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Sommai te

L’homéostasie du potassium (K) dans le système nerveux central

(SNC) permet une activité neuronale normale. Cette homéostasie est

assurée par les cellules gliales dont les prolongements adjacents aux

synapses, aux vaisseaux sanguins et à l’humeur vitrée présentent un co

enrichissement en canaux potassiques à rectification entrante, Kir4.1 et en

canaux aquaporines spécifiques à l’eau, AQP4. Les Kir4.1 transportent

l’excès de K extracellulaire engendré par l’activité neuronale au niveau des

synapses et le déversent dans la circulation sanguine et l’humeur vitrée,

tandis que l’AQP4 permet de préserver l’osmolarité entre la cellule et son

environnement. Nous avons effectué des études d’immunolocalisation des

Kir4.1 et de l’AQP4 sur des cultures de cellules mixtes d’hippocampe, de

cellules d’astrocytaires et de cellules de Mûller. Les cultures mixtes ont

permis de démontrer l’implication de la laminine-1, une protéine de la matrice

extracellulaire, dans l’agrégation/stabilisation des Kir4.1 et de l’AQP4 au

niveau des membranes des cellules gliales. Les cultures d’astrocytes nous

ont permis de montrer que l’expression des Kir4.1 à la membrane plasmique

des astrocytes dépendait de la présence de neurones et enfin avec les

cellules de Mi]ller, nous avons mis en évidence la nécessité de la séquence

SNV située à l’extrémité C-terminale des Kir4.1 pour l’agrégation de ces

canaux induite par la laminine. Cette agrégation implique le dystroglycan et

d’autres membres du complexe protéique associé à la dystrophine (PAD).

Nos résultats suggèrent que la liaison de la laminine au complexe PAD via

l’u-dystroglycan soit impliquée dans le maintien de l’homéostasie du K et de

l’eau dans le SNC. La perturbation de cette homéostasie pourrait contribuer

à la pathogenèse des troubles fonctionnels du cerveau et de la rétine reflétés

par des retards mentaux et des anomalies de l’activité rétinienne associés à

certaines formes de dystrophies musculaires.

Mots clés : aquaporine, homéostasie, système nerveux central, agrégation,

laminine, syntrophine, dystrobrévine.
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Su m ma ry

Potassium (Kj homeostasis is required for normal neuronal activity in

the central nervous system (CNS). Guai ceils are extremely important for K

clearance. Their processes extending in the viciflity of synapses, around

blood vessels and at the vitreous body are co-enriched for inwardly rectifying

potassium channels, Kir4.1, and aquaporin water channels, AQP4. The

Kir4.1 channels siphon the excess of K4 accumulated in the extracellular

space at the synaptic cleft following neuronal activity and release it in blood

vesseis and in the vitreous body, while AQP4 functions to preserve osmolarity

between the ceil and its environment. We undertook immunolocalization

studies of Kir4.1 and AQP4 on cultures of mixed hippocampal cells, cf purified

astrocytes and of MLller cells. The first system leU us to demonstrate the

implication of laminin-1, an extraceNular matrix protein, in the

clustering/stabilisation of Kir4.1 and AQP4 at guai celI membranes. The

second system revealed that Kir4.1 expression at the plasma membrane of

astrocytes requires neurones. With the third system, we showed the

importance of the SNV sequence at the C-terminus of Kir4.1 in the laminin

induced ciustering cf these channels. This clustering involves dystroglycan

and other members of the dystrophin associated protein complex (DAP). Our

data suggest that the interaction of laminin with the DAP complex via its

binding to Œ-dystroglycan is implicated in K4 buffering and water homeostasis

in the CNS. Impairment of K4 and water homeostasis may contribute to the

pathogenesis cf brain and retina dysfunctions reflected by mental retardation

and abnormal retinal activity associated with some forms of muscular

dystrophy.

Key words: aquaporin, homeostasis, central nervous system, ciustering,

laminin, syntrophin, dystrobrevin.
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J. La dystrophie musculaire

1.1 Les dystrophies musculaires classiques : Duchenne et Becker

Les dystrophies musculaires de Duchenne (DMD) et de Becker (BMD)

sont des maladies neuromusculaires récessives liées au chromosome X

(Hoffman et Kunkel, 1989). La DMD est la forme la plus sévère et la plus

fréquemment rencontrée avec une incidence de 1 garçon sur 3000. En ce

qui concerne la BMD, elle affecte environ 1 garçon sur 30 000. La DMD se

caractérise par une faiblesse musculaire progressive dont les signes

cliniques peuvent être manifestes avant l’âge de 5 ans. Il n’est pas

exceptionnel de voir ces patients dans un fauteuil-roulant au début de

l’adolescence. En ce qui concerne la BMD, la maladie évolue plus lentement

et elle permet parfois une vie non totalement invalidante.

La dystrophie musculaire affecte également le système nerveux

central (SNC), puisque 30%

des patients atteints de DMD

souffrent de retards mentaux

(Dubowitz, 1977; Felisari et

al., 2000). Le quotient
I

intellectuel (Q.l.) moyen de la I

population normale est

d’environ 105, alors que celui

des patients atteints de DMD Figure J. Courbe de distribution standard
du Q.l. de la population normale et des

est de 85, ce qui se traduit par patients atteints de DMD. Le Q.l. moyen

un déplacement vers la normal est de 105, alors que celui des
patients atteints de DMD est de 85. Tirée

gauche de la courbe de de Dubowitz (1977).

distribution standard (voir la

figure 1, ci-contre). Les patients considérés comme ayant des retards

mentaux sont ceux dont le Q.l. est en dessous de 75 (Dubowitz, 1977). La

BMD est également associée avec des retards mentaux, mais dans une



3

moindre mesure (North et al., 1996; Bardoni et al., 1999). Une légère

atrophie cérébrale est apparente chez 67% des patients atteints de DMD et

parmi eux, plusieurs présentent un Q.l. inférieur à la normale, ce qui est

beaucoup moins fréquent chez les patients sans atrophie cérébrale

(Yoshioka et al., 1980). L’atrophie cérébrale devient plus importante avec

l’âge, ce qui indique qu’il y aurait dégénérescence cérébrale lente et

progressive (Yoshioka et al., 1980). Cependant, il est à noter que les facultés

intellectuelles de ces patients ne diminuent pas avec l’âge (Dubowitz, 1977;

Yoshioka et al., 1980; Leibowitz et Dubowitz, 1981). Les patients présentant

ces anomalies cérébrales sont affligés de handicaps moteurs sévères. Les

jeunes enfants (de moins de 6 ans) atteints de DMD ont des problèmes

significatifs avant même le diagnostic clinique de la faiblesse musculaire. En

effet, ils manifestent des troubles de locomotion et du langage (Smith et al.,

1990). Les déficits au niveau du langage sont également rencontrés chez les

individus plus âgés (Sollee et al., 1985). Des problèmes d’articulation

résultent en des difficultés à s’exprimer, ce qui mène à une mauvaise

phonologie (Dorman et al., 1988; Smith et al., 1990). De plus, ces patients

montrent des anomalies au niveau du développement cognitif, puisque des

difficultés d’apprentissage en ce qui a trait à la lecture (Leibowitz et Dubowitz,

1981; Dorman et al., 1988; Billard et al., 1998), à l’épellation et aux

mathématiques furent constatées (Dorman et al., 1988). lI fut également

démontré qu’ils sont capables d’utiliser leur mémoire à court terme, mais que

leur mémoire à long terme faisait défaut (Anderson et al., 1988). La

dystrophie musculaire provoque des conditions neurologiques pouvant être

associées avec l’autisme à fréquence relativement élevée (Komoto et al.,

1984). D’ailleurs, une étude parue dans un journal japonais fait état de 8 cas

d’autisme dans leur groupe de 94 patients atteints de DMD et de 2 cas parmi

leur 43 patients atteints de BMD (Kumagai et al., 2001). Parmi les autres

déficiences rencontrées, les plus fréquentes portent sur le Q.l. verbal

(Leibowitz et Dubowitz, 1981), des problèmes émotifs (patients dépressifs)

(Leibowitz et Dubowitz, 1981; Fitzpatrick et al., 1986) et d’attention (Sollee et
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al., 1985). Ces observations suggèrent que les structures cérébrales

impliquées dans ces processus soient touchées.

Les patients atteints de DMD et de BMD développent des anomalies

cardiaques, dont une dilatation progressive du ventricule gauche engendrant

des défaillances cardiaques et la mort des patients présentant ce symptôme

(de Visser et al., 1992; de Kermadec et al., 1994; Nigro et al., 1995).

Cependant, de Kermadec et al. (1994) montrent qu’il n’y a qu’un petit nombre

de patients avec la DMD qui meurent de complications cardiaques (4 patients

sur 72), comparativement aux patients souffrant de BMD chez lesquels c’est

la principale cause de la mort (Nigro et al., 1995). Les patients atteints de

BMD meurent en moyenne vers l’âge de 43 ans (Rideau et al., 1981).

Chez les patients atteints de DMD, la mort est principalement causée

par des problèmes respiratoires associés à une paralysie des muscles

respiratoires, ce qui entraîne des troubles de fonctionnement pulmonaire

(Rideau et al., 1981; Tangsrud et al., 2001). Ces problèmes se manifestent à

des stades avancés de la maladie. Une étude montre que la réduction du

débit et de la force de la toux, conséquences secondaires résultant de la

faiblesse musculaire, rend ces patients très susceptibles à des infections

fatales des voies respiratoires (83% d’un groupe de 35 patients en sont

morts) (lnkley, 1974). Cependant, le décès peut aussi être causé par une

défaillance respiratoire due à une hypoventilation (lnkley, 1974). Les patients

atteints de DMD meurent en moyenne vers l’âge de 20 ans.

1.2 La cause de la maladie

1.2.1 Le gène des dystrophies musculaires de Duchenne et de Becker

La dystrophie musculaire résulte de mutations au niveau du gène de la

dystrophine qui est localisé sur le chromosome Xp21 (Hoffman et al., 1987).
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Ce gène se caractérise par sa taille élevée (2300 Kb) et par son nombre

impressionnant d’exons, soit 79. Ces caractéristiques expliquent la

susceptibilité de ce gène à subir des mutations. La découverte du gène de la

dystrophine offrit la possibilité de détecter la maladie dans les familles, de

manière préventive, à l’aide de différentes sondes révélant la présence ou

non de mutations dans ce gène (Forrest et al., 1987). La majorité des

patients atteints de DMD présentent de larges délétions ou des duplications

dans le gène de la dystrophine causant un changement dans le cadre de

lecture. Ceci conduit à la formation d’un codon stop qui empêche la

traduction de la séquence en aval de la mutation. Dans la BMD, les délétions

sont de tailles et de positions semblables à celles retrouvées dans la DMD,

mais elles ne causent pas de changement de cadre de lecture, ce qui permet

de préserver les domaines fonctionnels proximaux et distaux de la protéine.

Le gène de la dystrophine possède une régulation transcriptionnelle

complexe, puisque pas moins de 7 promoteurs sont responsables de sa

transcription dans différents tissus (Feener et al., 1989; Mehler, 2000). Parmi

ces promoteurs, trois d’entre eux (M, muscle; B, brain et P, Purkinje ce!!),

situés en amont du gène, permettent la transcription de l’isoforme de 427 kDa

de la dystrophine (Dp427) exprimé principalement dans le muscle et le

cerveau. Les 4 autres promoteurs sont répartis à l’intérieur du gène et

codent pour des transcrits tronqués de la dystrophine : Dp260, Dp140, Dp116

et Dp71. La localisation de ces transcrits est résumée dans la figure 2 (page

6).

1.2.2 La dystrophinelutrophine : leurs domaines d’interactions

La dystrophine a un homologue, l’utrophine, qui est exprimé de façon

générale dans les même tissus et dont il existe aussi plusieurs isoformes

(Wilson et al., 1999). La dystrophine et l’utrophine présentent plusieurs

domaines fonctionnels un domaine de liaison à l’actine, une triple hélice sur-
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Liaison à
- Domaine en batonnetI actine WWCys cr Localisation

Dp427 (M/BIP) Muscle, cerveau, cellules

0p260 jfl JJJ J Rétine

Dp160 Cerveau, reins

0p116 Nerfs périphériques

Dp71 Ubiquitaire

Figure 2. Position des différents promoteurs du gène de la
dystrophine et localisation tissulaire des isoformes de la
dystrophine. Le domaine EF Hand (non illustré) est adjacent au
domaine ZZ. Tirée et adaptée de Blake et Krôger, 2000.

enroulée permettant d’interagir avec d’autres dystrophines, un domaine WW,

deux régions EF hand et un domaine ZZ en doigts de zinc (Way et al., 1992;

Moores et Kendrick-Jones, 2000; llsley et al., 2002). Les domaines WW sont

de petits domaines de 35-40 acides aminés semi-conservés présentant deux

résidus tryptophane (W) espacés de 20-22 acides aminés. Ces domaines se

lient à des ligands riches en proline (P). Les domaines WW sont classifiés

selon la spécificité optimale qu’ils ont pour un ligand (voir tableau I, ci-

dessous; llsley et al., 2002). La dystrophine et l’utrophine possèdent un

domaine WW de type I au niveau de leur C-terminal.

Tableau I. Classification des domaines WW basée sur la spécificité
optimale des ligands
Classes Motifs reconnus Exemples de protéines à domaines WW

PPxY Dystrophine, Nedd4 WW-3, YAP65
Il PPLP FBPI1, FE65
III PPR FBP3O, FBP2I, FE65
IV (S/T)pP Fini, Nedd4 WW-2

Dp427 (8)

1500 2000 2500kb

Tiré de la revue de llsley et al. (2002)
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1.2.3 Interaction de la dystrophine avec I’actine

La dystrophine est structurellement similaire à I’Œ- et à la f3-spectrine

qui sont des protéines formant un réseau de mailles sous la membrane

plasmique de plusieurs types de cellules tel que les érythrocytes et les

neurones. Cet arrangement permet de réguler la distribution de protéines

transmembranaires et de lier des éléments de la membrane avec d’autres

composantes du cytosquelette, comme les filaments d’actine (Way et al.,

1992). Dans le muscle, la dystrophine est nécessaire à la formation d’un lien

fort entre des protéines du sarcolemme et le cytosquelette d’actine (Way et

al., 1992; Rybakova et Ervasti, 1997; Rybakova et al., 2000). Dans le muscle

squelettique, la dystrophine lie également l’actine costamérique afin de

stabiliser mécaniquement le sarcolemme en répartissant le stress imposé sur

ce dernier lors de la contraction musculaire (Rybakova et al., 2000). Le

domaine de liaison de la dystrophine à l’actine se situe en son extrémité N-

terminale. La liaison de la dystrophine le long des filaments d’actine (F

actine) stabilise ces derniers de façon analogue à la tropomyosine, se liant

aussi le long de la F-actine (Rybakova et Ervasti, 1997). L’absence de la

dystrophine cause une désorganisation des filaments d’actine (Rybakova et

al., 2000). La dystrophine joue donc un rôle dans le maintien de l’intégrité de

la cellule et de son cytosquelette en la protégeant du stress mécanique lors

des cycles répétés de contraction-relaxation (Petrof et al., 1993). Des

mutations de la dystrophine entraînent la mort progressive des fibres

musculaires (Carlson, 1998). Les patients atteints de DMD présentent une

augmentation, dans le sérum, du taux de créatine kinase, une enzyme

musculaire (Ozawa et al., 1999). Cette augmentation serait due à la diffusion

de l’enzyme à travers le sarcolemme dont l’intégrité se retrouve compromise

suite à la baisse ou l’absence d’expression de dystrophine (Ozawa et al.,

1999).
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2. Le complexe de la dystrophine et de ses protéines associées

2.1 La description du complexe de protéines associées à la

dystrophine

La dystrophine fait partie d’un complexe de protéines concentrées au

niveau des creux des replis de la plaque motrice des jonctions

neuromusculaires, mais qui sont aussi dispersées en dehors des jonctions

(Peters et al., 1997a). Ce complexe fut nommé PAD (protéines associées à

la dystrophine). Parmi les PAD, nous retrouvons, au niveau de la jonction

neuromusculaire, des protéines cytosoliques dont les synttophines (Œ, f3i et

132) et les a-dystrobrévines (ai, Œ2 et Œ3); des protéines transmembranaires:

les sarcoglycans (a, f3, y , et ), le sarcospan et le f3-dystroglycan ainsi

qu’une protéine extracellulaire: l’Œ-dystroglycan (voir figure 3, ci-dessous).

L’absence de dystrophine entraîne une diminution d’expression des

membres du complexe PAD dans le muscle, ceci fut démontré chez les

F-Actn ‘

Figure 3. Schéma du complexe PAD dans les muscles
striés. Tiré et adapté de Ehmsen et al. (2002).
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souris mdx, mutante pour la dystrophine de 427 kDa (Dp427), et chez tes

patients atteints de DMD (Ohlendieck et Campbell, 1991; Ibraghimov

Beskrovnaya et al., 1992). Pour ce qui est de l’utrophine, elle est associée à

un complexe protéique similaire à celui auquel se lie la dystrophine

(Matsumura et al., 1992). L’utrophine est concentré au niveau des crêtes des

replis de la plaque motrice. De manière intéressante, I’utrophine demeure

exprimé chez les patients atteints de DMD et chez les souris mdx,

(Matsumura et al., 1992). Toutefois, son expression n’est pas suffisante pour

contrecarrer le phénotype dystrophique (Matsumura et al., 1992). La

dystrophine se lie à la membrane plasmique en interagissant avec le

dystroglycan par l’intermédiaire de son C-terminal (James et al., 2000; Sotgia

et al., 2001; llsley et al., 2002). Cependant, il semblerait que la dystrophine

emploie également un autre mécanisme non identifié pour se lier à la

membrane, car l’absence de dystroglycan ne provoque pas toujours la perte

de la dystrophine à la membrane (Côté et al., 2002). La dystrophine lie aussi

directement d’autres membres du complexe par son C-terminal, comme la

dystrobrévine (Sadoulet-Puccio et al., 1997) et la syntrophine (Yang et al.,

1 995a).

Au niveau du cerveau et de la rétine, nous retrouvons également la

dystrophine et certains des membres du complexe PAD dans les neurones et

les cellules gliales, OÙ ils forment des complexes distincts (Blake et al., 1999;

Moukhles et al., 2000; Moukhles et Carbonetto, 2001; voir tableau Il, page

10). Parmi ces protéines, nous comptons les syntrophines (OEl, 2, i, y2), les

dystrobrévines (c, p) et le dystroglycan (Œ et f3). Il n’y a pas de sarcoglycan

ni de sarcospan, à l’exception de la rétine où nous retrouvons les et y

sarcoglycans (Claudepierre et al., 2000). Une étude sur les souris mdx

révèle un métabolisme du glucose anormal dans le cerveau, de même qu’une

altération des mécanismes de contrôle régulant le métabolisme d’oxydation

pendant une anoxémie, puisque la consommation d’oxygène est triplée chez

ces souris (Rae et al., 2002). Contrairement au muscle squelettique, le rôle
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fonctionnel de la dystrophine et de ses protéines associées dans le cerveau

et la tétine est encore obscur.

Tableau II. Résumé des différents complexes PAD retrouvés
dans le cerveau
Neurones Cellules gliales
1) a-dystroglycan 1) Œ-dystroglycan

3-dystroglycan f3-dystroglycan
Dp71 Dp71
3-dystrobrévine Œ1 -dystrobrévine
Syntrophine Syntrophine

2) Œ-dystroglycan 2) a-dysttoglycan
f3-dystroglycan 3-dystroglycan
Dp427 Dp140
3-dystrobrévine Syntrophine

Ces résultats sont compilés à partir des travaux de Blake et al.
(1999) et de Moukhles et al. (2001).

2.2 Le dystroglycan

Le dystroglycan (DC) fut d’abord découvert dans le cerveau, ce qui lui

valu sa première appellation, la cranine (Smalheiser et Schwartz, 198f). Il fut

également la première composante du complexe PAD à être clonée, en 1992

(lbraghimov-Beskrovnaya et al., 1992). Le DC est exprimé dans plusieurs

tissus (voir le tableau III, page 11). Le gène du DG, DAG1, est situé sur le

chromosome 3p2l et est composé de deux exons et d’un seul intron

(lbraghimov-Beskrovnaya et al., 1993). Ce gène permet la transcription d’un

ARNm de 5.8 kb, dont 2685 nucléotides codent pour un pro-peptide de 895

acides aminés (97 kDa) (lbraghimov-Beskrovnaya et al., 1992). La séquence

du DC est bien conservée entre différentes espèces de mammifères, par

exemple le DG du lapin et de l’humain contiennent tous les deux 895 acides

aminés et ont 93% d’homologie, ce qui suggère une importance fonctionnelle

du DC (lbraghimov-Beskrovnaya et al., 1993). Le peptide signal, situé au N-

terminal du pro-peptide, dirige son insertion dans la lumière du réticulum

endoplasmique (RE). Le DC est alors clivé par une protéase encore
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inconnue au niveau de l’acide aminé 653 pour donner deux fragments de 26

kDa et de 72 kDa (lbraghimov-Beskrovnaya et al., 1992; Smalheiser et Kim,

1995). Ces fragments sont modifiés post-traductionnellement pour donner

deux protéines glycosylées, soit respectivement le 3- et l’a-DG. li existe

plusieurs formes glycosylées de l’a-DG exprimées dans différents tissus (Gee

et al., 1993; lbraghimov-Beskrovnaya et al., 1993; Leschziner et al., 2000;

Mou khles et al., 2000). Le degré de glycosylation de l’a-DG varie également

en fonction du développement (Leschziner et al., 2000). En fait, t’tx-DG

contient 3 sites de N-glycosylation et plusieurs sites de O-glycosylation, alors

que le f3-DG ne contient qu’un site de N-glycosylation (lbraghimov

Beskrovnaya et al., 1992). La région C-terminale de l’a-DG lie, de façon non

covalente, le N-terminal du p-DG indépendamment de sa glycosylation

(Sciandra et al., 2001). Dans le complexe PAD, l’a- et le p-DG font le pont

entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette d’actine au niveau des

jonctions neuromusculaires.

Tableau III. Patrons d’expressïon du dystroglycan chez les
mammifères
Tissus
Système nerveux central Système digestif Reins
Cortex cérébral Dents Tubules
Hippocampe Glande salivaire Membrane basale
Cervelet Pancréas
Moelle épinière Petit intestin Peau
Bulbe olfactif Foie Epiderme
Thalamus Follicules capillaires
Plexus choroïdien Système reproducteur Glandes sudoripares
Astrocytes Utérus
Rétine Glandes mammaires Tissus lymphatiques
Tronc cérébral Testicules Rate
Ganglions de la base Prostate Thymus

Ganglion lymphatique
Système nerveux périphérique Muscles
Cellules de Schwann Squelettiques Embryon de souris

Lisses Membrane de Reichert
Système respiratoire Cardiaques BM entre EV et E
Poumons JNMs Cellules déciduales
Trachée JMTs

MB, membrane basale; E, ectoderme; EV, endoderme viscéral; JNM, jonctions
neuromusculaires; JMT, jonctions myotendineuses. Compilé à partir des travaux de
Durbeej et al. (1998) lbraghimov-Beskrovnaya et al. (1992), lbraghimov-Beskrovnaya et al.
(1993), Moukhles et al. (2001), Montanaro et al. (1995) etZaccaria et al. (2001).
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2.2.1 Le f3-dystroglycan

2.2.la L’interaction entre le -dystroglycan et la dystrophine/utrophine

Le f3-dystroglycan (13-DG) est une protéine transmembranaire de 43

kDa se liant à la dystrophine ou à l’utrophine au niveau sous-membranaire et

à l’a-DG au niveau extracellulaire. Le p-DG contient deux motifs PPxY

(Protine-Proline-X-Tyrosine) au niveau de sa portion cytoplasmique. Le

premier commence au résidu 828 (PPEY) (E : Acide glutamique) et le

deuxième au résidu 889 (PPPY) (Jung et al., 1995). Ce dernier est situé

dans les 10-15 derniers acides aminés du C-terminal et est nécessaire et

suffisant pour se lier au domaine WW de la dystrophine ou de l’utrophine

(Jung et al., 1995). Cette liaison est stabilisée par les deux domaines

accessoires EF-hand et ZZ situés dans la région C-terminale de la

dystrophine/utrophine (Jung et al., 1995; Rentschler et al., 1999; James et al.,

2000).

2.2.lb Régulation de l’interaction du 3-dystroglycan avec ses

partenaires par sa phosphorylation

La phosphorylation du résidu tyrosine (Y) du motif PPPY du 13-DG

module son interaction avec la dystrophine!utrophine (James et al., 2000;

llsley et al., 2002). Ainsi, quand le p-DG est non phosphorylé, il interagit avec

la dystrophine/utrophine, alors que lorsqu’il est phosphorylé, il interagit avec

des protéines à domaines SH2 (SH Src homology domaïn) incluant c-Src,

FYN, CsK, NCK et SHC, en plus d’interagir avec la protéine adaptatrice,

Grb2, contenant un domaine SH2 et deux domaines SH3 (Yang et al., 1995b;

Cavaldesi et al., 1999; Sotgia et al., 2001). Ces protéines sont impliquées

dans des voies de signalisation, ce qui nous fait penser que le complexe PAD
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aurait un rôle dans la signalisation cellulaire, en plus de son rôle structural

dans le maintien de l’intégrité des fibres musculaires.

Le J3-DG a d’autres partenaires au niveau cytoplasmique puisqu’il

interagit également avec la cavéoline-3. Lorsque la cavéoline-3 est associée

au 13-DG, la phosphorylation du 3-DG est inhibée (Sotgia et al., 2003). Les

cavéolines sont les protéines principales des cavéoles et sont exprimées

dans les muscles cardiaque, squelettique et lisse, en plus d’être présentent

dans le cerveau, principalement au niveau des astrocytes (lkezu et al., 1998;

Sotgia et al., 2000). Les cavéoles sont impliquées dans plusieurs processus

cellulaires incluant l’endocytose et la transduction de signaux. Des mutations

dans le gène de la cavéoline-3 causent une dystrophie dite, en anglais, Limb

Girdie Muscular Dystrophy (LGMD) (Minetti et al., 1998). Cette dystrophie

musculaire serait due au fait que la formation des cavéoles soit inhibée et

que l’interaction de la cavéoline-3 avec des protéines de signalisation,

comme la NO synthase neuronale (nNOS) soit interrompue (Venema et al.,

1997; Minetti et al., 1998). Normalement, la cavéoline-3 régule l’activité

catalytique de la nNOS (Venema et al., 1997). Des mutations dans le gène

de la cavéoline-3 induisent une augmentation de l’activité de la nNOS qui est

associée à une myopathie sévère (Sunada et al., 2001). La cavéoline-3 se

lie directement au 13-DG via une interaction de type WW-PPPY, mais cette

liaison est indépendante de la phosphorylation du 13-DG (Sotgia et al., 2000),

contrairement à la liaison de la dystrophine/utrophine au 13-DG. La cavéoline

3 peut bloquer l’interaction de la dystrophine avec le p-DG, ce qui a pour

conséquence d’empêcher le recrutement de la dystrophine à la membrane

(Sotgia et al., 2000). D’ailleurs, une sur-expression de la cavéoline-3 cause,

chez la souris, des symptômes similaires à ceux de la DMD. Ce phénotype

résulte probablement du bris du lien entre le complexe PAD et le

cytosquelette d’actine.
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2.2.lc Rôle du f3-dystroglycan dans l’agrégation des récepteurs de

l’acétylcholïne

Aux jonctions neuromusculaires (JNM5), l’agrégation des récepteurs

de l’acétylcholine (AChRs) est induite par l’agrine, une molécule de la matrice

extracellulaire (MEC). Le J3-DG se lie à la rapsyne, une protéine sous

membranaire essentielle à l’agrégation des AChRs induite par t’agrine

(Fuhrer et al., 1999). La rapsyne se lie à la fois aux AChRs et au f3-DG, ce

qui permet la formation et la stabilisation des agrégats d’AChRs interagissant

avec le complexe PAD (Apel et al., 1995; Fuhrer et al., 1999). L’interaction

de la rapsyne avec le p-DG se fait au niveau de la région juxta-membranaire

cytosolique du f3-DG (Cartaud et al., 1998). Il est aussi possible que cette

région soit impliquée dans le ciblage du DG dans les domaines de la

membrane contenant des AChRs via des interactions protéines-protéines ou

protéines-lipides (Kahi et Campanelli, 2003).

2.2.ld Le clivage du 3-dystroglycan par les métalloprotéinases

Le 3-DG est impliqué dans l’invasion des cellules tumorales. En effet,

les cellules malignes surexpriment des métalloprotéinases de la matrice

(MMP5) qui coupent le lien entre la matrice extracellulaire et la membrane

cellulaire en clivant, entre autres, la portion extracellulaire du 13-DG (Losasso

et al., 2000; Yamada et al., 2001). La majorité des MMP5 connues (plus de

20 MMP5 chez les mammifères) sont sécrétées et leurs combinaisons

permettent de dégrader toutes les matrices extracellulaires (Bosman et

Stamenkovic, 2003). Une fois clivé pat les MMP5, le fragment de 3-DG

demeurant dans la membrane plasmique n’est plus que de 30 kDa au lieu de

43 kDa et il n’est pas en mesure de lier l’Œ-DG (Losasso et al., 2000; Yamada

et al., 2001). Ce fragment peut également se retrouver dans des tissus

normaux, par exemple dans les nerfs périphériques, dans les reins, dans les
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poumons et dans les muscles lisses (Yamada et al., 2001). Ceci pourrait

constituer un moyen de défense naturel contre des agents pathogènes dont

plusieurs sont maintenant connus pour utiliser l’Œ-DG associé au p-DG

comme récepteur cellulaire pour envahir et infecter certaines cellules (Cao et

al., 1998; Rambukkana et al., 1998).

2.2.2 L’Œ-dystroglycan

2.2.2a Le rôle de l’interaction de l’Œ-dystroglycan avec les protéines de

la matrice extracellulaire dans l’agrégation des AChR5

L’Œ-dystroglycan est une protéine extracellulaire de 100-200 kDa

(selon son degré de glycosylation) située partout au niveau du sarcolemme y

compris au niveau de la membrane postsynaptique des jonctions

neuromusculaires (Leschziner et al., 2000). L’a-DG est lié à la membrane

par des liaisons non-covalentes qu’il établit avec le 3-DG. Il lie aussi des

protéines de la matrice extracellulaire (MEC) entourant les fibres musculaires

comme la laminine (Smalheiser et Schwartz, 1987; lbraghimov-Beskrovnaya

et al., 1992), l’agrine (Campanelli et al., 1994) et le perlecan (Peng et al.,

1999). lI est à noter que ces protéines se lient à l’Œ-DG par l’intermédiaire

des domaines globulaires appelés domaines G (Henry et Campbell, 1996).

L’interaction de l’Œ-DG avec la MEC contribue au rôle du complexe PAD dans

le maintien de l’intégrité structurale des fibres musculaires au cours des

cycles répétés de contraction-relaxation.

Au cours du développement des jonctions neuromusculaires (JNM5),

les zones actives au niveau de la membrane présynaptique s’alignent avec

les replis post-jonctionnels du sarcolemme. Au niveau des crêtes des replis,

les AChR5 sont agrégés et atteignent une densité de rn-10 000/jim2 afin de

maximiser l’efficacité de la transmission synaptique, alors que les régions

extra-jonctionnelles présentent une densité à peu près 1000 fois inférieure
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(Fertuck et Salpeter, 1974). L’agrine est un acteur majeur de la différentiation

des JNMs (Sanes et Lichtman, 1999). La liaison de l’a-DG à l’agrine amena

des spéculations comme quoi l’Œ-DG médiait l’agrégation des AChRs induite

par I’agrine pendant le développement des JNMs (Campanelli et aI., 1994),

puisque l’agrine provoquait l’agrégation de l’Œ-DG et que ces agrégats co

localisaient avec les agrégats d’AChRs.

Des études subséquentes montrèrent que l’Œ-DG liait l’agrine

musculaire, un isoforme sécrété par les cellules musculaires n’induisant pas

l’agrégation des AChRs, avec 10 fois plus d’affinité que l’agrine neuronale qui

induit l’agrégation des AChRs et qui est sécrété par les motoneurones. Ces

données mettaient en doute l’hypothèse d’un rôle de l’a-DG dans l’agrégation

des AChR5 (Sugiyama et al., 1994). L’activité d’agrégation de l’agrine est

modulée par épissage alternatif à deux sites, Y et Z. Selon l’épissage, il peut

y avoir insertion de 4 acides aminés au site Y et une insertion de 8, 11 ou 19

acides aminés au site Z. L’agrine musculaire ne contient pas d’inserts

(agrineyozo), contrairement à l’agrine neuronale (agriney4z8). Par la suite,

d’autres études ont montré que la liaison de l’agrine à l’ct-DG n’était pas

nécessaire à l’agrégation des AChRs, puisqu’un fragment de l’agrine active

correspondant au site Z8 et au domaine G le plus rapproché du C-terminal

induisait l’agrégation des AChRs sans se lier à l’a-DG (Gesemann et al.,

1995; Gesemann et al., 1996; Jacobson et al., 1998). Ces données

suggérèrent que la transduction du signal partant de I’agrine ne passe pas

directement par l’Œ-DG. En fait, dans le muscle, I’agrine interagit avec un

récepteur tyrosine kinase spécifique aux muscles, MuSK (muscle specific

kinase), en se liant à MASC (myotube-associated specificity component) et

induit la phosphorylation de MuSK et de la sous-unité 3 des AChR5 qui est

nécessaire à l’agrégation des AChR5 (Wallace et aI., 1991; Wallace, 1994;

Glass et al., 1996). La phosphorylation des AChRs serait médiée par des

kinases de la famille Src agissant en aval de MuSK (Mittaud et al., 2001).

L’ensemble de ces études met en évidence les mécanismes moléculaires
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impliqués dans la formation de la JNM et établie un rôle critique de l’agrine

dans ces mécanismes. L’agrine est également exprimée au niveau du

cerveau et plus particulièrement au niveau des synapses, cependant son rôle

dans la synaptogénèse est encore mal défini (Serpinskaya et al., 1999).

L’Œ-DG joue un rôle majeur au niveau des JNMs, même s’il n’est pas

directement impliqué dans l’initiation de l’agrégation des AChRs. En effet,

l’interaction entre la laminine et l’Œ-DG double le nombre d’agrégats de

AchRs induits par l’agrine indiquant que la laminine potentialise l’effet de

l’agrine (Montanaro et al., 1998). De plus, ces agrégats présentent une taille

supérieure et ils sont plus denses que ceux induits par l’agrine (Montanaro et

al., 1998). Ceci suggère que la laminine et l’Œ-DG soient impliqués dans la

croissance et/ou la stabilisation des agrégats de AChRs par un mécanisme

indépendant de MuSK (Cohen et al., 1997; Montanaro et al., 1998; Jacobson

et al., 2001).

2.2.2b Le rôle de l’Œ-dystroglycan dans l’inactivation synaptique des

neurotransmetteurs

En plus de se lier à la laminine et à l’agrine, l’Œ-DG se lie également au

perlecan, un protéoglycan de type héparan sulfate faisant partie de la matrice

extracellulaire (Peng et al., 1999; Talts et al., 1999) et pouvant lui-même se

lier à la laminine (Noonan et al., 1991). Le complexe perlecan-cL-DG sert de

récepteur membranaire à une acétylcholinestérase (AChE), comportant une

séquence homologue au collagène qui se lie directement au perlecan.

L’AChE forme des agrégats qui co-localisent avec ceux des AChRs et est

recrutée afin de dégrader l’acétylcholine en choline et en acide acétique pour

terminer la neurotransmission (Peng et al., 1999). La liaison du perlecan à

l’a-DG a donc un rôle fonctionnel au niveau de la JNM, puisqu’elle initie la

terminaison de la transmission nerveuse.
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2.2.2c Le rôle de Px-dystroglycan dans la formation de la matrice

extracellulaire

L’a-DG est impliqué dans la formation de la matrice extracellulaire

(MEC). La MEC est une structure qui ressemble à un feuillet dense se

situant à l’interface des tissus épithélial et mésenchymal. La laminine, une

protéine majeure de la MEC, est essentielle pour la formation de liens entre

les cellules et la MEC ainsi qu’à l’assemblage de cette dernière en

interagissant avec des récepteurs spécifiques à la surface des cellules (Timpi

et Brown, 1996). Les intégrines constituent la classe la plus importante de

récepteurs pour la laminine. Ce sont des dimères composés de sous-unitées

a et F3. La sous-unitée Pi se lie indirectement au cytosquelette d’actine par

l’intermédiaire d’un complexe protéique contenant la taline, l’actinine et la

vinculine et est primordiale à l’assemblage de la MEC. Son absence, chez

des souris knock out, entraîne la mort à l’âge embryonnaire (Stephens et al.,

1995). L’a-DG est un autre type de récepteur cellulaire de la laminine (Gee

et al., 1993) et comme l’intégrine, il contribue à former un pont reliant la MEC

au cytosquelette d’actine en impliquant des protéines du complexe PAD qui

sont différentes de celles associées aux F3i-intégrines (Henry et Campbell,

1996). La liaison de la laminine à l’c-DG est dépendante de l’état de

glycosylation de ce dernier (Ervasti et Campbell, 1993; Leschziner et al.,

2000). Le lien entre la MEC et le cytosquelette participe à la morphogenèse

des cellules et est essentiel à des processus cellulaires comme l’adhésion et

la migration. Le DG est essentiel à la formation de la membrane de Reichert,

la matrice extra-embryonnaire chez les rongeurs (Williamson et al., 199f).

En effet, chez les embryons de souris knock out pour le DG (DGj, des

anomalies de développement apparaissent in utero et les embryons meurent

au jour 6.5 (Williamson et al., 199f). Les analyses révèlent qu’il y a

discontinuité de la membrane de Reichert ainsi que de la membrane basale

séparant l’endoderme de l’ectoderme. Dans ces membranes basales, la

localisation de la laminine et du collagène IV est erronée. Une autre étude, in
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vitro cette fois-ci, vient supporter les résultats précédents. Effectivement, les

corps embryonnaires formés à partir de cultures de cellules souches DOE’

présentent une absence de membrane basale et les principales composantes

de la matrice extracellulaire, la laminine, le collagène IV et le perlecan

présentent une localisation erronée (Henry et Campbell, 1998). Jacobson et

aI. (2001) ont également montré une délocalisation de la laminine, du

perlecan et de l’AchE, in vitro, dans les myotubes DG’ et, in vivo, dans les

JNMs de souris chimères déficientes en DG. L’ensemble de ces résultats

démontre que l’interaction entre le DG et la laminine est primordiale au dépôt

et à l’assemblage normal des autres composantes de la membrane basale.

Par ailleurs, l’importance de la laminine et de son lien avec l’Œ-DG a

été mis en évidence pat une étude montrant que la perte de cette interaction

induisait l’apoptose dans le muscle (Langenbach et Rando, 2002). La mort

par apoptose est une caractéristique des cellules musculaires chez les

patients atteints de dystrophie musculaire. L’apoptose serait induite en partie

par l’activation des caspases, une conséquence de la déphosphorylation de

protéines de la voie de signalisation P13K/AKT, lorsque le liaison entre l’u-DG

et la laminine est rompue (Langenbach et Rando, 2002). Donc, ce lien

servirait de signal de survie à la cellule.

2.2.2d L’Œ-dystroglycan et la neurexine dans le cerveau

Au niveau du cerveau, les composantes de la matrice extracellulaire

ne sont pas présentes en abondance, excepté dans les espaces péri

vasculaires où les pieds terminaux des astrocytes adhèrent. L’espace

extracellulaire entre deux neurones ne contient pas de matrice extracellulaire.

Ceci suggère que d’autres ligands doivent exister pour t’Œ-DG neuronal qui

est exprimé au niveau des membranes postsynaptiques des synapses

excitatrices et inhibitrices (Zaccaria et al., 2001; Levi et al., 2002). En effet,

Sugita et aI. (2001) ont montré que les neurexines Œ et 13, des protéines
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présynaptiques, se lient à l’a-DG. Cette liaison se fait par des domaines G

de la neurexine. Bien que nous ne connaissons pas la signification

fonctionnelle de celle liaison, il est possible qu’elle assure l’adhésion entre

les neurones pré- et postsynaptiques. La f3-neurexine est connue pour lier la

neuroligine, une autre protéine neuronale postsynaptique concentrée dans

les synapses excitatrices (Scheiffele et al., 2000). L’expression de la

neurexine et de la neuroligine est au plus haut niveau dans le cerveau au

moment de la synaptogénèse (Rûegg, 2001). La neuroligine-1 est localisée

au niveau des densités postsynaptiques des synapses excitatrices où elle se

lie à la PSD-95 (postsynaptic density protein - 95 kDa) (Irie et al., 1997). Lors

de la synaptogénèse, la neurexine est concentrée aux synapses et dans les

cônes de croissances. Le contact du cône de croissance avec une cellule

exprimant la neuroligine-1 induit la différentiation pré- et postsynaptique

(Scheiffele et al., 2000; Dean et al., 2003). La neuroligine-1 est suffisante

pour agréger la 13-neurexine. L’agrégation de la 3-neurexine induit le

recrutement des vésicules synaptiques et donc la mise en place de l’appareil

d’exocytose au niveau de la zone active (Scheiffele et al., 2000; Dean et al.,

2003). Le rôle de l’interaction entre l’a-DG et la neurexine est inconnu, mais

par analogie avec l’interaction neuroligine-1-neurexine, on pourrait penser

qu’elle est impliquée dans la synaptogénèse.

2.2.2e L’implication du dystroglycan dans la dystrophie musculaire

congénitale

Le dystroglycan est connu depuis plus d’une décennie maintenant

(lbraghimov-Beskrovnaya et al., 1992) et les chercheurs n’ont pas réussi à

identifier de mutations dans le gène codant pour celle protéine, Il est

possible qu’aucune mutation de ce gène ne soit associée à des dystrophies

musculaires. Pourtant des mutations dans plusieurs autres gènes du

complexe PAD sont impliquées dans divers types de dystrophies

musculaires. Par exemple, des mutations dans la dystrophine résultent en la
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dystrophie de Becker et de Duchenne, tandis que des mutations au niveau

des sarcoglycans et de la cavéoline-3 causent la dystrophie musculaire

congénitale Iimb-girdie (LGMD) et enfin des mutations de la laminine-2 est

responsable d’une forme de dystrophie musculaire congénitale dite

« classique)) (Campbell, 1995; Cohn et Campbell, 2000).

Toutefois, de récentes études ont démontré que l’Œ-DG pouvait, lui

aussi, être directement impliqué dans diverses dystrophies musculaires. L’a

DG est fortement glycosylé et la moitié de sa masse moléculaire est due à sa

glycosylation dans la région semblable à la mucine, la composante protéique

du mucus. Des mutations dans des gènes codant pour des enzymes de

glycosylation de l’a-DG comme la Fukutine, la Fukutin-related protein

(FKRP), la O-mannosyltransférase-1 (POMT1), la O-mannosyl-31 ,2-N-

acétylglucosminyltransférase-1 (POMGnT1) ou une N-acétyl-glucosamine

glycosyltransférase commune (LARGE) (Beltràn-Valero de Bernabé et al.,

2002; Brockington et al., 2001; Holzfeind et al., 2002; Kano et al., 2002;

Kobayashi et al., 1998) (voir le résumé au tableau IV, page 22), résultent en

des dystrophies musculaires congénitales (DMC) avec des retards mentaux

plus sévères que ceux rencontrés chez les patients atteints de DMD

(Louhichi et al., 2003; Villanova et al., 2000; Mercuri et al., 1999; Longman et

al., 2003). Parmi ces retards mentaux, nous comptons de graves troubles du

langage, un Q.l. en dessous de la moyenne, un délai général du

développement, des difficultés d’apprentissage et un désintéressement du

patient face à son environnement. De manière intéressante, ces mutations

causent une hypoglycosylation de l’a-DG qui n’est plus en mesure de lier la

laminine, l’agrine et la neurexine, ni dans le cerveau, ni dans le muscle

(Michele et al., 2002). Ces études mettent en évidence un rôle du DG et plus

précisément de sa glycosylation dans certaines formes de dystrophies

musculaires. Par ailleurs, la N- et la O-glycosylation sont connues pour être

impliquées dans le transport intracellulaire et le ciblage de certaines protéines
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(Yeaman et al., 1997). La possibilité que l’Œ-DG soit soumis à un tel contrôle

n’est donc pas à écarter.

Tableau IV. Dystrophies musculaires secondaires à des mutations
dans des gènes qui codent pour des glycosyltransférases
Maladies Gène Fonction de la Caractéristiques a-dystroglycan

impliqué protéine cliniques dans le muscle
Muscle-eye- POMGnT1 Synthèse de glycans Faiblesse musculaire sévère Absence par IHC et
brain disease 0-mannosyl Retards mentaux par WB
(MEB) Epilepsie

Migration neuronale
anormale
Anomalies oculaires

Fukuyama Fukutine Glycosyltransférase Faiblesse musculaire Absence par IHC et
congenital commune proximale et axiale sévère par WB
muscular Retards mentaux
dystrophy Epilepsie
(FCMD) Migration neuronale

anormale

LGMD2I et Fukutin-related Glycosyltransfèrase Faiblesse musculaire De réduction à
MDC1C protein (FKRP) commune proximale et axiale variable absence par IHC

Cardiomyopathie masse moléculaire
réduite parWB

Souris LARGE Glycosyltransférase Faiblesse musculaire Absence par IHC et
myodystrophique commune Migration neuronale par WB
fmyd) anormale

Walker-Warburg POMT1 O- Faiblesse musculaire sévère Absence par IHC et
syndrome mannosyltransférase Mort à l’enfance par WB

commune Absence de développement
psychomoteur
Migration neuronale
anormale
Anomalies oculaires

IHC = Immunohistochimie; WB = Immunobuvardage de type Western.
Tiré de Muntoni et al. (2002).

Au niveau du SNC, l’hypoglycosylation de l’Œ-DG engendre des

anomalies au niveau de la migration neuronale, de la morphogenèse du

cerveau et de l’expression des membranes basales (Michele et al., 2002;

Moore et al., 2002). Ces anomalies sont communes à trois formes de

dystrophies musculaires congénitales: Fukuyama congenïtal muscular

dystrophy (FCMD), Syndrome de Walker-Warburg (WWS) et la Muscle-Eye

Brain Disease (MEB). De plus, deux modèles animaux présentent des

symptômes similaires à ces DMCs. Ces modèles sont représentés par des

souris myodystrophiques portant une mutation spontanée du gène codant

pour la glycosyltransférase LARGE (souris mydLAE; Michele et al., 2002 ) et
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pat des souris dont le DG a été délété sélectivement dans le cerveau (souris

DGc) (Holzfeind et al., 2002; Moore et al., 2002).

Les souris mydL et DG montrent une désorganisation des

couches corticales et une mauvaise position des neurones (hétérotopie), ce

qui se traduit par une absence de démarcation entre les couches I et II. De

plus, les souris DG présentent des agrégats de cellules neuronales et

gliales au-delà de la membrane basale piale, ce qui suggère une migration

anormale (Moore et al., 2002). Une diminution de la capacité d’ancrage des

prolongements de la glie radiale, due à l’absence de DG dans leurs pieds

terminaux, et un fractionnement focal de la membrane basale piale pourraient

être les causes de ce phénomène. En effet, ce genre de problèmes

provoque une mauvaise localisation ou une absence des cellules de Cajal

Retzius qui permettent l’arrêt de la migration neuronale par l’expression de

deux protéines, sut et reeline. Il est à noter que ces deux protéines

contiennent des domaines G, semblables à ceux qui permettent à la laminine,

à l’agrine, à la neurexine et au perlecan de se lier à l’Œ-DG.

Chez les souris DG et les souris mydLAE, il y a perte de la fissure

inter-hémisphérique du cortex cérébral et fusion des follicules du cortex

cérébelleux (Moore et al., 2002; Michele et al., 2002). Ceci est parfois

rencontré chez les patients atteints de la FCMD, mais plus souvent chez ceux

atteints du WWS. Ces observations démontrent l’importance de l’Œ-DG et du

lien qu’il établit avec certaines membranes basales au cours du

développement normal du cerveau. L’Œ-DG serait également impliqué dans

la neurotransmission postsynaptique dans le cerveau, puisque les PLTs

(otentialisation à long terme) de l’hippocampe des souris DG sont

affectées (Moore et al., 2002).
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2.2.2f Le rôle du dystroglycan dans la rétine

Au niveau de la rétine, différents glycoformes de l’Œ-DG sont exprimés

(Moukhles et al., 2000). Des études in vivo, faites au moyen

d’électrorétinographies, ont révélé des électrorétinogrammes (ERG)

anormaux au niveau de l’onde b des souris mydLA3E (Holzfeind et al., 2002).

Cette anomalie indique des perturbations de l’activité rétinienne due à

l’hypoglycosylation de l’a-DG (Holzfeind et al., 2002). L’onde b est générée

par la transmission synaptique des photorécepteurs aux cellules bipolaires et

horizontales et/ou des courants provenant des cellules de MOller, la glie

radiale de la rétine. Les patients atteints de DMD présentent également des

ERGs anormaux, tout comme les souris mdx3c\I, mutantes pour plusieurs

isoformes de dystrophine (PilIers et al., 1993 et 1995). De plus, la FCMD et

la MEB sont aussi accompagnées de problèmes ophtalmologiques dont une

myopie sévère, une cornée opaque et une dysplasie rétinienne (Toda et al.,

2000).

2.2.2g Un rôle de l’Œ-dystroglycan dans la polarité des cellules

épithéliales et la communication cellulaire

L’Œ-DG semble être très important pour l’établissement de la polarité

cellulaire. En effet, une étude récente faite chez la drosophile démontre que

le DG est impliqué dans l’organisation de la polarité des cellules épithéliales

folliculaires pendant l’oogénèse (Deng et al., 2003). En effet, en absence

d’a-DG, des marqueurs du côté apical des cellules épithéliales comme Dit et

/3-Heavy-Spectrin se retrouvent aussi du côté basal de ces cellules. De plus,

cette étude montre que l’absence du DG cause une désorganisation du

cytosquelette d’actine basal dans les cellules n’exprimant pas de DG, de

même que dans les cellules voisines de celles-ci, mettant en évidence un rôle

dans la communication cellule-cellule via l’Œ-DG (Deng et al., 2003). Ce rôle
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dans la régulation de la communication cellulaire fut initialement suggéré par

Belkin et al. (1996).

2.2.2h Un râle de l’Œ-dystroglycan dans le système nerveux

périphérique

Le dystroglycan est également exprimé dans les cellules de Schwann,

les cellules gliales du système nerveux périphérique (SNP). Une délétion

sélective du DG dans ces cellules résulte en des déficiences motrices et une

hyperalgésie (Saito et al., 2003). La conduction de l’influx nerveux est

ralentie et des changements aux noeuds de Ranvier sont observés (Saito et

al., 2003). Ces derniers sont caractérisés par une réduction de l’expression

des canaux sodiques et une désorganisation des micro-villosités des cellules

de Schwann. De plus, l’enroulement des feuillets de myéline est anormal

chez les souris knock out pour le DG dans les cellules de Schwann.

L’absence de l’Œ-DG entraîne une réduction considérable de l’interaction de

ces cellules avec la laminine. Dans les cellules de Schwann nulles pour le

DC, l’expression de plusieurs membres du complexe PAD se trouve réduite

(Saito et al., 2003). L’ensemble de ces données suggère que l’expression du

DG et son interaction avec les protéines de la matrice extracellulaire, via sa

sous unité c, est cruciale à la myélinisation et à l’architecture nodale

(Yamada et al., 1996; Saito et al., 2003) et est importante pour la stabilité du

complexe PAD dans les cellules de Schwann.

2.2.2i L’Œ-dystroglycan: une porte d’entrée cellulaire pour des agents

pathogènes

L’interaction de l’Œ-DG avec la laminine-2, qui est exprimée dans la

matrice extracellulaire apposée aux cellules de Schwann, est nécessaire pour

l’internalisation de Mycobacterium Ieprae, la bactérie causant la lèpre. Cette

dernière envahit les cellules de Schwann et cause des dommages
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significatifs dans les nerfs périphériques (Rambukkana et al., 1998). De plus,

une étude faite à l’aide de cellules souches et de fibroblastes de souris (3T6)

montra que l’Œ-DG sert également de récepteur cellulaire pour plusieurs

arena virus, à savoir le virus Lymphocytic choriomeningïtïs, le virus Lassa

fever, l’Oliveros et le Mobala (Cao et al., 1998). Les cellules nulles pour l’Œ

DG résistent à l’infection par ces virus, ce qui prouve que l’Œ-DG sert de porte

d’entrée pour ces agents pathogènes.

2.3 Les sarcoglycans

2.3.1 Les sarcoglycanopathies : dystrophies musculaires congénitales

Le complexe des sarcoglycans (SG5) est composé de cinq protéines

comportant un seul domaine transmembranaire, soit l’a-SG (50 kDa), le 3-SG

(43 kDa), le 6-SG (35 kDa), l’g-SG (47 kDa) et le y-SG (35 kDa). Les SGs

interagissent entre eux par leurs domaines extracellulaires et la majorité des

mutations connues dans les SGs se situent dans cette région. Une mutation

dans le domaine extracellulaire de l’un des SGs se reflète par une instabilité

du complexe et une expression réduite de ce dernier à la membrane

plasmique (Roberds et al., 1993; McNally et al., 1996; Sakamoto et al., 1997;

Duclos et al., 1998; Hack et al., 1998; Araishi et al., 1999). Le seul membre

des SGs dont l’expression ne semble pas être affectée par une mutation de

l’un de ses partenaires est l’E-SG, le dernier de cette famille à avoir été cloné

(Ettinger et al., 1997; Duclos et al., 1998; Hack et al., 1998). Des mutations

dans les gènes codant pour les différents membres du complexe des SG

causent des dystrophies musculaires que l’on dénomme

sarcoglycanopathies. Celles-ci sont classifiées comme étant des formes de

LGMD (voir tableau V, page 27) et sont caractérisées par une élévation

importante du taux de créatine kinase dans le sérum, comme chez les

patients atteints de DMD (Duclos et al., 1998; Hack et al., 1998; Araishi et al.,

1999; Ozawa et al., 1999). Le complexe des SGs interagit avec une autre
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protéine, le sarcospan (SPN; 25 kDa). Cette protéine à 4 domaines

transmembranaires a une expression réduite suite à des mutations des

gènes codant pour les SG ou pour la dystrophine (Crosbie et al., 1997;

Duclos et al., 1998; Araishi et al., 1999).

Tableau V. Différentes dystrophies musculaires positions et produits
de leurs gènes
Maladies Locus du gène Produit du gène
Dystrophie musculaire de Duchenne/Becker Xp21 Dystrophine
Dystrophie Musculaire Limb-Girdle
LGMD 1C 3p25 Cavéoline-3
LGMD 20 13q12 y-Sarcoglycan
LGMD 2D 17q12-q21 a-Sarcoglycan
LGMD 2E 4q12 3-Sarcoglycan
LGMD 2F 5q33-q34 -Sarcoglycan
Dystrophie Musculaire Congénitale (CMD)
MCD « classique» 6q22 Laminine a2
Tiré et adapté de Cohn et Campbell (2000).

2.3.2 Les sarcoglycans sont importants dans la stabilisation du

dystroglycan et de la dystrophine à la membrane

Le complexe du DG (-DG-a-DG) est associé avec le complexe

transmembranaire des SGs-SPN, cependant la nature de cette interaction

n’est pas encore bien définie. Dans le muscle, la stabilité de la liaison du f3-

DG avec l’a-DG et la dystrophine à la membrane dépendrait de la présence

du complexe des SGs, puisque l’absence de ce complexe fragilise ces

liaisons au sarcolemme (Roberds et al., 1993; Araishi et al., 1999). Le bris

du lien entre le cytosquelette et la matrice extracellulaire qui en résulte cause

souvent une diminution de l’expression des autres PAD dans les muscles

cardiaque et squelettique (Roberds et al., 1993; Sakamoto et al., 1997;

Duclos et al., 1998; Araishi et al., 1999). D’ailleurs, dans les

sarcoglycanopathies, nous retrouvons le fragment de 30 kDa du f3-DG dans

le muscle squelettique, alors qu’il n’y est pas normalement exprimé. Le

clivage du f3-DG, causé par les métalloprotéinases (MMPs), désintègre le

complexe du DG, ce qui cause aussi un phénotype de dystrophie musculaire
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(Yamada et al., 2001). Il est donc logique de penser que le complexe des

SGs protège le -DG contre le clivage par les MMPs dans les muscles

squelettiques normaux en masquant le site de clivage (Yamada et al., 2001).

2.4 La dystrobrévine

2.4.1 Les isoformes de la dystrobrévîne et leur expression tissulaire

différentielle

Les dystrobrévines (DBs) sont des protéines sous-membranaires

faisant partie du complexe PAD. Ces protéines sont codées par deux gènes

différents et sont sujettes à une régulation par épissage alternatif (Sadoulet

Puccio et al., 1996; Ambrose et al., 199f; Peters et al., 199fb). Le gène

codant pour l’a1- ,Œ2- et a3-DB (94 kDa, 62 kDa et 40 kDa, respectivement)

est localisé sur le chromosome 18q12.1-12.2. Ces trois isoformes de la DB

sont différentiellement tronqués au C-terminal (Sadoulet-Puccio et al., 1996;

Yoshida et al., 2000). De plus, il existe des isoformes de l’a1-DB et l’a2-DB

provenant d’un épissage alternatif approfondi. En effet, ces isoformes

comportent trois régions variables (rvl-3) où il peut y avoir insertion d’une

séquence supplémentaire (Ambrose et al., 199f). Le gène codant pour la -

DB (f1 kDa) est localisé sur le chromosome 2q22-23 (Peters et al., 199fb).

Les régions variables (tvl-3) de l’a-DB sont conservées dans la f3-DB qui

contient une rvsupplémentaire (rv-4) (Peters et al., 199fb).

Les isoformes de l’a-DB sont principalement exprimés au niveau des

muscles squelettique et cardiaque (Sadoulet-Puccio et al., 1996; Ambrose et

al., 1997; Newey et al., 2000). Toutefois, l’a1-DB est aussi exprimée au

niveau du cerveau (Blake et al., 1999). Pour ce qui est de la 13-DB, elle est

spécifiquement exprimée dans les tissus non-musculaires dont le cerveau, le

cervelet, les reins et le pancréas (Peters et al., 199fb; Blake et al., 1999;

Ueda et al., 2000). Dans le cerveau, la 13-DB est principalement exprimée au
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niveau des neurones, alors que l’a1-DB est exprimée au niveau des

astrocytes (Blake et al., 1999).

2.4.2 La dystrobrévine se lie au complexe des protéines associées à la

dystrophine et peut être associée à une myopathie

La dystrobrévine lie le complexe PAD via un domaine super-hélicoïdal

à son C-terminal en interagissant avec le même type de domaine au C-

terminal de la dystrophine (Sadoulet-Puccio et al., 1997). Le seul isoforme

ne pouvant se lier à la dystrophine est l’a3-DB qui ne contient pas le domaine

de liaison en son C-terminal (Yoshida et al., 2000). Au niveau des muscles

cardiaque et squelettique, l’a-DB interagit également avec le complexe des

SG-SPN par son N-terminal, ce qui explique, en partie, la diminution de

l’expression de la DB dans les sarcoglycanopathies (Yoshida et al., 2000).

La DB se lie à la syntrophine et le complexe DB-syntrophine peut interagir

avec le complexe PAD. Cette interaction peut avoir lieu indépendamment

d’une liaison de la DB à la dystrophine, puisque la DB peut interagir

directement avec les SGs qui à leur tour se lient aux PAD (Crawford et al.,

2000; Yoshida et al., 2000). Les DBs peuvent se lier à une seule

syntrophine, à l’exception des isoformes d’a1 et d’a2-DB qui possèdent

l’insert en rv-3, puisque ce dernier contient un deuxième site de liaison à la

syntrophine (Newey et al., 2000). La syntrophine, pour sa part, peut aussi se

lier à l’enzyme de signalisation, nNOS. Une déficience en a12-DB, dans le

muscle, cause une baisse de l’expression de nNOS à la membrane

plasmique. Chez les souris knock out pour l’a1-DB, la signalisation médiée

par le NO est altérée. Ceci se traduit au niveau phénotypique par une

myopathie dans les muscles squelettique et cardiaque (Grady et al., 1999).
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2.4.3 La fonction de la dystrobrévine est régulée par sa

phosphorylation

La DB contient 2 sites majeurs de phosphorylation ( aux résidus Tyr

693 et Tyr-710) situés dans le domaine C-terminal, lequel est sujet à un

épissage alternatif (Balasubramanian et al., 1998). Les isoformes ne

contenant pas ces sites de phosphorylation sont exprimés dans tous les

tissus, alors que ceux les contenant sont exprimés seulement au niveau du

muscle et du cerveau où ils sont concentrés dans les synapses

(Balasubramanian et al., 1998). Ces derniers sont associés plus fermement

aux membranes plasmiques et à la syntrophine (Balasubramanian et al.,

1998). L’état de phosphorylation des DBs pourrait déterminer son rôle dans

une ou des voies de signalisation (Balasubramanian et al., 1998).

2.5 La syntrophïne

2.5.1 Les isoformes de la syntrophine et leur expression tissulaire

différentielle

Les synttophines (Syn) font partie d’une famille de protéines

constituée de 5 membres, soit l’ai- (54 kDa), la f3i- (58 kDa), la P2- (58 kDa),

la yi- (58 kDa) et la y2-Syn (60 kDa) (Adams et al., 1995; Ahn et al., 1996;

Piluso et al., 2000). Chacun de ces isoformes est codé par un gène distinct

(Adams et al., 1995; Ahn et al., 1996; Piluso et al., 2000). La F3i- et la 2-Syn

sont ubiquitaires, alors que l’ai-Syn est exprimée principalement dans les

muscles striés (squeleffique et cardiaque) et dans le cerveau. Au niveau du

muscle squelettique, l’ai-Syn s’associe aux complexes PAD contenant la

dystrophine sans être spécifiquement concentrée au niveau de la JNM

(Peters et al., 1997a). La 2-Syn, pour sa part, est concentrée aux JNMs où

elle s’associe aux complexes PAD contenant l’utrophine (Peters et ai,

1997a). La f31-Syn peut interagir avec les complexes PAD contenant la
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dystrophine et l’utrophine et est localisée aussi bien au niveau jonctionnel

qu’extra-jonctionnel. Pour ce qui est des deux derniers membres de la

famille des syntrophines, l’isoforme yi-Syn est spécifique au cerveau, alors

que le y2-Syn est exprimé dans le cerveau ainsi que dans le muscle

squelettique (Piluso et al., 2000).

2.5.2 La syntrophine et ses domaines fonctionnels

La syntrophine comporte des domaines fonctionnels dont deux
domaines homologues à la pleckstrine (PH, Pleckstrin homology domains),

un domaine PDZ (PSD95- Discs Large- Zona Occludens-1) et un domaine

unique à la syntrophine (SU, yntrophin Unique domain) (Adams et al., 1995;

Ahn et al., 1996; Piluso et al., 2000). Le PH1, au N-terminal, est divisé en

deux régions (PH1a et b) et la séquence entre ces deux régions contient le

domaine PDZ (voir figure 4, ci-dessous). Le deuxième PH (PH2) se situe au
C-terminal, adjacent au domaine SU qui est à l’extrémité du C-terminal

(Adams et al., 1995; Ahn et al., 1996; Piluso et al., 2000). Les domaines PH2

et SU agissent de concert pour interagir avec la dystrophine, l’utrophine et la

dystrobrévine (Adams et al., 1995; Ahn et al., 1996; Kachinsky et al., 1999;

Piluso et al., 2000). Le domaine PH1 permet à la syntrophine de

s’oligomériser avec d’autres syntrophines, sans impliquer le domaine PDZ, ce

qui permet à la syntrophine de recruter d’autres protéines au complexe PAD

par l’intermédiaire de ce domaine (Yang et al., 1995a; Oak et Jarrett, 2000).

lPHlaj I ?DZ J PHIb f f PH2 I I SU ]

Figure 4. Représentation schématique des domaines
fonctionnels de l’Œl-syntrophine. Tirée et adaptée de
Oak et al. (2001).
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2.5.3 Les syntrophines interagissent avec des protéines de

signalisation et des canaux ioniques

Le rôle majeur des syntrophines est de recruter des protéines

impliquées dans la signalisation cellulaire. La syntrophine peut se lier à un

domaine SH3 de Grb2 par une séquence riche en proline adjacente et

chevauchant la partie du domaine PH1 le plus près du N-terminal (Oak et al.,

2001). De plus, la syntrophine interagit avec la nNOS, une autre protéine de

signalisation. Cette interaction se fait par l’intermédiaire du domaine PDZ de

la syntrophine (Adams et al., 2001) et d’un motif en épingle à cheveux

positionné en aval du domaine PDZ de la nNOS (Abdelmoity et al., 2000).

Chez les patients atteints de DMD, la nNOS n’est plus exprimée à la

membrane plasmique (Thomas et al., 1998). Cette perte de nNOS reflète

probablement la perte conjointe de syntrophine.

La syntrophine interagit avec des canaux ioniques, tel que les canaux

sodiques, au niveau des muscles squelettique et cardiaque. Cette interaction

requiert le domaine PDZ de la syntrophine et la séquence consensus

(S/T)XV-COOH de ces canaux (Gee et al., 1998). Par ailleurs, la syntrophine

interagit avec des canaux perméables à l’eau, appelés aquaporine-4 (AQP4),

par son domaine PDZ (Adams et al., 2001). Toutefois, une implication

directe des domaines PDZ et SXV dans cette interaction n’a pas encore été

prouvée (Neely et al., 2001).

2.5.4 Une déficience en 3-syntrophine est impliquée dans des

myopathies humaines

Une étude des myopathies chez l’humain a révélé une déficience en 3-

Syn et en a-DB chez 10% des patients, bien qu’aucune mutation ne soit

trouvée dans les gènes de ces deux protéines (Jones et al., 2003). Ceci

suggère que les mutations se produisent dans des gènes codant d’autres
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composantes du complexe Syn-DB ou dans des gènes codant pour des

protéines importantes dans la modification post-traductionnelle de la

syntrophine et/ou de la dystrobrévine (Jones et al., 2003). Quoiqu’il en soit,

cette étude démontre bien l’importance de la syntrophine au sein du

complexe PAD.

3. Homéostasie de l’eau et du potassium dans le système nerveux

central : relation possible avec le complexe PAD

3.1 L’aquaporine-4

3.1.1 L’aquaporine-4: description et expression tissulaire différentielle

L’aquaporine-4 (AQP4) est exprimée au niveau des reins, des

poumons, de la rétine, des cortex cérébral et cérébelleux, de la moelle

épinière et des muscles squelettiques (Jung et al., 1994; King et al., 2000;

Crosbie et al., 2002). L’AQP4 est une protéine de 30-32 kDa à 6 domaines

transmembranaires formant un pore spécifique à l’eau (Jung et al., 1994). Le

pore est constitué de deux motifs NPA (Asparagine-Proline-Alanine), le

premier est localisé dans la moitié du N-terminal et le second dans la moitié

du C-terminal (Jung et al., 1994; King et al., 2000). Plusieurs aquaporines

présentent une cystéine en position 189 du C-terminal leur conférant une

sensibilité au mercure, cependant l’AQP4 n’a pas de cystéine à cette position

et sa perméabilité ne semble pas affectée par la présence de mercure (Jung

et al., 1994). L’AQP4 forme des oligomères exprimés au niveau de la

membrane plasmique (Yang et al., 2000).

3.1.2 L’aquaporine4 dans le muscle

Au niveau du muscle, l’AQP4 est exprimée au sarcolemme, mais pas

aux JNM5 (Crosbie et al., 2002). Elle peut jouer un rôle dans
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l’accommodation des changements rapides du volume de la cellule et des

forces hydrostatiques qui se produisent lors de la contraction musculaire pour

prévenir des dommages au sarcolemme. L’expression de l’AQP4 est réduite

à la membrane plasmique quand le SG ou la dystrophine sont déficients

(Crosbie et al., 2002), suggérant un rôle pour ces deux protéines dans le

ciblage/stabilisation de l’AQP4 à la membrane plasmique.

3.1.3 L’aquaporine-4 dans le cerveau

Dans le cerveau, cette protéine est concentrée dans les astrocytes

situés autour des vaisseaux sanguins et contribue à l’homéostasie de l’eau

(Neely et al., 2001). Elle est responsable de la grande perméabilité à l’eau

des astrocytes (Nicchia et al., 2003). L’AQP4 est maintenue à la membrane

via l’interaction qu’elle entretient avec le domaine PDZ de la syntrophine,

puisqu’une mutation de ce domaine entraîne une délocalisation de l’AQP4 qui

se retrouve en grande partie au niveau cytoplasmique (Adams et al., 2001).

Il semble donc que le domaine PDZ de la syntrophine contribue à la

stabilisation de l’AQP4 à la membrane, puisque la délétion de ce domaine

accélère sa vitesse de dégradation (Neely et al., 2001). Chez les souris

knock out pour l’Œ-syntrophine, les niveaux d’expression de l’AQP4 semblent

normaux, mais sa polarisation est inversée (Neely et aI., 2001). En effet,

dans le cervelet et le cortex, l’expression de l’AQP4 diminue dans les

membranes plasmiques des astrocytes faisant face aux vaisseaux sanguins,

alors qu’elle augmente considérablement dans celles faisant face au neuropil

(Neely et al., 2001).

3.1.4 Une diminution de l’expression d’aquaporine-4 dans le cerveau

perturbe la barrière hémato-encéphalique

Chez les souris mdx, mutante pour la dystrophine, il y a une diminution

progressive d’AQP4 dans le cerveau (de 70%) et dans les muscles

squelettiques (jusqu’à 90%), malgré un niveau d’ARNm normal (Frigeri et al.,
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2001). Cette baisse d’AQP4 est accompagnée d’un gonflement des

processus astrocytaires péri-vasculaires (Frigeri et al., 2001; Nico et al.,

2003). Les souris mdx montrent une barrière hémato-encéphalique rompue,

puisque les cellules endothéliales vasculaires présentent des jonctions

serrées ouvertes, entourées de processus gliaux gonflés (Nico et al., 2003).

3.1.5 L’absence d’aquaporine-4 chez des souris mutantes pour la

dystrophine prévient le développement de l’oedème cérébral

Des souris mutantes pour la dystrophine présentent une baisse

drastique d’AQP4 dans les pieds terminaux des astrocytes, de même qu’une

diminution de l’a-syntrophine. Ces baisses d’expression retardent l’apparition

de l’oedème induit expérimentalement (Vajda et al., 2002). Une autre étude

sur des souris knock out pour l’AQP4 montre aussi une meilleure survie à

l’oedème du cerveau (Manley et al., 2000). Cette étude rapporte une baisse

de 35% de l’oedème cérébral comparativement aux contrôles, 24 heures

après l’induction expérimentale de l’oedème. L’oedème cérébral joue un rôle

critique dans la pathophysiologie et la morbidité dans une variété de

désordres du système nerveux causés par des traumatismes crâniens, des

tumeurs et des infections. L’absence de l’AQP4 à la membrane induit une

altération de l’expression de gènes connus pour leur implication dans

l’oedème cérébral (Nicchia et al., 2003). En effet, l’expression de NGFI-B et

de c-fos est augmentée, alors que celle de GLUTI, de l’hexokinase et de la

metallothéonéine-1 est réduite (Nicchia et al., 2003). Dans l’ensemble, ces

résultats montrent que l’AQP4 est impliquée dans le développement de

l’oedème du cerveau.
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3.2 Les canaux potassiques à rectification entrante: Kir4.1

3.2.1 L’importance de l’homéostasie des ions potassiques dans le

cerveau et la rétine

L’activité neuronale s’accompagne par une libération de potassium

(K) dans le milieu extracellulaire permettant une re-polarisation des

neurones (revue dans Horio, 2001). Cependant, l’excès de K dans le milieu

extracellulaire, qui en contient peu normalement, pourrait provoquer une

augmentation de K dans le neurone, s’il n’est pas éliminé de l’espace

extracellulaire. Une forte augmentation de K dans les neurones peut induire

une hyperexcitabilité et une synchronisation anormale de ces derniers. Les

cellules gliales sont indispensables pour réguler l’homéostasie ionique

extracellulaire et ainsi éviter une perturbation de l’activité neuronale. Elles

agissent en transportant le K extracellulaire par des canaux potassiques

concentrés sur leur membrane plasmique. Le K qui entre dans la cellule

gliale est transporté le long de cette dernière pour être déversé dans les

vaisseaux sanguins et l’humeur vitrée (dans l’oeil) par l’intermédiaire des

canaux potassiques concentrés à la membrane plasmique de la cellule gliale.

L’entrée et la sortie des ions K dans les cellules gliales sont couplées à des

mouvements d’eau à travers la membrane plasmique via des canaux

spécifiques à l’eau, comme les aquaporines.

3.2.2 Les Kïr4.1 sont concentrés au niveau de la membrane plasmîque

des cellules gliales

Les canaux potassiques à rectification entrante, K1r4.1 (43 kDa),

confèrent la majeure partie de la conductance potassique aux cellules de

M(ller, la glie radiaire de la rétine qui constitue la principale population de

cellules gliales dans ce tissu (Kofuji et al., 2000). Chez des souris knock out

pour les Kir4.1 (Kir4.îj, les cellules de MOller présentent une conductance
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10 fois plus faible et une dépolarisation marquée. En effet, les cellules de

Miller normales ont un potentiel de repos d’environ —85 mV, alors que celui

des cellules Kir4.î’ est de —13 mV (Kofuji et al., 2000). Les Kir4.1 sont

agrégés dans la portion distale des pieds terminaux des cellules de MCjller,

mais ils sont aussi concentrés le long de leurs processus et autour des

vaisseaux sanguins (lshii et al., 1997; Tian et al., 2003). Les Kir4.1 et l’AQP4

sont co-enrichis autour des vaisseaux sanguins et dans les pieds terminaux

des cellules de MCiIler au niveau de la membrane limitante interne qui sépare

la rétine de l’humeur vitrée (Connors et Kofuji, 2002; Dalloz et al., 2003).

Cette distribution dépend de la présence de l’isoforme de 71 kDa de la

dystrophine (Dp71) (Connors et Kofuji, 2002; Dalloz et al., 2003).

Au niveau du cerveau, les Kir4.1 sont exprimés dans les processus

astrocytaires entourant les vaisseaux sanguins, mais aussi dans ceux

entourant les synapses du néocortex, des couches de cellules pyramidales

de l’hippocampe et du bulbe olfactif (Poopalasundaram et al., 2000; Higashi

et al., 2001; Li et al., 2001).

3.2.3 Les Kir4.J interagissent avec des protéines possédant des

domaines PDZ

Les Kir4.1 possèdent une séquence Sérine-Asparagine-Valine (SNV)

à leur C-terminal suggérant une interaction possible avec des protéines

d’ancrage de la famille de la PDS-95 (contenant des domaines PDZ) (Horio

et al., 1997). Horlo et al. (1997) montrèrent que la co-expression de la PSD

95 et de Kir4.1 dans une lignée cellulaire (HEK293T) provoquait l’agrégation

des Kir4.1 et une augmentation significative du courant généré par ces

canaux (Horio et al., 1997). De plus, ils ont observé que la SAP97, une

protéine de la famille de la PSD-95, induisait l’agrégation des Kir4.1 dans des

cellules de Miller en culture. Ceci signifierait que des protéines de la famille
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de la PSD-95 peuvent agir comme régulateurs de la distribution et de la

fonction des Kir4.1 (Horio et ai., 1997).

4. Objectifs de l’étude

Les Kir4.1 et l’AQP4 sont co-enrichis dans les pieds terminaux des

cellules de M(ller aboutissant à l’humeur vitrée et dans les processus gliaux

entourant les vaisseaux sanguins. Cette distribution polarisée permet aux

cellules de MCiller d’expulser l’excès d’ions K, toxique pour les neurones,

dans la circulation sanguine et dans l’humeur vitrée. Au niveau du cerveau,

les astrocytes utilisent le même mécanisme pour réguler l’homéostasie du K.

L’entrée et la sortie des ions K s’accompagnent d’un changement

d’osmolarité, ce qui impose un couplage entre le transport de K et les

mouvements d’eau à travers la membrane plasmique.

Les patients souffrant de DMD et BMD présentent des anomalies au

niveau de l’activité rétinienne caractérisées essentiellement par une

diminution de l’amplitude de l’onde b (Piliers et al., 1993). De manière

similaire, des souris mutantes pour la dystrophine (Piliers et al., 1995) et des

souris knock out pour l’AQP4 (Li et al., 2002) présentent une baisse de

l’amplitude de cette onde. Rappelons que (J) l’onde b est générée suite à

des mouvements de K par l’intermédiaire des canaux Kir4.1 et que (2) la

distribution des Kir4.1 et de l’AQP4 est perturbée chez les souris mutantes

pour la dystrophine. Bien que ces données suggèrent un rôle de la

dystrophine dans la distribution normale des Kir4.1 et de l’AQP4, le ou les

signaux extracellulaires à la base de cette distribution n’ont pas été mis en

évidence.

L’Œ-DG, un composant du complexe PAD, est un récepteur pour la

laminine (Smaiheiser et Schwartz, 1987; lbraghimov-Beskrovnaya et al.,

1992). Nous savons que la laminine est exprimée dans la matrice
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extracellulaire (MEC) située entre les pieds terminaux des astrocytes et les

cellules endothéliales vasculaires (Sievers et al., 1994; Hagg et al., 199f;

Lom et Hockberger, 1997; Wagner et Gardner, 2000) et qu’elle est co

distribuée avec l’a-DG à ce niveau (Tian et al., 1996). La laminine et l’Œ-DG

sont également fortement exprimés au niveau de la membrane limitante

interne là où sont localisés les pieds terminaux des cellules de M(ller

(Montanaro et al., 1995; Moukhles et al., 2000).

Sachant que la laminine est située dans la MEC et qu’elle lie l’a-DG

avec une haute affinité, nous avons entrepris d’étudier le rôle de la matrice

extracellulaire dans le ciblage des canaux Kir4.1 et AQP4 dans des domaines

spécifiques des cellules gliales. Nos études visent à mettre en évidence les

mécanismes moléculaires responsables de la distribution polarisée des Kir4.1

et de l’AQP4, essentielle pour l’homéostasie du K et de l’eau dans le

système nerveux central.

Ce travail fut effectué en utilisant des cultures primaires de cellules

mixtes d’hippocampe afin d’étudier les astrocytes dans un environnement

contenant des neurones. De plus, nous avons également utilisé des cultures

primaires d’astrocytes pures ainsi que des cultures de cellules de Mùller.

Ces deux derniers systèmes de culture nous ont permis d’étudier l’agrégation

des Kir4.1 et de l’AQP4 en absence de cellules neuronales. Les astrocytes

et les cellules de Mûller sont deux populations de cellules gliales

interagissant avec les protéines de la MEC et ayant pour rôle commun

l’homéostasie de l’eau et du K dans le système nerveux central. Donc, ces

systèmes de culture constituent des modèles appropriés pour nos études du

rôle de la MEC dans la distribution polarisée des canaux Kir4.1 et AQP4,

essentielles à cette homéostasie.
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Abstract

Dystroglycan (DG) is part of a multiprotein complex that links the

extracellular matrix to the actin cytoskeleton of muscle fibers and that is

involved in aggregating acetylcholine receptors at the neuromuscular

junction. This complex is also expressed in regions of the central nervous

system where it is localized both to neuronal and guai ceils. DC and the

inwardiy rectifying potassium channels, Kir4.1, are concentrated at the

interface of astroglia and small blood vessels. These channels are involved in

siphoning potassium released into the extracellular space aher neuronal

excitation. This raises the possibiiity that DG may be involved in targeting

Kir4.1 channels to specific domains of astroglia. To address this question, we

used mixed hippocampal cultures to investigate the distribution of DG,

syntrophin, dystrobrevin, Kir4.1 channels as well as aquaporin permeable

water channels, AQP4. These proteins exhibit a similar distribution pattern

and form aggregates in astrocytes cultured on laminin. Both DG and

syntrophin colocalize with Kir4.1 channel aggregates in astrocytes. Similarly,

DC colocalizes with AQP4 channel aggregates. Quantitative studies show a

significant increase of Kir4.1 and AQP4 channel aggregates in astrocytes

cultured in the presence of laminin when compared with those in the absence

of laminin. These findings show that laminin has a role in Kir4.1 and AQP4

channel aggregation and suggest that this may be mediated via a

dystroglycan-containing complex. This study reveals a novel functional role

for DC in brain inciuding K buffering and water homeostasis.
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lntroductïon

Duchenne muscular dystrophy is caused by mutations in the

dystrophin gene (Hoffman et aI. 1987; Worton 1995). Dystrophin is a large

subplasmalemmal protein expressed in many tissues including skeletal

muscle and the central nervous system (reviewed in Worton 1995; Mehler

2000). Research by several groups has leU to the identification of a complex

of dystrophin associated proteins (DAPs). This complex has been

characterized best in skeletal muscle where it consists of I extracellular

protein: Œ-dystroglycan (Œ-DG), 7 transmembrane proteins: f3-dystroglycan (f3-

DG) a cotranscript of Œ-DG, ct-, 3- ‘y-, , -sarcoglycans and sarcospan, and at

least 6 intracellular proteins, syntrophin, dystrobrevin, syncoilin, caveolin-3,

Grb2 and n-NOS (reviewed in Ehmsen et al., 2002). Based on the binding 0f

the DAP complex to extracellular matrix proteins through Œ-DG and to actin

through dystrophin/utrophin (lbraghimov-Beskrovnaya et al. 1992; Ervasti and

Campbell 1993; Gee et al. 1993), it is now generally thought that this complex

links the submembranous cytoskeleton of the myofiber to the surrounding

basement membrane, maintaining the structural integrity of the muscle fiber

during repeated cycles of contraction and relaxation. Several studies have

strongly implicated DAPs in the clustering of acetylcholine receptors at the

neuromuscular junction, providing clear evidence for a role of these proteins

in the formation and maintenance 0f neuromuscular synapses (Jacobson et

al. 1998; Cote et al. 1999; Adams et al. 2000; Grady et al. 2000; Jacobson et

al. 2001).

Dystrophin (Lidov et al. 1990; Gorecki et al. 1992) and DG (Gorecki et

al. 1994; Montanaro et al. 1995; Tian et al. 1996) are widely expressed in the

central nervous system (CNS) where they form complexes both in neuronal

and glial cells (Blake et al. 1999; Moukhles et al. 2000; Moukhles and

Carbonetto 2001). Studies by Levi et al (2002) showed that DG colocalizes

with a subset 0f GABAergic synapses in neuronal cultures. However, the
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GABAA receptor clusters seem to be normal in DG nuil neurons (Levi et al.

2002). In contrast, a btain-specific deletion of DG in mice resuits in the Ioss of

dystrophin in astrocytic processes and a discontinuity in the glia limitans of

the cerebral cortex that may disrupt the organization of radial glia necessary

for neuroblast migration (Moore et al. 2002). In addition, that deletion resuits

in an impairment of Iong-term potentiation, implicating DG in a postsynaptic

function in the brain.

Based on the Iocalization of DG (Tian et al. 1996; Moukhles and

Carbonetto 2001), Dp140 and (Lidov et al. 1995), utrophin (Khurana et al.

1995) and al-dystrobrevin (Blake et al. 1999) to glial celis in brain, it has

been postulated that these proteins may be involved in the adhesion of the

perivascular glia to the extracellular matrix through an interaction of Œ-DG

with laminin (Tian et al. 1996). Recent data by Nico et al (2003) reported

blood brain barrier break-down in mice mutant for dystrophin. These mice

presented also with swollen perivascular processes accompanied by a

dramatic reduction in the expression of the water permeable channel, AQP4

(Frigeri et al. 2001; Nico et al. 2003). Furthermore, in the retina of mice

mutant for Dp71 there is a disrupted distribution of the inwardly rectifying

potassium channels, Kir4.1, at MOller celI endfeet abutting the vitreous as welI

as at their processes surrounding blood vessels (Connors and Kofuji 2002)

implicating Dp71 in the targeting of these glial channels that have been

implicated in the regulation of extracellular K (Kofuji et aI. 2000). Studies by

Nagelhus et aI (1999) showed that Kir4.1 and AQP4 channels are co

enriched in the plasma membrane facing blood vessels corroborating the

coupling between K+ buffering and water flux reported in the nervous system

(Dietzel et aI. 1980; Svoboda and Sykova 1991; Li et al. 1994; Holthoif and

Witte 1996). We and others have previously shown that a-DG and laminin are

concentrated in MOller celI endfeet in the inner limiting membrane as well as

around blood vessels (Montanaro et al. 1995; Moukhles et al. 2000) and that

cL-DG is also expressed in radial processes of MOller cells (Moukhles et al.
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2000). lnterestingly, this pattern is strikingly similar to that of Kir4.1 and AQP4

channels (Newman 1993; Ishii et al. 1997; Nagelhus et al. 1999) in Mûller

cells.

These data together with observations that laminin acts through

dystroglycan to cluster acetylcholine receptors on skeletal myotubes

(Montanaro et al. 1998; Cote et al. 1999; Jacobson et al. 2001) prompted us

to investigate the effect of laminin on Kir4.1 and AQP4 channel distribution in

hippocampal cultured celis. We show that laminin induces the aggregation of

Kir4.1 and AQP4 channels and that these co-distribute with a-DG and

syntrophin. Our data suggest a role for laminin and a dystroglycan-containing

complex in targeting and stabilizing Kir4.1 and AQP4 channels in astrocytic

ceils, which may be critical for K buffering and water homeostasis in brain.

Materials and methods

Antibodies

Mouse mAb to Œ-DG, VIA4.1, was raised against rabbit skeletal muscle

membrane (11100, Upstate Biotechnology, NY, USA); mouse mAb antibodyto

3-DG, 43DAG118D5, was raised against the 15 of the last 16 amino-acids at

the C-terminus of the human dystroglycan sequence (Novocastra

Laboratories, Newcastle-upon-tyne, UK); mouse mAb to syntrophin,

SYN1351, was raised against Torpedo syntrophin and rabbit anti-ai

dystrobrevin, DB638, was raised against residues 638-658 of mouse ai

dystrobrevin (1/50, generous gift from Dr S Froehner, University of

Washington, WA, USA); rabbit antisera to Kir4.1 and AQP 4 were raised

against residues 356-375 of rat Kir4.i and against rat GST AQP4

corresponding to residues 249-323, respectively (1/100, Alomone Labs,

Jerusalem, lsraêl); rabbit anti-GFAP was raised against bovine GFAP

isolated from cow spinal cord (1/300, DakoCytomation, Inc., CA, USA) and

mouse mAb antibody to myelin basic protein, SM199, was raised against
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residues 131-136 0f human myelin basic protein (1/1000, Sternberger

Monoclonals, Inc., Maryland, USA). The primary antibodies described above

were visualized using fluorochrome-conjugated secondary antibodies: Alexa

Fluor 48$ goat anti-mouse lgG and Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit IgG

(1/200, Molecular Probes).

Primary ceil cultures

Primary cultures were prepared from postnatal day I rats (Pi) (Sprague

Dawley, Charles River) using a method adapted from the protocol described

by Ji et al (1998). Hippocampi were dissected and meninges and choroid

plexus were removed. Then, they were cut in small pieces, rinsed with warm

HBSS (Gibco) and incubated for 3-5 minutes with trypsin (3.0 mg/mL; Gibco)

and DNAse (0.6 mg/mL; Sigma) prepared in a solution containing 137 mM

NaCI, 5 mM KCI, 7 mM Na2HPO4, 25 mM HEPES and 4 mM NaHCO3 (pH

7.4). After extensive washes with Neurobasal-A medium pre-heated at 37°C,

the tissue was dissociated in Neurobasal-A medium containing 0.3% BSA

and 12 mM MgSO4. Dissociated hippocampi were then plated on 18 mm

round glass coverslips coated with either poly-D-lysine (0.1 mg/ml; Sigma)

alone or poly-D-lysine plus laminin-i (15 nM; Sigma) in 12-well plates at a

density of 450 x i0-500 x celis per well in Neurobasal-A medium

containing 2% B27 serum-free supplement (Gibco), 1% Penicillin

Streptomycin (Gibco), I mM L-glutamine (Gibco) and 25 jiM glutamic acid

(Sigma). Du ring the second day of culture, cytosine 13-D-Arabinofuranoside (5

tM, Sigma) was added to reduce glial celI proliferation. On the fourth day of

culture, the medium was replaced entirely by medium without glutamic acid

and containing 2.5 iM of cytosine -D-Arabinofuranoside. Thereafter, half of

the medium was changed twice a week and immunocytochemistry

experiments were performed on cells kept in culture for 3 weeks.
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Immunolabeling

Brain sections. Experiments were per[ormed using aduit male Sprague

Dawley rats (Charles River) in accordance with the protocols of the animal

care commiffee cf University of Montreal. They were deeply anesthetized with

a mixture cf xylazine/ketamine (0.75 ml/1 00g, ip) and perfused intracardially

with 4% paraformaldehyde (PFA) in 0.1 M phosphate-butfered saline (PBS).

The brains were isolated and post-fixed by immersion in 4% PFA overnight at

4°C and after several washes with PBS, they were cryoprotected in 30%

sucrose prepared in 0.1 M PB. Then, they were embedded in Tissue-Tek®

(O.C.T. compound, Pelco International) and frozen in liquid nitrogen-cooled

isopentane (-80°C). Twelve te 15 jim coronal sections were cut using a

cryostat and mounted on gelatin-coated slides. Sections were rinsed with

PBS and incubated for I hour in a solution containing 10% goat serum

(Sigma) and 0.3% Triton X-100. Double immunolabeling was pertormed by

incubating the sections overnight at 4°C in the presence cf primary antibodies

to either a-DG or E3-DG and to Kir4.1 channels simultaneously. Other sections

were incubated in the presence of antibodies to either a-DG or f3-DG and to

AQP4 channels. Subsequently, they were rinsed with PBS 3 x 10 minutes

and incubated in the presence 0f Alexa Fluor 488 goat anti-mouse lgG and

Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit for 1 h30 at room temperature. To confirm the

specificity cf the immunolabeling, control sections were treated equivalently in

the absence cf the primary antibodies. The sections were mounted on glass

coverslips using Immuno Fluor Mounting Medium (ICN Pharmaceuticals Inc.,

Canada).

Hippocampal cultures. Cells were rinsed with PBS and fixed for 15 minutes

with 4% PFA prepared in PBS at room temperature. Then, they were

permeabilized for 5 minutes with 0.25% Triton X-100 in PES and incubated

for 30 minutes in 3% BSA prepared in PBS. For double immunolabeling

experiments, ceils were incubated for 1 hour in the presence cf the two

primary antibodies simultanecusly (anti-Œ-DG and anti-Kir4. 1; anti-syntrophin
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and anti-Kir4.1; anti-Œ-DG and anti-AQP4; anti-Œ-DG and anti-GFAP or anti

Kir4.1 and anti-myelin basic protein). Subsequently, ceils were rinsed with

PBS 3 x 10 minutes and incubated with both Alexa Fluor 488 goat anti-mouse

IgG and Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit for 1h at room temperature. After

several washes with PBS, coverslips were mounted on glass siides. To verify

the specificity of the rabbit antisera to Kir4.1 and AQP4 channels, these were

pre-incubated for 1 hour with 10 ig of the peptide used for the immunization

(Alomone Labs) prior to incubating the cells. In addition, a control for the

specificity of the immunolabeling that consisted of omitting the primary

antibodies was included in every experiment. Images 0f both brain sections

and cells in culture were captured with a Qlmaging Retiga 1300 monochrome

10-bit CCD camera mounted on a Nikon E-600 microscope using Norlhern

Eclipse image analysis software (Empix Imaging Inc., Canada).

Quantitative analyses

The number and surface area of Kir4.1 and AQP4 channel aggregates were

determined on captured images that were subjected to a threshold using

Northern Eclipse image analysis software. Pictures from the same experiment

were captured using identical acquisition parameters and were subjected to

the same threshold. Aggregates of variable fluorescence intensities were

counted and only those with a surface area superior to 1 jim2 were

considered in our analyses. Statistical analyses were performed using

GraphPad Prism 3.00 software and unpaired Student’s t-test.

Resu Its

Co-localization of Kir4.1 and AQP4 with dystroglycan in brain sections

Previous studies have shown that dystroglycan is expressed in astrocytic

endfeet around blood vessels in the brain (Tian et al. 1996; Moukhles and

Carbonetto 2001) suggesting a possible role for this protein in maintaining the

integrity of the blood brain barrier through an interaction with extracellular
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matrix proteins leading to the Iinkage of astrocytes to the vascular basement

membrane. Several groups have reported that Kir4.1 channels are Iocalized

to perivascular glia both in the brain and retina (Nageihus et al. 1999;

Poopalasundaram et al. 2000; Higashi et al. 2001; Connors and Kofuji 2002).

Similar observations have been made for water permeable channels i.e.

AQP4 (Nielsen et al. 1997; Neely et al. 2001). To determine whether

dystroglycan colocalizes with K1r4.1 channels, cryostat sections of aduit rat

brain were double immunolabeled for Œ-DG or 3-DG using mAbs and for

Kir4.1 or AQP4 channels using rabbit antisera. We found that both Œ-DG and

3-DG are concentrated and colocalized with Kir4.1 (Fig. lA, E, I, M and lB, F,

J, N) and AQP4 (Fig. JC, G, K, O and 1D, H, L, P) atound blood vessels in

hippocampus. A similar colocalization was also seen throughout other brain

regions such as cerebral cortex and cerebellum (data not shown). In addition

to the immunoreactivity associated with blood vessels, a diffuse

immunoreactivity for a-DG (Fig. lE and G), 3-DG (Fig. 1F and H), Kir4.1 (Fig.

Il and J) and AQP4 (Fig. 1K and L) was seen in the neuropil. On the other

hand, immunoreactivity for Kir4.1 and AQP4 channels was not detected in

structures consisting mainly of myelin such as the corpus callosum arguing

that they are not expressed by oligodendrocytes in adult rat brain. These data

suggest that in addition to playing a role as a receptor for extracellular matrix

proteins around blood vessels (Tian et al. 1996), Œ-DG may also be

implicated in regulating Kir4.1 and AQP4 channels distribution in perivascular

astrocytes.

Expression of Kir4.1 , AQP4, DG and associated proteins in hippocampal

celis in culture

Hippocampal cells plated on laminin-coated coverslips and kept in culture for

3 weeks were fixed and double immunolabeled for Kir4.1 or AQP4 and a-DG

or syntrophin. Kir4.1 (Fig. 2A and D) and AQP4 channels (Fig. 2G) were

found to be concentrated in celI domains where they formed aggregates of

varying shape, size and fluorescence intensity, in addition to a fainter more
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diffuse cellular labeling. a-DG (Fig. 2B) and syntrophin (Fig. 2E) were found

to be diffusely distributed in the cells and highly concentrated at Kir4.1

aggregates (Fig. 2C and F). Similarly, Œ-DG (Fig. 2H) co-Iocalized with most

AQP4 aggregates (Fig. 21). To investigate the distribution cf dystrobrevin,

another component of the DAP complex, we immunolabeled hippocampal

cultures grown on a laminin-containing substrate for al-dytrobrevin using a

rabbit antiserum. We found that in addition to a widespread immunoreactivity,

al-dystrobrevin (Fig. 3B) had an aggregated distribution pattern resembling

that cf Kir4.1 channels (Fig. 2A and D and Fig. 3A), a-DG (Fig. 2B) and

syntrophin (Fig. 2E). No specific signal for the channels or DG and

associated proteins studied hete was detected on the ceils when the primary

antibody was omiffed. In addition, when the Kir4.1 and AQP4 antisera were

pre-incubated for 1h with 10 ig of the respective peptides used for the

immunization, specific immunostaining for these channels could no longer be

seen on the celis.

Expression of Kir4.J and Œ-DG by astrocytes and oligodendrocytes

The cells expressing aggregates of Kir4.1, AQP4, a-DG, syntrophin and ai

dystrobrevin are large polygonal cells that are labeled with an antibody to

GFAP, a marker for astrocytic cells. However, because both cf the antibodies

to GFAP and Kir4.1 channels were raised in rabbit, double

immunofluorescence for GFAP and Kir4.1 channels could not be performed.

As shown in figure 4C, u-DG aggregates (Fig. 4B) are expressed by a GFAP

positive ceIl (Fig. 4A) confirming that these aggregates are indeed expressed

by astrocytic celts. Since Kir4.1 channels and a-DG are co-aggregated (Fig.

2A-C), the expression of a-DG aggregates reflects indirectly that of Kir4.1

channel aggregates on GFAP positive celis. In parallel experiments, we

investigated the distribution cf Kir4.1 channels in oligodendrocytes by double

immunofluorescence using a rabbit antiserum to Kir4.1 channels and a

mouse mAb to myelin basic protein. A very low density cf myelin positive cells

with an average of 3-4 cefls/coverslip was seen in our cultures. In addition to
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having a strong immunoreactivity for myelin associated with the celI bodies,

these oligodendrocytes extended a myelin sheet formed by several branches

(Fig. 4D) and expressed Kir4.1 channels (Fig. 4E and F).

Lamïnin increases the number but flot the size of Kir4.1 and AQP4

aggregates

Previous studies have shown that laminin can induce DG (Cohen et al. 1997;

Montanaro et aI. 1999) and AchR aggregation on muscle ceils (Montanaro et

aI. 1998). To investigate whether Œ-DG as welI as Kir4.1 and AQP4 channel

aggregation seen in astrocytic celis is induced by laminin, we cultured mixed

hippocampal ceils for 3 weeks on substrates containing poly-D-Iysine alone or

poly-D-Iysine plus laminin. We found that in the absence of laminin, the

immunoreactivity for Œ-DG was punctate and uniformly distributed throughout

the ceils with virtually no aggregates (Fig. 5A) and that for Kir4.1 (Fig. 5B)

and AQP4 channels (Fig. 5C) was mainly diffuse with several spontaneous

aggregates that are more numerous for AQP4 (Fig. 5C; Fig. 6E). In Fig. 5B,

the perinuclear distribution of Kir4.1 channels may reflect the Iocalization of

the protein in the Golgi apparatus. Comparison of the immunoreactivity for

these proteins on cells grown in the absence (Fig. 5A-C) and the presence of

laminin (Fig. 5D-F) reveals the formation of Œ-DG aggregates and a striking

increase in the number of Kir4.1 as weIl as AQP4 channel aggregates in cells

grown on laminin.

Subsequently, we performed quantitative analyses on an average of

30 astrocytes from three different cultures. In the presence of laminin, the

astrocytes presented almost a threefold increase (Fig. 6 A; 56.14 ± 6.59

aggregates per astrocyte, p<0.0001) in the number of Kir4.1 channel

aggregates compared with control cultures (Fig. 6 A; 19.00 ± 4.18 aggregates

per astrocyte). Similarly, AQP4 channel aggregates presented a 1.5-fold

increase in the presence of laminin (Fig. 6B; 73.00 ± 4.42 aggregates per

astrocyte, p<0.02) over control (Fig. 6B; 49.92 ± 8.27 aggregates per
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astrocyte). These quantitative data show that laminin induces a significant

increase in Kir4.1 and AQP4 channel aggregation in astrocytic ceils. Based

on the data relative to the co-aggregation 0f the channels with dystroglycan,

syntrophin and dystrobrevin as illustrated in figures 2 and 3, it is very Iikely

that the laminin-induced aggregation involves a dystroglycan-containing

complex. It is noteworthy that in the absence of laminin a relatively high

number of AQP4 as compared to Kir4.1 channel aggregates form (see Fig. 6)

and that these are likely to be non DG-mediated since DG exhibits a punctate

non-aggregated distribution pattern in the absence of laminin (see Fig. 5A).

Astrocytes expressed various numbers of K1r4.1 and AQP4 aggregates

that ranged from I to 50 or more in the absence of laminin (Fig. 6 C and D).

We arbitrarily defined 3 categories of astrocytes: those expressing 1-25

aggregates, 26-50 aggregates and more than 50 aggregates, to determine

whether laminin induces an increase in the proportion of celis preferentially in

one of the three categories. A high proportion of astrocytes (almost 80%)

expressed 1-25 spontaneous Kir4.1 channet aggregates and none (0%)

expressed more than 50 aggregates in the absence of laminin (Fig. 6C). In

the presence of laminin, however, the Iargest proportion of astrocytes (80%)

expressed more than 25 aggregates (Fig. 6C) and a minority expressed 1-25

aggregates. The number of astrocytes presenting AQP4 channel aggregates

were essentially equally distributed between the three categories in the

absence of laminin and almost ail the celis (more than 90%) expressed more

than 50 AQP4 aggregates/cell in the presence of laminin (Fig. 6D). Laminin

therefore induces a significant increase in the proportion of astrocytes

exhibiting high numbers of Kir4.1 as well as AQP4 channel aggregates.

Previous studies by Montanaro et aI (1998) showed that in addition to

increasing the number of AchR aggregates, laminin increases the size of

these aggregates in skeletal myotubes. To investigate whether the increase

in the number of K1r4.1 and AQP4 aggregates induced by laminin was
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accompanied by a change in their size, we measured the surface area cf the

aggregates in celis grown in the presence or absence of laminin. The surface

area of the aggregates ranged between 1 to 155 i.1m2 in both conditions. We

found that in the presence cf laminin (Fig. 7B and D), the size distribution of

Kir4.1 and AQP4 channel aggregates was essentially the same as in the

absence of laminin (Fig. 7A and C) with the small aggregates (1-5 11m2)

outnumbering the large ones (>60-1 55 Iim2) by at Ieast 20-fold. These results

show that laminin induces an increase in the number of channel aggregates

but does flot affect their size.

Discussion

Kir4.1 and AQP4 expression in braïn

Kir4.1 channels are found predominantly (Takumi et al. 1995;

Poopalasundaram et al. 2000; Higashi et al. 2001) but flot exclusively (Bredt

et aI. 1995; Li et al. 2001) in guai ceils in the CNS. In the olfactory buib, Kir4.1

channel immunoreactivity is associated with perivascular glia and in guai

processes around reciprocal synapses (Higashi et aI. 2001). AQP4 channeis

are also expressed in perivascular glia in brain (Nielsen et al. 1997; Neeiy et

aI. 2001). In accordance with these studies, we found that Kir4.1 and AQP4

channels were expressed around blood vessels in the endfeet cf astrocytes

and within the neuropil reflecting a possible association with astrocytic

processes that wrap synapses. The co-expression of these channels around

blood vessels supports a role for Kir4.1 and AQP4 channels in K-I- and water

funneling, respectively, through specialized astrocytic membrane domains

facing the basal Iaminae. Moreover, their concentration at these Ioci suggests

a contribution cf extracellular matrix proteins such as laminin to their spatial

distribution. lnterestingly, in the present study we showed that both Kir4.1 and

AQP4 channels are co-Iocalized with Œ-DG, a high affinity laminin binding

receptor (Smalheiser and Schwartz 1987; Douville et al. 1988; Ibraghimov

Beskrovnaya et al. 1992; Gee et al. 1993). Based on these data and on the
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high expression of laminin Œ2 in the vascular basement membrane as

reported by Tian et aI (1996), one may speculate that laminin works in concert

with Œ-DG to distribute Kir4.1 and AQP4 channels to specific membrane

domains of the perivascular astrocytes aNowing for K+ siphoning and water

flux during high neuronal activity.

While immunoreactivity for Kir4.1 and AQP4 channels was readily

detected in perivascular astrocytes, it was absent in structures rich in myelin

suggesting a Iack of expression in oligodendrocytes of adult brain as

previously reported by Higashi et aI (2001). On the other hand, Neusch et al

(2002) showed that Kir4.1 channels are expressed by myelin-synthesizing

oligodendrocytes in the brain of new-born mice. Consistent with the latter

studies, we show that oligodendrocytes immunoreactive for myelin expressed

Kir4.1 channels in primary mixed cultures. Thus, Kir4.1 channel expression is

differentially regulated during myelination and the cellular events relevant to

its expression and function should be accessible for studies in vitro.

Laminin-induced Kir4.1 and AQP4 aggregation

In the present study, we show that Kir4.1 and AQP4 channel aggregation can

be initiated extracellularly by laminin. Œ-DG is a high affinity laminin binding

receptor (Smalheiser and Schwartz 1987; Douville et al. 1988; lbraghimov

Beskrovnaya et al. 1992; Gee et aI. 1993) and integrins also bind laminin in

various tissues (Belkin and Stepp 2000). Both Œ-DG (Tian et al. 1996) and

f31-containing integrins are expressed in astrocytic cells (Tawil et aI. 1994)

and may therefore participate in laminin-induced Kir4.1 channel aggregation.

In our studies, we used an antiserum that specifically recognizes 31-integrin

subunit (Tawil et aI. 1990) and we found that laminin did not induce a change

in its distribution (data not shown). In the presence of laminin, 31-integrin had

a diffuse pattern throughout the ceils, whereas a-DG underwent a

rearrangement into aggregates on the surface of astrocytes. More

interestingly, we found that Œ-DG aggregates co-distributed with Kir4.1 and



56

AQP4 channel aggregates. The rearrangement in Œ-DG assembly induced by

laminin has been reported in muscle cells (Cohen et al. 1997; Montanaro et

al. 1999) and more recently in Shwann celis (Tsiper and Yurchenco 2002).

The lack of the f3-J integrin aggregation in the presence of laminin argues

against a role for this receptor in the recruitment and aggregation of Kir4.1

channels. Previous work by Horio et al (1997) reported that Kir4.1 channels

are associated with SAP97, a member of PSD95 family. Based on these data

and on the fact that SAP97 interacts with talin which in turn interacts with

integrins, lshii et al (1997) speculated that the laminin-induced Kir4.1

aggregation in Mûller ceils was mediated by integrins. Our studies identify

clearly a-DG as a strong candidate for both Kir4.1 and AQP4 aggregation in

astrocytes.

To investigate whether a-DG rearrangement was accompanied by a

redistribution of cytoskeletal partners of DG, we examined the distribution of

both syntrophin and OEl-dystrobrevin. Both proteins had a diffuse punctate

pattern (data not shown) in the absence of laminin whereas they were

concentrated in aggregates in the presence of laminin (see Fig. 2 and 3).

lnterestingly, Kir4.1 aggregates co-distributed with those of syntrophin and as

mentioned above both Kir4.1 and AQP4 aggregates co-distributed with Œ-DG

aggregates. Because both antibodies to Kir4.1 channels and OEl-dystrobrevin

were raised in rabbit, we were unable to perform double immunostaining for

these proteins. Nervertheless, the similarity between the two staining patterns

of these proteins (see Fig. 3) indicates that they are co-localized and

suggests further that the laminin-induced channel aggregation is mediated

through a dystroglycan-containing complex including syntrophin and ai

dystrobrevin. We have previously identified three dystrophin-containing

complexes in brain one of which includes a-DG, p-DG, syntrophin and Dp71

(Moukhles and Carbonetto 2001). Since Dp71 is expressed both in neurons

and glia (reviewed in Mehler 2000), complexes including this dystrophin

isoform may be expressed in both celi types. Recent data by Connors and
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Kofuji (2002) reported a disruption in the distribution of Kir4.l channels in

MUiller celis lacking Dp71, implicating this dystrophin isoform in their polarized

and aggregated distribution. Furthermore, in brain AQP4 channels are

associated with the DAP complex including f3-DG, Dp71 and syntrophin

(Neely et al. 2001). In light of these data, it is reasonable to propose that the

binding of laminin to Œ-DG triggers the assembly of a cytoskeletal network

including syntrophin, al-dystrobrevin and Dp71 through its transmembrane

partner, 3-DG, which is responsible for the formation and stabilization of both

Kir4.1 and AQP4 channel aggregates at the surface of astrocytes.

Both Kir4.1 and AQP4 channels contain an SXV sequence in their C

terminal (Jung et al. 1994; Takumi et al. 1995), and previous studies showed

that Kir4.1 channels bind through that consensus sequence to the PDZ

domain of a protein belonging to the PSD95 family (Horio et aI. 1997).

Furthermore, recent studies by Neely et aI (2001) showed that syntrophin is

important for the polarized Iocalization of AQP4 in perivascular glia and that

the C-terminal SSV sequence of AQP4 confers stability of this protein at the

plasma membrane that may depend on an interaction with the PDZ domain 0f

syntrophin. Based on these data and on our data showing that syntrophin co

aggregates with Kir4.1 channel in the presence of laminin, it is tempting to

hypothesize that syntrophin does not only interact with AQP4 channels but

also with Kir4.1 channels and that it is therefore the candidate molecule ofthe

dystroglycan-containing complex involved in recruiting and stabilizing Kir4.1

channels at the surface of astrocytes.

In conclusion, this study suggests a role for dystroglycan and

associated proteins in assembling Kir4.1 and AQP4 channels. Moreover, it

shows that laminin in the basement membrane is a critical organizer that may

provide a mechanism for the polarized distribution of these channels in

astrocytes important for their functional role in K÷ buffering and water

homeostasis.
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Figure Legends

Figure 1. Kir4.1 and AQP4 channels co-distribute with both Œ- and f3-

dystroglycan in perivascular glia. Coronal brain sections containing

hippocampus were double immunolabeled for Kir4.1 (I and J) or AQP4

channels (K and L) and Œ-DG (E and G) or f3-DG (F and H). The strong

immunoreactivity seen around blood vessels reflects that these proteins are

concentrated in astrocytic endfeet. The merged images indicate a

colocalization of both Œ-DG and f3-DG with Kir4.1 (M and N) and AQP4

channels (O and P). Blood vessels can be readily identified on the phase

images illustrated in A-D. Scale bar = 50 tm.

Figure 2. Kir4.l channels co-aggregate with a-dystroglycan and

syntrophin and AQP4 channels co-aggregate wïth a-dystroglycan.

Cultures of hippocampal celis grown on coverslips coated with poly-D-lysine

and laminin were double immunolabeled with rabbit antisera to Kir4.l

channels (A and D) or to AQP4 channels (G) and mouse mAbs to a-DG (B)

or to syntrophin (E), followed by alexa 568-conjugated anti-rabbit IgG and

alexa 488-conjugated anti-mouse lgG. Immunoreactivity for Kir4.l (C and F)

or AQP4 channels (I) is displayed in red in the merge and that for a-DG (C

and I) and syntrophin (F) is in green. Scale bars = 25 tm for A-F and 50 tm

for G-H.

Figure 3. Kir4.l channels and al-dystrobrevin have a similar

immunolabeling pattern. Cultures of hippocampal celis grown on coverslips

coated with poly-D-Iysine and laminin were immunolabeled with rabbit

antisera to Kir4.1 channels (A) and to al-dystrobrevin (al-DB, B) followed by

alexa 568-conjugated anti-rabbit lgG. Note that both Kir4.l and ai

dystrobrevin proteins form intensely immunolabeled aggregates of various
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sizes onto the celi bodies as well as processes of the ceils. Scale bar = 50

jim.

Figure 4. Œ-dystroglycan aggregates and Kir4.1 channels are expressed

by astrocytes and oligodendrocytes, respectiely. Cultures of hippocampal

cells grown on coverslips coated with poly-D-Iysine and laminin were double

immunolabeled with rabbit antisera to GFAP (A) or to Kir4.l channels (E) and

with mouse mAbs to Œ-DG (B) or to myelin basic protein (D) followed by alexa

568-conjugated anti-rabbit lgG and alexa 488-conjugated anti-mouse IgG (B).

The merged image in C shows a GFAP positive celI (red) expressing u-DG

aggregates (green) and the one in F represents a myelin positive

oligodendrocyte (green) expressing Kir4.1 channels (red). Scale bars = 50 im

for A-C and 10 tm for D-F.

Figure 5. Laminin induces the aggregation of Œ-dystroglycan, Kir4.1

and AQP4 channels. Cultures of hippocampal celis grown in the presence of

poly-D-lysine alone (-laminin; A, B and C) or of poly-D-lysine and laminin

(+laminin; D, E and F) were immunolabeled for Œ-DG (A and D), Kir4.1

channels (B and E), and AQP4 (C and F). Note that unlike the cells grown in

the absence of laminin, those grown in the presence of laminin express

numerous aggregates of a-DG, Kir4.1 and AQP4 channels. Scale bars = 50

1im forA, B, C, E, Fand25tmforD.

Figure 6. Quantitative analysis of the Iaminin-induced aggregation of

Kir4l and AQP4 channels. Histograms show mean ± SEM of Kir4.J (A) and

AQP4 (B) in cells grown in the presence of poly-D-Iysine and laminin

(+laminin) or in the presence of poly-D-lysine alone (-laminin) of three

experiments. The asterisk represents statistically significant differences from

control (-laminin) as assessed by Student t test (***p.<Q 0001 *p<002) In C

and D, histograms represent the percentage of cells within three categories of

K1r4.1 (C) and AQP4 aggregate numbers (D). Note that in the presence of
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laminin (filled bars), the vast majority of the ceils express more than 26 K1r4.1

aggregates and more than 50 AQP4 aggregates.

Figure 7. Laminin does flot affect the siZe of Kir4.1 and AQP4 channel

aggregates. Histograms show the size distribution of Kir4.1 (A and B) and

AQP4 channel aggregates (C and D) in celis grown in the absence (A and C)

or the presence of laminin (B and D). The number of the channel aggregates

is expressed in percentage of total aggregates. Note that the majority of

Kir4.1 and AQP4 channel aggregates has a surface area of 1-5 pm2.

Abbreviations: DAP, dystrophin-associated proteins; DC, dystroglycan; Dp,

dystrophin; Kir4.1, inwardly rectifying potassium channel; AQP4, aquaporin

water permeable channel.
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Abstract

Inwardly rectifying potassium channels, Kir4.1, are the predominant

potassium channels in the retina. They are targeted to specific domains of

MCiller cet! plasma membrane and play a critical role in retinal activity. Kir4.1

are concentrated around blood vessels and are clustered in the end-feet of

MOller celis that face the vitreous body. However, the molecular mechanisms

underlying this polarized targeting are flot yet identified. In the present study,

we show that laminin-1 induces the co-clustering of Kir4.1 with Œ-dystroglycan

(a-DG) in Moiter ceils. In addition, we show that while the SNV sequence at

the extreme C-terminus of Kir4.1 is not indispensable for Kir4.1 cet! surface

expression, it is required for their laminin-induced clustering. These data

indicate that J) laminin-1 together with a-DG is involved in the polarized

targeting of Kir4.1 and 2) Kir4.1 interact via their SNV sequence with a

dystroglycan-containing complex and suggest that the extracellular matrix

plays a major role in potassium buffering in retina, contributing therefore to

the regulation of its activity.
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Materials and Methods

Anti bodies

Rabbit pAb to Iaminin-1 which recognizes laminin OEl, f3i and yi chains and a

rabbit pAb to integrin-3; subunit (1/1500 and 1/100, respectively; a generous

gift of Dr. S. Carboneffo, McGilI University, Montreal, Canada), a rabbit pAb to

agrin (1/700, a generous gift 0f Dr. M. Ferns, McGiII University, Montreal,

Canada), a mouse mAb to Œ-DG, VIA4.1, was raised against rabbit skeletal

muscle membrane (1/50, Upstate Biotechnology, NY, USA) and a mouse

mAb to p-DG 43DAG118D5, was raised against the 15 of the last 16 amino

acids at the C-terminus 0f the human dystroglycan sequence (1/25,

Novocastra laboratories, Newcastle-upon-tyne, UK). The Golgi apparatus

was stained with a specific marker to GMI3O (1/100, Molecular Probes,

Eugene, USA). The prÎmary antibodies described above were visualized

using fluorochrome-conjugated secondary antibodies: Alexa Fluor 488 goat

anti-mouse lgG, Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit lgG (1/200, Molecular

Probes, Eugene, USA) and a goat anti-mouse monoclonal Alexa Fluor 647

(1/250, Molecular Probes, Eugene, USA).

Celi Cultures

We used the HPV-16 E6/E7 ceils, a rat Mûller ceIl line generated by Roque et

al. (1997). These cells were transfected with a defective viral construct for

human papillomavirus (HPV) type 16 E6 and E7 proteins. Mùller cells were

plated on poly-D-lysine (0.1 mg/mL; Sigma-Aldrich, Oakville, Canada) —

coated 18 mm round glass coverslips in 12-well petri dishes at a density of

9000-12000 cells/well. The culture medium consisted of DMEM (Invitrogen,

Burlingtion, Canada), 10% fetal bovine serum (FBS) (Medicorp Inc., Montreal,

Canada), 1% Penicillin/Streptomycin (Invitrogen, Burlingtion, Canada) and

1% MEM Vitamin (Invitrogen, Burlingtion, Canada) and lmM L-Glutamine

Vitamin (Invitrogen, Burlingtion, Canada). The cultures were incubated at

37°C and 5% CC2. MOllet cells were treated 2-3 days after plating with 15 nM
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laminin Engelbreth-HoIm-Swarm Mouse sarcoma (Sigma-Aldrich, Oakville,

Canada) and with 10 nM soluble recombinant z+ agrin (C-Ag 4,8; a generous

gift cf Dr M. Ferns, University of California, Davis) overnight. Media devoid cf

soluble recombinant z+ agrin was used as a control. Different concentrations

of laminin were added for the dose effect (5 nM to 15 nM).

Immunohistochemistry

Eye sections were obtained from an adult female Sprague Dawley rat

(Charles River Laboratories, Montreal, Canada). The protocol was agreed by

the Animal Care Committee cf University cf Montreal. The rat was sacrified by

C02 inhalation and eyes were isolated. The eyes were post-fixed with 4%

(wt/vol) paraformaldehyde in 0.1 M Phosphate Buffer solution (PB) for 36

hours. Then, eyes were immersed in 30% (wt/vol) sucrose prepared in PB 0.1

M for 24 hours. They were embedded in Tissue-Tek O.C.T. Compound

(Pelco International, Redding, USA) and frozen in liquid nitrogen-cooled 2-

Methylbutane (Fisher Scientific, Nepean, Canada). The 12 pm retina sections

were cut with a Leica CM3050S cryostat. Sections were rinsed 2 times (10

min each) with phosphate buffet saline (PBS) and incubated in blocking and

solubilizing buffer (2% BSA, 0.05% Triton X-100 in PBS) for 1 hour. Then,

they were incubated with primary antibodies in blocking buffer for 2 hours.

Eye sections were rinsed three times (15 mm) in PBS and the secondary

antibodies were added in PBS for 1 hour. Finally, the sections were rinsed

three times (15 mm) in PBS and mounted on microscope siides with Immuno

Fluor Mounting Medïum (ICN Pharmaceuticals Inc., Montreal, Canada).

lmmunocytochemistry

Cetts were rinsed with PBS and fixed for 15 min. with 4% PFA prepared in

PBS at room temperature. Then, they were permeabilized for 5 minutes with

0.25% Triton X-100 in PBS and incubated for 30 minutes in 3% BSA

prepared in PBS. For double immunolabeling experiments, cells were

incubated for I hour in the presence of the two primary antibodies
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simultaneously (anti-Œ-DG and anti-laminin; anti-Œ-DG and anti-agrin; anti-a

DG and anti-Kir4.1). Subsequently, celis were rinsed with PBS 3 x 10 minutes

and incubated with both Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (or Alexa Fluor

647 anti mouse lgG for triple immunolabeling of GFP-Kir4.1 transfected celis)

and Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit for I hour at room temperature. After

several washes with PBS, coverslips were mounted on glass siides. To verify

the specificity of the rabbit antisera to Kir4.1 and AQP4 channels, these were

pre-incubated for 1 hour with 10 ig of the peptide used for the immunization

(Alomone Labs) prior to incubation with the cells. In addition, a control for the

specificity of the immunolabeling that consisted of omitting the primary

antibodies was included in every experiment. Images of both retina sections

and ceils in culture were captured with a Qimaging Retiga 1300 monochrome

10-bit CCD camera mounted on a Nikon E-600 microscope using Northern

Eclipse image analysis software (Empix Imaging Inc., Canada).

Transfection

Two vectors containing fusion constructs of Kir4.1 with enhanced green

fluorescence protein (EGFP) were used: the GFP-Kir4.1-export

(Stockklausner and Klocker, 2003) and the ASNV-GFP-Kir4.1-export. In the

ASNV-GFP-Kir4.1 -export, the three amino acids, serine-asparagine-valine

(SNV), that are expressed at the extreme C-terminus of Kir4.1 were deleted.

A Kir2.0 ER export sequence of 7 amino acids was inserted at the C-terminus

of these two constructs. MilIer ceils wete plated one day before the

transfection at a density of 25,000 cells/well. Then they were transiently

transfected either with the vector carrying the Kir-export or the ASXV-Kir4.1-

export cDNA using the Effectene Transformation kit (QIAGEN, Mississauga,

Canada) following the supplier’s instructions. Fourty eight hours following the

transfection, the cells were treated with 15 nM taminin-1 overnight. The

analyses were carried out by confocal microscopy.
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Quantïfïcation of a-dystroglycan clusters

Quantifications were made on 10 random fields/experiment photographed

with a 40X objective and a Nikon EcHpse E600 microscope associated with a

camera Qimaging Retiga 1300 monochrome 10-bit CCD (Empix imaging Inc.

Mississauga, Canada). The program Northern Eclipse version 6.0 (Empix

Imaging Inc. Mississauga, Canada) was used to count the number cf a

dystroglycan clusters and to determine their area. We used similar criteria to

Cohen et ai. (1997) ta differentiate ciusters: macrocIusters 1-20 ijm and

megaclusters >20 IJm. Analysis and graphs were obtained using GraphPad

Prism 3.00 (GraphPad Software Inc.).

Western Blottïng Analysis

MOiler celis were scraped with a policeman and proteins were extracted with

extraction buffer (25 mM Tris-HC1 pH 7.5, 25 mM glycine, 150 mM NaC1, 5

mM EDTA, 1% Triton X-100 and protease inhibitor cocktail (Roche

Diagnostics, Lavai, Canada) 10 min. on ice. Rat retinas extracts were

obtained using the same extraction buffer. Next, the proteins were denatured

in reducing sampie buffer (Tris-HC1 62.5 mM, pH 6.8; 2% (wlv) SDS; 10%

giycéroi, 0.01% bromophenol biue and 41.5 mM dithiothreitol) for 7 min. at

95°C. Sampies were Ioaded on a 5% SDS-PAGE and after migration the

proteins were transfered on a nitroceiluiose membrane (0.45 pm; Bio-Rad,

Mississauga, Canada). The nitrocellulose membrane was incubated with a

rabbit polycionai antibody to iaminin that was visualized using a goat anti

rabbit-horseradish peroxidase-conjugated antibody as secondary antibody

and a chemiiuminescence reaction (ECL).
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Figure Legends

Figure 1. Colocalization of a-DG with lamïnin and Kir4.1 in Millier ceil

end-feet at the inner limiting membrane. Rat retina sections were double

immunolabeled for a-DG (B) and laminin (A) or for a-DG (F) and Kir4.1 (E).

The strong immunoreactivity seen at the inner limiting membrane (ILM)

reflects a concentration of these proteins at Mûller celi end-feet. Moreover,

these proteins colocalised (C and G). D and H represent phase images of A

and E, respectively. IPL, inner plexiform layer; INL, inner nuclear layer; OPL,

outer plexiform layer and ONL, outer nuclear layer. Scale bar= 25 p.m.

Figure 2. Laminin induces Œ-DG but flot fE1-integrin clustering in MLiIler

ceils. M)lIer celi cultures were incubated overnight with l5nM laminin-1

(+LAM; D-i). Representative fields 0f MLller ceils double immunolabeied for

u-DG (A and D) and laminin (B and E) or for Œ-DG (G) and i-integrin (H) are

shown. a-DG forms clusters that colocalize with laminin (F) whereas -

integrin is diffuse in the cells (H). Note that a-DG immunoreactivity is diffuse

in M(.ller celis not treated with exogenous laminin-J (-LAM; A). In J, the

Western blot shows that the al-chain in laminin-1 (arrow) is flot expressed in

Mûller ceils indicating that it may be responsible for the clustering activity. In

K, the histograms represent mean ± SEM of 3 experiments. 10 fields taken

randomly from each experiment were quantified. The data show that Œ-DG

clustering is laminin dose-dependent. Scale bar= 50 p.m.

Figure 3. Laminin-induced a-DG clusters contain agrin. MOller celis

treated overnight with l5nM laminin-1 were double immunolabeled for agrin

(A) and a-DG (B). Note that a high proportion 0f Œ-DG clusters, especially the

large ones, contain agrin (C). Scale bar= 25 jim.
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Figure 4. Neuronal agrin does not potentiate the laminin-induced

clusterïng of Œ-DG. MCilIer ceils were treated overnight with l5nM Iaminin-1

(Lam) or with l5nM laminin-1 plus lOnM agrin (Lam+Agrin) and then

immunolabeled for Œ-DG (A). The quantification of the a-DG clustering

reveals that there is no significant change in the number of clusters in the

lamïnin+agrin compared to the laminin treated ceils (B). No changes in the

number of megaclusters and macroclusters in the laminin+agrin versus the

laminin treated celis were found either (C). Scale bar= 50 tm.

Figure 5. Laminin clusters Œ-DG but not endogenous Kir4.1 in MWler

celis. Cultures of MCiIIer celis were treated (+LAM; D-F) or not (-LAM; A-C)

with l5nM Iaminin-1 and double immunolabeled for Œ-DG (A and D) and

Kir4.1 (B and E). Note that a-DG forms clusters in the presence of laminin

whereas Kir4.1 immunoreactivity remains diffuse within the ceils and seems

to accumulate in an endoplasmic reticulum-like structure around nuclei.

Scale bar= 25 cm.

Figure 6. Kir4.1-export are targeted to the plasma membrane of Miiller

celis. MCiIIer cells were transfected with the GFP-Kir4.1-export cDNA (GFP

Kir4.1-exp) and immunolabeled for GM13O (B), a marker of the Golgi

apparatus. Among the 3 transfected celis (GFP-positive) in the field

illustrated in A, one exhibits a high GFP-Kir4.1-export plasma membrane

expression (arrow) and the two others present a 10w expression at the plasma

membrane as well as an expression in the Golgi apparatus (B) as evidenced

in the merged image (C). Scale bar 50 pm.

Figure 7. Laminin clusters Kïr4.1-export in Miiller cells. MOller cells were

transfected with the GFP-Kir4. I -export cDNA (GFP-Kir4.1 -exp), treated

(+LAM; D-F) or not (-LAM; A-C) with l5nM Iaminin-1 and immunolabeled for

Kir4.1 (B and E) using a polyclonal antibody. The strong Golgi-like

Iocalization of Kir4.I seen in absence of laminin tend to diminish in presence
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of laminin. Note the presence of Kir4.1 clusters in Iaminin-treated celis

(arrows, D-F). Scale bar= 25 tm.

Figure 8. The SNV C-terminal sequence of Kir4.1 is required for the

Iaminin-induced co-clustering of Kir4.1 with laminin and a-DG in MWler

ceils. MOller ceils were transfected with either the GFP-Kir4.1-export (A-H)

or the ASNV-GFP-Kir4.1-export (I-L). Ceils transfected with the GFP-Kir4.1-

export were treated (+LAM; E-H) or not (-LAM; A-D) with l5nM laminin-1 and

immunolabeled for laminin (B and F) and for Œ-DG (C and G). Note the

presence of numerous GFP-Kir4.1 clusters that colocalize with those of

laminin and a-DG in the laminin-treated ceils (arrows; E-H). Despite the

expression of endogenous laminin (B), this does not induce either Œ-DG or

GFP-Kir4.1 clustering. Celis transfected with the z\SNV-GFP-Kir4.1-export (I

L) were treated with l5nM Iaminin-1 and immunolabeled for laminin (J) and

for Œ-DG (K). Note that ASNV-GFP-Kir4.1-exp does not co-cluster with

laminin and Œ-DG (arrows; l-L) but that laminin and ct-DG co-cluster. Scale

bar= 25prn.



86

Figures



87

Figure 1.
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Figure 3.
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Figure 6.
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III- Discussion et conclusion générales
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1. Implication du dystroglycan dans la neuro-pathogenèse associée

à certaines dystrophies musculaires

Les dystrophies musculaires « classiques » sont celles de Duchenne

et de Becker et elles sont causées par des mutations dans le gène de la

dystrophine. Cependant, avec les années, plusieurs mutations de gènes

autres que la dystrophine furent identifiées comme étant impliquées dans

d’autres formes de dystrophies musculaires. Parmi ces mutations, plusieurs

touchent des gènes codant des protéines faisant partie du complexe PAD ou

des protéines importantes dans la modification post-traductionnelle de l’a-DG

(Beltràn-Valero de Bernabé et aI., 2002; Brockington et al., 2001; Holzfeind et

aI., 2002; Kano et al., 2002; Kobayashi et aI., 1998). Selon les variantes de

dystrophies musculaires, les patients peuvent être plus ou moins affectés

intellectuellement en plus d’être affligés de handicaps physiques.

Des mutations dans les gènes codant des enzymes responsables de

la glycosylation de I’Œ-DG résultent en des dystrophies musculaires avec des

retards mentaux plus sévères que ceux rencontrés chez les patients atteints

de DMD (Louhichi et al., 2003; Villanova et al., 2000; Mercuri et al., 1999;

Longman et al., 2003). L’hypoglycosylation de l’a-DG résulte en une perte de

l’interaction de cette protéine avec des composantes de la matrice

extracellulaire (MEC) telles que la laminine et l’agrine (Michele et al., 2002).

Dans le cerveau, la MEC est fortement exprimée à l’interface entre les pieds

terminaux des astrocytes et les cellules endothéliales des vaisseaux

sanguins, alors qu’au niveau de la fente synaptique, il n’existe, pour ainsi

dire, pas de MEC. Néanmoins, la fente synaptique est occupée par une

matrice dense aux électrons et dont la composition protéique n’est pas

encore bien définie. L’a-DG est exprimé à la fois au niveau péri-vasculaire

sur la membrane des astrocytes (Moukhles et Carbonetto, 2001; Zaccaria et

al., 2001) et au niveau synaptique sur la membrane postsynaptique des

neurones (Levi et aI., 2002). Au niveau des synapses, I’Œ-DG aurait pour
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ligand la neurexine qui est localisée sur la membrane présynaptique des

neurones (Sugita et al., 2001) et l’interaction entre ces deux protéines est

perturbée, lorsque l’ct-DG est hypoglycosylé (Michele et al., 2002). Bien que

la liaison entre l’Œ-DG et la neurexine fut caractérisée, son rôle fonctionnel

reste à déterminer. Au niveau de l’interface entre les cellules gliales et les

cellules endothéliales vasculaires, l’Œ-DG aurait pour ligand la laminine (Tian

et al., 1996) et possiblement l’agrine qui est également concentrée autour

des vaisseaux sanguins (Barber et al., 1997). D’autres protéines du

complexe PAD sont également exprimées au niveau synaptique et autour

des vaisseaux sanguins (Blake et al., 1999; Moukhles et Carbonetto, 2001;

Neely et al., 2001; Ueda et al., 2000). L’ensemble de ces données suggère

que les PAD et plus particulièrement que la liaison de l’Œ-DG avec la

laminine, l’agrine et la neurexine est très importante dans le fonctionnement

normal des neurones et des cellules gliales du cerveau.

2. Expression de I’aquaporine-4 et des Kir4.J dans le cerveau et la

rétine

L’activité neuronale s’accompagne par une libération de potassium

(K) dans le milieu extracellulaire permettant une re-polarisation des

neurones (revu dans Horio, 2001). Toutefois, l’excès de potassium dans le

milieu extracellulaire résultant de l’activité neuronale peut devenir toxique

pour les neurones, s’il n’est pas éliminé. L’homéostasie du K dans le

système nerveux central est donc cruciale pour le bon fonctionnement des

neurones. Dans le cerveau et la rétine, cette homéostasie est assurée,

respectivement, par les astrocytes et les cellules de Mûller dont les

prolongements adjacents aux synapses, aux vaisseaux sanguins et à

l’humeur vitrée sont riches en canaux Kir4.1 (Higashi et al., 2001). La

distribution spatiale des Kir4.1 est organisée de sorte à ce qu’ils soient

concentrés dans des domaines cellulaires spécifiques favorisant leur

efficacité fonctionnelle. Ainsi, l’excès de K extracellulaire libéré lors d’une
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activation neuronale est transporté par les Kir4.1 exprimés dans les

prolongements gliaux adjacents aux synapses et est déversé dans la

circulation sanguine et dans l’humeur vitrée par l’intermédiaire des Kir4.1

exprimés dans les pieds terminaux des cellules gliales (Higashi et al., 2001;

Connors et Kofuji, 2002; Tian et al., 2003).

Le transport de K dans les astrocytes et les cellules de MUller est

accompagné de mouvements d’eau afin de maintenir une osmolarité

constante entre ces cellules et leur environnement. Le flux d’eau à travers la

membrane plasmique des astrocytes est assuré par l’AQP4. De manière

intéressante, l’AQP4 et les Kir4.1 sont co-enrichis au niveau des

prolongements gliaux à l’interface des vaisseaux sanguins dans le cerveau et

la tétine, de même que dans les pieds terminaux des cellules de MQller

aboutissant à la membrane limitante interne adjacente à l’humeur vitrée

(Neely et al., 2001; Connors et Kofuji, 2002; Dalloz et al., 2003).

En accord avec des études précédentes (Amiry-Moghaddam et al.,

2003a et b), nous avons montré que tes K1r4.1 et l’AQP4 sont concentrés au

niveau des astrocytes péri-vasculaires dans le cerveau et sont également

exprimés au niveau du neuropil reflétant une association possible des canaux

avec les prolongements astrocytaires entourant les synapses (voir figure 1,

page 69). Nous avons aussi montré que les Kir4.1 sont concentrés au niveau

de la membrane limitante interne de la rétine (voir figure lE, page 8f). La

distribution spatiale des Kir4.1 et de l’AQP4, dans ces sites, a un rôle

déterminant dans l’homéostasie du K et de l’eau dans te cerveau et la rétine.

3. Agrégation de l’aquaporine4 et des canaux Kir4.J induite par la

laminine-1 dans les cultures mixtes de cellules d’hippocampe

Les composantes des matrices extracellulaires (MEC) sont impliquées

dans la spécialisation des membranes plasmiques des cellules avoisinantes.
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La MEC autour des vaisseaux sanguins du SNC est riche en laminine

(Sievers et al., 1994; Hagg et aL, 1997; Lom et Hockberger, 1997; Wagner et

Gardner, 2000). Les membranes plasmiques des astrocytes faisant face à

cette matrice présentent une concentration de DG, d’AQP4 et de Kir4.1 (Tian

et al., 1996; Higashi et al., 2001; Neely et al., 2001; Connors et Kofuji, 2002).

Ces observations nous ont incités à étudier l’effet de la laminine sur la

spécialisation de la membrane plasmique des astrocytes et plus

spécifiquement sur la distribution des Kir4.1 et de I’AQP4. Au niveau des

JNM5, la laminine et l’agrine sont deux acteurs importants de la spécialisation

postsynaptique, puisqu’ils ont un rôle critique dans l’agrégation des

récepteurs de l’acétylcholine. Nos études, sur les cultures primaires de

cellules mixtes d’hippocampe, nous ont permis de mettre en évidence

l’implication de la laminine-1 dans l’agrégation des Kir4.1 et de l’AQP4 à la

membrane des astrocytes (voir figure 5, page 73). Nous avons également

montré que ces canaux co-localisaient avec des membres du complexe PAD

dont l’a-DG, la syntrophine et l’Œl-dystrobrévine (voir figures 2 et 3, pages 70

et 71). Ces données suggèrent que la laminine-1 participe activement à la

mise en place des mécanismes moléculaires menant à l’homéostasie du K

et de l’eau dans le cerveau et que ces derniers impliquent un complexe

contenant le DG (voir figure 7 en appendices). Toutefois, la laminine est un

ligand d’une autre famille de récepteurs, soit la famille des intégrines. Pour

vérifier l’implication possible des intégrines dans l’agrégation de ces canaux,

nous avons marqué les cellules astrocytaires préalablement traitées à la

laminine pour l’intégrine-pi qui se lie à la laminine-1 avec une haute affinité

(Tawil et al., 1990). Nos résultats montrent que contrairement à l’Œ-DG,

l’intégrine-1 ne s’agrège pas en présence de laminine-1 et présente une

distribution diffuse similaire à celle observée en absence de laminine-1 (voir

figure 6 en appendice). Ces données favorisent une implication préférentielle

du DG et d’autres membres du complexe PAD dans les mécanismes

d’agrégation des canaux Kir4.1 et AQP4.
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Les analyses quantitatives et morphométriques montrent que la

laminine-1 est impliquée dans l’agrégation des canaux Kir4.1 et AQP4, mais

qu’elle ne provoque pas une augmentation de la taille des agrégats par

rapport à celle des agrégats spontanés observés dans les cellules cultivées

en l’absence de laminine-1 (voir figures 6 et 7, pages 74 et 75). Ceci suggère

que la laminine-1 joue un rôle dans la stabilisation/consolidation de ces

canaux à la membrane plutôt que dans leur recrutement au niveau d’agrégats

préexistants. De plus, le traitement des cellules avec la laminine-1 ne semble

pas changer les niveaux d’expression des Kir4.1 dans les cultures mixtes

(données non montrées). L’ensemble de ces données indique que la

laminine-1 stabilise et agrège les canaux AQP4 et Kir4.1 à la membrane par

l’intermédiaire de mécanismes moléculaires mettant en jeu des membres du

complexe PAD dont l’Œ-DG, la syntrophine et la dystrobrévine.

4. Agrégation de l’aquaporine-4 et des canaux Kir4.1 induite par la

laminine-1 dans des cultures pures d’astrocytes et de cellules de

Miiller

Dans des études subséquentes, nous avons utilisé des cultures

primaires d’astrocytes pures ainsi que des cultures de cellules de M°ller.

Ces deux systèmes de culture nous ont permis d’étudier l’agrégation des

Kir4.J et de l’AQP4 en absence de cellules neuronales. Les astrocytes et les

cellules de Mûller constituent deux populations de cellules gliales

interagissant avec les protéines de la matrice extracellulaire et ayant des

fonctions communes dans le maintien de l’homéostasie de l’eau et des ions

potassiques dans le cerveau et la rétine, respectivement.

Comme dans les cultures mixtes, la laminine-1 induit l’agrégation de

l’AQP4 dans les cultures pures d’astrocytes (voir la figure 1 en appendices).

Nous retrouvons également des membres du complexe PAD dont l’Œ-DG, le

f3-DG et l’Œ1-DB co-localisés avec les agrégats d’AQP4 (voir les figures 1, 3, 4
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et 5 en appendices). Comme ce fut le cas dans les cultures mixtes, la

laminine-1 n’a eu aucun effet sur la distribution de l’intégrine-p1 dont le

marquage demeure diffus au niveau des astrocytes (voir la figure 6 en

appendices). Ces résultats indiquent que l’intégrine-1 n’est pas impliquée

dans l’agrégation de l’AQP4. Toutefois, il est possible que d’autres sous-

types d’intégrines soient impliqués dans l’agrégation de l’AQP4. En effet, les

astrocytes péri-vasculaires expriment aussi l’intégrine a64 (Wagner et al.,

1997). L’intégrine Œ634 et la laminine sont responsables de la formation

d’hémidesmosomes reliant les astrocytes à leur environnement (Jones et al.,

1991). Nous allons donc explorer cette possibilité afin de déterminer s’il y a

une collaboration possible des intégrines dans le processus d’agrégation de

l’AQP4 dans les cultures d’astrocytes.

À l’inverse de l’AQP4, la laminine-1 n’induit pas l’agrégation des Kir4.1

dans les cultures pures d’astrocytes (voir figure 2 en appendices). En fait,

l’expression des Kir4.1 au niveau de la membrane plasmique semble très

faible dans ce système de culture. Rappelons que la laminine-1 induit

l’agrégation des K1r4.1 dans les cultures mixtes de cellules d’hippocampe

contenant des astrocytes et des neurones (article accepté au journal GIia). Il

est important de noter que les astrocytes pures furent cultivés dans le même

milieu que les cultures mixtes. Par conséquent, la seule différence entre ces

deux systèmes de culture réside en l’absence de neurones dans les cultures

pures d’astrocytes. Ces données suggèrent que l’agrégation des Kir4.1

induite par la laminine requière la participation de facteurs neuronaux. Ces

derniers pourraient intervenir dans le ciblage des Kir4.1 de compartiments

cytoplasmiques tel que le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi à la

membrane plasmique et/ou dans leur stabilisation à la membrane plasmique,

une fois qu’ils y sont ciblés. À première vue, nos études sur les cultures

mixtes suggèrent que les mécanismes moléculaires à la base de l’agrégation

des Kir4.1 et de l’AQP4 sont identiques. Toutefois, les données issues des

cultures pures d’astrocytes, quant à elles, révèlent la mise en jeu de
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mécanismes moléculaires distincts dans l’agrégation de ces canaux à la

membrane plasmique.

Une étude parallèle menée sur des cultures de cellules de Mûller

montre aussi l’absence de réponse de l’intégrine-pi face au traitement des

cellules avec la laminine (voir figure 2H, page 88). L’a-DG, quant à lui,

s’agrège en présence de laminine-1 et son agrégation est proportionnelle à la

concentration de laminine utilisée (voir figure 2D et J, page 88). De façon

similaire aux cultures pures d’astrocytes, les Kir4.1 ne s’agrègent pas suite

au traitement à la laminine-1 et ne semblent pas être exprimés à la

membrane plasmique (voir figure 5, page 91). Ces données renforcent l’idée

d’un rôle de l’environnement neuronal dans le processus d’agrégation de ces

canaux. Ce rôle serait commun à différentes populations de cellules gliales,

à savoir les astrocytes et les cellules de MiJIler.

5. Implication du motif SNV des canaux Kïr4.J dans leur agrégation

induite par la Iaminine-1

La lignée de cellules de Mûller utilisée, HPV-16 E6/E7, exprime peu

les Kir4.1 endogènes à la membrane plasmique (voir figure 5, page 91). Ces

derniers semblent être localisés au niveau du réticulum endoplasmique (RE).

Cependant, ceci reste à être vérifié par des expériences de double marquage

des Kir4.1 et de la calnexine, un marqueur du RE. La faible expression des

Kir4.1 à la membrane fut également rapportée par lshii et al. (1997) au

niveau de cultures primaires de cellules de MOllet. Pour contourner ce

problème engendré possiblement par l’absence de neurones rétiniens, nous

avons transfecté ces cellules avec un vecteur contenant l’ADNc des Kir4.1

dans lequel une séquence d’export du RE, constituée de 7 acides aminés

(Stockklausner et al., 2001), a été insérée au niveau du C-terminal. De plus,

le vecteur d’expression utilisé contient la EGFP (enhanced green fluorescent

protein; GFP-Kir4.1-exp); ce qui a facilité la détection des cellulles de MOllet
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transfectées. Ainsi, dans notre étude, les cellules GFP-positives furent

analysées par microscopie confocale. Les cellules transfectées avec le

vecteur contiennent maintenant des Kir4.1 (exogènes) au niveau de l’appareil

de Golgi et de la membrane plasmique (voir figure 6, page 92). Le traitement

des cellules avec la laminine-1 induit la co-agrégation des GFP-Kir4.1-exp et

de l’a-DG (voir figures 8E-G, page 94) reproduisant ainsi les résultats

obtenus dans les cultures mixtes. Ces observations suggéreraient que dans

un environnement in vivo, les Kir4.1 endogènes nécessiteraient un signal

d’export du RE qui serait vraisemblablement régulé par des facteurs

neuronaux. Dans l’ensemble, l’agrégation des Kir4.1 dans les cellules de

Mûller ferait donc appel à des mécanismes similaires à ceux mis en jeu dans

les astrocytes des cultures mixtes. Donc, les mécanismes moléculaires

responsables de cette agrégation seraient comparables et impliqueraient des

voies de signalisation communes dans les astrocytes du cerveau et les

cellules de M”ller de la rétine.

Les canaux Kir4.1 possèdent un motif SNV à l’extrémité de leur

domaine C-terminal qui est intracellulaire. En général, les motifs SXV dans

d’autres protéines telles que les canaux sodiques et les récepteurs NMDA

(Gee et al., 1998; Kornau et al., 1995), sont connus pour interagir avec des

protéines contenant des domaines PDZ comme la PSD95. Des travaux

précédents montrèrent l’association des Kir4.1 à la PSD95 (Horio et al.,

1997). De plus, l’AQP4 contient, elle aussi, un motif de type SXV (SSV) qui

pourrait interagir avec le domaine PDZ de la syntrophine (Adams et al., 2001;

Neely et al., 2001). Cependant, nous ne savons pas si cette interaction est

directe ou indirecte. Pour savoir si le motif SNV est nécessaire au

recrutement des Kir4.1 dans les agrégats contenant l’a-DG suite au

traitement avec la laminine-1, nous avons transfecté des cellules de MOller

avec un vecteur contenant l’ADNc des canaux Kir4.1 dont la séquence SNV

fut délétée (ASNV-GFP-Kir4.1-exp). Ces Kir4.1 mutants ne sont pas co

localisés avec tes agrégats d’Œ-DG et de laminine-1 (voir figure 8i, page 94).
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La présence de la séquence SNV s’avère donc cruciale pour la co-agrégation

des K1r4.1 avec l’Œ-DG suite au traitement des cellules à la laminine-1. Parmi

les PAD, un des candidats susceptibles d’interagir avec les Kir4.1 et donc de

les recruter au complexe PAD est la syntrophine. En effet, cette dernière est

la seule PAD connue qui contient un domaine PDZ susceptible d’interagir

avec la séquence SNV des Kir4.1.

6. La laminine endogène versus ta laminine exogène

Dans nos expériences, nous traitons nos cellules avec la laminine-1

qui est composée des chaînes xi (—400 kDa), f3i (—200 kDa) et yi (—200

kDa). Cette isoforme de la laminine est connue pour être présente autour

des vaisseaux sanguins dans le SNC (Sievers et al., 1994; Hagg et al., 1997;

Lom et Hockberger, 1997; Wagner et Gardner, 2000). Dans nos cultures, les

astrocytes et les cellules de MCller expriment de la laminine endogène,

cependant cette dernière agrège peu ou pas les Kir4.1, l’AQP4 et les

membres du complexe DAP (voir la figure 8, page 94 et les figures 1,3-5 en

appendices). Nous avons effectué un immunobuvardage de type Western

pour déterminer l’isoforme de laminine exprimée par les cellules de Mûller

(voir figure 2J, page 88). Cette expérience montre que les cellules de Mûller

n’expriment pas la chaîne a1 et suggère que celle-ci soit responsable de

l’agrégation des Kir4.1 et de l’a-DG induite par la Iaminine-1 dans ces

cultures. Pour ce qui est des isoformes de la laminine possiblement

exprimées de manière endogène par les cellules de M(iller, les laminine 7

(Œ3f32y1) et 9 (Œ4P2y1) constituent des hypothèses plausibles. En effet, ces

isoformes contiennent de la laminine 132 qui est connue pour être produite par

les cellules de Mûller in vivo (Libby et al., 1997) et les chaînes Œ3, Œ4 et yi

possèdent des masses moléculaires avoisinant les 200 kDa, ce qui soutient

les résultats obtenus avec l’immunobuvardage de type Western.
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7. Implication de l’agrine dans l’agrégation de l’aquaporine-4 et des

Ki r4. I

Au niveau du muscle, l’ajout de la laminine à des myotubes

préalablement traités à l’agrine potentialise l’effet de l’agrine sur l’agrégation

des récepteurs AChRs (Cohen et al., 1997; Montanaro et al., 1998). Dans

les cellules de MCjller, l’agrine est exprimée au niveau des agrégats d’a-DG

induit par la laminine (voir figure 3, page 89). De plus, nos études

quantitatives montrent que l’agrine est exprimée dans 50% des agrégats d’Œ

DG (données non illustrées). Nous avons donc étudié l’effet possible du

traitement simultané des cellules de M(ller avec la laminine (15 nM) et

l’agrine neuronale recombinante (10 nM) sur l’agrégation du DG. Nos

résultats nous portent à croire que l’agrine ne potentialise pas l’agrégation de

l’Œ-DG induite par la laminine dans les cellules de Mûller (voit figure 4, page

90). Toutefois, il est important de noter que d’une part la concentration de

laminine-1 utilisée conjointement à l’agrine est de l’ordre de 15 nM ce qui

correspond à une concentration saturante (voir figure 2K, page 88) et que

d’autre part la concentration d’agrine utilisée pourrait être insuffisante. Dans

des expériences futures, nous envisageons de réduire la concentration de

laminine et si nécessaire d’augmenter parallèlement la concentration d’agrine

recombinante afin de mettre en évidence une potentialisation possible de la

part de l’agrine sur l’agrégation de l’a-DG.

Pour poursuivre l’étude de l’implication possible de l’agrine dans

l’agrégation de l’a-DG et de l’AQP4 dans les cultures dastrocytes, nous

envisageons (I) de bloquer l’agrine endogène avec un anticorps spécifique

dirigé contre l’agrine et (2) d’utiliser des cultures d’astrocytes de souris knock

out pour l’agrine (Agj (Gautam et al., 1996). Nous pourrons, par des

analyses quantitatives, constater les conséquences de l’absence d’agrine sur

l’agrégation de l’AQP4 dans ces cultures. De plus, dans les cultures

d’astrocytes Ag’, l’ajout d’agrine recombinante pourrait rétablir l’agrégation
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des canaux AQP4 induite par la laminine, ce qui prouverait que l’agrine est

un des acteurs principaux impliqués dans l’agrégation de ces canaux.

8. Rôle des PADs dans l’homéostasie du potassium et de l’eau dans

le cerveau

La barrière hémato-encéphalique est très affectée par l’absence de

dystrophine qui entraîne également une baisse d’expression de l’AQP4 (Nico

et al., 2003). De plus, la présence de Dp71 est impliquée dans la distribution

des Kir4.1 et d’AQP4 dans les cellules de MOller (Connors et Kofuji, 2002;

Dalloz et al., 2003). Par ailleurs, des études récentes, sur des souris knock

ouf pour la syntrophine, montrent que cette dernière est importante pour la

stabilisation de l’AQP4, qui est nécessaire à une conduction normale des ions

K à travers les canaux potassiques (Amiry-Moghaddam et al., 2003a; Neely

et al., 2001). De plus, l’élimination de K est retardée et la susceptibilité à

des crises épileptiques induites est augmentée chez ces souris (Amiry

Moghaddam et al., 2003a). Ces données suggèrent que le complexe PAD

puisse être impliqué dans le maintien de l’homéostasie du K et de l’eau dans

le système nerveux central. La perte de cette homéostasie pourrait

contribuer à la pathogenèse dans le cerveau et la rétine se traduisant par des

retards mentaux et des anomalies de l’activité rétinienne chez certains

patients dystrophiques. Nous pouvons donc imaginer, chez ces derniers, que

l’incapacité du système nerveux central à se départir de son excès de

potassium puisse engendrer un environnement cytotoxique pour les

neurones, ce qui se traduirait par la perte de neurones. Un second

mécanisme pourrait impliquer une hyperexcitabilité et une synchronisation

anormale des neurones conduisant à la formation de synapses qui ne se

formeraient pas en temps normal. Dans les deux cas, nous nous attendrions

à ce que le réseau neuronal soit affecté, ce qui résulterait possiblement en

des retards mentaux chez les patients dystrophiques.
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Nos travaux montrent que le complexe PAD est mis en jeu dans les

mécanismes d’agrégation/stabilisation des Kir4.1 et de l’AQP4 et ce, par la

signalisation extracellulaire déclenchée par la laminine-1 via l’Œ-DG (voir

figure 7 en appendices). De plus, nous savons maintenant que le ciblage des

Kir4.1 à la membrane dépend de la présence de neurones. Ces études nous

permettent maintenant de mieux comprendre le phénomène de la polarisation

cellulaire observé dans les astrocytes périvasculaires et les cellules de

Mûller. La distribution polarisée des canaux AQP4 et Kir4.1 est essentielle à

l’homéostasie potassique du système nerveux central constituant l’une des

fonctions de la barrière hémato-encéphalique. La perturbation de cette

homéostasie pourrait contribuer à la pathogenèse des troubles fonctionnels

du cerveau et de la rétine reflétés par des retards mentaux et des anomalies

de l’activité rétinienne associés à certaines formes de dystrophies

musculaires.

9. Perspectives

Dans des études futures, nous entreprendrons des expériences visant

à mettre en évidence le rôle possible des intégrines et plus particulièrement

de l’intégrine Œ6F34 dans l’agrégation de l’AQP4 et des Kir4.1. De la même

façon, une étude plus exhaustive du rôle de l’agrine neuronale dans cette

agrégation s’impose afin de déterminer si cette protéine de la matrice

extracellulaire connue pour se lier à l’Œ-DG est en mesure d’induire

l’agrégation des Kir4.1 et de l’AQP4 et de potentialiser l’effet de la laminine-1.

D’autre part, l’utilisation de souris knock out pour le DC serait un outil

puissant pour déterminer si l’axe laminine-DG et agrine-DG sont primordiaux

pour l’agrégation des canaux Kir4.1 et AQP4 ou bien si la laminine-1 et

l’agrine sont en mesure d’induire cette agrégation en absence de DG et donc

via d’autres récepteurs. Ensuite, pour démontrer que les Kir4.1 interagissent

avec la syntrophine et que cette interaction dépend de la séquence SNV
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située à l’extrémité C-terminale des Kir4.1, des expériences de co

immunoprécipitation sur une lignée stable de cellules de Mller transfectées

avec les vecteurs contenant les ADNc des Kir4.1-export ou ASNV-Kir4.1-

export seront effectuées.

De plus, une autre avenue pour le laboratoire consisterait à explorer

les voies de signalisation en aval de l’axe laminine-DG en étudiant, par

exemple, l’impact de la laminine sur la distribution de nNOS et de Grb2 et sur

la phosphorylation des membres du complexe. Enfin, il serait très intéressant

d’analyser la production d’oxide nitrique par la nNOS dans les cellules

traitées ou non avec la laminine-1.

Il est clair, d’après nos données aussi bien sur les cultures

d’astrocytes que sur les cultures de cellules de MOller, que un ou des facteurs

neuronaux agissent de concert avec la laminine-1 dans le processus

d’agrégation/stabilisation des Kir4.1. Il nous est difficile à ce stade de notre

étude d’affirmer qu’il s’agit de facteurs solubles ou d’un effet qui nécessite un

contact entre les neurones et les cellules gliales. Des études visant à

identifier le mécanisme d’action des neurones dans l’agrégation des Kir4.1

sont en cours dans le laboratoire.
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Présentation des résultats en appendices

Les données présentées dans le premier et le deuxième article sont

issues de notre étude sur les cultures mixtes contenant à la fois des neurones

et des astrocytes et sur les cultures de cellules de M(iller, respectivement.

Les données présentées dans cette section concernent également l’étude du

ciblage des Kir4.1 et AQP4 mais cette fois-ci dans des cultures pures

d’astrocytes.

Un des avantages majeurs de ce système de culture est la possibilité

d’étudier l’effet de laminine sur l’agrégation des Kir4.1 et de l’AQP4 en

l’absence de facteurs provenant des neurones. On pourrait effectivement

penser que l’agrégation de ces canaux au niveau des cellules gliales requiert

la collaboration de facteurs neuronaux, auquel cas l’absence de ces derniers

se traduirait par une réduction voire même une absence d’agrégation suite à

un traitement avec la laminine.

Nos études préalables sur les cultures mixtes (Guadagno et Moukhles,

accepté au journal GIïa) suggèrent que les mécanismes moléculaires à la

base de l’agrégation des Kir4.1 et AQP4 sont communs puisque (1) la

laminine induit aussi bien l’agrégation des canaux Kir4.1 qu’AQP4 et (2) les

agrégats de Kir4.1 et AQP4 co-localisent tous les deux avec l’a-DG, la

syntrophine et la dystrobrévine. De manière intéressante, dans les cultures

pures d’astrocytes, la laminine induit l’agrégation des canaux AQP4 (voir

figure 1 en appendice) mais pas des canaux Kir4.1, puisque ces derniers ne

semblent pas être exprimés à la membrane plasmique (voir figure 2 en

appendices). Ces données montrent que l’agrégation des Kir4.1 nécessite,

en plus de la laminine, des facteurs neuronaux, lesquels semblent

indispensables à l’expression des Kir4.1 à la membrane plasmique des

astrocytes. Grâce à ces études, nous pouvons déduire que les mécanismes

moléculaires impliqués dans l’agrégation/stabilisation des Kir4.1 sont distincts

de ceux impliqués dans l’agrégation/stabilisation de l’AQP4. lI est cependant
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important de noter que l’axe laminine-DG représentent le point commun entre

ces mécanismes.

Le système de cultures pures d’astrocytes permettra au laboratoire de

mener des études biochimiques plus aisément, car les astrocytes en culture

se divisent et peuvent être passés plusieurs fois, ce qui permettra d’obtenir

des concentrations protéiques adéquates pour effectuer, par exemple, des

co-immunoprécipitations. Grâce à ce système, le laboratoire entreprendra,

dans des travaux futurs, la caractérisation des voies de signalisation cellulaire

impliquées dans le ciblage des Kir4.1 et de l’AQP4.
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Figure 1. La laminine-1 induit la co-agrégation de l’a-DG et de
l’AQP4. A Marquage des astrocytes pour la Guai Fibrilary Acidic
Protein (GFAP). Notez que toutes les cellules dans ce champ
représentatif sont GFAP-positives ce qui témoigne de leur
identité astrocytaire. B-D Distribution de l’a-DG et de FAQP4 en
absence de laminine-1 (-LAM). E-G Distribution de l’Œ-DG et de
l’AQP4 en présence de laminine-1 (+LAM). Échelle: SOjim.
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Figure 2. La laminine-1 induit l’agrégation de l’Œ-DG mais pas des Kir4.1.
A-C Distribution de l’a-DG et des Kir4.1 en l’absence de laminine-1 (-
LAM) et (D-F) en présence de laminine-1 (+LAM). Échelle: 5Ojim.
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Figure 3. La Iaminine-1 induit l’agrégation du 13-DG. En absence de
laminine-1 le p-DG présente en majeure partie une distribution diffuse à
l’exception de rares agrégats (voir les flèches, A) qui co-localisent avec la
laminine endogène (B). En présence de laminine exogène, on note une
forte agrégation du f3-DG (D). De plus, les agrégats de p-DG co-localisent
avec la laminine (E). Échelle: 5Oim.
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Figure 4. La laminine-1 induit l’agrégation de l’a-DG. En absence de
laminine-1, l’Œ-DG présente en majeure partie une distribution diffuse à
l’exception de rares agrégats (voir les flèches, A) qui co-localisent avec la
laminine endogène (B). En présence de laminine exogène, on note une
forte agrégation de l’Œ-DG (D). De plus, les agrégats d’Œ-DG co-localisent
avec la laminine (E). Échelle: 5Oum.
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Figure 5. La Iaminine-1 induit la co-agrégation de la-DG avec l’Œ1-DB.
A-C Distribution de I’Œ-DG et de I’Œ1-DB en absence de laminine-1 (-
LAM). D-F Distribution de lŒ-DG et la1-DB en présence de la Iaminine-1
(+LAM). Échelle: 5Oim.
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Figure 6. La laminine-1 agrège l’Œ-DG mais pas l’intégrine-j31. Marquage
pour l’Œ-DG et l’intégrine-f31 en absence de Iaminine-1 (-LAM; A-C) et en
présence de laminine-1 (+LAM; D-F). Notez que la f31-intégrine présente
une distribution diffuse aussi bien en l’absence qu’en présence de
laminine-1, alors que l’Œ-DG est agrégé en présence de laminine-1.
Échelle: SOjam.
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Figure 7. Modèle des mécanismes moléculaires à la base de l’agrégation
des canaux Kir4.1 et AQP4 dans les astrocytes. Lors de la diffusion
latérale dans la membrane plasmique, la laminine liée à I’u-DG s’auto
polymérise, par l’intermédiaire de ses bras latéraux, résultant en une
agrégation du complexe PAD et des canaux Kir4.1 et AQP4 associés. La
contribution de l’agrine dans l’agrégation de ces canaux reste à
déterminer.
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