaux sodiques qui ont environ 90% d’homologie au niveau

de leur structure primaire, Les canaux calciques dépendant du potentiel membranaire

présentent peu d’homologie au niveau de leur séquence déduite en acides aminés. À ce

jour, les techniques de clonage moléculaire ont permis d’identifier la structure primaire de

dix canaux VDCC classés en trois familles Cavi, Cav2 et Cav3 qui possèdent entre eux

une grande homologie au niveau de leurs séquences primaires. Ces trois familles

présentent des différences pharmacologiques et fonctionnelles importantes, notamment

entre les canaux de types HVA et LVA tel que décrit précédemment.

Il existe quatre canaux calciques recombinants ayant les caractéristiques

biophysiques des canaux de type L CavOElS (Cavl.l) CavŒ1C (Cavl.2), CavalD

(Cavl .3) et CavOEl f (Cavi .4). Les canaux de type T ont 30% d’homologie avec les canaux

HVA. L’ADN complémentaire codant pour une première sous-unité CavOEl de type T

(alG) a été isolé en 199$ par le groupe de Perez-Reyes (Perez-Reyes et al., 1998). Le

même groupe a par la suite identifié deux autres gènes codant pour des sous-unités CaŒ1

homologues (Œ1H et cru) (Cribbs et al., 1998; Lee et al., 1999).

1.2.1.2 Distribution tissulaire

Les canaux de type L et T se retrouvent dans la plupart des cellules excitables. Le

type L joue un rôle majeur dans le couplage excitation-contraction et excitation-sécrétion.
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Les canaux de type N sont distribués sur un grand nombre de neurones centraux ou

périphériques, notamment au niveau présynaptique (Westenbroek et al., 1992). Ceux de

type P ou Q sont localisés essentiellement dans la plupart des neurones centraux et

notamment dans les cellules de Purkinje du cervelet. Leur concentration au niveau des

terminaisons présynaptiques leur permet de jouer un rôle important dans la

neurotransmission au niveau de plusieurs synapses centrales (Westenbroek et al., 1995). Le

type R est largement distribué au niveau du cerveau (Yokoyama et al., 1995) (Tableau II).

Nomenclature
d

Nombre d’acides
Isoform génique Localisation tissulaire

°‘ S
aminés

moleculaire
HUGO/GDB Humain rat

alA CACNA1A Cerveau! cervelet, rein 250 kDa 2510 2212
al B CACNA1 B Cerveau 260 kDa 2339 2336
aiC CACNA1C Coeur, muscle lisse, cerveau 240 kDa 2221 2169
alD CACNAID Cerveau, pancréas, rein, ovaire 245 kDa 2161 1646
alE CACNA1E Cerveau 252 kDa 2251 2222
aiF CACNA1F Rétine 1966 1981
alG CACNA1G Cerveau, ovaire, muscle lisse 249 kDa 2171 2254
alH CACNA1H Cerveau, rein, coeur 243 kDa 2353 2359
ail CACNA1I Cerveau 220 kDa 2251 1835
aiS CACNA1S Muscle squelettique 212 kDa 1873 1146

CACNB1
Muscle squelettique, cerveau,

65 kDa 598 597coeur
fi 2 CACNB2 Cerveau, coeur 73 kDa 660 655
fi 3 CACNB3 Plusieurs tissus 54 kDa 484 484
fi 4 CACNB4 Cerveau, rein 58 kDa 520 486

a216-1 CACNA2D1
Muscle squelettique, coeur,

123 kDa 1091 1103cerveau
a2!6-2 CACNA2D2 Poumons 130 kDa 1143 1151
a2!6-3 CACNA2D3 Rate 122 kDa 997 1051

vi CACNG1 Muscle squelettique, neurone 25 kDa 222 223
y2 CACNG2 Cerveau 35 kDa 323 323
y3 CACNG3 Cerveau 35 kDa 315 315
y4 CACNG4 Cerveau 36 kDa 327 327
y5 CACNG5 Cerveau 30 kDa 275 275

Tableau II: Caractéristiques moléculaires et distribution tissulaire des différentes
sous-unités Cavai de canaux VDCC (adapté de Lory et al., 1997;
Lchrnann-Horn et Jurkat-Rott, 1999).

(HUGO: Human Genome Organisation)
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1.2.2 La sous-unité Cavi3

La sous-unité Cavt3 est cytoplasmique et elle a un poids moléculaire de 54 à 73

kDa. Elle est codée par quatre gènes distincts (f31, 132, 133 et 134) qui ont des effets différents

sur la modulation du canal. La cristallisation récente des sous-unités Cav133, Cav134 et

Cavf32a (Chen et al., 2004; Van Petegem et al., 2004; Opatowsky et al., 2004) montre une

structure à deux domaines d’interaction conservés (6$-92% d’identité) un domaine $H3

et un domaine de guanylate kinase, entourés de trois régions variables (Figure 3) et qui

interagit avec le site de liaison ATD sur la sous-unité Cavc1 (Figure 4).

Cette sous-unité auxiliaire joue un rôle de chaperon. Elle participe au ciblage à la

membrane et à la régulation des propriétés fonctionnelles de la sous-unité CavOEl. Elle

augmente donc le nombre de canaux à la membrane ainsi que l’amplitude des courants

(Brice et aI., 1997). La co-expression de sous-unités Cav13 avec des sous-unités CavOEl dans

les ovocytes de xénope augmente l’amplitude des courants calciques (Wei et al., 1991), et

module l’activité du canal en accélérant ses cinétiques d’activation et d’inactivation

(Walker et De Waard, 199$). Les cinétiques d’inactivation sont plus rapides avec la sous-

unité Cavfl3 et plus lentes avec Cavfl2a (133 > 31 > f34 » 132a) (Hullin et al., 1992; Sather

et al., 1993; Parent et al., 1997). Contrairement aux autres sous-unités Cav13, l’isofonne

132a est ancrée à la membrane plasmique suite à une palmitoylation au niveau amino

terminal grâce à la formation d’un pont thioester entre deux cystéines C3 et C4 qui

provoque le ralentissement des cinétiques d’inactivation (Chien et al., 1996).



Domain I

AlO

13

N

C

Domain II

Figure 3 : Structure cristalline de la sous-unité Cavt32a formant un complexe avec le AID
de la sous-unité CaVOE1 de Cavl.l. (Opatowsky et al., 2004)

1S6

Il

4
4

Figure 4 : Modèle d’interaction entre la sous-unité CavP et la boucle cytoplasmique I-II de
la sous-unité CavOEl. Chez l’isoforme f32a la région N-terminale (Vi) est ancrée à la
membrane. La boucle I-II de CavOEl forme une hélice Œ entre le N-terminal de AID et le
segment 1S6. Les domaines SH3 et guanylate kinase sont respectivement en vert et en
bleu (Van Petegem et al., 2004)
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1.2.3 La sous-unité Cavcy2

La sous-unité Cavc2 a un poids moléculaire de 122 à 130 kDa et elle est liée par

des ponts disulfures à une sous-unité ô (30 kDa). Les deux protéines sont encodées par un

gène unique. La sous-unité Cavo2ô forme un complexe dont la plupart des acides aminés

sont extracellulaires à l’exception de dix à quinze résidus qui forment un segment

transmembranaire et cinq résidus au niveau carboxy-terminal. La partie extracellulaire de

la protéine possède de nombreux sites de glycosylation. Trois sous-unités ont été

identifiées jusqu’à présent. La comparaison de la structure primaire révèle que Cavo2ô2 et

Cavo2ô3 partage une homologie respective de 55.6 et 30.3% avec la sous-unité Cavo2ôl

(Klugbauer et al., 1999a). Sa co-expression avec la sous-untié principale CaŒ1G dans des

cellules COS-7 et dans les ovocytes de xénope permet d’obtenir des courants

macroscopiques plus importants (Doiphin et al., 1999). En plus d’augmenter le taux

d’expression de CavaI et de la densité des courants, Cav2ô pourrait avoir des effets sur

les caractéristiques macroscopiques de Cav1 tels que l’accélération des cinétiques et la

dépendance en voltage de l’activation et de l’inactivation (Singer et al., 1991; Walker et

De Waard, 1998; Wakamori et al., 1999). Toutefois, les effets de Cavo2ô sont beaucoup

moins clairs que ceux de Cavfl sur l’activité de la sous-unité Caval.
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1.2.4 La sous-unité Cavy

La sous-unité Cavy est une sous-unité d’un poids moléculaire de 25 à 36 kDa qui

possède quatre segments transmembranaires (Figure 5). C’est la moins bien caractérisée de

toutes les sous-unités des canaux calciques dépendant du potentiel membranaire. Elle a

d’abord été identifiée au niveau du muscle squelettique. Plus récemment, des isoformes de

la sous-unité Cav’y ont été identifiées dans les cellules du système nerveux central de la

souris soufflant d’épilepsie; il s’agit des protéines dites « stargazer » (Letts et al., 199$;

Moss et al., 2003). En plus de leur rôle comme sous-unités des canaux calciques voltage-

dépendants, ces isoformes forment un complexe avec les récepteurs synaptiques de

l’AMPA (« Œ-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic») (Chen et al., 2000). La

co-expression de Cavy2 ou Cav4 avec le complexe Cav2.1/ Cavi34 en absence ou en

présence de la sous-unité Cava2ô n’affecte ni l’amplitude des courants ni les propriétés

d’activation et d’inactivation (Moss et al., 2003). Cette observation suggère que

l’association de Cav’y avec les canaux VDCC ne module pas leurs propriétés d’activation

et d’inactivation. Cav’y2, Cav’y3 et Cav4 ne sont pas des sous-unités proprement dites des

VDCC mais elles pourraient moduler la fonction de ces canaux. Elles pourraient par

exemple interagir avec les VDCC et moduler leurs propriétés biophysiques dans le cas où

ces courants requièrent des protéines d’interaction qui ne sont pas présentes dans les

ovocytes de xénope de manière endogène (Moss et al., 2003).



16

C

Intracellulaire

Figure 5 : Structure prédite de la sous-unité Cav’y2 avec ses 4 domaines

transmembranaires. Un site de glycosylation est situé sur la première boucle

extracellulaire. Une région hautement conservée est représentée par des acides

aminés en rouge. Au niveau du C-terminal se trouve un domaine de liaison de

PDZ représenté par des acides aminés en bleu. La première boucle

extracellulaire ainsi que le domaine PDZ pourraient être impliqués dans

l’association avec les autres sous-unités du canal calcique ou d’autres protéines

(Kang et aÏ., 2003)

Extracellulaire

NH2
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1.3 Implications pathologiques : canalopathies

Les pathologies liées à des altérations de la structure primaire des canaux ioniques

sont appelées canalopathies (Lory et al., 199$). L’implication des canaux calciques

voltage-dépendants dans certaines maladies génétiques est de plus en plus évidente. Des

mutations dans les gènes codant pour la sous-unité Cavai sont responsables de plusieurs

maladies génétiques, en particulier la paralysie périodique hypokaliémique (Cavi .1, gène

CACNA1 S) (Fontaine et al., 1994), certaines formes d’ataxie et de migraine hémiplégique

(Cav2.1, CACNA1A) (Ophoif et al., 1996), ainsi que des formes de rétinite pigmentaire

(Cavi .4, CACNA1F).

Ophoif et coll. (1996) ont montré que des mutations au niveau de la sous-unité

alA (Cav2. 1) sont liées à deux maladies rares, la migraine hémiplégique familiale (MHf)

et l’ataxie épisodique de type 2 (AE2). La MHF est une maladie autosomique dominante

qui associe une migraine avec aura à un certain degré d’hémiplégie sporadique. Les

symptômes qu’on observe dans le cas de l’ataxie épisodique sont de type migraineux avec

de longues périodes d’ataxie induite par le stress. Le gène lié à ces deux maladies est situé

sur le chromosome 19 qui code pour la sous-unité niA chez l’homme (Joutel et al., 1993)

(Tableau III).
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. . . Phénotvpe(s)
Localisation Pathologie(s) associee(s)

Isoforme . murm(s)chromosomique
correspondant

-Ataxie cérébro-spinale (SCA6)4
-Ataxie épisodique (EA-2)1’3

aiA 19p13.i-.2 -Migraine hémiplégique (FHM)2’3’5
Toffering (tg)

. Leaner (tgla)-Syndrome myasthenique de
Lambert-Eaton6 (antigène)

aiB 9q34 n.d. n.d.
aIC 12p13.3 n.d. n.d.
alD 3p14.3 n.d. n.d.
alE 1q25-q31 n.d. n.d.
ai F Xpi I -Rétinine pigmentaire 2 (CSNB2)7 n.d.
aiG 17q22 n.d. Teetering(tn)
alH 16p13.3 n.d. n.d.
ail 22q13 n.d. n.d.

-Paralysie périodique Muscular
aiS 1q31-q32 hypokaliémique (HypoPP)8, dysgenesis

-Hyper[hermie maligne (MHS5)9 (mdg)
$1 17q11.2-q22 n.d. n.d.

2 10 12
-Syndrome myasthénique de

n dp Lambert-Eaton8
/?3 12q13 n.d. n.d.
,64 2g22-q23 n.d. n.d.

a2/6-1 7q21-q22 -Hyperthermie maligne (MHS3) n.d.
-Cancer de poumon à petitesa2h5-2 3p21.3 10 n.d.cellules (SCLC)

a216-3 3p21.1 n.d. n.d.
yl 17q24 n.d. n.d.
y2 22q12 n.d. Stargazer(stg)
y3 16p12-p13 n.d. n.d.
y4 i7q22 n.d. n.d.
y5 17q11-q22 n.d. n.d.

Tableau III Localisation chromosomique, chez l’homme, des gènes codants pour les

Abréviations:

sous-unités des canaux calciques et les maladies génétiques connues qui y

sont associées (Lory et al., 1998).

Références

FHM
CSNB
MHS
SCLC
n.d.

Familial hen;tplegic migraine
Congenital stationaly night blindness
Malignant hvperthennia susceptibilily
snzatl cet! tong cancer
non détenniné(e,)

I Vahedi et al., 1995
2 Joutel et aI., 1993
3 JenJetat., 1999
4 Klockgether T et al., 2000
5 Ophoif et al., 1996

6 Lory et Monteil, 1998
7 Bech-Hansen et al., 199$
8 Kim SH et aI., 2001; Bulman DE et al., 1999
9 Monnier et al., 1997
10 Van den Berg et Buys, 1997
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1.4 Propriétés structurales déterminant la conduction ionique

Les canaux calciques VDCC sont sélectifs aux ions Ca2. Cette sélectivité est

conférée par un groupe conservé de quatre résidus Glutamate qui projettent leurs

groupements carboxyles dans la lumière du pore et forment ainsi un anneau chargé

négativement (EEEE) (Wu et al., 2000). Ce locus EEEE constitue un site de liaison à haute

affinité pour le calcium dans chacun des quatre domaines (Yang et al., 1993; Parent et al.,

1995). Pour la famille des canaux de type Cav3.1 (Œ1G), les glutamates sont remplacés

par des aspartates dans les deux derniers domaines (EEDD) (Tableau W).

Domaine I
Ca3.1fDNI GYAWI AI fQVI TLEGWVDI MY
Ca1.2FDNFAf AMLTVFQCI TMEGWTDVLY
Cav2.3F D NI L F A V L TV F Q CI T M E G WT T V L Y

Domaine II
Ca3.1f D S LI WA I V T V f Q I L T Q E D WN K V L Y
CavL2f DNf P Q S LI T VFQI L TG E DWNS VMY
Cav2.3f DT f P A AI MT VfQI L TG EDWNE VMY

Domaine III
Cav3.1F D N L G Q A L M S L F VI AS K D G WV DI MY
Cavl.2F D N V L A A M MA L f T VS T F E G WP E IL Y
Cav2.3Y D NI I W AL L T L f T VS T G E G W P Q V L Q
Domaine IV
Cav3.lf R N f G M A F L T L F R VS T G D N WN G I M K
Cavl.2F Q T F P Q A V L L L f R C A T G E A WQ DI ML
Cav2.3 F R S F F G S L ML L F R S A T G E A W Q ET ML

Tableau IV Alignement des sous-unités Cav3.1 (Œ 1G), Cav 1.2 (Œ 1 C) et Cav2 .3 (cL 1 E) au
niveau de la région du pore des canaux calciques. En rouge, les résidus
constituant les sites de liaison aux ions Ca2 (adapté de Perez-Reyes et al.,
199$)
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1.5 Mécanisme moléculaire d’activation des canaux calciques

L’activation des canaux VDCC se produit suite à un réarrangement structural dû à

la dépolarisation qui provoque le mouvement vers l’extérieur du segment S4 qui comprend

une série périodique hautement conservée d’acides aminés chargés positivement (arginine,

lysine). Ce mouvement de S4 mène à l’ouverture du canal qui permet donc le passage des

ions tel que démontré à l’origine pour les canaux sodiques (Sfflhmer et al., 1989).

Cependant, et contrairement aux canaux potassiques et sodiques, peu d’études ont porté sur

les mécanismes moléculaires d’activation et la dépendance au voltage des canaux

calciques. En effet, au niveau moléculaire, les mécanismes qui font que certains canaux

s’activent à de fortes dépolarisations alors que d’autres s’activent à des bas seuils ne sont

pas encore clairs. Pour déterminer les bases moléculaires responsables des différences

entre les canaux HVA et LVA, Deimis Wray et coli. ont construit des chimères entre le

canal Ca3.1 de type LVA et le canal Cal.2 de type HVA. Ils ont constaté que les

domaines T, III et W étaient d’une grande importance pour l’ouverture du canal et

pourraient contribuer, par conséquent, à la différence dans la dépendance au potentiel de

l’activation entre les canaux Ca3.1 et Ca1.2 (Li et al., 2004).
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1.6 Mécanismes moléculaires d’inacfivafion des canaux calciques

L’inactivation des canaux calciques voltage-dépendant VDCC est un état où le

canal demeure ouvert sans toutefois être en mesure de conduire des ions. C’est un

mécanisme qui permet le maintien des concentrations en calcium à des niveaux

physiologiques. Les cinétiques d’inactivation des canaux calciques sont déterminées par

les propriétés intrinsèques de la sous-unité Cavai formant le pore et par des interactions

avec les autres sous-unités du canal. Ces cinétiques d’inactivation peuvent être rapides ou

lentes. L’inactivation rapide décrit une baisse rapide et complète des courants observée en

réponse à de très brèves dépolarisations de l’ordre de quelques millisecondes (Tinact < 50

ms). Quant à l’inactivation lente, elle se produit suite à de longues dépolarisations (> 500

ms).

Le mécanisme d’inactivation des canaux calciques MDCC, quoiqu’il ne soit pas

encore parfaitement élucidé semble s’apparenter à celui des canaux sodiques et

potassiques. Il s’agit d’un mécanisme modifié de celui de « la-balle-et-la-chaîne »,

conmiunément appelé en anglais «hinged-lid », puisque dans ce cas les deux extrémités de

la boucle d’inactivation sont reliées au canal (Figure 6). C’est un mécanisme que l’on

retrouve dans les canaux sodiques lors de l’inactivation rapide pendant laquelle une boucle

cytoplasmique IFM reliant les domaines III et W provoque l’occlusion du pore, tandis que

l’inactivation lente impliquerait un réarrangement du pore (Goldin, 2003) (Figure 7). Quant

aux canaux potassiques de type Shaker, l’inactivation se produit par le mécanisme de «bail

and chain » par lequel le N-terminal constituant la particule d’inactivation se déplace du
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cytoplasme jusqu’au canal où il en obstrue le pore (Hoshi et al., 1990) (Figure 8).

Figure 6 : Modèle d’inactivation des canaux calciques dépendant du potentiel

membranaire impliquant la boucle I-II et les segments S6 des domaines II

et III. La boucle I-II formerait une structure de « hinged-lid » qui pouffait

obstruer physiquement le vestibule interne du canal en se projetant sur les

segments S6 des domaines T et II (Stotz et al., 2000)
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Figure 7:

Mécanisme d’inactivation « hinged-lid > des canaux sodiques : La boucle

intracellulaire reliant les domaines III et IV contient une résidu F1489

responsable de l’occlusion du pore. (Catterali, 2000)
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Figure 8:

Mécanisme d’ inactivation des canaux

potassiques de type Shaker suite à

l’occlusion du pore par la région du N

terminal. (Stotz et Zamponi, 2001)
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1.6.1 Mécanisme moléculaire de l’inactivation dépendant du potentiel

membranaire

Des études menées dans notre groupe ont montré que la construction d’une

chimère CEEE (Figure 9), soit le premier domaine et une partie de la boucle I-II du canal

Cavi .2 talC) à cinétique d’inactivation lente et les trois autres domaines du canal Cav2.3

(al E) à cinétique d’inactivation rapide, produit des courants aux propriétés d’inactivation

similaires au canal Cavi .2, quoique CEEE présente plus de 90% d’homologie avec le

canal Cav2.3. Par ailleurs, la chimère EC(AID)EEE, contenant le domaine d’interaction

entre les sous-unités Cavai et Cavi3 (AD) du canal ai C, se comporte plutôt comme ce

dernier en terme de cinétiques d’inactivation et de dépendance au potentiel.

Ces études montrent que la boucle cytoplasmique qui relie 1S6 à IlSi contient des

structures moléculaires qui jouent un rôle essentiel dans l’inactivation du canal Cav2.3

(alE) (Bematchez et al., 2001a; Berrou et al., 2001).

D’autres études utilisant également la méthode de chimère entre des canaux à

différents taux d’inactivation ont montré que le segment 1S6 incluant la boucle I-II joue un

rôle essentiel dans l’inactivation dépendante du potentiel dans les canaux calciques de type

P/Q et R (Zhang et al., 1994). De même, les régions $6 des domaines II, III, et W sont

aussi impliquées dans les cinétiques d’inactivation des canaux de type-L. C’est ainsi que le

groupe de G. Zamponi a montré que le transfert du segnient S6 du domaine II du canal

Cav2.3 (al E) à cinétiques rapides d’inactivation au canal Cavi .2 (al C) qui s’inactive
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lentement confère à ce dernier une inactivation rapide (Stotz et al., 2000).

__

OE1E CEEE Œ1C

___

—

I ipA
100

100

Figure 9 : La chu;nère CEEE produit des courants dont les cinétiques d’inactivation sont

intennédiaires entre celles de Cavl.2 talC) et de Cav2.3 (alE) malgré le fait que CEEE

soit à 90% semblable à alE (reproduit de Bernatchez et al., 2001a).

1.6.2 Mécanisme moléculaire de l’inactivation dépendant du calcium

Le déterminant majeur des cinétiques d’inactivation des canaux calciques de type-

L CavI .2 durant la dépolarisation membranaire est un mécanisme qui dépend de

l’augmentation du calcium intracellulaire. Il s’agit d’un mécanisme de rétroaction

négative. Le processus de contrôle de l’entrée de calcium dans la cellule dépend de la

calmoduline (CaM) qui est liée de façon endogène au canal et qui constitue le véritable

senseur du calcium. L’inactivation se produit d’une part via une interaction entre la

calmoduline liée et un motif IQ situé au niveau carboxy-termninal du canal; et d’autre part
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à cause de la liaison du calcium sur un motif « main EF » situé approximativement à 100

acides aminés en amont du C-terminal (Peterson et al., 1999, 2000). La liaison du calcium

induit un changement conformationnel qui provoque l’obstruction du pore et induit par

conséquent l’inactivation du canal (Figure 10).

La calmoduline module également l’activité de certains canaux cationiques; elle

pennet l’inactivation des canaux perméables au Ca2 (‘Ca, ‘CNG, 1NMDA), ainsi que

l’activation de certains canaux de type K(Ca).

Fi%ure 10 Modèle montrant le mécanisme d’inactivation du canal calcique Cavl .2.

À gauche, le potentiel induit un lent changement confonnationnel qui permet à la boucle

I-II d’interagir avec le pore. À droite, l’influx de calcium conduit à la formation du

complexe Ca2-CaM qui irait se fixer sur un motif IQ au niveau C-terminal de la sous-

unité Cavai (Kim J. et al., 2004).

Inactivation

____

Canal
en Ba2 ouvert

I nactivation
en Ca2
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1.7 Objectifs et description du projet

Le canal calcique Cavi .2 (OEl C) fait partie de la famille des canaux de type L dont

les cinétiques d’inactivation sont nettement plus lentes que celles du canal Cav2.3 (al E)

qui appartient à la famille des canaux de type R. Les deux canaux sont identiques à 35%

au niveau de leur séquence primaire. Notre groupe a mis en évidence le rôle de la boucle

cytoplasmique I-II dans l’inactivation dépendante du potentiel membranaire du canal

Cav2.3 (alE) (Bernatchez et al., 2001a, Berrou et al., 2001). Par ailleurs, nous avons déjà

montré que la mutation E462R accélère les cinétiques d’inactivation du canal Cavl .2

(Berrou et al., 2001). Ces effets suggèrent que la boucle A1D constitue une région

importante dans le mécanisme d’inactivation dépendante du potentiel membranaire des

canaux calciques HVA Cavi et Cav2. Ce mécanisme s’apparente à un changement de

conformation de type «hinged-lid» où la boucle cytoplasmique I-II se déplacerait

physiquement pour obstruer le vestibule interne du canal en se projetant sur les segments

$6 des domaines I et II.

Suite à la cristallisation récente des régions AID-Cav/3 des canaux Cavl .1 et

Cavl.2 de type L (Van Petegem et al., 2004; Chen et al., 2004; Opatowsky et al., 2004),

leur analyse structurale par diffraction aux rayons X a montré que, en plus de E462, les

acides aminés Q45$, Q459, K465, L46$ et T472 du canal Cavl.2 occupent des positions

qui leur pennettraient d’interagir avec d’autres protéines ou régions du canal et pourraient

par conséquent contribuer au mécanisme d’inactivation de type «hinged-lid ».
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Afin d’explorer les mécanismes moléculaires à la base de ce mécanisme

d’inactivation, nous avons procédé à des mutations ponctuelles des résidus indiqués ci

haut, au niveau de la région AD située dans la boucle cytoplasmique reliant les domaines

I-II du canal Cavi .2. Ces mutations permettront de déterminer le rôle des résidus

susceptibles d’interagir avec d’autres parties du canal.



II. Matériel et méthodes
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11.1 Techniques d’ADN recombmant

Les ADNc codant pour le canal du lapin Cav 1.2 (OEl C) de type sauvage

(« GenBank X15539 »), ainsi que les ADNc de la sous-unité Cav133 (« GenBank

M$8751 ») et de la sous-unité Cav/32a (<f GenBank M80545 ») ont été généreusement

fournis par le docteur E. Perez-Reyes. La sous-unité Cavo2bô (plus de 90% de similitude

avec «GenBank NM 000722 ») a été offerte par le docteur T. P. Snutch.

11.2 Mutagenèse dirigée

Un site X7w1 (c/tcgag) a été introduit par la technique du PCR (polyrnerase chain

reaction) dans le canal Cavl.2 (Œ1C) à la position 1530 (nt) dans la boucle cytoplasmique

reliant les domaine I et II. Il s’agit d’une mutation non silencieuse qui penriet de remplacer

une glycine par une arginine. Le canal ainsi obtenu appelé Cavl.2 ()7ioI) ou ŒÏC (XhoI)

produit des cinétiques d’activation et d’inactivation similaires au canal Cavl.2 (Œ1C) de

type sauvage (Benou et al., 2001; Bematchez et al., 2001 a). La chimère CEEE a été

obtenue en remplaçant le domaine I du canal Cav2.3 (OE1E) par le domaine correspondant

du canal Cavl .2 situé entre les sites CÏaI et XhoI (Figure 11) (Bematchez et al., 2001 a).

Les mutations ponctuelles et doubles effectuées sur le canal Cayl .2, sur la chimère

CEEE et sur la sous-unité Cavi32a ont été réalisées avec la trousse de mutagenèse « Quick
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Change XL » (Stratagene, LaJolla, CA) en utilisant deux oligonucléotides (amorces) de 39

paires de bases en suivant les instructions du manufacturier (Figure 12). Toutes les

mutations ont été réalisées sur un fragment de la sous-unité c1 C sous-cloné dans le vecteur

pBluscript entre les positions 956 et 1530 (Stratagene, LaJolla, CA) en utilisant les sites

natifs SacIL5ç7ioI. La ligation des fragments portant la mutation désirée aux sites SacLIX7ioI

du canal Cavl .2 de type sauvage ou de la chimère CEEE a été effectuée en présence de T4

«DNA ligase » (NER, Mississauga, Ontario). Les constructions d’ADN ont été vérifiées

par digestion enzymatique et par séquençage automatisé (Bio S&T, Lachine, Québec).

Les matrices d’ADN utilisées pour la transcription in vitro des sous-unités alC et

CEEE de type sauvage et muté ont été linéarisées à leur extrémité 3’ par l’enzyme de

digestion Hind 1I1 alors que les sous-unités Cavfl3 et Cavf32a de cerveau de rat étaient

linéarisées par l’enzyme Not I. L’ADN est ensuite purifié à l’aide d’une solution de phénol

chloroforme. La transcription in vitro est réalisée à l’aide de la polymérase T7 de la trousse

commerciale mMessage mMachine® (Ambion, Austin, TX). L’ARN est à son tour purifié

par la solution de phénol chloroforme et resuspendu dans de l’eau sans ARNase. La

vérification du poids moléculaire se fait par migration des ARN sur un gel (dénaturant)

d’agarose révélé au bromure d’éthidium, en comparaison avec l’échelle de poids

moléculaire (< RNA ladder »).
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Extérieur

Intérieur

(1)
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E IP WflflTHZtAflIANUPJIALZ

C I PFpzonI7Jkrr4stazRvxyLyLaIrnrnjeLKvxsyaLLnpnAnnsonLLsnrwvGLFsAILEQ&rKAn3ntacGKG&GrDv

E QLWpEpnflEMsRatEK’rrpyyT.:;xptrnaIxnrALoy:pnKuSnpaflVMaF71flLSQfl ATAGTHFNT 1rrDL

C )1J.RAFRVLRPLRLVSQVPSLQVVtUfl TKANV7LLHIALLVT,rql rTyazIaLELntOflKItY-JIQEGVAL’jPAEtfJpSpcALETo

E Rfl.RxvRVLaflflvsoTflz.gIvLg5flnJ(vflLQ tI?F,flt.PFkflQtEFYSQKLflAtflrtSG1- -LEGPDYPHPCC1Q-S

* * (1)
c iGkçcQNGTvcKPGwDGpK)1snx4rnFArxrLwrocntaawrDvLywMookMGyanqvyrvsLvzrGsrnavLG’asaKrsrL
E - -

- -CPAGYECKE-Wt aPrrncrrQrDerIrrrtp rQCntaoCflflTTTNnRiWCW14WLflTPtI Z IGStfltVLGVLSGZTAJŒ

AID 0’ (3)
C REKÂK?JiGDF12KLREKQQLEEDLKGZL[wztcAzL3l - DPLEot4DEEflRzMflSETZSVNtlNl.t G
E

XhoI

Figure 11: La chimère CEEE a été obtenue en échangeant la région l-3 entre les canaux
Cav2.3 et Cavi .2. (Bemtachez et al., 200 la)

la
mutation désirée •

Q Site cible pour
la mutation

Transformation dans
les bactéries .4—
ultracompétentes Dégradation de
« X-gold» l’ADN parental par

Dpnl

k...,

)

ADN plasmidique
parental 1

ADN plasmidique muté

Figure 12 : Technique de mutagenèse dirigée (Stratagene, LaJolla, CA).
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11.3 Expression fonctionnelle dans les ovocytes de xénope

L’expression fonctionnelle se fait dans les oeufs de xénope, Xenoptts Ïaevis (Nasco,

Fort Atkinson, WI). Les oeufs obtenus au stade V et VI sont incubés pendant 30 à 40

minutes dans une solution sans calcium composée (en mM) $ $2.5 NaC1; 2.5 KC1; I

MgC12; 5 Hepes, ainsi que 2 mg/rnl de collagénase (Gibco, Burlington, Ontario) qui

permet d’enlever la membrane folliculaire entourant les ovocytes. Seize heures après, 46 nI

d’une solution contenant entre 35 et 50 ng d’ARNc codant pour les sous-unités Cavai de

type sauvage ou mutés sont injectés dans les ovocytes de xénope en utilisant un micro-

injecteur (WPI, Sarasota, FL). Les ARNc codants pour les sous-unités Cavo2bô et Cavt33

sont co-injectés avec la sous-unité Cavai dans une proportion de poids de 3 1 : 2 (al

c2bô f33). Dans certains cas, la sous-unité Cavi33 a été remplacée par la sous-unité

Cavfl2a de type sauvage ou la sous-unité mutée Cavi32a C3S + C4S. L’ARNc codant pour

le canal Cav 1.2 de type sauvage était souvent injecté et son expression mesurée dans les

mêmes conditions expérimentales que les différents mutants pour s’assurer que les

propriétés d’inactivation des canaux soient enregistrées avec le même niveau de la sous-

unité endogène Cavfl3 (Lacerda et al., 1994; Tareilus et al., 1997). finalement, les

ovocytes sont incubés 3 - 4 jours à 19°C dans une solution de Barth contenant (en mM) $

100 NaC1; 2 KC1; 1.8 CaC12; iMgCl2; 5 HEPES; 2.5 d’acide pyruvique; 100 U/rnl de

pénicilline et 50 ig/ml de gentarnicine (pH 7.6).
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11.4 Enregistrements électrophysiologiques

Les courants macroscopiques des canaux sauvages et mutés ont été enregistrés à la

température ambiante (1$ - 22°C) 4 à 6 jours après l’injection des ARN par la technique

électrophysiologique à deux électrodes en utilisant un amplificateur à voltage imposé (OC

725, Wamer Instruments, Harnden, CT). Les deux électrodes d’une résistance de 0.5 à 1.5

M ont été remplies par une solution de 3M KC1, 1 mM EGTA, 10 mlvi HEPES titrée au

pH 7.4. L’une des électrodes sert à maintenir le potentiel de l’oeuf à une valeur donnée,

l’autre permet de mesure les courants requis pour maintenir le potentiel constant. Les

ovocytes ont été d’abord empalés dans une solution de Ringer modifiée contenant: 96 mM

NaOH, 2 mM KOH, 1.8 mM CaCl2, 10 mM HEPES titrée au pH 7.4 avec l’acide

méthanesulfonique (MeS). Le bain était ensuite perfusé par une solution de 10 mM Ba2

contenant (en mM): 10 Ba(OH)2, 110 NaOH, 1 KOH, 20 HEPES titrée au pH 7.3 avec le

MeS. Avant le début des expériences, les ovocytes ont été préalablement injectés avec 18.4

ni d’EGTA 50 mM (Sigma, St-Louis, MO) pour minimiser l’activation par le Ca2 des

courants CÏ endogènes qui pourraient avoir des effets contaminants sur les cinétiques des

courants calciques. Les ovocytes ont été perfusés par gravité à un débit de 2 ml/min.

L’acquisition et l’analyse des enregistrements recueillis ont été effectuées à l’aide du

logiciel pClamp 6.02 (Axon Instrument, foster City, CA). Les données ont été collectées à

10 kHz et filtrées à 5 kHz en utilisant le filtre intégré à l’amplificateur. Les courbes

courant-voltage instantanées ont été enregistrées en utilisant des séries de signaux

rectangulaires de 450 ms appliqués à partir d’un potentiel de -80 mV et à une fréquence de
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0.2 Hz. Le premier voltage est imposé à -40 mV suivi par des créneaux qui augmentent à

chaque fois de 1 OrnV pour atteindre le voltage imposé de +60 mV.

La dépendance en voltage de l’inactivation a été mesurée à un potentiel test de O ou

10 mV après une série de prépotentiels rectangulaires de 5 s appliqués à partir d’un

potentiel de -100 mV. Ces données ont été lissées à l’équation 1 de Boltzman en utilisant

le logiciel Origin 6.1 (Microcal Software, Northampton, MA).

j 1-Y0
j — t zFmax 1 + jexp — — E05)

RT (1)

E05, potentiel de la mi-inactivation; z , pente; Yo, fraction de courant non inactivé; Vm,
prépotentiel; RT/f 25 rnV; z étant la charge de l’ion (2 pour Ca2).

Les paramètres d’activation ont été estimés à partir des courbes courant-voltage

moyennes. Les mesures ont été normalisées par rapport à l’amplitude maximale et ont été

lissées à l’équation 2 de Boltzman.

-G
— ,et f

tlnax 1 + jexP_ -f—— (V
— E050,)

RT (2)

E05, potentiel de mi-activation; Gret, conductance normalisée; z, pente; Vm, potentiel de
test.

Les cinétiques d’inactivation ont été mesurées en utilisant les valeurs de r300 qui

représentent la fraction des courants résiduels après un pulse de 300 ms.
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11.5 Préparation des figures de la structure cristalline

La structure tridimensionnelle de l’hélice AU) du canal calcique Cavl.2 du lapin a

été obtenue avec le logiciel « Jnsightll » (version 2000, Accelrys) en utilisant comme

matrice la structure cristalline du canal Cavi .2 humain co-cristaffisé avec Cavi32a (Van

Petegem et aI., 2004). La séquence en acides aminés est identique pour le lapin et

l’humain. Les coordonnées de départ ont été prises à partir du fichier PDB 1TOB.pdb

(Cav/32a + AU) de Cavi .2) (Van Petegem et al., 2004).
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ABSTRACT

The E462R mutation in the 5 position of the AID region in the I-II linker is

known to significantly accelerate MDI kinetics of the L-type Cavi .2 channel suggesting

that the AID region could participate to a hinged-lid type inactivation mechanism in these

channels. The recentiy solved crystal structures of the AID-CavI3 regions in L-type Cavi .1

and Cavi .2 channels have shown that in addition to E462, positions occupied by Q458,

Q459, E461, K465, L468, D469, and T472 in the rabbit Cavi .2 channel could also

potentially contribute to a hinged-lid type mechanism. A mutational analysis of these

residues show that Q458A, Q459A, K465N, L46$R, D469A, and T472D did flot

significantÏy alter MDI gating. In contrast, mutations of the negatively charged E46 1, E462,

and D463 to neutral or positively charged residues increased VDI gating suggesting that

the cluster of negatively charged residues in the N-ternilnal end of the AID helix could

account for the siower MDI ldnetics of Cavi .2. A mutational analysis at position 462 (R,

K, A, G, D, N, Q) further conftrmed that E462R yielded faster MDI ldnetics at +10 mV

than any other residue with E462R» E462K E462A> E462N > wt E462Q E462G

> E462D (from the fastest to the slowest). E462R was also found to increase the MDI

gating of the slow CEEE chimera that includes the I-II linker from Cavi .2 into a Cav2.3

background. The fast VDI kinetics of the Cavi .2 E462R and the CEEE + E462R mutants

were abolished by Cav2a subunit and reinstated when using the non-palmitoylated form

of CavJ32a C3S + C4S (CavI32a CS) confirming that CavI32a and E462R modulate MDI

through a common pathway albeit in opposite directions. Altogether these results highlight

the unique role of E461, E462, and D463 in the I-II linker in the MDI gating of HVA

CavI .2 channels.
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INTRODUCTION

The influx of calcium through voltage-gated Ca2 channels regulates a wide range

of cellular processes, including contraction, activation of Ca2-dependent enzymes, and

gene regulation. To this date, molecular cloning has identified the gene encoding for three

distinct families of calcium channel Œ subunits. The Cavl family encode the high-voltage

activated (HVA) L-type channels; the Cav2 family produces the HVA P/Q-, N-, and R-

type channels whereas Cav3 channels fonu the low-voltage activated T-type channeis

(Ertel et al., 2000;Lee et al., 1999a;Monteil et ai., 2000;Piedras-Renteria and Tsien, 1998).

Whereas ail voltage-gated Ca2 channel al subunits activate and inactivate in response to

membrane depolarisation, the HVA Cavi and Cav2 cd subunits operate at markedly more

positive membrane potentials than LVA Cav3 channel al subunits.

Inactivation is a distinctive feature of ail voltage-gated ion channels providing a

negative feedback response to prolonged depolarizations. Under physiological

conditions, inactivation of the L-type Cavi .2 channel proceeds mostly in response to

localized elevation of intracellular Ca2 (deLeon et al., 1995; Bematchez et ai., 1998)

through constitutively bound calmodulin (CaM) (Qin et al., 1999;Zuhlke et al.,

1999;Peterson et al., 1999;Lee et al., 1999b). Recent observations suggest that CDI and

VDI could proceed from similar molecular rnechanisms since stripping off preassociated

CaM (apocalmodulin) from the C-terminal resuits both in the ablation of CDI and in a

striking acceleration of VDI (Liang et al., 2003). CaM preassociation on the C-terminal

could thus be a potent detenninant of VDI in Cavi and Cav2 channels (Liang et al.,

2003).
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Voltage-dependent inactivation (VDT) has been traditionally investigated in the

presence of Ba2 as the charge carrier. Fast and slow VDI mechanisms have been proposed

in Cavl .2 channels based on the ldnetics of Ba2tdependent inactivation. The analysis of

gating currents has further shown that the fast VDI component (<1 s depolarization)

involves charge immobilization similar to voltage-gated Na and K channels (Ferreira et

al., 2003) suggesting that cationic selective voltage-gated channels share sirnilar structural

mechanisms of VDI. As in voltage-gated K channels (Lin et al., 1996), mutations in the

pore region (II$6, III$6 and WS6) ofCavl.2 have been shown to slow VDI gating (Hering

et al., 1996;Hering et al., 1998;Stotz et al., 2000;$totz and Zamponi, 2001;Beijukow and

Hering, 2001 ;$hi and Soldatov, 2002). In addition to C-type inactivation, a hinged-lid type

mechanism could contribute to the fast VDI gating in HVA Cavi and Cav2 channels (sec

for review, (Stotz et al., 2004)). Molecular studies have rapidly converged towards the

high-affinity Cav3 subunit binding site AID (lpha-1 subunit interaction domain) in the I-II

linker ofHVA Cav channels (Page et al., 1997;Herlitze et al., 1997;Cens et al., 1999;$totz

et al., 2000;Bematchez et al., 200 la,b; Berrou et al., 2001). The AD region displays a high

degree of identity between the HVA Cavl and Cav2 families with 10 out of 18 residues

being strictly conserved (see Fig 2A). We have shown that introducing negatively charged

residues at the fifih position of the AID region significantly decreased the VDI kinetics and

voltage-dependence of Cav2.3 whereas the combined mutations of other nonconserved

residues had little impact on VDI gating (Berrou et al., 2001). These observations have led

to the attractive suggestion that the AID region forms a blocking particle contributing to a

hinged-lid type inactivation mechanism in HVA Cav2 channels (Stotz et al., 2004;Kim et
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al., 2004). The presence of a negatively charged residue at the equivalent position in L-type

Cavi .2 is believed to account for the siower VDI ldnetics in this channel although in that

case, the data have long been limited to the single E462R mutation (Herlitze et al.,

1997;Berrou et al., 2001).

In the recently solved crystal structures ofthe ALD-CavI3 regions in L-type Cavl.l

and Cavl .2 channels (Van Petegem et al., 2004;Chen et al., 2004;Opatowsky et al., 2004),

the AID region adopts an Œ-helical structure upon binding to the Cav3 subunit with

hydrophilic residues lined up exclusively on the face of the helix opposite to Cav3 (Fig. 1).

The hydrophilic E462 was thus shown to be correctly positioned to interact with other

proteins and / or regions of the channel as postulated in a hinged-lid type inactivation

mechanisrn. According to the published 3-D structures, the side-chains of Q458, Q459,

E46 1, K465, D469, and T472 are equally available and poised to interact with other

proteins / regions ofthe channel. In this regard, Q458, Q459, and E461 residues are strictly

conserved between Cavi and Cav2 families and were consequently believed to participate

to CavP binding. Their role in VDI gating was neyer investigated before.

Given that the I-II linker has been proposed as a universal gating particle in both

HVA Cavi (Erickson et al., 2003) and Cav2 channels, we undertook a detailed mutational

analysis of the structural determinants underlying VDI within the I-II linker of Cavi .2.

Point mutations Q458A, Q459A, K465N, L468R, D469A, T472D, and Q473K did not

significantly increase VDI gating. In contrast, mutations of the negatively charged E46 1,

E462, and D463 to neutral or positively charged residues increased VDT gating suggesting
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that the cluster of negatively charged residues in the N-terminal end of the AID helix could

account for the siower VDI kinetics of L-type Cav 1.2 channels.
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MATERIAL AND METHODS

Recombmant DNA techniques. cDNAs coding for wild-type rabbit Cavi .2

(GenBank X15539), rat Cav33 (Genbank M$$751) (Castellano et al., 1993), and rat

Cav32a (Genbank M$0545) were kindly donated by Dr. E. Perez-Reyes (University of

Virginia). The wild-type human Cav2.3 (GenBank L27745) was a gifi from Dr T.

Schneider (University of K51n). The rat brain Cav a2b subunit provided by Dr. T.P.

Snutch (University of British Columbia) is > 90% similar to Genbank NM_000722

(Williams et al., 1992).

Point mutations in Cavl .2, CEEE, and Cav32a were obtained with the Quick

Change XL-mutagenesis kit ($trategene, La Joua, CA) using 39 bp primers. The CEEE

chirnera was constructed using the Cavl.2 (XhoJ) channel as described previously

(Bematchez et al., 2001a). Cavl.2 and CEEE mutations were performed by cassette

cloning using the naturally occurring SacI (956) site and the XhoI site that was engineered

at position 1530 nt in the I-II linker of Cavl.2 (42 residues before IIS1) (Berrou et al.,

200 l;Bematchez et al., 200 la). Tins is a non-suent mutation creating a Gly to Arg

mutation (G5 11 R). The resulting Cavl .2 (Xhof) channel (that will be referred to herein as

Cavl.2 (XhoI) wt) dispÏayed inactivation and activation kinetics simiÏar to the wild-type

Cavl.2 (Berrou et al., 2001;Bematchez et al., 2001a) (Fig 2). Constructs were verified by

restriction mapping afler religation of the mutated fragment into the SacI/XhoI sites ofthe

wild-type Cavl .2 and the CEEE chirnera. Recombinant clones were screened by double

stranded sequence analysis ofthe entire ligated cassette. cDNA constructs for the wild-type

and mutated CavI .2 subunits were linearized at the Y end by Hind III digestion, whereas
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the rat brain Cav133 and CavI32a subunits were digested by Not I. Run-off transcripts were

prepared using methylated cap analog m7G (5’)ppp(5’)G and T7 RNA polymerase with the

mMessage mMachine® franscription kit (Ambion, Austin, TX). The final cRNA products

were resuspended in DEPC-treated F120 and stored at -20°C. The integrity of the final

product and the absence of degraded RNA were determined by a denaturing agarose gel

stained with ethidium bromide.

Functional expression of wild-type and mutants channels. Oocytes were

obtained from fernale Xenopus laevis clawed frog (Nasco, Fort Atldnson, WI) as described

previously (Berrou et al., 2002; Parent et al., 1997,1995). Individual oocytes ftee of

follicular ceils were obtained afier 30-40 minutes incubation in a calciurn-free solution (in

mM: $2.5 NaCl; 2.5 KC1; 1 MgC12; 5 Hepes; pH 7.6) containing 2 rng/rnl collagenase

(Gibco, Burlington, Ontario, Canada). A solution of 46 nI containing between 35 and 50 ng

of cRNA coding for the wild-type or mutated Œ 1 subunit was inj ected 16 hours later into

stage V and VI oocytes. cRNA coding for rat brain CavŒ2b and rat brain Cav33 were co

injected with the cd subunit at a 3:1:2 weight ratio. In some cases, the wild-type Cav[32a or

the Cav32a C3$ + C4S (referred to as CavI32a CS) mutant replaced the Cavt33 subunit.

Oocytes were incubated at 19°C in a Barth’s solution (in mM): 100 NaC1; 2 KC1; 1.8

CaCI2; 1 MgCl2; 5 HEPES; 2.5 pyruvic acid; 100 units/rnl of penicillin; 50 g/ml

gentamicin (pH 7.6). The inactivation properties of each mutant channel herein described

was studied in a minimum of 3 different oocyte batches. furthermore, the wild-type

channel was always measured under fric same experirnental conditions with every new

mutant, thus insuring that the inactivation properties of the chaimels would be recorded
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under the same level of endogenous Cav3 subunits (Lacerda et al., 1994;Tareilus et al.,

1997).

Electrophysiological recordings in oocytes. Wild-type and mutant channels

were screened at room temperature for macroscopic barium current 4 - 6 days after RNA

injection using a two-electrode voltage-clamp amplifier (OC-725C, Wamer Instruments,

Hamden, CT)) as described earlier (Berrou et al., 2001 ;Bematchez et al., 2001a;Parent et

al., 1997). Voltage and current electrodes were fiuied with 3 M KC1; 1 mM EGTA; 10 mM

HEPE$ (pH 7.4). Whole-celi currents were measured in a 10 Ba2 solution (in mM; 10

Ba(OH)2; 110 NaOH; 1 KOH; 20 Hepes titrated to pH 7.3 with methane sulfonic acid

(MeS)) or exceptionally a 10 Ca2 solution where Ca(OH)2 replaced Ba(OH)2. To

minimize kinetic contamination by the endogenous Ca2 activated Cï current, oocytes were

injected with 18.4 nI of a 50 mM EGTA (ethylene glycol- bis(b-aminoethyl ether)

N,N,N’,N’-tetraacetic acid) (Sigma, St-Louis, MO) 0.5 - 2 hours before the experiments.

Oocytes were superfused by gravity fiow at a rate of 2 rni/rnin that was fast enough to

ailow complete chamber fiuid exchange within 30 seconds. Experirnents were performed at

room temperature (20 — 22°C).

Data Acquisition and Analysis. PClarnp software 6.02 (Axon instruments,

Foster City, CA) was used for on-une data acquisition and analysis. Unless stated

otherwise, data were sampled at 10 kHz and iow pass filtered at 5 kHz using the amplifier

built-in filter. For ail recordings, a series of 450-ms voltage pulses were applied from a

holding potential of -80 rnV at a frequency of 0.2 Hz from —40 to +60 rnV. Isochronal
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inactivation data (h 5000) were obtained from normalized currents measured at O or +10

mV after a series of 5 sec prepulses that varied from —100 to +30 mV (Berrou et al.,

2001;Bematchez et al., 2001a). For the isochronal inactivation figures, data points

represent the mean of n 5 and were fitted to the Boltzmann equation 1.

(1)

Pooled data points (mean + S.E.M.) were fitted to equation 1 using user-defined

functions and the fiffing algorithrns provided by Origin 6.1 (Microcal Software) analysis

software. Equation 1 accounts for the fraction of non-inactivating current with E05, mid

point potential; z, siope parameter; Y0, fraction of non-inactivating current; V1, the

prepulse potential, and RT/F with their usual meanings. The fiffing process generated

values estimating errors on the given fit values.

Activation parameters were estirnated from the mean I-V curves obtained for each

charmel combination. The I-V relationships were normalized to the maximum amplitude

and were fitted to the Boltzmann equation 2.

(2)
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E05 is the potential for 50 % activation ; Grel is the normalized conductance; z,

slope pararneter; Vm, the test potential, and RT/F with their usual meanings. The fiffing

process generated values estimating errors on the given fit values.

Inactivation kinetics were quantified using r300 values, that is the ratio of the

whole-cell current remaining at the end of a 300 ms pulse. Capacitive transients were

erased for clarity in ifie fmal figures. Statistical analyses were performed using the Student

t-test for two independent populations fitting routines provided by Origin 6.1 (Microcal

Software, Northampton, MA).
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RESULTS

Accessible residues in the AID helix contributes to VDI in Cavl.2

The AID region of the rabbit Cavl.2 channel QQLEEDLKGYLDWITQAE

with conserved residues shown in bold lefters, forms an u-helix upon binding to CavI3

subunits (Van Petegem et al., 2004;Chen et al., 2004;Opatowsky et al., 2004). In the three

dimensional representation shown in figure lB, Y467, W470, and 1471 are seen to be

buried in the Cavf3 subunit-fold and unavailable to interact with other proteins. li contrast,

Q458, Q459, E461, E462, K465, L468, D469, T472, and Q473 une the face ofthe helix

opposite to the Cavt3 subunit (Fig lB) and appear to rernain fairly accessible even in the

presence of CavI3. In fact, no interaction could be detected between Q458, Q459, E461,

E462, K465, D469, or T472 and the Cavr3 subunit in any of the three crystal structures of

the AID region (Van Petegem et al., 2004;Chen et al., 2004;Opatowsky et aÏ., 2004). To

investigate the role of these free residues in a hinged-lid type inactivation mechanism,

alanine residues were introduced at the positions occupied by conserved residues (Q458A,

Q459A, and F46 lA) whereas nonconserved residues were rnutated to their equivalent in

Cav2.3 channels (E462R, K465N, L46$R, D469A, T472D, and Q473K) (Fig 2A). Except

for Q45$A and Q459A, ail point mutations involve a change in the net charge carried by

the residue. Mutant channels were co-expressed with Cav33 that ernphasizes closed-state

inactivation (Patil et al., 1998). Robust Ba2 currents were measured for ah mutants (Fig

2B) (see Table I for details). As shown in the r300 analysis of Fig 2C, E461A inactivated

significantly faster than the parent Cavi .2 (XhoI) wt channel (p < 0.001) although it

remained slightly siower than E462R (p < 0.0 1). In contrast, Q458A (flot shown), Q459A
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(flot shown), and D469A were similar to Cavl .2 whereas K465N, L468R, T472D, and

Q473K mutants were significantly siower than the wt channel (p <0.01).

The voltage-dependence was flot significantly altered although the fraction of the

noninactivating current remaining afier the 5-s prepulses varied significantly among

mutants (fig 2D). The least inactivated mutants include T472D and K465N with fractional

residual currents as high as 0.46 ± 0.03 (9) and 0.46 + 0.05 (10) respectively at +10 mV.

L468R and Q473K form a second group with fractional residual currents of 0.38 ± 0.04 (7)

and 0.30 + 0.03 (15). Under the same experimental conditions, inactivation was almost

complete for E461A, E462R, and D469A with fractional currents of 0.14 + 0.02 (10), 0.09

+ 0.01 (19), and 0.11 ± 0.03 (5) respectively as compared with 0.20 ± 0.02 (19) for the

parent charmel Cavl .2 (XIzo]) wt. These data show that mutations of two consecutive

residues E46 1 and E462 in the N-terminal end of the AU) helix accelerate VDI gating,

whereas any mutation in ffie C-terminal region tends to decrease VDI gating.

Alanine scan of the N-terminal end of the MD helix

To further assess the role of the N-terminal end of the AU) region, the VDI gating

of four consecutive residues from 461 to 464 were analyzed with alanine mutants (Fig

3A). As seen, the E461A, E462A, and D463A (EED) mutants displayed Ba2tdependent

kinetics that were faster than the Cavi .2 (XhoI) wt and more clearly voltage-dependent (Fig

3B). The behavior of the EED cluster contrasts with the relatively normal VDI kinetics of

the neighboring L464A mutant. The faster VDI kinetics of E461A, E462A, and D463A

were further echoed in the lower residual currents of 0.14 + 0.02 (10), 0.09 ± 0.02 (6), and
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0.07 ± 0.01 (8) respectively of their isochronal inactivation curve (Fig 3C) (Table I).

Altogether these data suggest that the cluster of negatively charged residues in the N-

terminal end of the AID helix couÏd account for the siower VDI kinetics of Cavi .2.

AÏthough the VDI kinetics of the D463A mutant were significantly faster than ffie wild

type channel, the D463R mutant (flot shown) behaved like the wild-type channel indicating

that effect ofthe arginine mutation is specific to position 462.

Positive and neutral residues at position E462 in the AID region increase VU!

gating

The structural requirements for increased MDI kinetics at position E462 were

investigated with E462R, E462K, E462Q, E462N, E462A, E462G, and E462D mutants.

The salient features are shown in figure 4A. As previously reported, E462R inactivated

significantly faster than the wild-type Cavl.2 and the Cavl.2 (XhoI) wt channel (p < 1OE’6)

between O and + 20 mV (Berrou et al., 2001). Herein we further show that E462R

displayed faster VDI gating than any other point mutation including the positively charged

E462K (fig 4B). The positively charged E462K nonetheless inactivated significantly faster

than the parent Cavi .2 (XhoI) wt channel at ail voltages (p < 1 0-s) although the increased

VDJ kinetics were heightened by depolarization to + 20 mV. The MDI gating of the

neutral-substituted residues E462A, E462N, E462Q, and E462G varied widely. The

hydrophobie E462A behaved mostly like the positively charged E462K whereas E462G

was doser to the parent channel. The MDI kinetics of hydrophilic F462N and E462Q were

similar to the parent channel at O mV but depolarization to + 20 mV specifically increased

the kinetics of E462N to the level of E462K and E462A. Finally, the E462D mutant
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inactivated significantly siower than the parent channel (p < ioj. The changes in the VDI

kinetics occurred without any significant shifi in the voltage-dependence of activation

(Table I).

The voltage-dependence of inactivation was measured afier 5 s depolarizing

prepulses (Fig 4C). The mid-potential of inactivation was not significantly altered for rnost

E462 mutations with values ranging from -19 + 1 mV (7) for E462G channels to —24 ± 1

mV (19) for E462R. Inactivation was more complete for the E462R and the E462A

channels than for the parent Cavl .2 (Xlzo]) wt channel echoing the inactivation ldnetics

data obtained at +1 0mV. E462D was the least inactivated mutant with fractional residual

currents of 0.36 + 0.03 (12) whereas E462G, E462N, and E462Q clustered around a

fractional current of 0.26 (Table I). Altogether, these resuits depict the complex relations

between the VDI kinetics and the charge, the size, and the hydrophilicity of the residue at

position 462. The arginine - substituted E462R displayed faster VDI gating than the

similarly positively charged E462K followed closely by the neutral and hydrophobie

E462A mutant. E462G behaved like the wild-type channel between O and +20 mV. The

VDI ldnetics of the neutral and hydrophilic E462N and E462Q were similar at O mV but

differed signiftcantly at + 20 mV (p < 0.01). In contrast, the conservative mutation E462D

resulted in a channel with siower VDI kinetics than the wild-type channel.



53

E462R restores fast VDI gating to the CEEE chimera

The hinged-lid mechanism supposes that the I-II linker will dock onto its receptor

site ffiereby stopping the flow of ions. To investigate the structurai deterrninants invoived

in the docking of the inactivating particie, E462 mutations were introduced in the slow

CEEE chimera. The CEEE chimera encompasses Domain I + part of the I-II linker of

Cavl .2 including the whole Ail) region with its EED ciuster in the N-terminal end, inserted

into ifie Cav2.3 host channel. Typical recordings are shown in Figure 5A for the CEEE,

CEEE + E462R, and CEEE+ E462R+ Q473K constructs with the corresponding r300

analysis in Fig 53. As seen in Cavl.2, the E462R and E462K mutations significantly

accelerated the inactivation ldnetics of CEEE at 1OE’° <p < 1OE15 for voltages between O

and +20 mV but E462R remained more potent than E462K at Vm -10 and O mV (p < 10

3)• The introduction of the E462R mutation significantiy hyperpoiarized the voltage

dependence of inactivation from E05 —19 + 2 (13) mV for CEEE to E05 = —35 + 1(17)

mV for CEEE + E462R and decreased the fraction of the noninactivating current from 0.15

+ 0.01 (13) to 0.02 + 0.01 (17) (Fig 5C). The mid-potential of inactivation in CEEE +

E462R channeis remained however more positive than the mid-potential of inactivation in

the wild-type Cav2.3 suggesting that ail four domains are required to fuily account for the

voltage-dependence of inactivation. Furthennore, the stability of the inactivated state was

not significantiy affected by the introduction of the E462R mutation in the CEEE

background. The tirne course ofrecovery from inactivation was well described by a sum of

two exponential functions in both cases with a dominant fast time constant tarc = 73 + 5

ms (6) for CEEE + E462R that is comparable with the fast tpŒc = 63 ± 4 ms (4) published

previously for CEEE (Bematchez et al., 2001b). The Q473K mutation had littie impact on
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the VDI kinetics and voltage-dependence of CEEE but the double E462R + Q473K

mutation produced channels with VDI ldnetics and voltage-dependence that are

interrnediary between CEEE and CEEE + E462R. The complete set of values is shown in

Table II. Altogether, mutations at position E462 altered to the same extent the VDI gating

ofthe CEEE chirnera and the Cavl.2 channel. These data indicate that the properties oftlie

docldng site are not rate limiting for VDI gating. Altematively, it could also suggest that

the docldng site is contained within Domain I or else is strictly consewed between Cavl .2

and Cav2.3.

Cav32a abolished whereas CavI32a C3S + C4S restored the fast VUI gating

of E462R

Coexpression of the auxiliary subunit CavP2a with HVA OEl subunits such as

Cavl.2 (Chien and Hosey, 1998;Takahashi et al., 2003), Cav2.l (Restituito et al., 2000),

Cav2.2 ($tephens et al., 2000;Takahashi et al., 2003) and Cav2.3 (Parent et al., 1997;Qin et

al., 199$) is lmown to nearly eliminate VDI. The Cavt32a-mediated decrease in VDI

kinetics is caused through the formation of a thioester bond with 3C and 4C in the N

terminus of Cavt32a (Chien et al., 1996). The palmitoylation of Cav[32a occurs in

mamnmalian celis (Chien et al., 1996) as well as inXenopus oocytes (Qin et al., 199$). The

C3S + C4S mutations in Cav32a elirninated the membrane anchoring of Cav32a (Chien et

al., 1996) while recovering the fast inactivation ldnetics of Cav2.1 (Restituito et al., 2000),

Cav2.2 (Stepliens et al., 2000), and Cav2.3 (Qin et al., 199$).

To test the hypothesis that E462R prornotes the mobility of the inactivation gate,
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the inactivation properties of Cavi .2 E462R and CEEE + E462R were tested with either

CavI32a or Cav32a C3S + C4S mutant (CavI32a CS) as the auxiliaiy subunit (Fig. 6). As

cornpared with Cav133, co-expression with Cav2a significantly decreased the VDI kinetics

of Cavl.2, Cavl.2 E462R, CEEE, and CEEE + E462R (Fig 6C-D) and nearly abolished

their voltage-dependence (Table III). Despite the retardation effect of CavP2a, the VDI

gating of the E462R mutant in Cavi .2 and the CEEE + E462R channel remained faster

than their respective parent channels Cavi .2 (XhoI) wt (p < 0.05) (Fig 6C) and CEEE (p <

0.00 1) (Fig 6D). Although the VDI ldnetics of Cavl.2 E462R were faster in the presence

of CavI32a than in the presence of the wild-type Cav32a, they rernained however

significantly siower than VDT kinetics measured with Cav133 especially at O and +10 mV (p

<0.001) (Fig 6C).

Similar observations were made for the CEEE + E462R chimera (Fig 6B). The

VD properties of CEEE were similar wheffier measured with Cav2a and the

palrnitoylated-deficient CavI32a subunit (Fig 6D). Co-injection with Cav32a CS

significantly accelerated the VDI kinetics as well as significantly shifiing by —10 mV the

voltage-dependence of inactivation of CEEE + E462R when comparing the same construct

with the wt Cav32a (Table III). Nonetheless, the co-injection with Cav32a C$ did flot

restore the VDI kinetics of CEEE + E462R to the level of Cav33-injected oocytes. A

similar observation has been reported for the Cav2.3 channel where the tirne course of

inactivation of Cav2.3 + CavI32a C$ channels remained siower than with Cav2.3 + Cav3

channels (Qin et al., 199$) indicating that palmitoylation alone does not account

cornpletely for the difference between CavP2a and Cavf33. The difference between CavI32a
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CS- and Cav133- inactivated channels was carried over in the voltage-dependence of

inactivation with E05 values decreasing from —27.3 + 0.5 mV (12) with Cav2a, to E05 = —

32.2 + 0.4 mV (16) without CavE3,to E05 = —33.6 + 0.7 rnV (6) with Cavf32a CS, and to E05

—35.4 + 0.2 mV (17) with Cavf33. Altogether, these observations confirrn that CavI32a

and E462R modulate VDI through common structural determinants and further suggest

that the presence of a positively charged Arg residue at the fifth position of the Ail) region

could promote ffie mobility ofthe I-II linker in Cavl .2.
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DISCUSSION

The role of the EED cluster in the VDI gating of Cavl.2

Before this work, the role of the I-II linker in the VDI gating of Cavl .2 was

embodied in the single-point mutation E462R that was shown by the group of Cafterall

(Herlitze et al., 1997) and later by us (Berrou et al., 2001) to prornote faster Ba2tdependent

inactivation. The crystal structures of the AD-Cavf3 complex from L-type Cav 1.1 and

Cavl.2 channels (Van Petegem et al., 2004; Chen et al., 2004; Opatowsky et al., 2004)

have conflrrned that the side-chain of E462 projects in the direction opposite to Cav3 and

could hence participate to VDI through a hinged-lid type rnechanism. In addition to E462,

the side-chains of Q45$, Q459, E461, K465, L468, D469, and T472 in the AID region

were also found to une the hydrophilic face of the AID helix where they could also

potentially contribute to a hinged-lid type mechanism. Herein we have shown that charge

mutations in the C-terminal end of the AID helix, namely K465N, L468R, D469A, and

T472D failed to increase significantly the VDI gating kinetics. In contrast, charge

mutations in the EED cluster (E46 1, E462, D463) increased VDI kinetics suggesting that

negatively charged residues in the N-terminal end of the AID helix could account for the

slower VDI kinetics of Cavl .2. The increase in the rate of inactivation of E462R was

observed without any significant change in the rate of recovery from inactivation

(Bematchez et al., 2001b). Despite the increased VDI gating of E461A, E462R, and

D463A, their voltage-dependence of activation and their voltage-dependence of

inactivation were not significantÏy altered. It is worth noting that we had previously

reported (Berrou et al., 2001) a steep increase in the slope and a —10 mV shifi in the
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voltage-dependence of inactivation for the E462R mutant that were neyer reproduced in the

course offfie last four years.

The concentration of negative charges in the EED cluster makes it an interesting

candidate for an inactivating particle that could sense changes in the local electrical field.

One can envision that the EED cluster interacts with another region of the channel under

resting conditions. The stability of the AD helix — channel interaction could be enhanced

by negatively charged residues and could consequently modulate the rate at which the I-II

linker detaches itself from the interaction site and blocks the channel. The observation that

the kinetics of recoveiy from inactivation were not affected suggests indeed that the EED

mutations were not altering the affinity between the inactivating particle and the pore

anchoring region (Isacoif et al., 1991;Zhou et al., 2001).

The role ofthe EED cluster appears to be unique to the L-type Cavl.2. In Cav2.1

cliannels, positive or neutral residues at positions 387 and 388, equivalent to E462 and

D463 in Cavi .2, were found to increase VDI gating only when measured in the absence of

CavE3 (Sandoz et al., 2004) in contrast to the observations reported here. In Cav2.3

channels, the decrease in VDI gating observed with negatively charged residues at R378

(Berrou et al., 2001, 2002) was restricted to that residue since the VDI gating of adjacent

residues E377A and E379A was normal (L. Berrou, Y. Dodier, A. Raybaud, A.

Tousignant, O. Dafi, J. Pelletier, and L. Parent, unpublished data). In contrast, our data

suggest that even neutral substitutions in the EED locus could prornote a faster VDT gating

ofCavl.2 channels.
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Within ifie EED cluster, D463 is ffie only residue facing the CavI3 subunit (Van

Petegem et al., 2004;Chen et al., 2004;Opatowsky et al., 2004). It thus remains possible

that the increased MDI ldnetics we observed with D463A resuit from a change in the

interaction between the A1D region and Cav133. Charged mutations are indeed likely to

modify the formation of hydrogen bonds that exist between D463 and Cav133 (Chen et al.,

2004) or at least the nature of electrostatic interactions between the two proteins. It remains

to 5e seen wheffier the Asp to Ala mutation at this position could alter the protein

conformation to such an extent that it could release the side-chain of D463 from the Cavf3

fold. Evidently, the accelerating effect observed with a Cav-interacting AID residue

appears to be specific to D463. When measured under the same experimental conditions,

the MDI gating of the interacting residues L464, G466, Y467, and 1471 were not altered by

mutations with an alanine residue (Fig 3 and unpublished data). Furtherrnore, there is no

information available hinting that mutations at the fifih position of the AUJ region could

significantly alter Cav-subunit binding onto Cavi .2. At least under denaturing conditions,

the Arg to Glu mutation (R3 78E) at the same position in Cav2.3 did not decrease the [35$]

Cav33 subunit overlay binding to G$TAIIJ-fusion proteins in contrast to mutations of the

conserved Trp residue that disrupted both the Cav3-subunit binding ami CavI3-subunit

modulation ofCav2.3 (Berrou et al., 2002).

Mutations of f462 restore fast MDI gating to the ClEf chimera

E462 mutations significantly increased VDI gating to the CEEE chimera

following the same order ofpotency seen with Cavl.2, namely E462R> E462K E462A.
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This observation confirms that a positively charged Arg at the fifth position in the AID

motif is critical to confer fast VDI gating in both Cavl .2 and Cav2.3 and strongly indicates

that the I-II linker is the single most important determinant in this process even when

possibly acting in concert with other cytoplasmic linkers (Sandoz et al., 2004).

Furthermore, since the increase in VDI kinetics was similar in both channel background,

our data suggest that the interaction between the AID helix and the channel pore is either

flot the rate limiting step for VDI gating or else that this interaction is taking place within

Domain I.

The E462R mutation increased the voltage-dependence of inactivation by

imparting a —15 mV shift in steady-state inactivation of CEEE whereas the sarne mutation

failed to affect the inactivation curves of Cavl .2. The observation that the voltage

dependence of inactivation of E462R was affected by the host channel could stem ftom the

intrinsic voltage-dependent properties in Cavl versus Cav2 channels. Mutations in IVS5,

11S6, 111S6, and W56 were reported to decrease VDI kinetics of Cavi .2 without any

significant change in its voltage-dependence of inactivation (Bodi et al., 2002;Shi and

Soldatov, 2002). In one case, the acceleration of VDI kinetics brought by the F$23A

mutation in the 11S6 region of the rat Cavl.2 was accompanied by the hyperpolarization of

both the voltage-dependence of activation and the voltage-dependence of inactivation

($totz and Zamponi, 2001). Moreover, Herlitze and colt. pointed out that the conversion of

QXXEE to QXXER in Cavl.2 (aiC) produced “effects (that) are not as large as the effects

of the converse mutation in Cav2.1 talA)” (Herlitze et al., 1997). Hence in contrast to
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Cavl.2, the charge mutations at the fifth position of the AlU region in Cav2.3 and Cav2.1

channels caused a significant decrease in VDI kinetics accompanied by a robust +20 mV

shifi the voltage-dependence ofinactivation (Herlitze et al., 1997).

Mutations of E462 confers greater mobffity to the mactivation gate

In order to confirm the hypothesis that E462 constitutes an intrinsic component of

the inactivation gate, the inactivation properties of Cavi .2 E462R and CEEE + E462R

were tested with CavI32a and its nonpalmitoylated form Cavf32a CS. Cav[32a locks the

CaŒ1 subunit in a rigid conformation that slows down VDI gating whereas the Cav32a

CS mutant could effectively counter that effect (Chien et al., 1996). Co-expression with

CavI32a was shown herein to abolish the faster VDI kinetics of E462R in both Cavi .2 and

the CEEE chimera suggesting that E462R was flot sufficient to counteract the slowing

effect of CavI32a. The fast inactivation kinetics of the Cavl .2 E462R and the CEEE +

E462R mutants were however restored to some extent when using the non-palmitoylated

form of CavP2a CS indicating that CavF32a arid E462R modulate VDI through a common

pathway in which the rnobility ofthe I-II linker is likely to play a significant role.

Our observations further suggest that positively charged residues are required at

the fifth position of the Ail) lieux of the HVA Cavl-2 al subunits for Cavf32a CS to

prornote VDI gating. Co-injection with CavP2a C$ did not significantly increase the VDI

gating of the wild-type Cavi .2 channel expressed in Xenopus oocytes (our data) or in

mammalian ceÏls (Chien et aI., 1996). In addition, co-injection with Cav32a C$ did not

significantly increase the VDI gating of the CEEE chimera even though it is in fact 90%
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identical to Cav2.3. The charge mutation (Glu to Arg) was however sufficient to re

establish the accelerating effect of Cavf32a CS on VDI gating suggesting that the

accelerating effect of Cavf32a CS requires positively charged residues at position 462.

lndeed, the Arg residue is strictly conserved within the Cav2 channel family for which the

accelerating effect of CavP2a CS has been thorougffly documented (Qin et al.,

1998;Restituito et al., 2000;Stephens et al., 2000).

Structural requirements of VDI at position E462

The mutational analysis carried out at position 462 confirmed that positively

charged andlor neutral residues speed up inactivation kinetics in Cavi .2. The increase in

the MDI kinetics was significantly larger with the Arg residue than with the Lys residue

eyen though both residues carry a net positive charge at physiological pH. The VDT gating

of E462K (positive) and E462A (neutral) were similar whereas the E462D substitution that

switched two negatively charged residues significantïy decreased VDI. The E462N channel

was sirnilar to E462Q at O mV but behaved more like E462A at + 20 mM. Altogether, our

results indicate that positively charged residues yield faster VDI kinetics than negatively

substituted mutants. The volume of the residue further modulates the VDI response such

that srnalÏ positively charged residues yielded faster MDI kinetics than larger ones whereas

the reverse was observed for negatively substituted mutants. Neutral hydrophobic residues

displayed faster MDI gating than hydrophilic neutral ones. In fact, the MDI kinetics of the

small but neutral and hydrophobic substituted E462A mutant was similar to the positively

charged E462K at most voltages. Among residues of similar hydrophilicity, smaller

residues were also more likely to speed up MDI kinetics as seen with the distinct kinetics
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obtained with E462N and E462Q at + 20 mV. Finally, the glycine-substituted mutant

behaved like a negatively charged mutant as documented before for Cav2.3 (Berrou et al.,

2001). Hence, our observations are compatible with a molecular model where negatively

charged residues in the N-terminal region of the AID helix region decrease the mobility of

the I-II loop.
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Table I. Biophysical propertïes of CavI .2 mutants

-1.6 ±0.2
(14)

with INACTIVATION f 5s) ACTIVATION

Œ2b6 / E3 Fractional Peak IBa
E0.5 (mV)in 10 Ba2 E0.5 (mV)

currents (pA)

-23 ±1 (21) 0.17±0.02 -8 ±2(23) -2.5±0.3wt
z=2.5 (21) z=3.7± 0.4 (43)

-24 ± 1 (19) 0.20 ± 0.02 -5 ± 1 (16)XhoI -1.9 ± 0.3 (23)z=2.3 (19) z=3.8±0.4

Q458A
-16 ± 1 (10) 0.23 ± 0.04 -7 ± 1 (14)

-1.3 ± 0.3 (14)z=1.7 (10) z=4.0± 0.2
-22±1 (10) 0.21 ±0.02 -7±1 (13) -1.9±0.3(13)Q459A

z=2.4 (10) z=3.7± 0.3
-25±2(8) 0.14±0.02 -10± 1 (17)E461 A -0.9 ± 0.2 (9)z=2.3 (8) z=4.3±0.7
-24±1 (19) 0.09 ±0.01 -1±2 (4) -1.7±0.7E462R

z=2.9 (19) z=3.5±0.6 (17)
-22 ± 1 (14) 0.22 ± 0.02 -4 ± 1 (7)E462K -0.7 ± 0.2 (4)z=1.9 (14) z4.2±0.4
-20 ± 1 (6) 0.09 ± 0.02 -0.3 ± 0.4 (13)E462A -1.0±0.1 (7)z=2.7 (6) z=3.3±0.1
-19 ± 1 (7) 0.27 ± 0.01 0.3 ± 0.5 (11)E462G -0.9±0.1 (11)z=1.9 (7) z=3.5±0.3
-20 ± 2 (4) 0.26 ± 0.06 -4 ±1 (6)E462N -1.1 ±0.1 (6)z=2.7 (4) z=3.7±0.4

-22 ±2(11) 0.21 ±0.02 -1.4±0.3(16)
-1.1 ±0.1 (16)E462Q

z=1.9 (11) z=3.4±0.2

E462D
-19 ± 2 (12) 0.36 ± 0.03 -2 ± 1 (19)

-1.0 ± 0.1 (19)z=2.6 (12) z=3.5±0.2
-21±1 (8) 0.07±0.01 -12± 1 (5) -0.73±0.05D463A

z=2.5 (8) z=5.3±0.5 (4)
-22 ± 1 (6) 0.11 ± 0.01 -6 ± 1 (12)D463R -2.8 ± 0.5 (5)z=3.5 (6) z=3.7±0.3

-21 ±0.8(5 0.31 ±0.05 -7.1 ±0.6(11)
-1.6±0.3(11)L464A

z=2.4±0.7 (5) z=3.4±0.6
-17 ± 1 (10) 0.46 ± 0.05 -6 ± 1 (7)K465N -1.4±0.1 (12)z1.5 (10) z=3.9±0.2

L468R
-22± 1 (7) 0.38±0.04 -15±1 (12) -2.0±0.3

z = 2.5 (7) z = 5.6 ± 0.4 (7)
-25 ± 1 (13) 0.13 ± 0.02 -3 ± 1 (14) -7 ± 2D469A

z=3.6 (5) z=3.8±0.2 (12)
-20 ± 1(16)

z = 1.9
0.49 ± 0.03 -10 ± 1(16)

z=4.1 ±0.3
D469R

(16)
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-11±1 (9) 0.46 ±0.03 -8±1 (15) -2.7±0.4T472D
z= 1.6 (9) z=4.2±0.3 (16)

Q473K
-18±1 (15) 0.30±0.03 -3±0.4(8)

-1.7±0.4(15)z=2.4 (15) z=3.6±0.4
-27±2(8) 0.51 ±0.07 -6±1 (13)Q473R -1.0 ±0.2(8)z1.6 (8) z=3.7±0.2

TABLE I. Biophysical parameters of Cavl .2 wiÏd-type and mutant channels expressed in

Xenopus oocytes in the presence ofCava2b6 and Cavf33 subunits. The background channel

used for the mutations was the Cavl.2 (XIio]) with a unique XhoI site at G511R. Whole

ceil currents were measured in 10 mlvi Ba2 throughout. The voltage-dependence of

inactivation was deterniined from the peak currents measured at O mV afler 5 s pulses from

-100 to +50 rnV. Relative currents were fifted to Boltzmann equation 1. The fractional

currents represent the fraction of whole-cell currents remaining at the end of a 5 s

conditioning pulse to + 10 mV. Activation data were estirnated from the mean I-V

relationships and fitted to Boltzrnann equation 2. Peak ‘Ba was determined from I-V

relationships for the corresponding experiments. The data are shown wiffi the mean +

$.E.M. and the number n ofsarnples appears in parenifieses.
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Table li. Biophysical properties of CEEE mutants

with lnactïvatïon (5s) Activation Peak ‘Ba
a2bi E05 (mV) E05 (mV) (pA)
inlO I

Ba2 -f3 f3 +[33 -[3 +f33

-17±1 -19±1 -4±1
CEEE (3) (13) (6)

-7 ± 0.5 (23) -0.39 ± -1.9 ± 0.2
z = 4.4 ± 0.2 0.02(6) (23)z=2.6 z=2.6 z=4.1±0.3

CEEE -30±1 -35±1
+ (20) (17) -7±1 (12) -9±1 (18) -1.4±0.2 -2.1 ±0.4

z=4.0±0.5 z=4.0±0.3 (7) (13)E462R z=2.8 z=3.1
-19±1 -28±1CEEE+ -4±1 (6) 10±1 (14) -0.61 ± -1.5±0.2

E462K (4) (10)
z=4.0±0.2 z=4.3±0.3 0.5 (6) (14)z=2.2 z=2.5

-23 ± 1CEEE +
n.d. (8) n.d.

-12 ± 1 (5) -1.9 ± 0.5
n.d.Q473K z=4.7±0.5 (5)z=3.1

CEEE
+ -25± -30±1

E462R 1(5) (8)
-3 ± 1 (6) -6 ± 1(7) -1.1 ± 0.1 -0.8 ± 0.1
z = 4.0 z = 3.7 (6) (7)

+ z=2.6 z=2.9
Q473K

TABLE II. Biophysical parameters of ffie CEEE chimera and its derivative mutant

channels expressed in Xenopus oocytes in the presence of CavŒ2b and Cavf33 subunits.

Whole-cell currents were measured in 10 mlvi Ba2 throughout. The voltage-dependence of

inactivation was determined from the peak currents rneasured at O mV aller 5 s pulses from

-100 to +50 rnV. Relative currents were fitted to Boltzmann equation 1. Activation data

were estimated from the mean I-V relationships and fitted to Boltzmann equation 2. Peak

‘Ba was determined from I-V relationships for the corresponding experiments. The data are

shown with the mean ± S.E.M. and the number n of samples appears in parentheses. The

abbreviation “n.d.” stands for “not determined”.
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Table III. Biophysical properties of E462R mutants with CavF32a

TABLE III. Biophysical pararneters of Cavi .2 and CEEE mutants expressed in Xeiiopits

oocytes in the presence of CavŒ2b and Cav32a or CavP2a C3S + C4S subunits. Whole

ceil currents were measured in 10 mlvi Ba2 throughout. The voltage-dependence of

inactivation was determined from the peak currents measured at O rnV afler 5 s pulses from

-100 to +50 mV. Relative currents were fifted to Boltzmann equation 1. Activation data

were estimated from the mean I-V relationships and fuicd to Boltzrnann equation 2. Peak

‘Ba was determined from I-V relationsbips for the corresponding experiments. The data are

shown with the mean + S.E.M. and the number n of samples appears in parentheses. The

abbreviation “n.d.” stands for “flot determined”.

with Inactivation (5s) Activation Peak lBa
a2b E0•5 (mv) E05 (mV)
in 10
Ba2 +132a + f32aCS +132a + I32aCS +f32a +f32aCS

-4.6±0.7 -5.1±0.6
-18 ±

CEEE 1(5) n.d.
(2) (6) -0.51 ± -0.66±

z=4.6± z=3.8± 0.03(2) 0.06(6)z=2.3
0.3 0.1

-9.0 ± 0.4 -5.7± .5
CEEE ÷ -34 ± 1 (6) (9) (14) -4.6 ± -1.6 ± 0.2
E462R z=2.6 z=5.0± z=4.0± 0.9(9) (14)z=2.5

0.3 0.2
-8.8 ± 0.6 -5.9 ± 0.7

Cavl.2 (8) (4) -0.8 ± -0.58n.d. n.d.(XhoI) Z = 3.9± z = 3.7 ± 0.1 (8) ±0.05 (4)
0.3 0.2

-7.7±0.9-11±1(8)
09

-0.63±
(7) - . ±Cavf.2 n.d. n.d. z=

E462R z = 4.9 ± 0.2 (8)4.2±0.3
0.6

n
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. A. A 3-D representafion ofthe AID helix ofthe rabbit Cavi .2 obtained with

N$IGHT II using the hurnan Cavi .2 crystal structure co-crystallized with Cav32a

(1TOJ.pdb) as a template (Van Petegem et al., 2004). The core ofthe Ail) helix appears in

white. Side-chains are color-coded : E461 (orange); E462 (yellow); D463 (turquoise);

D469 (green); Q473 (red). The hydrophobic face of the Ail) helix interacts with the

CavJ32a subunit shown in blue. B. A 2-D helical wheel representation of the Ail) region

between Q458 and E475 as predicted in the rabbit Cavi .2. Helical wheel projections were

carried out with ANTHEPROT. As seen, the hydrophobic (circles) and hydrophilic

(diamonds) residues une up on opposite sides of the helix. Filled black symboïs higfflight

the residues that were shown to interact strongly with Cavf32a or Cav3 in every crystal

structure published to tins date (Van Petegem et al., 2004;Chen et al., 2004;Opatowsky et

al., 2004); the empty symbols represent residues that were shown to be clearly non

interacting with either Cav(32a or Cavf33; and the gray symbols show residues for which

some degree of interaction was found in either crystal structure.

FIGURE 2. E461A accelerates VDI kinetics in Cavl.2. A. The CavI3 subunit binding

site on the cd subunit (ATD) is located within 22 residues of the 1S6 transmembrane

segment. The primary sequence for the AID helix in Cav2.3 and Cavi .2 chaimels is shown

with the residues putatively accessible for protein interaction highlighted in bold letters.

The residues specific to Cav2.3 are shown in italic. B. Whole-cell current traces are shown

from lefi to right for Cavi .2 (X/zol) wt, E461A, K465N, and T472D in 10 mM Ba2. Unless

specified otherwise, mutants were expressed in Xenopus oocytes in the presence of
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Cava2b6 and Cav133 subunits and currents were recorded using the two-electrode voltage

clarnp technique in the presence of 10 mM Ba2. Holding potential was -$0 mV

throughout. Oocytes were pulsed from -40 mV to +60 rnV using 10 mV steps for 450 ms.

Capacitive transients were erased for the first ms afier the voltage step. Ail mutants tested

expressed significant whole-cell currents with similar activation properties (Table I). C.

The r3 00 values (the fraction of whole-cell currents remaining at the end of a 300 rns pulse)

are shown ± S.E.M. for the mutated hydrophilic residues from O to +20 mV for Cavl.2

(XhoI) wt; E461A, E462R, K465N, L46$R, D469A, T472D, and Q473K (from lefi to

right). The r300 ratios varied from 0.73 ± 0.01 at O mV to 0.67 ± 0.02 at +20 mV (23) for

Cavl.2 (XhoI) wt; 0.53 + 0.02 at O mV to 0.44 ± 0.03 at +20 mV (11) for E461A; 0.3$ +

0.02 at O mV to 0.29 ± 0.01 at +20 mV (20) for E462R; 0.87 + 0.02 at O mV to 0.82 ± 0.01

at +20 mV (10) for K465N; 0.82 ± 0.01 at O mV to 0.76 + 0.02 at +20 rnV (7) for L468R;

0.69 ± 0.02 at O mV to 0.63 + 0.03 at +20 mV (11) for D469A; 0.85 + 0.01 at O mV to

0.77 ± 0.01 at +20 mV (16) for T472D; 0.81 ± 0.01 at O mV to 0.71 + 0.01 at +20 mV (15)

for Q473K. As compared with Cavi .2 XhoI wt, the r300 were significantly smaller at p <

1016 for E462R and at p < HT6 for E461A when measured at O mV whereas they were

significantly larger for K465N, L46$R, T472D, and Q473K at 0.001 <p < .01 under the

same conditions. In contrast, r300 were not signiflcantly different between Cavl .2 (XhoI)

wt and D469A. D. The voltage-dependence of inactivation was estimated from isochronal

inactivation data points measured after 5 s conditioning pulses appiied between -100 and

+30 rnV from a holding potential of —100 mV. The fraction of the non-inactivating current

was recorded at the end of the pulse and data were fifted to Boltzmann equation 1. The

voltage-dependence of inactivation was similar for ail constmcts. The final fraction of
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2+nomnactivating Ba current decreased from 0.46 + 0.03 (9) for T472D and 0.46 ± 0.05

(10) for K465N; to 0.38 + 0.04 (7) for L468R, 0.33 + 0.02 (8) for L4601, and 0.30 ±0.03

(15) for Q473K; to 0.20 ± 0.02 (19) for Cavl.2 (XhoI) wt; to 0.14 ± 0.04 (10) for E461A,

0.13 ± 0.02 (5) for D469A, and 0.09 ± 0.01 for E462R (19) at + 10 mV. Complete set of fit

values are shown in Table I.

FIGURE 3. Alanme mutations in the EED Iocus accelerates the VDI kinefics. A.

Whole-ceIl current traces are shown for Cavl.2 mutants E461A, E462A, D463A, and

L464A (from left to right). B. The corresponding r300 values are shown ± S.E.M. from O to

+20 mV for E461A, E462A, D463A, and L464A (from lefi to right). The r300 ratios varied

from 0.73 ± 0.01 at O mV to 0.67 ± 0.02 at +20 mV (23) for Cavi .2 XhoJ; 0.53 ± 0.02 at

O mV to 0.44 ± 0.03 at +20 rnV (11) for E461A; 0.67 ± 0.02 at O mV to 0.49 ± 0.02 at +20

mV (7) for E462A; 0.67 ± 0.02 at O mV to 0.53 ± 0.03 at +20 mV (9) for D463A; 0.80 ±

0.04 at O mV to 0.74 ± 0.02 at +20 mV (3) for L464A. At + 20 mV, r300 were significantly

different between Cavl .2 (XhoI) wt and E461A, E462A, and D463A at p < i0. C. The

fraction of noninactivating Ba2 current increased from 0.07 ± 0.01 (8) for D463A and 0.09

± 0.02 (6) for E462A, to 0.14 ± 0.02 (10) for E461A, to 0.31 ± 0.05 (5) for L464A. Fit

values are shown in Table I.

FIGURE 4. Positive and neutral residues at position 462 accelerates the Vifi kinetics

in Cavl.2. A. Whole-cell current traces are shown for Cavl .2 mutants: E462R, E462K,

E462A, and E462D (from lefi to right). B. The corresponding r300 values are shown ±

S.E.M. from O to +20 mV for Cavl.2 wt; Cavl.2 (XhoI) wt; E462R; E462K; E462A; and
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E462D (from lefi to right). The r300 ratios varied from 0.74 + 0.01 at O mV to 0.72 + 0.01

at +20 mV (45) for Cavl.2 wt; 0.73 ± 0.01 at O mV to 0.67 ± 0.02 at +20 mV (23) for

Cavl.2 (XhoI); 0.38 ± 0.02 at O rnV to 0.29 ± 0.01 at +20 mV (20) for Cavl.2 E462R; 0.62

+ 0.02 at O rnV to 0.54 ± 0.02 at +20 mV (16) for Cavl.2 E462K; 0.67 ± 0.02 at O mV to

0.49 + 0.02 at +20 mV (7) for Cavl.2 E462A; 0.73 + 0.02 at O rnV to 0.58 + 0.02 at +20

mV (6) for Cavl.2 E462N; 0.74 ± 0.02 at O mV to 0.70 ± 0.02 at +20 mV (14) for Cavl.2

E462Q; 0.79 ± 0.02 at O mV to 0.73 + 0.02 at +20 mV (8) for Cavl .2 E462G; 0.86 ± 0.01

at O rnV to 0.79 + 0.01 at +20 mV (19) for Cavl.2 E462D. At + 20 mV, r300 were

significantly different between Cavl .2 (XhoI) wt and E462R at p < 10-1$ ; E462K, E462A,

and E462D at p < 10; E462N and E462Q at p < 0.05 but were flot statistically

significantly different between Cavi .2 wt, Cavi .2 (XhoI) wt and E462G (p> 0.5). C. The

voltage-dependence of inactivation was flot significantly different for Cavl.2 wt (21),

Cavl.2 (XhoI) wt (19), E462K (14), E462A (6), E462N (4), and E462R (19) channels but

were shffled slightly to the right for E462Q, E462G, and E462D. The fraction of

noninactivating Ba2 current decreased from 0.36 + 0.03 (12) for E462D, to 0.27 ± 0.01 (7)

for E462G, to 0.26 ± 0.06 (4) for E462N, to 0.21 + 0.02 (11) for E462Q, to 0.22 ± 0.02

(14) for E462K, to 0.20 ± 0.02 (19) for Cavl.2 (XhoI), to 0.09 ± 0.02 (6) for E462A, and

0.09 ± 0.01 (19) for E462R at + 10 mV. Isochronal data points for Cavl.2 wt; Cavl.2

(XhoI) M and E462K were superirnposed. fit values are shown in Table I.

FIGURE 5. E462R increases the VUI kinefics and voltage-dependence of the CEEE

chimera. A. Whole-cell current traces are shown for CEEE mutants: CEEE; CEEE +

E462R; CEEE + Q473K; CEEE + E462R + Q473K (CEEE + ER + QK) in 10 mM Ba2
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(from lefi to right). B. The r300 values are shown + S.E.M. from -10 to +20 mV for

CEEE; CEEE+ E462R; CEEE + E462K; CEEE + Q473K; CEEE + E462R + Q473K

(from lefi to right). The r300 ratios were strongly voltage-dependent for ail consftucts. The

E462R (29) and E462K (14) point mutations significantly increased the inactivation

kinetics of CEEE (26) at p < 1OE’5 and p < 10t0 respectively. In contrast the inactivation

kinetics of CEEE (26) and CEEE + Q473K (12) were not signiflcantly different (p> 0.1).

C. The voltage-dependence of inactivation was estimated from isochronal inactivation data

points measured afier 5 s conditioning pulses. Point mutations at position F462 shified

significantly the voltage-dependence of inactivation toward negative potentials from E05 =

-19 + 1 mV (13) for CEEE to E0.5 = —35 + I rnV (17) for CEEE + E462R (p < 10); E0.5

-30 dz 1 mV (8) for CEEE + E462R + Q473K (p < 10); and E0.5 = -28 dz 1 mV (10) for

F462K (p < 1OE3). In contrast, the Q473K mutation did flot significantly alter the voltage

dependence of inactivation with E0.5 = -23 dz 1 mV (8). Complete set of fit values are shown

in Table II.

FIGURE 6. The faster VIII of E462R are abolished by Cav 2a and restored in part

by Cav32a C3S + C4S. A. Whole-ceÏl current traces are shown for Cavl .2 (XhoI) wt and

Cavi .2 E462R aller co-expression with the palmitoylated-deficient Cav32a C3S + C4S

(Cav2a CS) mutant in 10 mM 3a2. B. Whole-cell current traces are shown for the CEEE

chimera and CEEF + E462R (CEEE + ER) aller co-expression with Cavt32a CS. C. Bar

graph displaying the r300 values dz S.E.M. from O to +20 mV for Cavl.2 (XhoJ) wt and

Cavl.2 E462R contrasting the VDI kinetics in the presence ofCavI33 (data shown in Fig 2)

(solid black and white bars), of CavI32a (black and white bars with vertical stripes), or of
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Cavf32a C$ (crossed black ami white bars). In the presence of Cav32a C$, r300 were

significantly different at 10 <p <i0 between E462R and for Cavl.2 (Xhof) wt with

values decreasing from 0.87 + 0.01 at O mV to 0.6$ ± 0.06 at +20 mV (4) for Cavl.2

(Xhof) wt and 0.57 ± 0.01 at O rnV to 0.36 ± 0.05 at +20 mV (7) for Cavl.2 E462R. The

statistical significance however decreased with depolarization. The r300 for Cavl .2 E462R

with Cavf32a CS were flot significantly different from r300 measured with Cav33 except at

O rnV (p < 0.05) D. Bar graph displaying the r300 values ± S.E.M. from O to +20 rnV for

CEEE and CEEE + E462R contrasting the VDI ldnetics in the presence of Cav3 (solid

black and white bars), of Cav32a (black and white bars with vertical stripes), or of Cav32a

C$ (crossed black and white bars). In the presence of Cai432a C$, r300 were significantly

different at 1 0 < p < 1 O between CEEE + E462R and CEEE with values ranging from

0.86 + 0.03.at O mV to 0.71 ± 0.05 at +20 mV (7) for CEEE and 0.33 ± 0.04 at O mV to

0.29 + 0.07 at +20 mV (14) for CEEE+ E462R. The statistical significance decreased with

depolarization. The r300 for CEEE + E462R with Cavf32a CS remained significantly

different from r300 measured with CavP3 at p < 1 O. The complete set of data is shown in

Table III.



81

Xho( (19)
E461A (10)
E462R (19)
K465N (10)
L468R (7)
D469A (5)
T4720 (9)
0473K (15)

0,0—
O f0 20 mV -90 -60

Figure 2. E461A acceleratesVDlkinetics in Cai.2

A. B.

E461; E462; D463; D469; Q473

Figure 1. A.3-Drepcesentation theAlDhelix 0f the rabbit Ca1.2

B. 2-Dhelicalwheel ceprentation d theAiDregion
between Q458 and E475

A AID IQQ-E--GY----I
Ca1.2 458 QQLEEDLKGYLDWITQAE 475

Cai3 374 QQIERELNGYRAWIDKAE 391

B. Cal.2XhoI Ca1.2 E461A Ca1.2 K465N

C.
r300

0,8—

0,6

0,4

0,2-—

D h5000
)OoI(23) ‘

rEZZE4GIA(Il)
L.E462R(2O) - -

K465N(1O) -VV- •

fZC468R(7)
D469A(II)

LZI T472D (16)
— 4734< (15)

0,6--

0,4

02-

0,0-

À
• -u

• •

-

-

-30 0 Vm

n



82

Figure 3. Alanine rwtations in the EED Iocus aœelerates theVDI kinetics

Cal .2 E462R Ca1 .2 E462K Ca1.2 E462A CaJ.2 E462D

Œ2A
lOOms

SOms

__w0(45)

(% h 5.0j)0
XhoI (23) —-—?-
E462R (20)
E42K(16)

E462A(7) 08-
E462N(6)

hZ E462Q (13)
E4620(8)

E462D(l9) 0.6

wt (21)
XhoI (19)
E462D (12)
E462N (4)

I E462G (7)
0.4 - E462Q (6)

E462K(14)

0 2 E462A (6)
E462R(19)

0.0

Ca1 .2 E462A Ca1 .2 D463A Ca1 .2 L464A

lOOms

SOms

Ca1.2 E46f A
A._

/ O.lpA
/ 5Oms

r 300

B. 0,8

0,6—

0,4-

0,2.

0,0

h 5000
C.1,0

10 2OrnV

O Xhoi(25)
E461A(1O)
E462A(6)
D463A(8)
L44A(5)

0,8

0,6—

0,4

0,2

-90 -60O

s

-30 0

B. r300
0,8

Vm

Vm

*

\
t

u

T —

—t

-90 -60 -30 0

Figure 4. Positive and neutral residues at pœition 462 accelerates the VDI kinetics in Ca1 .2



À

0,2— -

Figure 5. E462R increases the VDI kinetics and voltage-dependence
of the ŒEE chimera

C..12•INfl)

— Ça12 (11)
E482fl+.Z.(8)

L_Ç.11 E€2fl+Z.CS fl

n

$3

CEEE CEEE+E462R
A.

B.

CEEE+Q473K CEEE+ER+QK

0.j
100 ms

0.2 liA
100 ms

CEEE (26)
EZ CEEE+E462R (29)
EE: CEEE+E462K (14)

CEEE+Q473K (12)
CEEE+E462R + 0473K (8)

C.

0.1 pA
50 ms

r300

0,6-

0,5-

0,4

0,3-

0,2-

0,1-

0,0—

h 5000
1,0— ---4 ,_

Li
0,8

CEEE(13)
CEE+E462R(17)
CEEE+E462K(1O)
CEEE.0473K(8)
CEEE + E462R + Q473K (9)

I

iii [![Ï
0 10 2OVm

À

0,6— I
À

0,4

0,0

-9 -0 -30 0 Vm

A. Ca1.2wtIp2aCS

r 300

E462RIf32aCS C. 0,8-

-ipA

— 5Oms

B. CEEEI32aCS

J t
—--

_-<----___

0.1 pA
50 ms

CEEE+ERI32aCS D.
r,—

0,6-

0,4

0,2

0,0

r300

0,8—

0,6-

0,4-

0,2

0,0 -

0 10

C[EEfl (f)
CEEE ‘[46m. 3(46)

— C[E[ ‘(1.6)
UL__ CEE6 + [46M’ 2&(9)
cEEE.1.csn

]1
20 mV

Ï
20 mV

0.2pA
50 ms

5Oms

0 10
Figure 6. ThefasrVDIof E462R are abolished by Caf32a and

I-
restored in part Li CaJ32a C3S ÷ C4S



n

IV. DISCUSSION
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IV.! Le locus EED constitue le déterminant moléculaire de l’inactivation du

canal Cayl.2

Le rôle du segment I-II dans l’inactivation dépendante du potentiel membranaire a

déjà fait l’objet d’études cherchant à établir les éléments structuraux et moléculaires qui

participent à l’inactivation des canaux calciques Cav2. 1-2.3. Le mécanisme le plus souvent

évoqué est celui de «hinged-lid» qui implique certaines régions cytoplasmiques ainsi que

les hélices transmembranaires S6 (Ellinor et al., 1993; Herlitz et al., 1997; Stotz et al.,

2000, 2004; Berrou et al., 2001; Bematchez et al., 200 lb). Quoique ce modèle ait été

étendu aux canaux de type Cavi .2, peu d’études ont été consacrées au rôle de la boucle I-II

dans la dépendance au voltage de l’inactivation (VDI) de ces canaux. Dans le canal Cavi .2,

la plupart des mutations ont porté sur l’inactivation dépendante du calcium (CDI) au niveau

du C-terminal (deLeon et al., 1995; Bematchez et al., 1998; Qin et al., 1999; Peterson et al.,

1999; Lee et al., 1999b; Peterson et al., 2000; Romanin et al., 2000; Pate et al., 2000;

Mouton et al., 2001; Erickson et al., 2003; Liang et al., 2003; Kim et al., 2004).

Le déterminant moléculaire de l’inactivation dépendante du potentiel membranaire

du canal calcique Cavl.2 a été jusqu’à présent représenté par la mutation E462R qui

accélère les cinétiques d’inactivation en présence du Ba2 (Herlitz et al., 1997; Berrou et

al., 2001). La mise en évidence du rôle clé de la mutation E462R dans l’accélération des

cinétiques d’inactivation du canal Cavl.2 (Berrou et al., 2001) nous a incité à explorer le

rôle que pourrait jouer chaque résidu de la région AID dans ce processus d’inactivation qui

dépend du voltage (VDI). L’analyse des mutations dans cette région a confirmé que les
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résidus chargés positivement ou neutres à la position 462 accélèrent les cinétiques

d’inactivation du canal Cavi .2. L’accélération des cinétiques d’inactivation a été plus

importante avec la mutation impliquant une arginine qu’avec une lysine, même si les deux

résidus portent une charge nette positive au pH physiologique. Les cinétiques

d’inactivation produites par les mutations E462K (résidu positif) et E462A (résidu négatif)

étaient similaires alors que le remplacement conservateur du résidu négatif E par D ralentit

ces cinétiques, ce qui implique que la charge ou l’hydrophilicité du résidu ne peuvent pas à

elles seules rendre compte des cinétiques d’inactivation du canal Cavi .2.

Par ailleurs, les structures cristallines du complexe AID-Cavt3 des canaux Cav 1.1 et

Cavi .2 de type L (Van Petegem et al., 2004; Opatowsky et al., 2004; Chen et al., 2004) ont

révélé que la région AID est hélicoïdale. Les résidus conservés (L463, D463, L464, Y467,

L468, W470, 1471, Q473, A474, E475) sont localisés le long d’un seul côté de l’hélice où

ils peuvent interagir avec une région hydrophobe de la sous-unité Cavf3. La plupart des

résidus conservés hydrophobes sont enfouis dans la sous-unité Cavi32a (Van Petegem et al.,

2004), ce qui suggère le rôle important de ces résidus dans l’interaction entre la région AID

et la sous-unité Cav3 (Tableau V). Les mêmes structures cristallines montrent que le résidu

E462 est situé du côté opposé et hydrophile de l’hélice et pourrait par conséquent participer

à l’inactivation par un mécanisme de type «hinged-lid », soit en influençant le mouvement

du segment 1S6, soit en tant que constituant moléculaire du «lid» ou «couvercle» de

l’inactivation.
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En plus de F462, les chaînes latérales des résidus Q458, Q459, E461, K465, L46$,

D469 et T472 de la région AID dépassent aussi du côté hydrophile de l’hélice AUJ où elles

seraient susceptibles de contribuer au mécanisme d’inactivation de type «hinged-lid ».

Nous avons donc étudié les mutations K465N, L468R, D469A et T472D (qui impliquent

un changement de charge nette des résidus au niveau C-terminal de l’hélice ATD) et montré

qu’elles n’affectent pas les cinétiques d’inactivation. Par contre, les mutations de charge au

niveau N-terminal (E46 1, E462, D463) altèrent les cinétiques d’inactivation. Nos résultats

suggèrent que les résidus chargés négativement au niveau N-terminal de l’hélice AID

pourraient être importants pour expliquer les cinétiques lentes et la faible dépendance en

voltage du canal Cavl.2. Le fait que ces trois résidus chargés négativement soient

regroupés au niveau N-terminal de la boucle AUJ permet de supposer qu’ils affectent les

cinétiques d’inactivation suite à une modification du champ électrique local. On peut ici

présumer que des charges négatives dans cette région augmentent la stabilité de

l’interaction entre l’hélice AUJ et le reste du canal. La stabilité de cette interaction

ralentirait le mouvement de la boucle I-II pendant la dépolarisation. La présence de résidus

chargés positivement comme dans Cav2.3 (Berrou et al., 2001) aurait un effet opposé.

À l’intérieur de ce locus, seul le résidu D463 est situé du côté hydrophobe de

l’hélice AUJ. Toutefois, des résultats récents obtenu dans notre laboratoire suggèrent que

ce résidu ne participe pas activement à la liaison de la sous-unité CavI3 (Berrou et al.,

2005). La chaîne latérale du résidu D463 forme un pont hydrogène avec les résidus N340

et S295 de la région ABP (« alpha-binding pocket ») de la sous-unité Cavfl3.

L’introduction d’une alanine à cette position ne permettrait plus la formation de ce pont
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hydrogène entre D463 et la sous-unité Cavi33, ce qui peut provoquer un changement de

conformation qui libérerait la chaîne latérale de D463 de sa zone d’enfouissement au

niveau de la sous-unité Cavt33. L’accélération des cinétiques d’inactivation que cette

mutation engendre pourrait ainsi résulter d’une modification de l’interaction entre la boucle

AID et la sous-unité Cav/3. II semble par ailleurs que cet effet soit unique au résidu D463

puisque la mutation en alanine des résidus hydrophiles adjacents à D463 (L464, G466,

Y467, et 1471) n’a d’effet ni sur les cinétiques d’inactivation ni sur la VDI (résultats non

publiés).

D’autre part, le rôle du locus EED serait spécifique au canal Cavl .2. En effet, dans

le canal Cav2.1, il a été démontré que les résidus R3$7 et E38$, correspondant aux résidus

E462 et D463 dans le canal CavI .2, contribuent au processus d’inactivation induit par la

boucle I-II (Geibs et al., 2002a). Ces résidus affectent les cinétiques d’inactivation, mais la

valeur de la charge nette à ces positions n’a aucun effet en l’absence de la sous-unité Cav3

(Sandoz et al., 2004). Par ailleurs, l’altération des cinétiques d’inactivation du canal Cav2.3

qu’implique la mutation R378E (Berrou et al., 2002) est limitée à ce résidu puisque les

mutations adjacentes n’affectent pas les cinétiques d’inactivation (Berrou et al., 2005). Par

contre dans le canal Cavi .2, nos données montrent que même des mutations neutres au

niveau du locus EED produisent des cinétiques rapides d’inactivation.
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Résidus du Surface accessible dans Surface accessible
% d’accessibilité dans le

cana] Cat1.2 le complexe dans la région AID
complexe A1D-Cai32a

du lapin AID-Cavi32a (Â2) seule (Â2)

Q458 176 176 100.0

Q459 125 135 92.5

L460 49 123 39.8

E461 88 109 80.7

E462 101 112 90.1

D463 19 62 30.6

L464 34 107 31.7

K465 104 104 100.0

G466 1 39 2.5

Y467 4 136

L468 62 97 63.9

D469 77 92 83.7

W470 0 177 0.0

1471 15 139 10.7

T472 124 124 100.0

Q473 107 199 53.7

Tableau V: Accessibilité des résidus de la boucle AD dans te complexe AID-Cavfl2a.

L’hélice est ancrée à une “poche” de liaison de la sous-unité CavI32a grâce à un ensemble

de résidus conservés (en caractères gras) (adapté de Van Petegem et al, 2004)
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W.2 Le résidu arginine à la 5cme position de la région AID accélère les

cinétiques d’inactivafion du canal Cavl.2 et de la chimère CEEE

Le canal chimère CEEE produit des cinétiques lentes d’inactivation et une faible

VDI comparativement au canal Cav2.3, malgré le fait qu’ils soient à 90% identiques au

niveau de leurs structures primaires (Bematchez et al., 200 la). Cette observation suggère

que la région ATD du canal Cavl .2 contient les éléments structuraux qui empêchent une

inactivation plus rapide et une plus grande VDI, et que la boucle I-II serait une région

importante dans le processus d’inactivation. La présence d’un glutamate à la 5ehIe position

de la région AD serait responsable d’un tel effet. En effet, la mutation E462R impliquant

la substitution d’une charge positive à une charge négative produit des cinétiques

d’inactivation rapides dans le canal Cavi .2 et la chimère CEEE. Ces résultats suggèrent

qu’une charge positive ou neutre à la position 462 accélère les cinétiques d’inactivation.

Cependant, il n’existe pas de corrélation stricte entre les cinétiques d’inactivation et une

seule propriété chimique (charge, hydrophilicité, hydrophobicité, polarité) du résidu muté.

Dans certains cas, la taille du résidu semble affecter les cinétiques d’inactivation puisque

les acides aminés neutres mais de petites tailles produisent des cinétiques d’inactivation

plus rapides que des mutations avec des résidus neutres mais plus gros. En effet, pour les

résidus ayant la même hydrophilicité, ceux qui sont plus petits sont les plus susceptibles

d’accélérer les cinétiques d’inactivation. C’est le cas des résidu N et Q qui sont tous les

deux hydrophiles, neutres et polaires, mais N ayant une taille plus petite produit des

cinétiques plus rapides à +20 mV comparativement à Q.
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Aucune autre mutation au niveau de la boucle AID n’a pu reproduire les effets de

E462R sur les cinétiques d’inactivation du canal Cavi .2 ou de la chimère CEEE même si

on a introduit une arginine dans la moitié C-terminale de l’hélice AID telles que dans les

mutations L468R, D469R et Q473R. Ces observations confirment l’importance des résidus

chargés positivement dans la partie N-terminale de l’hélice pour obtenir des cinétiques

rapides d’inactivation dans les canaux Cavl et Cav2. On peut, en effet, supposer que

l’introduction de l’arginine provoque un changement structural qui favorise l’accélération

des cinétiques d’inactivation.

IV.3 E462R module la dépendance en voltage de l’inacfivafion de la chimère

CEEE

L’augmentation de la VDI est significativement plus importante avec une mutation

impliquant une arginine qu’avec une lysine, quoique les deux résidus portent une même

charge nette positive au pH physiologique. Les VDI des mutations E462K impliquant

l’introduction d’une charge positive et E462A impliquant une charge neutre, étaient

similaires, alors que le remplacement de l’aspartate par un glutamate portant la même

charge diminue la VDI. La mutation E462N est similaire à E46Q à O mV mais se comporte

comme E462A à +20 mV. Ces effets confirment le rôle distinct du résidu arginine dans la

VDI.

Le changement des cinétiques d’inactivation provoqué par les mutations effectuées

dans la boucle I-II n’est accompagné d’aucune augmentation dans dépendance au voltage

de l’inactivation du canal Cavi .2, ce qui suggère que la stabilité de l’état d’inactivation n’a
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pas été significativement affectée pas ces mutations. Cette observation est confirmée par le

fait que le recouvrement de l’inactivation était similaire dans le canal mutant Cavi .2 +

E462R et dans le canal Cavi .2 de type sauvage (Bematchez et al., 200 lb). Il est à noter que

des mutations dans les segments 11S6, 111S6 et WS6 ralentissent les cinétiques

d’inactivation dépendante du potentiel sans toutefois avoir un effet significatif sur la VDI

(Bodi et al., 2002, Shi et Soldatov, 2002).

Dans la chimère CEEE, le potentiel de la mi-inactivation est déplacé de +40 mV

vers les potentiels plus positifs comparativement au canal Cav2.3 (Bematchez et al.,

2001 a). Ce changement peut être dû aux différences intrinsèques entre les familles des

canaux Cavi et Cav2. Lorsqu’on introduit la mutation E462R dans CEEE le potentiel de

mi-inactivation se déplace de -15 mV. Ensemble ces résultats indiquent que le résidu

arginine chargé positivement introduit à la position de la boucle AD peut moduler la

VDI quand il est en présence d’éléments structuraux des segments II, III et/ou W du canal

Cav2.3. L’observation que le potentiel de mi-inactivation reste significativement plus

positif comparativement au canal Cav2.3 de type sauvage suggère que le segment T contient

des éléments supplémentaires qui déterminent la dépendance au voltage de l’inactivation

du canal Cav2.3.
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W.4 Cavfl2a et E462R modulent les cinétiques d’inacfivation via le même

mécanisme

Le modèle d’inactivation de type «hinged-lid » des canaux calciques de type HVA

implique un changement conformationnel de la boucle I-II de la sous-unité CavOEl qui peut

alors obstruer la région du pore formée par les segments S6. Dans le canal Cavl.2, ce

modèle est justifié à la fois par le rôle des segment 11S6 et III$6 (Hockenuan et al., 1997;

Stotz et Zamponi, 2001; Shi et Soldatov, 2002) et par le rôle dans la VDI de la boucle I-II

et notamment la mutation E462R (nos travaux).

Pour confirmer l’hypothèse que la mutation E462R constitue une composante

intrinsèque du segment d’inactivation, nous avons testé les propriétés de Cav 1.2 + E462R

et de CEEE + E462R en présence de la sous-unité Cavfl2a et sa forme non palmitoylée

Cav[32a C3S+C4S. La co-expression des sous-unités CavOEl des canaux calciques de type

HVA tels que Cavl.2 (Chien et Hosey, 1998), Cav2.l (Restituito et al., 2000), Cav2.2

(Stephens et al., 2000; Takahashi et al., 2003) et Cav2.3 (Parent et al., 1997; Qin et al.,

199$) avec la sous-unité Cavfl2a provoque une diminution importante de la VDI. Le

ralentissement des cinétiques d’inactivation est causé par la palmitoylation de Cav/32a qui

permet l’ancrage de cette sous-unité à la membrane plasmique (Restituito et al., 2000)

grâce à la formation d’un pont disulfure entre C3 et C4 au niveau N-tenuinal et les

phospholipides de la membrane plasmique. La mutations des deux résidus cystéine en

serine (C3S + C4$) brise ce lien et pennet de récupérer les cinétiques rapides des canaux

Cav2.1 (Restituito et al., 2000) et Cav2.3 (Qin et al., 199$), ce qui indique que la

palmitoylation de la sous-unité Cavfl2a peut directement empêcher le segment
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d’inactivation de participer à la VDI en l’ancrant dans une conformation inaccessible

(Restituito et al., 2000).

La co-expression du Cavi .2 + E462R et de CEEE + E462R avec la sous-unité

CavL32a ralentit significativement les cinétiques d’inactivation. L’utilisation de la forme

mutée (Cavf32a C3 S+C4S) rétablit partiellement les cinétiques rapides d’ inactivation de

CavI .2 + E462R et de CEEE + E462R. Malgré l’effet ralentisseur de Cavt32a, les

cinétiques d’inactivation des canaux Cavi .2 + E462R et de CEEE + E462R restent

respectivement plus rapides que les canaux de type sauvage Cavi .2 et CEEE. Les valeurs

r300 de Cavi .2 + E462R restent cependant significativement plus grandes avec la sous-

unité Cav32a C3$+C4$ qu’avec Cav133.

Ces résultats montrent que Cavi32a et E462R modulent la VDI par un mécanisme

moléculaire commun où la mobilité de la boucle I-II jouerait un rôle significatif.

IV.5 Structures déterminant l’inacfivafion dépendant du potentiel

membranaire

Un résidu arginine est requis à la 5 position de la région AID de la sous-unité

Caval des canaux Cavi et Cav2 pour que Cavi32a CS puisse avoir un effet sur la VDI. Cet

acide aminé est en effet strictement conservé dans la famille de canaux Cav2 pour lesquels

l’effet accélérateur de Cav/32a CS a été reporté (Qin et al., 1998; Restituito et al., 2000;

stephens et al., 2000). La co-injection dans les ovocytes de xénope de Cavfl2a C$ n’a pas
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affecté significativement les cinétiques d’inactivation du canal Cavi .2 de type sauvage

comparativement aux cinétiques mesurées avec la sous-unité non mutée Cav/32a. La même

observation a été reportée pour le canal Cavi .2 exprimé dans les cellules de mammifères

(Chien et al., 1996). Cavfl2a C$ n’a pas affecté significativement la VDI de la chimère

CEEE bien que cette dernière soit à 90% identique au canal Cav2.3. Cependant, une seule

mutation (E462R) permet de rétablir l’effet accélérateur de Cavt32a CS sur les cinétiques

d’inactivation, ce qui indique que cet effet de Cav/32a C$ requiert une structure

déterminante qui est absente dans la chimère CEEE mais présente dans CEEE + E462R. Il

est peu probable que l’introduction d’un résidu arginine ait altéré la liaison de la sous-unité

Cavf3 à la sous-unité principale Cavai. Nos expériences de protéines de fusion ont montré

que la mutation inverse R378E correspondant au même emplacement au niveau du canal

Cav2.3 n’affecte pas la liaison [35$] Cavi33 à la boucle AD, alors que la mutation du

l’acide aminé W3$6 conservé perturbe la liaison de la sous-unité Cav133 à Cavai et sa

modulation des cinétiques d’inactivation (Berrou et al., 2002). En utilisant les mêmes

techniques de protéines de fusion, nous avons montré que les résidus de l’extrémité N

terminale AID situés du côté hydrophile de l’hélice AD ne jouent pas un rôle déterminant

dans l’interaction entre Cavai et Cavi3 du canal Cav 2.3 (Berrou et al., 2005).

Le mécanisme régissant les cinétiques d’inactivafion rapides du canal Cavi .2 +

E462R reste à élucider. Un tel mécanisme pourrait comprendre une interaction avec

d’autres régions cytoplasmiques de la sous-unité Cavai. Il a été montré récemment que la

mutation de deux résidus non conservés de la région MD (R3$7E et E3$8R) altère

l’interaction protéine-protéine entre les boucles I-II et III-IV du canal Cav2. 1 (Geib et al.,
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2002), ce qui augmenterait la mobilité de la boucle I-II (Sandoz et al., 2004). DeWaard et

coll. ont proposé que le résidu arginine à la 5 position de la région ATD accentue

l’interaction entre les boucles I-II et III-W alors que la sous-unité Cavfl4 atténuerait celle

interaction (Geib et al., 2002; Sandoz et al., 2004). Cependant l’effet du résidu arginine ne

semble pas être toujours contrecarré par Cav/3 puisque la mutation R378E dans le canal

Cav2.3 entraîne une baisse de la VDI en présence ou en absence de la sous-unité Cavt33

(Berrou et al., 2001; Berrou et al., 2002). Finalement les cinétiques d’inactivation de

CavI .2 + E462R sont toujours plus rapides que celles du canal Cavi .2 de type sauvage

quelle que soit la sous-unité auxiliaire (Cavf33, Cav/32a, Cavfl2a CS). Ainsi, les effets de la

sous-unité Cavi34 dans la boucle I-II du canal Cav2. 1 pourraient être spécifiques à ce

système.

Toutes nos observations sont compatibles avec un modèle où l’introduction d’un

acide aminé arginine à la 5ême position de la région AID pourrait augmenter la mobilité de

la boucle I-II. Nos résultats indiquent que les résidus chargés négativement dans la région

amino-terminale de l’hélice AID ralentissent les cinétiques d’inactivation. Ces observations

confirment le rôle de la boucle I-II dans l’inactivation du canal Cavi .2 et favorisent un

modèle moléculaire de type «hinged-lid» faisant intervenir la boucle cytoplasmique I-II

comme dans la majorité des canaux Cav2 (Figure 13).
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Figure 13: Modèle d’inactivation dépendante du potentiel membranaire. Les

segments S6 sont représentés en hélices, le segment d’inactivation est

représentée par des astérisques rouges sur la boucle I-II.

Panneau de gauche, l’ancrage de Cavf32a palmitoylée restreint la mobilité de

la particule d’inactivation.

Panneau du milieu, l’interaction entre la sous-unité Cavf3 et la région N- et/ou

C-terminale de la sous-unité CavOEl altère la fonction de la boucle I-II.

Panneau de droite, la boucle I-II module l’inactivation du canal

(Adapté de Stotz et al., 2004).

Boucle 11411
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