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Résumé
L'insuffisance cardiaque (IC) est un processus progressif et inexorable menant au remodelage
pathologique du coeur et a la destruction du parenchyme cardiaque. Indépendamment de
Iétiologie, on observe une diminution d'environ 30% du nombre de cardiomyocytes
ventriculaires au stade terminal de la maladie. Reposant sur les données précliniques
convergentes dans les modeles d'IC, le concept novateur de thérapie cellulaire a suscité
beaucoup d’espoir en cardiologie. Bien que leur role dans I'homéostasie cardiaque soit
controversé, les progéniteurs cardiaques endogénes (eCPCs) qui perdurent au sein du
myocarde adulte posséderaient les caractéristiques optimales en vue de la régénération
myocardique.

Nos données ¢lectrophysiologiques montrent que le courant potassique dépendant du
Ca®" de conductance intermédiaire (Ikca3.1) est dominant et qu'il contribue a la détermination
du potentiel membranaire (Vpmem). L'hyperpolarisation engendrée par l'activation du canal
KCa3.1 (SK4; KCNN4) maintient le gradient électrique et favorise lentrée capacitive de Ca®*
(ECC). D'un point de vue fonctionnel, la potentialisation de la signalisation calcique
intracellulaire induite par KCa3.1 semble cruciale pour la prolifération des eCPCs c-Kit".
Puisque le statut clinique est connu pour avoir des conséquences néfastes sur la
fonctionnalité des cellules souches, nous avons comparé la densité¢ du courant /xc,s3.; dans des
eCPCs c-Kit" provenant de cceurs sains et insuffisants. En accord avec les données
¢lectrophysiologiques, nos résultats démontrent que l'insuffisance cardiaque congestive
(CHF) diminue significativement l'expression de KCa3.1 ainsi que des protéines régulatrices

du cycle cellulaire.



Les cellules souches dérivées d'explants cardiaques (EDCs) représentent un autre
produit cellulaire prometteur pour la thérapie cellulaire en cardiologie. Les EDCs se
composent de sous-populations complémentaires dont la proportion varie en fonction du
statut clinique. Alors que la population CD90™ constitue la fraction active en termes
d'efficacité thérapeutique, il a ét¢ démontré qu'une proportion élevée de cellules CD90"
réduit le potentiel régénératif des EDCs. Afin de faire la lumicre sur les déterminants
ioniques de la thérapie cellulaire cardiaque, les propriétés électrophysiologiques des
populations CD90" et CD90" ont été comparées. Considérant I'importance de KCa3.1 pour la
fonction des eCPCs c-Kit", la présence de canaux potassiques Ca®"-dépendants (KCa) dans
les EDCs a ¢été investiguée. Nous avons identifi¢ 2 types de canaux KCa dans les EDCs
humaines. Le canal KCal.l (BKCa; KCNMAI) est exprimé de fagcon homogene alors que
KCa3.1 est présent exclusivement dans les cellules CD90". D'un point de vue fonctionnel,
lactivité¢ du canal KCa3.1 détermine le Viem €t supporte la prolifération des EDCs. Puisque
ce canal est présent uniquement dans la population cardiogénique, l'expression de KCa3.1
pourrait étre un facteur déterminant de la capacité¢ régénérative des EDCs. Nous avons
investigué cette hypothése et confirmé¢ que la transplantation de cellules génétiquement
modifiées pour exprimer le canal KCa3.1 augmente la régénération cardiaque dans un
modele murin d'IC d'origine ischémique. Pour la premiére fois, nous avons fait la
démonstration que la modulation des propriétés ioniques de cellules souches peut améliorer

leur efficacité thérapeutique.

Mots-clés: canaux ioniques, potentiel membranaire, cellules souches, signalisation calcique,

insuffisance cardiaque, thérapie cellulaire.
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Abstract

Heart failure (HF) is a progressive disease characterized by extensive pathological
remodelling of the heart and myocardial damage. Regardless of the etiology, a decrease of
about 30% in the number of ventricular cardiomyocytes is observed at the terminal stage of
HF. Based on converging preclinical data in HF models, the innovative concept of cell
therapy has generated a great deal of enthusiasm in cardiology. Although the role of cardiac
stem cells in cardiac homeostasis is highly controversial, the multipotent progenitors that
persist within the adult myocardium possess the ideal characteristics for cardiac regeneration,
especially because of their cardiogenic committment. Plasma membrane ion channels are
involved in the fundamental processes of virtually all cells that make up the human body,
including stem cells. A wide range of functional ion channels was identified in ex vivo
proliferated endogenous cardiac progenitor cells (eCPCs), but their function remains poorly
understood.

We have completed the very first characterization of the ionic profile of freshly-
isolated c-Kit" eCPCs. We found that the intermediate conductance Ca**-activated potassium
current (/kca3.1) is the predominant conductance and contributes to the determination of
membrane potential (Vimem). The hyperpolarization generated by the activation of the KCa3.1
channel (SK4; KCNN4) maintains the electrical gradient and promotes store-operated Ca®’-
entry (SOCE) that activates progenitor cell proliferation. Experimental congestive heart
failure (CHF) significantly decreased the expression of KCa3.1 as well as cell cycle
regulatory proteins. Taken together, these findings suggest that alterations in KCa3.1 may

have pathophysiological and therapeutic significance in regenerative medicine.
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In addition to c-Kit" eCPCs, cardiac explants-derived cells (EDCs) represent another
promising cell product for myocardial repair. EDCs are obtained as a heterogeneous mixture
composed of complementary subpopulations. Interestingly, it was found that a high
proportion of CD90" cells reduce the functional benefits of EDCs therapy. Consistent with
this observation, it has recently been shown that the CD90" population constitutes the active
fraction in terms of therapeutic efficacy. In order to gain insight into the ionic determinants
of EDCs function, the electrophysiological properties of the CD90" and CD90™ populations
were studied.

Considering the importance of KCa3.1 in c-Kit" CPCs, we evaluated the presence of
KCa channels in human EDCs. We have identified 2 types of KCa channels in ex vivo
expanded EDCs. While KCal.l (BKCa; KCNMAI) channel was homogeneously expressed
in both subpopulations, KCa3.1 was found exclusively in the CD90" cell fraction. Similar to
our previous observations in freshly isolated c-Kit" eCPCs, KCa3.1 was responsible for the
determination of Vpem under resting conditions and during SOCE. Importantly, we
demonstrated that transplantation of genetically-modified EDCs to over-express KCNN4
potentiates cardiac regeneration in a murine model of ischemic cardiomyopathy. This study
provides the first evidence in the literature that modulating the activity of a single plasma

membrane ion channel can truly improves the therapeutic efficacy of progenitor cells.

Keywords: Calcium-dependent potassium channels, membrane potential, stem cells, heart

failure, cell therapy.
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CHAPITRE 1 — Introduction



1.1 Insuffisance cardiaque: une épidémie silencieuse
L’insuffisance cardiaque (IC) est un probléme de santé publique majeur dans les pays
industrialisés notamment par sa fréquence et ses conséquences en terme de morbidité et de
mortalité [1]. En dépit des nombreux progres réalisés en matiere de prévention et de prise en
charge thérapeutique des maladies cardiovasculaires au cours de 30 dernieres années, les
statistiques indiquent que la prévalence et I'incidence de I'IC sont toujours en croissance a
I'échelle mondiale [1]. Le développement de nouvelles approches thérapeutiques permettant
de réduire la mortalité associée a I'infarctus du myocarde (IM) ainsi que le vieillissement de
la population font grimper les taux d’hospitalisations pour insuffisance cardiaque et le
nombre de personnes a risque de développer la maladie (Figure 1, page 3) [2].

Malgré une progression favorable des pronostiques associ€és a cette condition, la
mortalité demeure excessivement élevée et affecte plus de 60% chez les patients au stade
terminal de la maladie [3]. On estime qu’environ 600 000 Canadiens et Canadiennes vivent
actuellement avec une ICC et que 50 000 nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année,
avec une prédominance chez les personnes agées de plus de 65 ans (10/1000) [4]. Cette
maladie est a l'origine de 22 000 déces par année au Canada, soit 9% du nombre total de
déces par année au pays [4]. L'IC représente un lourd fardeau socio-économique, engendrant

des couts directs de plus de 2,8 milliards de dollars par année au systéme de santé Canadien

[5]

1.1.1 Etiologie et physiopathologie de I’'IC
L’IC se définit par un dysfonctionnement du muscle cardiaque entrainant une incapacité du
ceeur a remplir sa fonction de pompe et donc d’assurer le débit sanguin nécessaire aux

besoins métaboliques et fonctionnels de l'organisme [6]. La maladie coronarienne, ¢galement



connue sous le nom de cardiopathie ischémique, est la maladie cardiaque la plus courante et

représente plus de la moitié des cas d’IC dans la population générale de moins de 75 ans [7].
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Figure 1. Epidémie d'insuffisance cardiaque conséquemme nt aux progrés dans les

soins coronariens aigus.
Impact de la revascularisation aigu€ sur la mortalité associée a I’ infarctus du myocarde (tracé
rouge) et 'augmentation concomitante des hospitalisations pour insuffisance cardiaque (tracé
bleu). Les marqueurs verticaux informent sur 1’instauration d’approches thérapeutiques pour
la prise en charge de I’infarctus du myocarde (IDM). CABG; pontage coronarien, PTCA;
angioplastie coronaire transluminale percutanée, tPA; activateurs du plasminogene tissulaire,
BMS; endoprothése artérielle, DES; endoprothése artérielle a élution médicamenteuse. Tracé

pointillé: intervention coronarienne percutanée (PCI). Adaptée de: Terzic ef al., 2016 [2].

Les conséquences cellulaires de lischémie débutent seulement quelques secondes

suivant I'hypoxie. L’anoxie entraine la mort et donc la perte irréversible des cardiomyocytes



responsables de la contractilit¢ du myocarde. La zone cardiaque nécrosée est subséquemment
remplacée par un tissu cicatriciel fibreux et akinétique. Cette perte de fonction se répercute
sur la structure et la géométrie globale du myocarde qui subit un remodelage en réponse aux
activités anormales des systémes neurohormonaux et inflammatoires.

Initialement, le remodelage est compensatoire et bénéfique mais devient
progressivement délétére menant a la dilatation du muscle cardiaque et a une désorganisation
des interactions entre les cardiomyocytes survivants [8]. La conséquence ultime du
remodelage ventriculaire est la perte de compliance et la diminution de la contractilité des
fibres musculaires suivie d’une phase de réduction absolue du nombre des cellules [9]. Dans
les cceurs explantés de patients au stade terminal de I'IC, il a ét¢ démontré une diminution de
30 % du nombre de cardiomyocytes ventriculaires [10,11]. La perte myocytaire entraine un
déséquilibre entre I’épaisseur de la paroi ventriculaire et le volume de la chambre, ce qui
contribue a une augmentation soutenue du stress pariétal, aggrave la dilatation du ventricule

gauche et peut entrainer une perte additionnelle de myocytes [12].

1.1.2 Stratégies thérapeutiques actuelles

Le traitement de l'insuffisance cardiaque a pour but de réduire les symptomes et améliorer le
pronostique. La taille de l'infarctus et la formation de la cicatrice sont les principaux facteurs
qui affectent la gravit¢ du remodelage ventriculaire et la progression de l'insuffisance
cardiaque vers le stade terminal. Les thérapies de reperfusion et autres mesures
pharmacologiques visant a réduire lampleur de la nécrose myocardique peuvent limiter la
dilatation des ventricules, retarder le remodelage pathologique et conséquemment réduire la

mortalité.



Actuellement, le traitement de la majorit¢é des patients souffrant d'IC est
essentiellement pharmacologique [13,14]. Les développements de la pharmacologie ont
prodigieusement amélioré le pronostic des patients souffrant d’IC (Figure 1). Quatre classes
thérapeutiques ont démontré¢ leur efficacit¢ dans la prise en charge de I'IC soient les
inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de I’angiotensine (enalapril), les inhibiteurs du
récepteur a I'aldostérone (losartan), les antagonistes du récepteur a I'aldostérone
(spronolactone) et les béta-bloquants (carvedilol, metoprolol, bisoprolol) [15]. La
combinaison de ces différents traitements pharmacologiques vise a lutter contre 1’activation
neurohormonale chronique et ainsi limiter le remodelage pathologique responsable de
I’évolution de la maladie. En plus du traitement de fond de I’IC, des diurétiques sont prescrits
afin de limiter ’apparition d’cedémes. Les thérapies bloquant I’activation des systeémes
neurohormonaux sont les seules a inhiber le remodelage et améliorer la survie des patients
souffrant d’IC [13].

Toutefois, aucun traitement actuel ne prend en charge le probléme a la base de I'IC
soit la destruction du parenchyme cardiaque. La transplantation cardiaque reste donc le
traitement le plus efficace des formes les plus avancées d’IC. Toutefois, cette approche reste
limitée par le faible nombre de greffons disponibles, par les nombreux risques de
complications et par le statut clinique du patient [16,17]. Le développement de pompes
implantables ainsi que de coeurs partiellement ou totalement artificiels pourrait alors s’avérer
pertinent, mais plusieurs limitations techniques compliquent leur utilisation a long terme en
clinique (durée limitée de la batterie, complications infecticuses et/ou hématologiques, etc.)
[18,19]. Pour toutes ces raisons, il est impératif de développer de nouveaux outils de

traitement afin de compenser la perte cellulaire responsable de I’'IC.



1.2 La thérapie cellulaire régénérative en cardiologie
Plusieurs approches alternatives thérapeutiques innovantes sont présentement sous
investigation dans le but d'accroitre I'espérance et la qualité de vie des patients ayant épuisés
les ressources médicales actuellement disponibles. Reposant sur les succeés cliniques en
hématologie et les données précliniques convergentes dans les modeles d’IC d’origine
ischémique, le concept novateur de thérapie cellulaire a suscit¢ beaucoup d’espoir en
cardiologie depuis le début du XXI° siécle [20].

Ainsi, un protocole de thérapie cellulaire optimal permettrait de remplacer le tissu
cicatriciel par du tissu contractile, de maniére a ralentir voire renverser la progression du
remodelage pathologique du cceur (Figure 2, page 7). Plusieurs laboratoires indépendands ont
donc développé des approches permettant d’isoler, de cultiver et d’amplifier in vitro des
cellules souches provenant de différentes origines avant de les transplanter dans la zone
ischémique dans I’espoir de reformer du tissu fonctionnel et restaurer la fonction cardiaque
[20].

Considérant le nombre élevé de patients qui pourraient éventuellement bénéficier de
cette technologie, la thérapie cellulaire représente un énorme potentiel financier pour
plusieurs secteurs d'activité dont la production ainsi que la commercialisation des cellules et
de leurs produits dérivés (exosomes, ARNm, etc.). Le marché mondial des cellules souches
adultes est mené par les Etats-Unis, avec une part estimée a $21,6 milliards en 2013 et un
montant de $57,34 milliards prévu pour l'année 2018 [21]. Le développement des cellules
souches adultes en tant que produit thérapeutique pour traiter I'IC a conduit a la mise sur pied
de plusieurs entreprises dont les activités de recherche sont financé par les secteurs privés et

publics [21].
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Figure 2. Conceptualisation de la thé rapie cellulaire cardiaque.
Suite 2 un dommage myocardique, des cellules souches de différentes sources sont
administrées a proximité de la zone 1ésée (injection intra-myocardique ou intra-coronaire). La
thérapie cellulaire pourrait permettre de limiter ou méme renverser le remodelage
pathologique et activer les mécanismes de régénération endogenes. Adaptée de: Kim et al.,

2009 [22] et Kulandavelu et al., 2016 [23].

1.2.1 Caractéristiques et origines des cellules souches

Les cellules souches sont distinctes des autres cellules qui composent lorganisme. Ce sont
des cellules non différenciées et normales d'un point de vue karyotypique caractérisées par
deux propri¢tés fonctionnelles spécifiques, soient lauto-renouvellement et la plasticité
cellulaire [24]. L auto-renouvellement refléte la capacité des cellules souches a se diviser
pendant de trés longues périodes tout en conservant leur phénotype alors que la plasticité fait
référence a leur pouvoir de différenciation en cellules matures, spécialisées et fonctionnelles

constituant le tissu hote [25]. La division des cellules souches se fait de fagon symétrique ou



asymétrique [24]. Lors du processus de division cellulaire symétrique, deux cellules souches
identiques sont produites assurant ainsi l'auto-renouvellement. La division cellulaire
asymétrique aboutit quant a elle a la génération de deux cellules aux caractéristiques
différentes, soit une cellule souche et une cellule progénitrice. Contrairement aux cellules
souches, les cellules progénitrices sont engagées vers un type cellulaire spécifique et
possedent une capacité de division limitée. Les propriétés fondamentales énumérées
précédemment permettent aux cellules souches de maintenir une réserve stable et permanente
de cellules rapidement mobilisables en cas d’atteinte tissulaire et possédant la capacité
d'acquérir les caractéristiques de différentes lignées cellulaires suivant I’environnement dans
lequel elles se trouvent [26]. Considérant leur capacité régénérative, les cellules souches
offrent de nouvelles opportunités thérapeutiques afin de traiter les maladies chroniques [27].
Les cellules souches peuvent provenir de ’embryon (cellules souches embryonnaires), du
feetus (cellules souches foetales) ou de l'organisme adulte (cellules souches adultes ou
tissulaires). Dépendamment de leur origine, le potentiel de différenciation des cellules
souches est variable. De plus, chaque type de cellules souches posséde ses propres avantages,
limitations et aspects pratiques pour la translation de la thérapie cellulaire en clinique.

Les cellules souches embryonnaires (ESCs, embryonic stem cells) sont des cellules
pluripotentes issues de la masse cellulaire interne d’un embryon préimplantatoire au stade de
blastocyste [28]. Un embryon humain atteint le stade de blastocyste 4 a 5 jours aprés la
fécondation et consiste en un amas d'environ 50 a 150 cellules. Les cellules souches
embryonnaires peuvent proliférer indéfiniment tout en conservant leur pluripotence et sont
capables de donner naissance aux trois feuillets embryonnaires (endoderme, mé¢soderme et

ectoderme) qui sont a lorigine de tous les tissus humains adultes [28,29]. Leur capacité a



générer Iensemble des cellules du corps en fait un outil cl¢ notamment pour la thérapie
régénérative et l'ingénierie tissulaire.

Les cellules souches adultes sont des cellules multipotentes présentes au sein des
tissus adultes différenciées et matures. De telles cellules ont été isolées a partir de la cornée
[30], de la rétine [31], du foie [32], du pancréas [33], de la pulpe dentaire [34], du rein [35],
du tissu adipeux [36,37], du cordon ombilical [38—40] et du cceur [41-43]. La restauration
fonctionnelle de chaque type cellulaire permettant de préserver I'intégrit¢ physiologique d’un
tissu adulte est assurée par les cellules souches tissulaires et leurs descendantes, les cellules

progénitrices.

1.2.2 Candidats pour la thérapie cellulaire cardiaque
Malgré leur importante plasticité¢ cellulaire, I'utilisation des ESCs ou pluripotentes induites
(1PSCs, induced-pluripotent stem cells) est délicate d’un point de vue €thique mais aussi en
raison de leur pouvoir tumorigéne et immunogene [44—46]. C’est principalement pour cette
raison que les études précliniques et cliniques utilisant la greffe de cellules souches adultes
sont de plus en plus fréquentes. Méme si leur capacité de différenciation est plus restreinte en
comparaison aux cellules pluripotentes [47], les cellules souches adultes présentent de
nombreux avantages. L'attrait pour ces cellules provient essentiellement de leur accessibilité
et de leur capacité a régénérer de nombreux tissus. De plus, elles peuvent provenir du patient
lui-méme évitant ainsi les rejets d’ordre immunologique (greffe autologue) et leur utilisation
génére beaucoup moins de problemes éthiques que les ESCs et iPSCs.

Théoriquement, plusieurs types de cellules souches provenant de différentes origines
peuvent étre utilisés pour la régénération cardiaque [48—52]. Toutefois, la pertinence clinique

de certaines populations cellulaires est limitée par le manque de caractérisation



phénotypique, des difficultés d'isolation, d’expansion et une faible intégration au sein du
tissu cardiaque 1€sé [53]. Le potentiel régénératif d’un large éventail de types cellulaires est
en cours d’évaluation (Figure 3, page 11). Les myoblastes squelettiques (SMs, skeletal
myoblasts), les cellules mononucléées dérivées de la moelle osseuse (BMMNCs, bone
marrow-derived mononucleated cells), les cellules souches hématopoiétiques (HSCs,
hematopoietic stem cells), les progéniteurs endothéliaux (EPCs, endothelial progenitor cells)
et les cellules souches mésenchymateuses (MSCs, mesenchymal stem cells) ont été les
premiers types cellulaire investigués pour la thérapie cellulaire en cardiologie [54]. Malgré
des ¢études précliniques prometteuses, les approches de premiére génération ont produits des
bénéfices cliniques modestes et hétérogenes dans les premiers essais cliniques [55,56]. Les
variations entre les essais peuvent entre autres Etre attribuées aux différences dans Ia
conception des différentes études (e.g. préparation des cellules, voie d’administration, dose,
méthodes de suivi, etc.) [20]. Des méta-analyses ont examiné lefficacité de la thérapie
cellulaire (principalement de premiére génération) et en sont venues a des conclusions
divergentes [57-59]. Méme si les essais cliniques de premicre génération ont généré des
résultats incohérents, les progres réalisés sur le terrain ont permis de suggérer I'utilisation de
cellules présentant un phénotype plus pres de I’organe cible.

Les thérapies de seconde génération ont démontré des résultats encourageants et
comprennent les MSCs cardiopoiétiques (cpMSCs), les cellules souches cardiaques (eCSCs,
endogenous cardiac stem cells) et progéniteurs endogenes (eCPCs, endogenous cardiac
progenitor cells), les cellules dérivées de cardiosphéres (CDCs, cardiosphere-derived cells)
ainsi que les iPSCs [54]. Puisque les types cellulaires de seconde génération présentent aussi

certaines lacunes, les futures générations de thérapies cellulaires en cardiologie reposeront
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probablement sur 1’optimisation fonctionnelle des cellules (e.g. feuillets tissulaire,

biomatériaux, conditionnement ex vivo).
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Figure 3. Evolution des thérapies régénératives en cardiologie.
Les types cellulaires de premicre génération ont démontré leur faisabilité et leur innocuité
avec, cependant, des résultats hétérogeénes et une efficacité clinique limitée. Les thérapies
cellulaires de deuxieme génération proposent ['utilisation de cellules présentant un
phénotype plus prés de I'organe cible. Les futures générations de thérapie cellulaire misent

sur Poptimisation fonctionnelle des cellules ex vivo. Adaptée de: Cambria et al., 2017 [54].

1.2.3 Régénération du parenchyme cardiaque adulte

Traditionnellement, le coeur humain était considéré comme étant un organe post- mitotique
incapable de régénération spontanée. Ce dogme a ¢été remis en question avec la

démonstration formelle du renouvellement des cellules cardiaques au cours de la vie adulte.
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Pour ce faire, les chercheurs ont déterminé lage des cardiomyocytes de facon
rétrospective en utilisant la datation archéologique par le carbone-14. Puisque la radioactivité
du carbone-14 ('*C) décroit de facon constante au fil du temps, les scientifiques ont
déterminé son temps de demi-vie (ie. période radioactive) et utilisent cet isotope comme
chronomeétre pour estimer ’age de différents échantillons. Les chercheurs ont donc daté les
cellules cardiaques en se rapportant aux explosions nucléaires menées entre 1955 et 1963
pendant la guerre froide, donnant des renseignements sur le taux de renouvellement des
cardiomyocytes de patients ayant vécus pendant cette période. En 2009, Bergmann et al. ont
publié une étude charniére qui suggere que prés de 50% des cardiomyocytes sont renouvelés
au cours de la vie d'un individu. Ils ont établi que le renouvellement des cardiomyocytes
serait de 1% par an a I’age de 25 ans et de 0,45% par an vers 75 ans [60]. Une autre étude a
plutot estimé le taux de renouvellement des cardiomyocytes a 22% par année chez l'adulte
[61].

Malgré la controverse entourant lampleur du renouvellement du parenchyme
cardiaque, ces observations démontrent clairement que de nouveaux cardiomyocytes sont
formés chaque année. De plus, la détection de protéines impliquées dans la régulation du
cycle cellulaire (CDC6, Ki67, MCMS, phospho-H3 et la kinase Aurora B) au sein du noyau
de cardiomyocytes adultes a permis de confirmé leur potentiel prolifératif [62—64]. Toutefois,
ces ¢études ne permettent pas de déterminer l’origine des cardiomyocytes nouvellement
formés. Ces observations intriguantes ont donc motivé I'indentification de la source de ces
nouveaux myocytes, soit une population cellulaire capable de proliférer et de se différencier

en cellules cardiaques matures.
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1.2.4 Découverte de cellules souches cardiaques chez ’adulte

Il y a un peu plus d'une dizaine d'années, plusieurs laboratoires ont démontré que le cceur
adulte posséde un réservoir de cellules souches multipotentes. Quoiqu’il en soit, le fait qu'un
nombre considérable de patients développent progressivement une IC suite a un infarctus du
myocarde démontre que la régénération cardiaque endogéne est négligeable chez l'adulte.
Cependant, la découverte de cellules souches cardiaques chez ’adulte a permis de proposer
de nouveaux types cellulaires potentiels pour la thérapie cellulaire. Considérant le faible
potentiel thérapeutique et cardiogénique des types cellulaires de premiere génération, la
découverte de cellules souches multipotentes au sein du cceur adulte a suscité beaucoup
d'enthousiasme dans le domaine de la médecine régénérative.

Les connaissances acquises dans le domaine des cellules souches hématopoiétiques
ont servi de bases pour la quéte de cellules exprimant le récepteur tyrosine kinase c-Kit™ au
sein du myocarde, dans I'espoir d'identifier une population cellulaire capable de renouveler le
parenchyme cardiaque. Plusieurs populations de cellules souches cardiaques semblent
co-exister dans le ceeur adulte (MDR1/ABCG2", Sca-17, Islet-1" et c-Kit") [41,65-67], mais
les cellules c-Kit" ont été les plus étudiées et les mieux caractérisées au cours des derniéres
années. En 2003, Beltrami et. al. ont démontré leur présence au sein de microenvironnements
(niches) hypoxiques du coeur adulte [41]. Les cellules c-Kit" se localisent préférentiellement
dans des régions du cceur ou le stress mécanique est faible telles que les appendices
auriculaires, la base et l'apex ventriculaire [68]. Depuis leur découverte, les cellules
cardiaques c-Kit" ont été identifiées dans plusieurs modéles animaux et spécimen humains
[41,43,69-74]. Ferreira-Martins et al. ont démontré que cette population cellulaire contribue

significativement au développement cardiaque chez la souris [75]. Les cellules cardiaques
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c-Kit" possédent les caractéristiques fondamentales des cellules souches (clonogénicité,
multipotence et auto-renouvellement) et plusieurs évidences suggerent qu'elles ont le
potentiel de générer chacun des principaux types cellulaires cardiaques: cellules
endothéliales, cellules musculaires lisses et cardiomyocytes [41,76]. Ils ont aussi montré que
ces cellules sont capables de divisions asymmétriques au cours du développement et que
Iexpression du récepteur c-Kit ainsi que leur capacité de réplication diminuent graduellement
pendant la différenciation. Chez I'adulte, ces cellules sont peu nombreuses (~1 cellule c-Kit"
pour 10 000 cardiomyocytes) et négatives pour les marqueurs de lignées cellulaires
hématopoiétiques (Lin": CD34, CD45, CD20, CD45RO et CDS) [41].

Certains groupes ont rapporté que plus de 10% des cellules souches cardiaques c-Kit"
expriment les factreurs de transcription cardiaques précoces NKX2.5, GATA4 et MEF2 tandis
que plus de 0,5% des cellules expriment des protéines sarcomériques. Ces variations
phénotypiques démontrent I'hétérogénéité de cette population et suggerent que les cellules c-
Kit" existent a différents stades de maturation dans le cceur adulte. De plus, basé sur
’expression du récepteur KDR (kinase domain receptor), les cellules c-Kit" peuvent étre
subdivisées en populations distinctes présentant soit un engagement préférentiellement
myogénique (c-Kit’/KDR') ou vasculaire (c-Kit /KDR") [77]. Les cellules c-Kit"
myogénique sont confinées dans l'espace interstitiel entre les cardiomyocytes et pourraient
potentiellement participer au renouvellement du parenchyme cardiaque. Les cellules c-Kit™
présentant un phénotype vasculaire se trouvent quant a elles dans la région péri-vasculaire
des vaisseaux coronaires et possedent un faible potentiel cardiogénique. Des études montrent
que les cellules c-Kit" sont mobilisées au niveau de la lésion ischémique, proliférent et se

différencient en cardiomyocytes. Selon certaines évidences, il semblerait que le gradient
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hypoxique joue un réle important dans cette réponse physiologique [78]. Bien que la
présence de cellules c-Kit" dans le cceur adulte semble indiscutable, leur role dans
I'homéostasie cardiaque et leur contribution a la formation de nouveaux cardiomyocytes
demeurent des sujets hautement controversés dans le domaine de la médecine régénérative.
Des résultats contradictoires ont ét¢ obtenus en ce qui concerne le potentiel
cardiomyogénique des eCPCs c-Kit" (Tableau I, page 16). Les rapports initiaux démontrant
une différenciation significative en cardiomyocytes in situ [41,75,79] ont eu peine a Etre
reproduits par des laboratoires indépendants [80—82]. Sultana et al. ont quant & eux démontré
que le récepteur c-Kit identifie principalement une population de cellules endothéliales
cardiaques matures, supportant le faible potentiel cardiogénique des eCPCs c-Kit" rapporté
par certains groupes [83]. Toutefois, des évidences portent a croire que le potentiel
régénératif des eCPCs c-Kit" pourrait étre compromis par certaines pathologies cardiaques.
En effet, Hamid ef al. ont observé que le TNF-a (tumor necrosis factor-a), une cytokine pro-
inflammatoire sécrétée en réponse a un dommage myocardique, inhibe la différenciation des
eCPCs en cardiomyocytes et favorise le remodelage pathologique [84]. Récemment, Gude et
al. ont noté que la fonction du récepteur c-Kit au sein du myocarde est beaucoup plus
complexe et variée que ce qui avait ét¢ initialement documenté [85]. Leur étude a entre autres
démontré qu’une sous-population de cardiomyocytes exprime la protéine c-Kit dans le cceur
adulte en condition physiologique. L’expression hétérogéne et dynamique du récepteur c-Kit
dans le myocarde postnatal facilite la conciliation d'observations apparemment disparates et

résout plusieurs aspects concernant le role controversé de ce récepteur en biologie cardiaque.
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Tableau I. Sommaire du débat entourant la pertinence clinique des eCPCs c-Kit".

Position Résultats des recherches Espéce(s)  Référence(s)
Défavorable Les cellules c-Kit" ne sont pas des cellules souches Souris Balsamet al., 2004
cardiaques et ne participent ni au développement, a Zarubaetal., 2010
I’homéostasie ou a la régénération cardiaque. Sultanaetal., 2015
[82,83,85]
La formation de tissu cardiaque en réponse au transfert Souris Murry etal., 2004
exogene de cellules c-Kit" est modeste voire inexistant. [86]
La population cellulaire c-Kit" ne contribue pas a la Humain Chengetal., 2014
régénération cardiaque médiée par la transplantation de [87]
cellules dérivées de cardiosphéres.
Favorable Les cellules c-Kit" sont présentes dans le cceur adulte et Souris Beltrami et al., 2003
participent au développement, a 1’homéostasic et a la Tallini et al., 2009
régénération cardiaque. Ellison Et al., 2013
Anversaetal., 2013
Nadal-Ginard etal., 2014
Hatzistergos etal., 2015
[41,73,88-91]
La transplantation autologue de cellules c-Kit" améliore Humain, Quevedo etal., 2009
la fonction cardiaque chez ’humain et dans les modeles Porc Schuleri et al., 2009
d’insuffisance cardiaque expérimentale. Bollietal., 2011
Chughet al., 2012
McCallet al., 2012
[92-96]
La tragabilité génique supporte le role des cellules c-Kit* Souris van Berlo et al., 2014
dans le développement et la régénération cardiaque. Hatzistergos etal., 2015
[81,91]
Le récepteur c-Kit est exprimé dans les cardiomyocytes Souris Lietal., 2008
néonataux en phase de différenciation terminale Nagqvietal., 2009
[97,98]
Neutre Les études de tragabilitt génique suggérent que les Souris Hsiehetal., 2007
cellules c-Kit" pourraient contribuer a la cardiogenése [99]
observée aprés une Iésion.
Les cellules cardiaques endogénes c-Kit* participent a la Souris Jesty etal., 2012
régénération myocardique seulement au stade néonatal. [100]
Les cardiomyocytes sains, endommagés et dédifférenciés Souris Tallini etal., 2009

peuvent potentiellement exprimer la protéine c-Kit.

Zhangetal., 2010
Kubinetal., 2011
Liuetal., 2016
[89,101-103]

Données tirées de: Gude ef al., 2017 [105].
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1.2.5 Application clinique des cellules souches cardiaques

Les cellules souches qui perdurent au sein du myocarde adulte présenteraient les meilleures
caractéristiques pour la thérapie cardiaque [106]. La découverte de cellules souches
cardiaques résidentes a donc motivé plusieurs groupes a développer des méthodes
d'isolement et de culture pour lapplication des eCSCs en clinique. Les tentatives initiales
reposaient sur la sélection antigénique de cellules immédiatement apres avoir procédé a la
dissociation enzymatique compléte du tissu cardiaque. Suivant cette approche, Beltrami et al.
ont été¢ les premiers a purifier et amplifier des eCSCs ex vivo [41].

Bien que cette premicre tentative ait permis de faire la preuve du concept, cette
procédure ne peut étre transposée dans un contexte clinique enraison de la collecte limitée de
biopsies cardiaques lors de chirurgies. Afin de surmonter cet obstacle, Messina et al. ont
développé un procédé permettant d'isoler et d'amplifier des cellules souches cardiaques
adultes a partir d'explants tissulaires (Figure 4, page 18) [107]. Leur méthode consiste
essentiellement a découper, puis digérer partiellement (cocktail enzymatique) le tissu
cardiaque avant la mise en culture. Aprés quelques jours seulement, des cellules migrent
spontanément hors des explants tissulaires et colonisent le substrat de culture. Le mécanisme
exact impliqué dans la migration des cellules hors des explants demeure inconnu mais
impliquerait la voie de signalisation Notch-1 et le processus de transition épithélio-

mésenchymateuse [108].

1.2.5.1 Produit primaire dérivé d’explants

Malgré lenthousiasme entourant le potentiel régénératif des cellules c-Kit"™ et CDCs,
lobtention de ces produits cellulaires nécessite une expertise technique en plus d'une

exposition prolongée aux conditions artificielles de culture. Ces contraintes se traduisent
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essentiellement par des cotts ainsi que des délais considérables associé¢s a la production de
eCSCs pour usages cliniques. Pour ces raisons, le potentiel thérapeutique du produit primaire
dérivé d'explants (EDCs, explant-derived cells) a ét¢ investigué. Les EDCs représentent le
produit primaire obtenu a partir de biopsies myocardiques et se composent de sous-
populations complémentaires exprimant des marqueurs associés aux cellules souches (c-Kit,
ABCG2, SSEA-1), endothéliales (CD31, CD34) et mésenchymateuses (CD90, CDI105)
[109]. Les cellules c-Kit" représentent 5-10% de la population totale, alors que la proportion

de cellules CD90" en constitue 30-40% [109].

Jour3 Jour7 Jour10
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cardlaque

Récolte de I'excroissance cellulaire par digestion enzymatique (4x)
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en cardiosphére Expansion en
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cardiosphéres (CDCs)

N

monocouche (2D)
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Sélection antigénique CSCs/CPCs c-Kit* CSCs/CPCs c-Kit*
monocouche (2D)

Figure 4. Isolement de cellules souches a partir de biopsies cardiaques.
Avant la mise en culture, les biopsies cardiaques sont finement découpées puis partiellement
digérées. Aprés quelques jours, des cellules migrent spontanément hors des explants
tissulaires et colonisent le substrat de culture. L’excroissance cellulaire est ensuite récoltée et
peut étre utilisée directement (EDCs, explant-derived cells), enrichie en cardiosphéres

(CDCs, cardiosphere-derived cells) avant amplification en monocouche, ou sélectionnées

antigéniquement (e.g. CSCs/CPCs c-Kit"). Adaptée de: Mayfield et al., 2014 [110].
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Le potentiel angiogénique et cardiogénique des EDCs ainsi que leur capacité
régénérative a été démontré dans plusieurs études précliniques au cours des dernieres années
[109,111-114]. Certaines ¢tudes ont comparé directement l'efficacité¢ thérapeutique des
différentes populations de eCSCs. Ces études précliniques ont démontré que la performance
régénérative des EDCs est comparable aux CDCs alors que les bénéfices fonctionnels
produits par les eCSCs c-Kit" sont nettement moindre [106,109]. Ces résultats démontrent
que la formation de cardiospheres ou la sélection antigénique d'une population spécifique ne
permet pas de générer un produit cellulaire avec un potentiel régénératif supérieur comparé
au produit primaire dérivé d'explants. Dans un contexte clinique, les EDCs présentent de
nombreux avantages en comparaison aux autres populations de eCSCs rapportées
précédemment. L'utilisation du produit primaire dérivé d'explants permet entre autres de
simplifier le processus d'isolement sans altérer les interactions cellulaires entre les différentes
sous-populations, de diminuer les délais de culture afin de minimiser les risques de
transformations cellulaires malignes et ultimement de réduire les colts associés a la
production des cellules [110]. L'application des EDCs en clinique représente donc un moyen
simplifi¢ et efficace de générer un produit cellulaire autologue pour la régénération

cardiaque.

1.2.5.2 Cellules dérivées de cardiospheres

Apres avoir été collectées, les EDCs peuvent étre cultivées en suspension afin de promouvoir
la formation d'agrégats cellulaires sphériques appelés cardiospheres (CSp), un processus
initi¢ par une interaction hydrophobique entre les cellules et le support de culture [107]. Des
études récentes ont démontré que la voie de signalisation ERK/Spl joue un rdle dans la

croissance des sphéres par la stimulation de la production du facteur de croissance de
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lendothélium vasculare (VEGF) [115]. La génération de CSp récapitule le
microenvironnement cardiaque et favorise l'enrichissement de progéniteurs cardiaques au
sein de la population, potentiellement via I'activation du récepteur c-Kit [116,117]. Enraison
leur taille (20-150 um), le risque thrombotique suite & l'infusion intracoronaire de CSp s'est
avéré étre une préoccupation clinique importante. Afin de remédier a cette limitation, il a été
démontré que les CSp peuvent étre remises en conditions adhérentes de culture afin de
reformer une monocouche cellulaire (cardiosphere-derived cells; CDCs) [118]. L'origine des
CDCs a longtemps été questionnée. Certains ont d’abord suggéré que ces cellules auraient
migré vers le ceeur a partir d'une source extra-cardiaque avant la collecte tissulaire. Toutefois,
cette hypotheése a ¢té réfutée par les résultats d'une étude ayant tirée avantage de patients
greffés. Dans ce travail, les courtes répétitions en tandem dans ’ADN des CDCs étaient
identiques au coeur des donneurs, mais pas au receveur [119,120]. De plus, l'analyse des
cellules provenant de paires de donneurs-receveurs de sexe opposé (i.e. receveur male , XY;
donneuse femelle, XX) ont démontré que les CDCs étaient uniformément de karyotype XX
tandis que les cellules circulantes périphériques étaient XY [119,120]. Ces expériences ont
donc permis de confirmer que les EDCs possédent une origine cardiaque intrinseque.
Plusieurs ¢études précliniques ont démontré la capacit¢ et lefficacit¢ des CDCs a
améliorer la fonction cardiaque suite a un infarctus du myocarde [118,121-123]. La
contribution thérapeutique relative des sous-populations cellulaires issues de cardiospheres a
été récemment investiguée et les résultats suggerent que les cellules CD90" sont responsable
des bénéfices apres transplantation [88,124]. En accord avec ces observations, les analyses
phénotypiques et transcriptomiques réalisées par Gago-Lopez et al ont montré que le

marqueur CD90 discrimine des populations avec un potentiel de différenciation
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cardiogénique divergent [125]. Alors que la population CD90" présente un phénotype
myofibroblastique (périostin®), les cellules CD90™ expriment certains facteurs de transcription
cardiaques (ISL-1 et NKX2.5) et ont un potentiel cardiogénique supérieur.

Ces résultats encourageants ont mené a la mise sur pied de I'essai clinique randomisé
CADUCEUS (CArdiosphere-Derived aUtologous stem CElls to reverse ventricUlar
dySfunction) [126,127]. Cette étude prospective de phase 1 a permis de démontrer I’ innocuité
et le potentiel thérapeutique d'une infusion intracoronaire autologue de cellules souches
cardiaques chez des patients présentant une dysfonction ventriculaire gauche d'origine
ischémique. Des examens d'imagerie par résonance magnétique (IRM) réalisés 6 mois
suivant la procédure ont révélé une réduction de la masse cicatricielle, une augmentation de
la masse de tissu viable, un épaississement de la paroi ventriculaire ainsi qu'une amélioration
de la contractilit¢ ségmentaire locale chez les patients traités [127]. Plusieurs autres essais

cliniques ont aussi confirmé I’innocuité et le potentiel régénératif des CDCs en thérapie

cellulaire cardiaque (ALC ADIA, ALLSTAR, DYNAMIC, TICAP) [128].

1.2.5.3 Sélection antigénique des cellules

Contrairement a la stratégie qui mise sur leffet synergique des différentes populations
complémentaires de cellules dérivées d'explants, certains groupes ont préféré opter pour une
population cellulaire spécifique, notamment les cellules c-Kit" [43]. Cette population peut
étre isolée et purifiée par sélection antigénique a partir des EDCs ou CDCs. Puisque les
cellules c-Kit" représentent 5-10% de la totalité du produit primaire dérivé d'explants, elles
doivent subir plusieurs étapes d'amplifications afin d'en obtenir des quantités suffisantes pour
la thérapie cellulaire. Plusieurs études animales ont démontré la capacité des cellules c-Kit"

transplantées a améliorer la fonction cardiaque [41,43,129,130]. Malgré un manque de
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connaissances apparent entourant la biologie de ces cellules et sur les mécanismes
régénératifs responsables des bénéfices observés dans les différents modeles animaux, les
cellules souches c-Kit™ ont rapidement été transposé en clinique. En 2009, Bolli et al. ont
initi¢ I'étude randomisée SCIPIO (Stem Cell Infusion in Patients with Ischemic
cardiOmyopathy). La phase 1 de I’essai clinique SCIPIO est la premicre étude qui visait a
évaluer I’efficacité des eCSCs c-Kit" pour le traitement de la cardiomyopathie ischémique
[95]. Cet essai a permis demontrer que l'injection de cellules souches cardiaques c-Kit'/Lin
améliore la fraction d'éjection ventriculaire gauche aprés 12 mois chez des patients
présentant une IC d'origine ischémique. L'impact positif de la thérapie sur la fonction
cardiaque globale a été¢ associ¢ a une amélioration de la classe fonctionnelle de la NYHA

(New York Heart Association) et une meilleure qualité de vie des sujets traités.

1.2.6 Mécanismes régénératifs des cellules injectées

Malgré lamélioration fonctionnelle observée apres la transplantation de cellules souches, les
mécanismes régénératifs des cellules souches demeurent peu connus. Les travaux initiaux ont
montré que ces cellules étaient capables de se différencier en cardiomyocytes fonctionnels in
vivo, mais le niveau de cardiogenése enregistré suite a I'injection de cellules est largement
insuffisant pour expliquer lamélioration de la fonction cardiaque rapportée dans les
différentes ¢tudes. De plus, la mort massive des cellules dans les jours suivant l'injection est
un phénomene bien documenté pour plusieurs types cellulaires dont les eCSCs. Les cellules
transplantées sont soumises a un environnement ischémique et inflammatoire de sorte qu’une
trés faible quantité de cellules persiste (< 10% aprés 24 heures) et survivent (< 5% apres 3
semaines) dans le myocarde [131,132]. Ces observations ont permis de découvrir des

mécanismes d’action inattendus qui ont bouleversé les concepts de base de la thérapie
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cellulaire. Le fait que des bénéfices soient notés en dépit de la faible rétention du produit
transplanté suggere que la persistance a long terme des cellules dans le myocarde n’est pas
essentielle a leur action sur la protection et la préservation de la fonction cardiaque. En effet,
les bienfaits observés seraient essentiellement assurés par des mécanismes de réparation
indirecte, médiés par l'action de facteurs paracrines sécrétés par les cellules transplantées
[133,134]. Plusieurs études ont montré que les cellules souches sécreétent un large éventail de
protéines dont certaines cytokines, chimiokines ainsi que de nombreux facteurs de croissance
(Tableau II, page 24) [135]. Ces protéines produisent des effets pléiotropiques sur le tissu
1ésé et amplifient les processus de réparation endogenes.

Des évidences suggerent aussi que les exosomes, microvésicules produites par les
cellules souches, sont les principaux responsable des bénéfices observés en thérapie cellulaire
[136,137]. Ces microparticules transportent une multitude de molécules bioactives
(protéines, ARNm et miARN) caractéristiques du type cellulaire dont elles dérivent [138] et
peuvent virtuellement transférer leur contenu a n’importe quelle cellule du corps. Les
exosomes peuvent fusionner directement avec la membrane plasmique, et son contenu est
alors libéré dans le cytosol. Certaines évidences suggerent méme que le transfert exosomal de
miARN peut modifier le transcriptome des cellules réceptrices et ainsi altérer leur
physiologie. Les mécanismes paracrines cardioprotecteurs sont variés et permettent
notamment de limiter le remodelage de la matrice extracellulaire, le recrutement et la
différenciation des eCSCs endogeénes, I’inhibition des mécanismes hypertrophiques et
apoptotiques ainsi que la stimulation de l'angiogénése [135,139]. Les eCSCs produisent des
quantités importantes de facteurs cardio-protecteurs en comparaison aux cellules d'origines

extra-cardiaques, ce qui expliquerait leur supériorité thérapeutique [106].

23



Tableau I1. Principaux facteurs sécrétés par les cellules souches adultes.

Facteur sécrété Abréviation Fonction(s) proposée(s)
Adrenomedullin ADM Cytoprotection

Agio-associated migratory protein AAMP Angiogenése

Angiogenin ANG Angiogenese, prolifération
Angiopoetin-1 AGPTI1 Migration

Bone morphogenetic-2 BMP2 Développement

Bone morphogenetic-6 BMP6 Différenciation, croissance

Connective tissue growth factor CTGF Angiogenése, croissance

Endothelin-1 EDNI1 Cytoprotection, prolifération
Fibroblast growth factor-2 FGF2 Prolifération, migration

Fibroblast growth factor-7 FGF7 Prolifération

Hepatocyte growth factor HGF Cytoprotection, angiogenese, migration
Insulin growth factor IGF-1 Cytoprotection, migration, contractilité
Interleukin-1 IL-1 Induction VEGF

Interleukin-6 IL-6 Induction VEGF

Interleukin-11 IL-11 Cytoprotection

Stem cell factor SCF Prolifération, migration

Leukemia inhibitory factor LIF Prolifération, cytoprotection
Macrophage inhinitory factor MIF Prolifération, réponse inflammatoire
Matrix metalloproteinase-2 MMP2 Dégradation matricielle

Matrix metalloproteinase-9 MMP9 Dégradation matricielle

Monocyte chemoattractant protein-1 MCP-1 Dégradation matricielle
Macrophage-specific colony-stimulating factor M-CSF Prolifération/migration des monocytes
Placental growth factor PGF Prolifération

Plasminogen activator PA Dégradation matricielle
Platelet-derived growth factor PDGF Prolifération, migration

Pleiotrophin PTN Prolifération

Secreted frizzled-related protein-1 SFRP1 Développement

Secreted frizzled-related protein-2 SFRP2 Développement

Stromal cell-derived factor SDF-1 Recrutement de progéniteurs
Thrombospondin THBSI1 Migration

Thymosin-fi4 TMSB4 Migration, cytoprotection

Tissue inhibitor of metalloproteinase-1 TIMP-1 Migration

Tissue inhibitor of metalloproteinase-2 TIMP-2 Migration

Transforming growth factor-f TGF-p Maturation des vaisseaux, prolifération
Tumor necrosis factor-o. TNF-a Dégradation matricielle, prolifération
Vascular endothelial growth factor VEGF Prolifération, migration, angiogenése

Données tirées de Gnecchier al., 2008 [135].
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1.2.7 Limitations de la thérapie cellulaire cardiaque

Certaines observations portent a croire que le statut clinique du patient pourrait ¢galement
avoir une influence considérable sur les bénéfices de la thérapie cellulaire. Mayfield et al. ont
évalué cette possibilité et ont observé que laccumulation de co-morbidités a une incidence
défavorable sur la capacité¢ régénérative des cellules souches cardiaques injectées [113]. Le
vieillissement exerce ¢galement un impact négatif sur la fonctionnalité¢ des cellules souches
[140]. En effet, il a été démontré que la prolifération, le potentiel de différenciation ainsi que
la production de facteurs pro-angiogéniques est considérablement réduite chez les patients
d'age biologique avancé [141,142].

Tel que mentionné précédemment, le potentiel thérapeutique de la thérapie cellulaire
est principalement limité par le faible taux de survie et d'intégration des cellules injectées
[143]. Les causes de la perte massive des cellules transplantées sont multiples et dépendent
en partie de la méthode d'administration [144]. Dans le cas d'une infusion intra-coronaire,
Iélimination précoce des cellules s'explique essentiellement par leur faible capacité a migrer
hors de la circulation sanguine (extravasation) [145]. Lors d'une injection intra-myocardique,
la modeste rétention des cellules immédiatement apreés ladministration est principalement
causée par la fuite de la suspension cellulaire dans lespace interstitiel au niveau du site
d'injection [146]. Les jours suivant la transplantation, la plupart des cellules ayant persistées
meurent progressivement en raison de l'ischémie causée par une trés faible vascularisation de
la zone Iésée, de linflammation, de lactivation du syst¢tme immunitaire (transplantation
allogénique) et de l'apoptose induite par le manque d'interaction entre les cellules greffées et

la matrice extracellulaire (anoikose) [147].
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Puisque les bénéfices fonctionnels de la thérapie cellulaire sont proportionnels au
nombre de cellules retenues au niveau du site d'injection, il est impératif de développer des
stratégies pour augmenter la rétention et la survie des cellules injectées. L'amélioration de la
survie des cellules souches permettrait de réduire de facon considérable le nombre de cellules
a injecter, d'éviter le besoin d'effectuer des injections répétées, de réduire les délais
d'amplification des cellules et finalement de limiter I'inflammation tissulaire conséquente a
I'¢limination des débris cellulaires [148].

L'augmentation du nombre de cellules transplantées ne semble pas étre la meilleure
alternative. En plus de la majoration du volume total injecté¢ et la multiplication des sites
d'injection, lamplification de la réponse inflammatoire pourrait augmenter le risque
d'arythmies chez ces patients. Mis a part l'intégration et la survie des cellules transplantées,
plusieurs autres facteurs conditionnent l'efficacité de la thérapie cellulaire dont I’indice
mitotique, le potentiel de différenciation, la sécrétion de facteurs paracrines et la capacité de
recrutement de cellules progénitrices endogenes et périphériques [111,149]. L'optimisation
des protocoles actuels est donc nécessaire afin d'améliorer les bénéfices et surmonter les

obstacles limitant le transfert de cette stratégie thérapeutique en routine clinique [2].

1.2.8 Optimisation fonctionnelle des cellules souches

Au cours des derniéres années, plusieurs stratégies de conditionnement ont été investiguées
afin d'améliorer les propriétés thérapeutiques des cellules souches (survie, prolifération,
recrutement de progéniteurs endogeénes, migration, rétention a long terme des cellules
transplantées). Indépendamment de l'approche utilisée, le but ultime est d'augmenter la
capacité régénérative des cellules souches via I'activation de certaines voies de signalisation

endogenes afin de potentialiser et uniformiser les bienfaits du transfert adoptif de cellules
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souches (Figure 5, page 31). Plusieurs études ont démontré que la modification des cellules
in vitro permet d'améliorer le degré de rétention, la survie, le potentiel de différenciation, le
profil paracrines ainsi que la capacité a recruter diverses cellules progénitrices suivant leur
implantation [150]. La modification génique des cellules, le conditionnement cellulaire
hypoxique/ischémique, les manipulations pharmacologiques ex vivo ainsi que le
conditionnement bioélectrique constituent les principales approches évaluées afin d'optimiser

la capacité des cellules souches [151].

1.2.8.1 Modifications génétiques des cellules

Plusieurs ¢tudes montrent que I'ingénerie génétique des cellules souches permet d'améliorer
la survie, la prolifération, le potentiel de différenciation ainsi que les caractéristiques
métaboliques des cellules souches. De plus, il a ét¢ démontré que les cellules souches
peuvent étre utilisées comme vecteurs de thérapie génique sans compromettre leurs
propriétés fondamentales [152]. Considérant I'importance de la signalisation paracrine des
cellules souches pour la régénération cardiaque, I'utilisation de modifications génétiques afin
de favoriser la production de facteurs de croissance cardioprotecteurs a été investiguée.
Récemment, il a ét¢ démontré dans des études pré-cliniques que l'optimisation de la
production des facteurs SDF-1 et IGF-1 par les EDCs améliore le potentiel régénératif des
cellules [111,114]. La modification génétique des eCSCs avec la kinase Pim-1, un acteur clé
de la voie de signalisation AKT, a aussi fait ses preuves dans des études précliniques [153—
156]. Cette stratégie visait essentiellement a réduire l'apoptose et I'é¢limination des eCSCs
suivant leur transplantation. Tel que prévu, il a ét¢ démontré que laugmentation de
lexpression de Pim-1 améliore la rétention et la régénération cardiaque médiée par les eCSCs

[153]. Bien que ces études établissent la preuve du concept, la translation clinique de cette
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approche est problématique en raison du potentiel oncogene de ce vecteur [157]. L'ingénierie
génétique de cellules souches de différentes origines a également été utilisée pour améliorer
la survie cellulaire (AKT [158], SDF-1 [159], IGF-1 [160], BCL2 [161], PDGF [162]),
l'intégration électrique (Cx43) [163], la différenciation (TGF- B) [164], la migration (CD18
[165], Bl-intégrine [166], CXCR4 [167], CCR2 [168], eNOS [169], et langiogenése (HGF
[170], HIF-1 [171], VEGF [172], SDF-1 [173]). Toutefois, il est difficile d'évaluer I'efficacité
de ces différentes approches compte tenu des variations de types cellulaires et des stratégies

de transfert génique utilisées.

1.2.8.2 Conditionnement cellulaire hypoxique

Les premieres ¢tudes visant a déterminer les effets du pré-conditionnement hypoxique sur le
myocarde ont démontré que la stabilisation des facteurs de transcription HIFs (hypoxia
inducible factors) permet de limiter la taille de l'infarctus et favorise la néovascularisation
[174,175]. Le conditionnement cellulaire hypoxique augmente I’expression de genes
cytoprotecteurs, stabilise le potentiel membranaire mitochondrial, favorise la prolifération et
améliore la tolérance au stress oxidatif induit par le peroxyde d'hydrogéne (H,O7) [176].
Basé sur ces observations, plusieurs groupes ont évalué¢ l'efficacité d'un conditionnement
hypoxique dans le but d'améliorer la survie des cellules transplantées [177]. La culture de
cellules souches en présence de faibles concentrations d'oxygene (1-5% O;) augmente Ila
persistance des cellules au sein du myocarde [178]. Certaines évidences suggerent que les
effets bénéfiques de I’hypoxie sont entre autres médiés par l'ouverture des canaux ioniques
potassiques (K") mitochondriaux sensibles a TATP [179]. L'activation de ces canaux induit
une relache modérée d'espéces réactives de loxygene (ROS) ce qui déclenche lactivation de

la protéine kinase C (PKC) [180,181], menant ultimement a l'activation du facteur nucléaire
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kB (NF-xB) et a la synthése de molécules antioxydantes dont la MnSOD (manganese-
dependent superoxide dismutase) [182]. De plus, il a ét¢ démontré que l'activation des voies
de signalisation de I'axe SDF-1a/CXCR4 en réponse au conditionnement hypoxique améliore
la survie et la rétention des eCSCs au sein du tissu cardiaque ischémique [183]. D'autres
évidences suggerent que la voie PI3K/AKT serait aussi impliquée dans la tolérance au stress
médié par le conditionnement hypoxique des eCPCs c-Kit" [178]. En plus des effets
cytoprotecteurs, le conditionnement hypoxique potentialise la production de facteurs
paracrines, la prolifération ainsi que le potentiel cardiogénique et angiogénique des cellules
[177]. Collectivement, ces études montrent que le conditionnement hypoxique est une

approche simple permettant d'améliorer I'efficacité de la transplantation de cellules souches

1.2.8.3 Interventions pharmacologiques ex vivo

Le conditionnement pharmacologique représente une approche innovante et simple afin
d'optimiser de fagon considérable les effets thérapeutiques de la greffe de cellules souches.
L'exposition a diverses molécules et agents pharmacologiques est une approche avantageuse
car elle implique lactivation de multiples voies de signalisation endogenes. Alors que
certaines molécules améliorent les caractéristiques phénotypiques des cellules, d'autres
favorise plutdt la production de facteurs paracrines connus pour leurs effets protecteurs sur le
myocarde, notamment SDF-1, HGF, IGF-1 et le VEGF [151].

L'augmentation de la tolérance au stress conférer par le conditionnement hypoxique
peut aussi étre obtenu par certaines interventions pharmacologiques, notamment par
I'utilisation d'agonistes des canaux K" mitochondriaux dont le diazoxide. En effet, il a été
démontré que le traitement ex vivo de cellules avec le diazoxide augmente leur tolérance au

stress via l'activation de la voie PI3K/AKT ainsi que la sécrétion de facteurs cytoprotecteurs

29



et pro-angiogéniques (VEGF, SDF-1, HGF et IGF-1) par des mécanismes du NF-kB [184—
186]. Puisque les facteurs de croissance, hormones et cytokines sont des acteurs clés dans la
physiologie cellulaire, plusieurs ont ¢t¢ utilisés pour modifier les propriétés des cellules
souches dont SDF-1, TGF-B, TGF-a et I'ocytocine [187-190]. L'exposition a certains
facteurs cardiogéniques ex vivo est aussi €tre une stratégie prometteuse pour améliorer le

potentiel régénératif des cellules souches [191,192].

1.2.8.4 Application de stimulations électriques

Plusieurs évidences portent a croire que l’intégration de signaux bioélectriques pourrait
moduler et maintenir les fonctions essentielles a la survie des eCSCs (croissance,
prolifération, migration, différenciation et apoptose) [193]. Par exemple, Kim et al ont
démontré que le conditionnement €lectrique permet d'améliorer la survie des cellules souches
cardiaques via l'activation des voies de signalisation AKT/Fak/CTGF et conséquemment de
bonifier les bienfaits de la thérapie cellulaire [194]. Bien que les mécanismes moléculaires
impliqués dans le conditonnement bioélectrique soient peu connus, les effets bénéfiques de la
stimulation électrique semblent étre médiés par l'induction d'un stress cellulaire, comparable
au conditionnement hypoxique décrit précédemment. Toutefois, les avantages fonctionnels
conférés par le stress oxydatif persistent plus longtemps suggérant 1'implication de différentes
voies de signalisation [194]. Puisque le cceur est constamment soumis a une activité
¢lectrique, l'exposition des cellules a des signaux électriques pourrait aussi les amener a
s'acclimater plus facilement a Ienvironnement cardiaque post-infarctus. Récemment,
Campbell et al. ont aussi suggéré que la stimulation électrique pourrait stimuler la production
d’exosomes cardioprotecteurs par les eCSCs et ainsi contribuer a la régénération cardiaque

[195].
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Figure 5. Optimisation fonctionnelle des cellules souches ou progénitrices pour la

thérapie cellulaire cardiaque.
Représentation schématique de la potentialisation des capacités régénératives des cellules
souches et progénitrices conditionnées in vitro. Les différentes stratégies de
conditionnement visent a augmenter la survie, la prolifération, 1’engagement
cardiogénique, le recrutement de progéniteurs endogénes, la migration et la rétention a
long terme des cellules transplantées. Adaptée de: Mohsin et al, 2011 [150] et
Kulandavelu et al., 2016 [23].

1.3 Propriétés électriques de la membrane cellulaire

Selon le modele de la mosaique des fluides présenté par Singer et Nicholson [196], la

membrane cellulaire est composée d'une bicouche lipidique dans laquelle sont ancrées des
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protéines et des glycolipides. La membrane constitue une véritable barriére imperméable au
passage des molécules chargées tels que les ions [197]. Ces molécules ne peuvent alors
franchir cette barricre hydrophobe que par I’intermédiaire de protéines transmembranaires.
La perméabilité sélective des membranes est principalement due aux canaux ioniques qui
permettent aux ions de traverser la membrane par diffusion passive selon leur gradient
¢lectrochimique [198].

Il existe quatre grandes familles de canaux ioniques basées sur leur sélectivité ionique
et chaque canal porte le nom de I’ion pour lequel il est le plus sélectif. On trouve ainsi des
canaux potassiques (K"), des canaux sodiques (Na*), des canaux calciques (Ca®") et des
canaux chlore (CI). Depuis leur découverte, plus de 100 canaux ioniques différents ont été
clonés [199]. Bien que l'expression de canaux ioniques a été initialement rapportée dans les
cellules excitables telles que les neurones et les myocytes cardiaques, des nombreux canaux
sont aussi présents dans les membranes des cellules dites non-excitables [200].

Grace a lactivit¢ de différents transporteurs, la perméabilit¢ de la membrane
plasmique est différente pour chaque ion. Alors que la concentration d'ions K™ est plus
importante au niveau cytosolique en comparaison au milieu extracellulaire, on observe
linverse pour les jons Na®, Ca’>" et CI. Parmi ces ions, le gradient du Ca®" est le plus
important (Figure 6, page 33). Le gradient de concentration qui existe pour chaque espéce
ionique favorise des phénomenes de transports passifs par diffusion. Les ions étant des
molécules chargées, leurs mouvements seront ¢galement fortement influencés par le gradient
¢lectrique transmembranaire [198]. Ainsi, la condition d'équilibre pour chaque espéce
ionique ne sera pas nécessairement obtenue par l'égalisation des concentrations. Cette

différence de potentiel électrique est appelée potentiel d'équilibre thermodynamique (Eion).
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Le potentiel d'équilibre des ions est obtenu avec I'équation de Nernst, qui correspond au
potentiel de membrane pour lequel le flux net d’un ion particulier est nul [197]. Cependant,
ce potentiel d'équilibre ne peut étre atteint en raison de la différence de perméabilité de la

membrane pour chaque espéce ionique.
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[Na*]= 145 mM o ® interstitiel
[Ca?*]=2.5-5mM L o
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Figure 6. Propriétés électriques de la membrane plasmique.
La membrane cellulaire constitue une barriere imperméable au passage des différents ions,
qui ne peuvent traverser cette barricre hydrophobe que par I’intermédiaire des canaux
ioniques. Les ions sont distribués inégalement de part et d’autre de la membrane et
contribuent a la détermination et au maintien du potentiel électrique membranaire. Données

tirées de: Lodish er al., 2000 [201]

En raison de la répartition inégale des ions maintenue par un systeme de pompage
ionique €lectrogénique, chaque cellule maintient une différence de concentrations ioniques
de part et d’autre de la membrane et développe conséquemment un potentiel électrique entre
les deux versants de sa membrane plasmique [202]. On parle alors de potentiel de membrane

ou polarisation membranaire (Vpmem). Le potentiel de membrane est relativement stable au
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repos et sa valeur est propre a chaque cellule, se situant généralement entre -20 et -100 mV
[197]. En comparaison aux cellules excitables, les fluctuations de Vmem dans les cellules dites
non-excitables sont de plus faibles amplitudes. Un flux entrant d'ions chargés positivement
produit une dépolarisation du potentiel membranaire alors qu'un flux sortant génére une
hyperpolarisation.

L'activité des canaux K est le déterminant majeur des propriétés électriques de la
membrane cellulaire au repos. Dans I’absence de signaux activateurs, la membrane
plasmique est principalement perméable aux ions K'. Toutefois, I’existence d'une faible
perméabilité aux ions Na“ empéche que potentiel de membrane ne soit strictement égal au
potentiel d'équilibre thermodynamique des ions K (Ex). Lorsque plus d'une conductance est
impliquée, le potentiel membranaire peut étre calculé avec 1'équation de Goldman-Hodgkin-
Katz [197]. Cette formule est une généralisation de 'équation de Nernst qui tient compte non
seulement de la concentration, mais aussi de la perméabilité membranaire de chaque espéce

ionique.

1.3.1 Role du V., dans les processus physiologiques

La relation entre la polarisation membranaire et le comportement des cellules est maintenant
bien connue. Une analyse comparative du Vpem de plusieurs types cellulaires a révélé une
forte corrélation entre la dépolarisation membranaire et le contréle de la prolifération et de la
différenciation [203]. Le fait que cette relation soit conservée dans un large €ventail de
cellules suggere que la régulation d'é vénements biologiques par le Viem €st un mécanisme de
controle fondamental. Des données probantes dans de nombreux types de cellules ont fait
ressortir non seulement une corrélation, mais un lien fonctionnel entre le Viyem et les

fonctions cellulaires.
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1.3.1.1 Controle de la prolifération

On a observé depuis longtemps que le niveau de polarisation membranaire correle
étroitement avec les événements liés a la prolifération tels que la mitose, la synthése de
IADN et la progression globale dans le cycle cellulaire. Les modéeles actuels décrivent
notamment une oscillation rythmique du Vpem au cours du cycle cellulaire. Le lien entre le
Vmem €t la prolifération a ét¢ investigué dans un bon nombre de types cellulaires et on croit
maintenant que la modulation du Vipem est nécessaire pour la progression du cycle cellulaire.
L'hyperpolarisation de la membrane est requise pour [initiation du cycle et a la
progression des phases Gl et S, tandis que la dépolarisation semble essentielle pour la
transition G2/M et la division cellulaire [204]. La modulation dynamique du Vyem au cours
du cycle cellulaire a principalement été attribuée a des modifications de la perméabilité
ionique de la membrane (Figure 7, page 36). En effet, I'hyperpolarisation observée pendant
les phases G1/S est causée par lactivation de différentes familles de canaux K™ [205-209].
Le role clé de la conductivité potassique pour le maintien de la fonction proliférative a été
confirmée a plusieurs reprises [210]. Malgré le lien évident entre le Vyem et I'indice
mitotique, les détails mécanistiques sont peu connus [211-215]. Des rapports antérieurs ont
montré que l'hyperpolarisation établi un gradient ¢lectrochimique optimal pour l'influx de
Ca** [216], menant & lactivation de régulateurs positifs du cycle cellulaire [217] et de
certains facteurs de transcription impliqués dans la réplication de ’ADN [218]. Bien que le
role des canaux K dans la progression du cycle cellulaire soit le plus étudi¢, d'autres

gradients ioniques sont aussi impliqués.
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Transition G2/M;
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Figure 7. Fluctuation du Vyem au cours du cycle cellulaire.
La transition G1/S se caractérise par l’activation de canaux K' et I’hyperpolarisation
subséquente du Vipem. Pendant la transition G2/M, Pactivité des canaux K" diminue puis des
canaux Na' et CI s’ouvrent. Ce changement de perméabilité produisant une dépolarisation de

la membrane plasmique. Adaptée de: Blackiston et al., 2009 [210].

1.3.1.2 Différenciation cellulaire

Une analyse comparative du degré de polarisation membranaire de plusieurs types de cellules
a révéle une forte corrélation entre le Vyem et le degré de différenciation [203]. En effet, les
cellules matures possédent généralement un Vpem plus polarisé que les cellules
indifférenciées. Plusieurs évidences suggérent qu’une dépolarization membranaire soutenue
favorise la prolifération de cellules matures et primitives tout en préservant leur plasticité
[219-222]. De plus, il a ét¢ démontré que des variations de Viem contrdlent la différenciation
et des myoblastes squelettiques [223] et des cellules souches cardiaques [224] via I’activation
du facteur de transcription NFAT. Sundelacruz et al. ont quant a eux observé que le Viyem

détermine la spécification des cellules souches mésenchymateuses in vitro [221]. En plus de
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fournir des informations sur la voie d'engagement et le niveau de maturation cellulaire, il est
maintenant largement reconnu que les propriétés ioniques contribuent activement a la
régulation du phénotype cellulaire. La dissection des mécanismes électrophysiologiques
impliqués dans la régulation des fonctions cellulaires pourrait donc permettre de développer
de nouvelles approches afin d’orienter le phénotype des cellules souches par la modulation

du Vpem et de I'expression connexe des canaux ioniques.

1.3.2 Familles de canaux ioniques sélectifs aux ions K"

Tel que mentionné précédemment, le potentiel de repos membranaire est régi principalement
par la conductivité du K". Les canaux K représentent la famille la plus diversifiée de canaux.
Leur expression est ubiquitaire et des roles physiologiques trés vari€s leur ont été attribués.
Les canaux K sont des multiméres (homo- ou hétérodiméres) dont les sous-unités o forment
le pore ionique. Depuis le clonage du tout premier canal K™ en 1987 [225], plus de 70 génes
codants différentes sous-unités o ont ét¢ identifiés. En plus de I’influence des sous-unités
accessoires régulatrices [226], les modifications post-transcriptionnelles (édition [227-229],
épissage alternatif [230-232]) et post-traductionnelles (phosphorylation [233], sumoylation
[234-237], palmitoylation [238], glycosylation [239,240]) contribuent a la diversité des
canaux K". Une caractéristique essentielle de ces canaux est leur perméabilité préférentielle
aux ions K [241]. Cette sélectivité ionique est rendue possible par la présence de régions
transmembranaires spécialisées dans le transport des ions K. Des expériences de mutagenése
dirigée ont montré que la boucle du domaine pore (P) est responsable de la sélectivité¢ ionique
du canal, sa conductance unitaire ainsi que sa sensibilité aux composés pharmacologiques
[242]. La boucle P consiste en une courte séquence d'environ 20 acides aminés amphiphiles

dont la nature est variable d'un canal K™ a l'autre [243]. Il existe néanmoins une séquence de

37



3 acides aminés (GYG) hautement conservée parmi tous les canaux K qui forment le filtre
de sélectivité au K+ [244,245]. Les canaux K sont régulés par un large éventail de stimuli
physiques (activité €lectrique, pression, température, lumicre), chimiques (pH, osmolarité,
oxygene, anesthésiques) et biologiques (ATP, calcium, protéine G, acides gras, kinases,
phosphatases) [246]. Ils sont regroupés en différentes familles selon leur structure, mais
¢galement selon leurs caractéristiques électrophysiologiques et pharmacologiques. Quatre
familles représentent la grande majorité des canaux K", soient les canaux K™ dépendants du
voltage (Kv, voltage-gated potassium channels) [247], les canaux K a rectification entrante
(Kir, inwardly-rectifying potassium channels) [248], les canaux K" a deux domaines pore
(K2P, two-pore domain potassium channels) [249] et les canaux K" activés par le calcium

(KCa, calcium-activated potassium channels) [250] (Tableau I1I, page 39).

1.3.2.1 Canaux dépendants du potentiel

L'activité des canaux Kv dépend exclusivement de la valeur du potentiel membranaire. Cette
famille de canaux potassiques est la plus diversifiée et compte actuellement 40 membres. Les
différents canaux Kv présentent des propriétés biophysiques et pharmacologiques tres
variées. Toutes les sous-unités o constituant le pore des canaux Kv présentent la méme
topologie, soit 6 segments transmembranaires (S1-S6) reliés entre eux par des boucles intra-
et extra-cellulaires, 1 domaine pore (P) et des extrémités N- et C-terminales cytoplasmiques.
La boucle extracellulaire entre les segments S5 et S6 est impliquée dans la formation du pore
(Figure 8, page 46) [251-253]. Des études sur la relation structure-fonction ont révél¢ que le
segment S4, qui possede une structure primaire riche en acides aminés chargés positivement

(arginines et lysines), est responsable de la sensibilité au potentiel des canaux Kv [254-256].
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Tableau III. Familles de canaux K*.

Familles  Topologie Conductance Sous-familles Activation Modulateurs Distribution
Kv 1P/6DTM 1-30pS Kvl.x (Shaker), Kv2.x (Shab), Voltage (dépolarisation V., TEA, 4-AP Cerveau, ceeur, rate, thymus,
Kv3.x (Shaw), Kv4.x (Shal), pancréas,, cellules germinales
Kv5.x, Kv6.x, Kv7.x (KCNQ),
Kv8.x, Kv9.x, Kvl0.x (Eag),
Kv1l.x (Erg), Kvi2.x (Elk)
Kir 1P/2DTM 1-60 pS Kirlx (ROMK), Kir2.x, Protéines G (G beta-gamma), Ba?*, Mg?*, Cs*, polyamines Cerveau, ceeur, muscle lisse,
Kir3.x (GIRK), Kir4.x, Kir5.x, nucléotides (ATP, ADP) muscle squelettique, reins,
Kir6.x (KATP), Kir7.x placenta, pancréas
K2P 2P/4TM 5-100 pS TWIK, TREK, TASK, TALK, pH, acides gras polyinsaturés, pH, acides gras Cerveau, cceur, poumons,
THIK, TRESK anesthésiques volatiles, stress polyinsaturés, anesthésiques foie, reins, prostate, pancréas
meécanique (déformation de la volatiles, stress mécanique
membrane) (déformation de la membrane
KCa 1P/6DTM 2-85pS KCa2.x (SKCa), KCa3x Elévation Ca2* cytosolique TEA, UCL1684, TRAM-34, Cerveau, cceur, muscle lisse,
(IKCa) (K4=0.1-0.6 uM) Apamin, Maurotoxine, érythrocytes, lymphocytes,
Charybdotoxine macrophages poumons,
1P/7DTM 100-220 pS KCal.x (BKCa) Ca?* cytosolique (K > 1 uM), TEA, Paxilline, Ibériotoxine, Cerveau, muscle lisse, muscle

voltage (dépolarisation V,.,)

Charybdotoxine

squelettique

Les données du tablelau sont tirées de: Gutman et al., 2005, Wei et al., 2005, Goldstein et al., Kubo et al., 2005 [247-250].
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Les analyses cristallographique ont permis de validé que le mouvement de ces charges lors
de variations du potentiel membranaire induit un changement de conformation des domaines
S5 et S6 provoquant 'ouverture du canal [257]. Les sous-unités des Kv se divisent en huit
sous-familles sur la base de leurs homologies de structure. On distingue la sous-famille des
canaux de type Shaker (Kvl), Shab (Kv2), Shaw (Kv3), Shal (Kv4), KCNQ (Kv7), Eag
(Kv10), Erg (Kvl1), et Elk (Kv12) [247]. Chaque canal est formé de quatre sous-unités o
soit identiques (homotétrameres) ou distinctes (hétérotétrameres) [258]. Les sous-unités Kv5,
Kv6, Kv8 et Kv9 ne sont toutefois pas fonctionnelle lorsqu’elles sont exprimés seuls, mais
peuvent toutefois s’associer en hétérodimeres avec les canaux Kv2 pour moduler leur
activation et inactivation [258]. Alors que le pourcentage d’homologie entre les membres
appartenant a une méme famille avoisine 60%, il est environ de 40% entre les différentes
sous-familles [259]. Toutefois, une association hétérotétramérique est seulement possible
entre les membres d'une méme famille. De plus, leur association avec diverses protéines
accessoires cytosoliques (KvB3, protéines a domaine PDZ, KChiP, DPPL, KCNE) apporte un

niveau supplémentaire de diversité fonctionnelle [226].

1.3.2.2 Canaux a rectification entrante

Les canaux K de type Kir sont insensibles au potentiel membranaire. Ils ne possédent donc
pas de seuil d’activation et sont ouverts a tous les potentiels [260]. Toutefois, leur
conductance augmente lorsque le Vyem est inférieur au potentiel d’équilibre de 1’ion K* (Ex),
et diminue lorsque le potentiel est supérieur a Ex. Cette propriété est le résultat d'un blocage
voltage-dépendant des courants sortants par certains cations cytoplasmiques et polyamines
endogenes [260,261]. En conditions physiologiques, ce sont les courants sortants qui

prédominent et participent a la détermination et au maintien du potentiel de repos cellulaire
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[262,263]. Les canaux Kir sont des tétrameéres dont chaque sous-unité est formée de 2
domaines transmembranaires reliés par une boucle extracellulaire [260,261,264,265]. Les Kir
posseédent un long domaine C-terminal qui s’associe avec la région N-terminale pour former
le domaine P cytoplasmique (Figure 8, page 46). Il existe quatre sous-familles fonctionnelles
de canaux Kir, définies selon leur mode de régulation et les protéines endogenes associées.
On distingue la sous-famille des canaux Kir classiques (Kir2), la sous-famille des canaux Kir
activés par les protéines G (Kir3) (Hibino et al.), la sous-famille des canaux Kir activés par
I’ATP (Kirl, Kir4, Kir5 et Kir7) et celle des canaux Kir inhibés par ' ATP (Kir6) [248]. Les
canaux Kir classiques ne sont régulés ni par le métabolisme ni par les protéines G. Au sein de
cette sous-famille, seul le canal Kir2.3 présente une sensibilit¢ a I’acidification cellulaire
ainsi qu'aux concentrations intracellulaires d’ATP. Le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
(PIP(2)) est lagoniste primaire des canaux Kir classiques et se lie a l'interface du domaine
transmembranaire et cytoplasmique [266]. La pharmacologie des canaux Kir est différente de
celle des Kv. Alors qu'ils sont insensibles au TEA et 4-AP, cette famille de canaux est

fortement inhibée par I'ion barium (Ba>") [248].

1.3.2.3 Canaux a deux domaines pore

La famille des canaux K2P est la toute derni¢re famille de canaux K' ayant été découverte
[267]. Ces canaux sont ouverts a toutes les valeurs de potentiel membranaire et contribuent
donc a la détermination du potentiel de repos de plusieurs types cellulaires. En plus de
polariser la membrane plasmique, ces canaux permettent I’intégration de signaux cellulaires
[268]. Définis comme étant des canaux K' de fuite, ces canaux ne possédent pas de seuil
d'activation et leur conductance dépend exclusivement du gradient électrochimique [269].

Néanmoins, la conductance des canaux K2P est régulée par une multitude de stimuli
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physicochimiques tels que le pH, les anesthésiques, les acides gras polyinsaturés et
I’étirement membranaire [270]. Ces canaux possédent 4 segments transmembranaires, 2
boucles P et ses domaines N- et C-terminaux sont cytoplasmiques (Figure 8, page 46) [271].
Bien qu’elles posseédent toutes la méme topologie, le pourcentage d’homologie entre les
différentes sous-unités de cette famille de canaux est relativement faible (environ 40%), les
plus grandes divergences se trouvant au niveau de l'extrémité C-terminale [267]. Cette
famille compte 15 membres regroupés en 6 sous-familles selon leur homologie de séquence,
leurs propriétés €lectrophysiologiques ou leurs modes de régulation. On distingue la sous-
famille des TWIK (tandem of P domains in a weak inwardly-rectifying K" channel), TREK
(TWIK-related K* channel), TASK (TWIK-related acid-sensitive K™ channel), TALK
(TWIK -related alkalin pH-activated K channel), THIK (tandem pore domain halothane-
inhibited K™ channel) et TRESK (TWIK-related spinal cord K™ channel) [249]. Peu d'études
décrivent les propriétés biophysiques des courants de fond chez les mammiféres et la
pharmacologie de ces canaux demeure peu connue. Une des particularités de ces canaux est
labsence ou le faible effet des bloqueurs potassiques classiques (TEA, Ba**, Cs', 4-AP et

toxines) [270].

1.3.2.4 Canaux activés par le calcium

L'ouverture des canaux KCa est régulée par le Ca*" libre intracellulaire (Ca®*}). Dans de
nombreux systémes physiologiques, les canaux KCa créent un lien entre les voies de
signalisation calciques et I'excitabilit¢ membranaire [272]. Les canaux KCa se divisent en
trois sous-familles sur la base de leur conductance unitaire. On distingue les canaux SKCa
(KCa2, small conductance Ca’*-activated potassium channels), IKCa (KCa3, intermediate

conductance Ca’*-activated potassium channels) et BKCa (KCal, large conductance Ca’"-
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activated potassium channels) [273]. Mis a part leur conductance, ces canaux différent par
leurs séquences primaires d'acides aminés et présentent des profils pharmacologiques
distincts. Les inhibiteurs peptidiques (toxines) sont les outils pharmacologiques de choix afin
de discriminer les différents canaux KCa. Certains composés de synthése sont aussi

largement reconnus pour I'étude fonctionnelle des canaux KCa (Tableau I1l, page 42) [250].

Tableau I'V. Pharmacologie des canaux KCa.

Canal Géne(s) DépendanceV ., Conductance Inhibiteurs Mécanisme(s) d’action
SKCa KCNN1 Indépendants 2-20pS Tétraethylammonium Bloquage du pore
KCNN2 Apamine Liaison extracellulaire (S5-S3/S4)
KCNN3 UCL1684 -
IKCa KCNN4 Indépendant 20-85pS Tétraethylammonium Bloquagedu pore
Maurotoxine Bloquagedu pore
Charybdotoxine Bloquagedu pore
Clotrimazole Liaison intracellulaire (S5-S6)
TRAM-34 Liaison intracellulaire (S5-S6)
BKCa KCNMAI  Elevée 100-220pS Tétraethylammonium Bloquagedu pore
Ibériotoxine Bloquagedu pore
Charybdotoxine Bloquagedu pore
Paxilline Stabilisateur allostérique du S6

Les données du tablelau sont tirées de: Wei et al., 2005, Wulff et al., 2013, Zhou et al., 2014,
Christophersen et al., 2015, Nguyen et al. 2017 [250,274-277].

Les canaux SKCa (KCa2.1-2.3) ont la plus faible conductance unitaire de cette
famille (2-20 pS) et sont exclusivement activés par le Ca*"; [278]. Les trois membres de cette
sous-famille possedent une structure tres conservée (70-80% d'homologie) et une topologie
membranaire trés proches des canaux appartenant a la famille des Kv [279,280]. En effet, les
canaux SKCa sont formés de tétraméres (homo- ou hétérotétrameres) dont chaque sous-unité

a est constituée de 6 segments transmembranaires (S1-S6), une boucle P et des domaines N-
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et C-terminaux cytosoliques (Figure 8, page 46) [281-283]. Malgré la présence de quelques
résidus chargés au niveau du segment S4 des canaux SKCa, leur nombre est insuffisant pour
conférer une sensibilité¢ au potentiel membranaire. La sensibilit¢ des canaux SKCa aux ions
Ca”>" est conférée par la calmoduline (CaM, Ca’*-modulated protein), une calciprotéine
ubiquitaire capable de lier le Ca** cytosolique libre. L'association entre la CaM et les sous-
unités o des canaux SKCa est maintenue constitutivement et ce méme en absence de Ca*"
[284]. Le domaine de liaison a la CaM (CaMBD, CaM binding domain) au niveau de la
région C-terminale de la sous-unité o est hautement conservé au sein des canaux SKCa [285].
Un canal SKCa possede quatre sites CaMBD et quatre CaM interagissent avec chaque
CaMBD. L'activation des canaux SKCa exige que toutes les sous-unités a soit lices a la CaM
et que chaque CaM lie au moins un ion Ca** [286]. La liaison du Ca** induit un changement
de conformation de la CaM qui est transféré a la sous-unit¢ «, entrainant l'ouverture
subséquente des canaux [280]. Bien que l'activation des canaux SKCa soit indépendante du
potentiel membranaire, leur relation courant-voltage (I-}) est caractérisée par une faible
rectification entrante causée par un blocage du pore par les cations divalents intracellulaires
[287]. Au niveau membranaire, les canaux sont assemblés en un complexe protéique destiné
aréguler de facon dynamique leur sensibilité au Ca®". L'interaction des canaux SKCa avec la
protéine kinase CK?2 et la protéine phosphatase A2 (PPA2) permet d'adapter la sensibilité des
canaux au Ca>" de par la régulation de la phosphorylation de la CaM (complexe SKCa-CaM-
CK2-PP2A) [288].

Les canaux IKCa (KCa3.1) ont quant a eux une conductance unitaire intermédiaire
(20-85 pS) en comparaison aux autres membres de cette famille et partagent environ 50%

d’homologie de séquence avec les canaux SKCa [278]. Malgré ces différences, les canaux
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IKCa ont plusieurs similarités avec les canaux SKCa. Les canaux IKCa forme des
homotétrameres dont chaque sous-unité o comprend 6 segments transmembranaires (S1-S6),
une boucle P et des domaines N- et C-terminaux cytoplasmiques (Figure 8, page 46). Sa
sensibilité au Ca>" est conférée par la liaison constitutive de la CaM au niveau de lextrémité
C-terminale, une région hautement conservée avec les canaux SKCa [284]. Bien que
différents inhibiteurs pharmacologiques de Ila calmoduline produisent des effets
contradictoires sur l'activation des canaux IKCa [289,290], la mutation de CaM [289] ou la
délétion de la région C-terminale du canal [290] abolit le courant. En plus d'étre essentielle a
leur activation, il a ét¢ démontré que I’interaction de la CaM avec IKCa est requise pour
lassemblage et l'addressage membranaire des canaux [291]. Contrairement aux canaux
SKCa, certaines ¢études ont montré que le métabolisme intracellulaire module I’activité des
canaux IKCa [292-294]. De plus, il a été observé que la phosphatase MTMR6
(myotubularin-related protein 6), spécifique du phosphatidylinositol 3-phosphate
phosphoinositide (PI(3)P), exerce une puissante action inhibitrice sur le canal [295]. Des
¢tudes subséquentes ont montré que le PI(3)P active le canal IKCa via le recrutement de la
protéine kinase NDPK-B (nucleoside diphosphate kinase B). La phosphorylation par NDPK -
B des résidus His358 localisés a lI'extrémité C-terminale du canal potentialise sa probabilité
d’ouverture [296]. Dans plusieurs cas, ’acide aminé histidine sert de ligand pour le zinc et le
cuivre [297]. Des observations récentes suggerent que la liaison du cuivre aux résidus
histidine pourrait s'opposer au changement de conformation des segments transmembranaires
médié par la formation du complexe Ca®’-CaM. Srivastava et al ont observé que la
phosphorylation des résidus histidine par NDPK-B prévient la liaison du cuivre et

conséquemment I'inhibition du canal [298]. Alors que d'autres canaux sont €galement inhibés
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par le cuivre (BKCa, Shaker et TASK-3) [299,300], le mécanisme impliqué est distinct de
celui observé pour le canal IKCa. Contrairement au modele proposé pour les canaux IKCa,
leur inhibition est médiée par le cuivre extracellulaire et rien n'indique que leffet soit
dépendant de la phosphorylation de T'histidine. Parmi I'ensemble des canaux K, ce mode de
régulation semble étre unique aux canaux IKCa. Des études biophysiques sont en cours pour
confirmer la liaison directe du cuivre aux résidus histidine et valider le mod¢le structural.

Les canaux BKCa (KCal.l) ont été les premiers de cette famille a avoir ét¢ identifiés
et se caractérisent entre autres par une forte conductance unitaire (100-220 pS) [278], 10 a 20
fois plus importante que la plupart des canaux K*. En plus de leur sensibilité aux ions Ca*",
ils sont également fortement dépendants du potentiel membranaire en conditions
physiologiques [301]. Leur activation est principalement déclenchée par les variations de
potentiel alors que le Ca"; sert d'amplificateur [302]. Sous le seuil de sensibilité au Ca*" (<
300 nM), lactivité du canal est purement dépendante du potentiel membranaire. La sous-
unit¢ o est composée de 7 domaines transmembranaires (S0-S6) reli€és entre eux par des
boucles intra- et extracellulaires. Les domaines S1-S6 sont semblables a ceux des canaux Kyv,
notamment le segment S4 qui est le senseur de potentiel (Figure 8, page 46) [303]. La
présence d’un segment transmembranaire supplémentaire (SO) positionne la partie N-
terminale des canaux BKCa du coté extracellulaire. Contrairement aux canaux SKCa et
IKCa, les canaux BKCa lient directement le Ca** [304]. La région C-terminale de ces canaux
constitue prés de 70% de la sous-unité o et se compose de deux sites de liaison au Ca®" de
haute affinité, nommés "Ca’* bow!" et d’un domaine RCK (regulator of K* conductance)
[304-306]. Bien que les homotétraméres des canaux BKCa soient fonctionnels, la majorité

de ces canaux sont associés a des sous-unités  régulatrices. Il existe quatre types de sous-
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unités B (B1-4) et y (y1-4), chacune affichant un profil d'expression tissulaire et un mode de
régulation distinct [307]. Les sous-unités B possedent 2 domaines transmembranaires relié
entre eux par une longue boucle extracellulaire et interagissent avec le segment SO et la
région N-terminal de la sous-unité a [308,309]. L’association de sous-unités régulatrices aux
canaux BKCa modifie leurs propriétés électrophysiologiques et pharmacologiques, leur
degré de sensibilité au calcium ainsi que leur adressage a la membrane plasmique [226,272].
L'activité des canaux BKCa peut également étre modulée par diverses protéines kinases et

phosphatases [310].

Kv Kir K2P
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NH;* NH;* NH;* coo—
BKCa SKCallKCa

Figure 8. Familles de canaux potassiques.

Schéma de la topologie des sous-unités o des canaux K™ montrant I'emplacement des
domaines transmembranaires. Les symboles «+» indiquent la présence de résidus chargés
localisés au niveau de la région sensible au potentiel (S4) des canaux Kv et BKCa. P,

domaine pore; RCK, regulator of K conductance; CaM, calmoduline.
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1.3.3 Canaux K" au sein des progéniteurs cardiaques

Mis a part l'implication des canaux K" dans le décours du potentiel d'action des cellules
excitables, ces canaux participent a la régulation de processus physiologiques fondamentaux
de plusieurs types cellulaires dont les cellules souches et progéniteurs [311,312]. Tel que
mentionné précédemment, plusieurs évidences ont établi le role des canaux K dans la
prolifération et la différenciation cellulaire par le biais de la modulation du Viypem. Méme si
les caractéristiques ¢électrophysiologiques des progéniteurs cardiaques indifférenciés
demeurent peu connues, il a ét¢ démontré que les cellules progénitrices cardiaques c-Kit"
(eCPCs c-Kit") de différentes espéces expriment plusieurs familles de canaux K*
fonctionnels.

Han et al ont ét¢ les tout premiers a investiguer les propriétés ioniques de
progéniteurs cardiaques [313]. IIs ont notamment observé la présence de courants ioniques
possédants les caractéristiques biophysiques et pharmacologiques des Kv et Kir dans les
eCSCs c-Kit" obtenues de tissus murins. Toutefois, ces courants présentent un profil
d'expression hétérogene et sont présents dans une faible proportion des cellules. En effet, le
courant de type Kv a été identifié dans 29.4% des eCSCs c-Kit" alors que le courant Kir est
présent seulement dans 12.8% des cellules. Cette hétérogénéité pourrait s'expliquer par le fait
que les cellules cultivées ne sont pas synchrones au méme stade du cycle cellulaire, ou
encore par la présence potentielle de sous-populations c-Kit". Bien que l'identité exacte des
canaux responsables de la génération de ces courants demeure inconnue, l'expression des
sous-unités Kvl.1, Kvl.2, Kvl.6, Kirl.1, Kir2.1 et Kir2.2 a été détectée. Contrairement a ce
qui a ¢été rapporté¢ dans d'autres types cellulaires, le courant Kv ne s'avere pas étre

déterminant pour le maintien de la fonction proliférative des eCSCs c-Kit'.
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Récemment, Zhang et al. ont rapporté la présence de courants BKCa, Kir et Kv dans
les eCPCs c-Kit" dérivées de spécimens auriculaires humains [314]. Tout comme les cellules
de souris, les c-Kit" eCPCs humaines présentent un profil ionique hétérogéne. Les courants
BKCa et Kir ont été¢ enregistrés dans une grande proportion des cellules soit 85.8% et 81.4%
alors que le courant Kv y est présent dans 46.8%. La quantification de différentes sous-unités
a révélé une expression abondante de KCal.l, Kir2.1, Kv4.2, Kv4.3 dans les eCPCs c-Kit".
D'un point de vue fonctionnel, il a été¢ trouvé que l'inhibition de BKCa diminue la
prolifération et la migration des eCPCs c¢-Kit" in vitro. L'inhibition du courant Kir a quant a

elle augmenté la motilité des cellules sans affecter la prolifération [315].

1.4 Calcium intracellulaire: un messager versatile

Le role versatile du Ca*" dans la régulation des fonctions cellulaires est depuis longtemps
reconnu. Cet ion est en effet un second messager universel et un facteur cl¢ dans la
signalisation intracellulaire. Puisque la fonction des protéines est essenticllement déterminée
par leur structure tridimensionnelle, la liaison du Ca®* & différents effecteurs permet de
générer des réponses cellulaires hautement diversifiées. 11 est généralement reconnu que le
cytoplasme cellulaire est un compartiment critique pour la transduction des signaux calciques
puisque la plupart des protéines effectrices y résident. La concentration de Ca** cytosolique
est ~100 nM au repos, mais peut augmenter drastiquement en réponse a divers stimuli [316].
Outre le milieu extracellulaire, les cellules puisent le Ca?" dans différentes sources. Parmi les
organelles intracellulaires, le réticulum endoplasmique (RE) en constitue la principale
réserve. La concentration de Ca”" au sein du RE et du milieu extracellulaire est environ 10

000 fois supérieure par rapport aux niveaux contenus dans le cytoplasme des cellules, ce qui
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contribue 4 la rapidité de la signalisation calcique [317]. Le Ca®" est la plus petite molécule
qui soit aussi bien compartimenté au niveau cellulaire. Sa répartition au sein d'un méme
compartiment est bien souvent hétérogéne en raison de la présence de protéines tampons. Ces
protéines de liaison du Ca*" (CBP, calcium-binding protéins) participent au déploiement de
la signalisation et régulent précisément la nature ainsi que les caractéristiques spatio-
temporelles des signaux calciques. En plus de leur présence dans le cytosol (calmoduline,
calcineurine, calbindine D-28, calretinine et parvalbumine) [318], on retrouve les CBP
emmagasinée en grande quantit¢ dans diverses organelles intracellulaires telle que le RE

(calséquestrine, calréticuline et calnexine) [319].

1.4.1 Homéostasie du Caz+i au sein des cellules non-excitables

Le Ca®" est la plus petite molécule qui soit aussi bien compatimentée au niveau cellulaire.
L'homéostasie calcique cellulaire fait référence au maintien de 1'équilibre entre les
mécanismes responsables des flux calciques membranaires responsables de Ia
compartimentalisation du Ca®";. Cette balance est maintenue par différentes protéines
membranaires et réticulaires impliquées dans la mobilisation et l'évacuation des ions
calciques hors du cytosol Le Ca®'; posséde un role fondamental dans la transmission de
l'information suite a la stimulation des récepteurs a la membrane plasmique. Plusieurs types
de canaux Ca’" ont ét¢ identifiés au niveau de la membrane plasmique des cellules non-
excitables dont les VOC (voltage-operated channels), les ROC (receptor-operated channels),
les SOC (store-operated channels) et les SMOC (second messenger-operated channels)
[316,320]. L'élévation de la concentration intracellulaire de Ca®" ([Ca®'];) dans les cellules
non-excitable est généralement initiée par la stimulation de récepteurs tyrosine kinases

(RTKs) ou couplés aux protéines G (RCPG) menant a lactivation de la voie de la
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phospholipase C (PLC) (Figure 9, page 51) [321]. Une fois activée, la PLC hydrolyse le
phosphatidylinositol-4,5-diphosphate  (PIP2) en inositol-triphosphate (IP3) et en
diacylglycérol (DAG) qui agissent a leur tour en tant que seconds messagers. En raison de
son hydrophobicité, le DAG demeure ancré¢ dans la membrane plasmique et active certains
canaux Ca®" [322], alors que I'IP3 diffuse dans le cytosol pour se lier  son récepteur-canal
(IP3R) localisé¢ au niveau du RE. L'activation des IP3Rs provoque I'efflux de Ca** du RE,
augmentant ainsi sa concentration intracellulaire [323]. La déplétion des réserves calciques
réticulaires provoque une entrée capacitive de Ca®" via les canaux CRACs (calcium-release
activated-channels). L’activation de certains canaux cationiques de type TRP (transient
receptor potential) par le DAG contribuent aussi & I"augmentation du Ca>" cytosolique. Chez
les mammiféres, la famillle des canaux TRP compte 28 membres regroupés en 6 sous-
familles selon leur homologie structurale (TRPC, TRPV, TRPM, TRPP, TRPML et TRPA)
dont la plupart sont perméables au Ca®" [324,325]. Bien que [é1évation du Ca®" cytosolique
soit un ¢lément indispensable pour plusieurs processus biologiques, le maintien d'une
surcharge calcique est néfaste et peut enclencher des voies de signalisation pro-apoptotiques
et compromettre la survie de la cellule [326-328]. Le Ca*" intracellulaire doit donc étre
évacué contre son gradient électrochimique par I'intermédiaire de l'échangeur NCX (sodium-
calcium exchanger) et de pompes telles que la PMCA (calcium ATPase de la membrane
plasmique) et SERCA (sarco/endoplasmique reticulum calcium-ATPase). L'échangeur NCX
et la PMCA expulsent le Ca®" cytosolique dans le milieu extracellulaire tandis que la SERCA
permet sa recapture au sein du RE. Alors que les mécanismes responsables de laugmentation

rapide du Ca®" cytosolique sont relativement bien compris, ceux impliqués dans le
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renflouement des réserves de Ca’; suite a la vidange du RE sont pour leur part longtemps

demeurés une énigme.
Espace RTK RCPG TRP CRAC  NCX PMCA
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Figure 9. Principaux acteurs de I’homéostasie calcique des cellules non-excitables.

Suite a la stimulation de récepteurs tyrosine kinase (RTK) ou couplés aux protéines G
(RCPG), I'IP3 généré lors de I"hydrolyse du PIP2 par les PLCs entraine le relargage du Ca**
contenu dans le réticulum endoplasmique vers le cytosol via les récepteurs-canaux IP3R. La
déplétion des réserves calciques réticulaires provoque une entrée capacitive de Ca®" par les
canaux CRACs (calcium-release activated calcium channels). L’activation de certains
canaux cationiques de type TRP (transient receptor potential) par le DAG contribue aussi a
I’é1évation du Ca** intracellulaire. Le Ca" cytosolique est ensuite transporté activement dans
le réticulum endoplasmique ainsi que dans le milieu extracellulaire par les transporteurs
SERCA et PMCA respectivement. L’échangeur NCX expulse un ion Ca** hors du cytosol
pour trois ions Na' transportés dans le cytosol (ratio 1:3). NCX, échangeur sodium-calcium;
PMCA, calcium-ATPase de la membrane plasmique; SERCA, sarco/endoplasmique
reticulum calcium-ATPase; PLC, phospholipase C; PIP2, phosphatidylinositol-4,5-
diphosphate; IP3, inositol-triphosphate; DAG, diacylglycérol; IP3R, récepteur a T'IP3;

STIM1, stromal-interaction molecules 1.
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1.4.2 Machinerie cellulaire de I'entrée capacitive du Ca**

Il est maintenant établi que lentrée capacitive de Ca** (SOCE, store-operated calcium entry;
SOCE) opérée par les canaux calciques indépendants du potentiel de type CRAC représente
la principale voie d'influx du Ca®" dans les cellules non-excitables [329]. Puisque ces canaux
sont insensibles au voltage, la magnitude de l'influx calcique dépend essentiellement du
gradient ¢lectrique établi par le potentiel membranaire. Le SOCE est un processus essentiel
permettant non seulement de réguler les voies de signalisation intracellulaire dépendantes du
Ca**, mais aussi de maintenir les réserves de Ca’";. Il a ét¢ démontré que le pore des canaux
CRAC est formé par un assemblage tétramérique des protéines Orai [330]. Chez les
mammiferes, cette famille de canaux comporte 3 membres soit Orail, Orai2 et Orai3 [331].
Chaque sous-unité¢ Orai posséde 4 segments transmembranaires reliés par des boucles extra-
et intracellulaires ainsi que des extrémités N- et C-terminales cytoplasmiques. Lors d'une
diminution de la [Ca®'] dans le RE, les protéines STIM (stromal-interaction molecules)
s'associent avec les domaines N- et C-terminaux des sous-unités Orai conduisant a
louverture du canal [332]. Les protéines STIM possedent un seul segment transmembranaire
(TM1) imbriqué dans la membrane du RE et se caractérisent par leur sensibilité au Ca*"
[333]. Les 2 isoformes de STIM (STIM1 et STIM2) ayant ét¢ identifices différent
essentiellement par leur affinité au Ca** [334]. L’extrémité N-terminale des protéines STIM
est intraréticulaire et contient un domaine de liaison au Ca** EF-hand et un domaine SAM
(sterile a-motif) [335]. Suite a l'activation des IP3R, la diminution de la charge calcique dans
le RE provoque la libération du Ca®" 1ié au domaine EF-hand. La dissociation des ions Ca®"

entralne un changement conformationnel, loligomérisation des protéines STIM et la

formation de "puncta" [336]. Ces structures, constituées de tétrameres de STIM, transloquent
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a proximit¢ de membrane plasmique pour s'associer aux sous-unités Orai et former des
complexes SOCs (Figure 10, page 53) [337]. Plusieurs études ont démontré que les protéines

STIMI et Orail doivent interagir pour initier un SOCE.
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Figure 10. Mécanisme de I’entrée capacitive du Ca’*.
(1-2) La diminution de la [Ca®"] intraréticulaire entraine un changement de conformation et
I’oligomérisation des protéines STIMs. (3-4) Les tétraméres de STIMs transloquent a
proximité¢ de la membrane plasmique et activent les CRACs. (5) La pompe SERCA permet
ensuite le pompage du Ca*" & partir des microdomaines générés par les CRAC vers la
lumiére du RE. L’¢1évation de la concentration Ca®" engendre la dissociation des oligoméres
STIMs et met fin au SOCE. STIM, stromal interaction molecule; CRAC, calcium-release
activated calcium channel; SERCA, sarco/endoplasmique reticulum calcium- ATPase;

SOCE, store-operated calcium entry. Adaptée de: Yeung et al., 2017 [338].
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Alors que lextrémité C-terminale de Orail est nécessaire pour la formation du
complexe, I’interaction entre STIM1 et le domaine N-terminal de Orail est responsable de
I’activation du canal [339,340]. L’é1évation de la concentration locale de Ca®" est requise
pour dissocier les oligomeres STIMI1 et mettre fin au SOCE [341]. La destination finale du
Ca*" nlest pas le cytosol, mais plutdt le RE qui doit étre rechargé pour étre prét a répondre
aux stimuli subséquents. La pompe SERCA est donc fonctionnellement couplée a Ila
machinerie du SOCE et permet le pompage rapide du Ca®" a partir des microdomaines
générés par les CRAC vers la lumiere du RE [342—-344].

La cristallographie des CRAC a permis de clarifier le mécanisme menant a
lactivation de ces canaux. Ces expériences ont montré que l'interaction de STIMI1 avec le
domaine ETON (extended TM1 Orail N-terminal) des Orail permet louverture du pore des
CRAC et le passage subséquent des jons Ca>" vers le cytosol [345]. Le domaine ETON
posséde 3 acides aminés chargés positivement qui repoussent les ions Ca?" en absence de
STIM1. L'interaction de STIM1 avec le domaine ETON provoque I'étirement de la structure
de Orail ce qui repositionne les charges et permet un environnement propice au flux
calcique. Il a ét¢ démontré que STIMI1 peut aussi interagir avec le domaine C-terminal de
certains membres de la famille des TRPC, notamment TRPC1 et TRPC4 [346]. Toutefois,
leur contribution au SOCE est largement débattue. 11 a récemment ét¢ démontré que le flux
de Ca®" généré par TRPC1 en réponse a la vidange réticulaire est dépendant des Orail [347].
En effet, le SOCE produit par Orail entraine le recrutement de TRPC1 au niveau de la
membrane plasmique et son activation subséquente par STIM1. Ainsi, les complexes STIMI1 -
Orail et STIMI-TRPCI1 forment 2 canaux distincts produisant différents signaux calciques.

L'hypothése initiale était que les canaux CRAC permettaient essentiellement de maintenir les
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réserves de Ca®" du RE. Il existe maintenant un nombre croissant d'évidences qui suggérent
que le Ca®" qui pénétre dans le cytoplasme par les canaux CRAC serait lui-méme responsable
de la transduction du signal calcique [348,349]. L'efflux de Ca>" du RE via les IP3Rs pourrait
servir & amplifier la mobilisation intracellulaire de Ca®*’ requise pour la transduction

subséquente du signal

1.4.3 Caractéristiques spatio-temporelles des signaux calciques
Afin d'assurer une signalisation polyvalente et spécifique, les cellules doivent contrdler
précisément les propriétés spatio-temporelles des signaux calciques. Pour remplir cette tache,
les cellules doivent pouvoir continuellement restructurer les différentes composantes de la
signalisation calcique [350]. Selon les propriétés des signaux produits, le Ca** peut générer
une grande diversité de réponses cellulaire. En effet, la cinétique de la signalisation calcique
détermine la fagon dont I'information est décodée et traitée [351]. La signature calcique d'une
fonction cellulaire correspond aux caractéristiques du signal a l'origine de cette fonction et se
définie essentiellement par trois paramétres fondamentaux soient la localisation, lamplitude
et la fréquence.

La localisation des signaux calciques peut étre globale ou bien se limiter au niveau de
micro-domaines. Les micro-domaines sont des régions du cytoplasme caractérisés par une
[Ca’"] élevée, généralement localisés a I'embouchure des canaux Ca®" [352]. Selon la
distribution spatiale du Ca**, la nature des processus cellulaires engendrés est trés variable.
Les influx calciques localisés sont a la base de processus cellulaire telles que la prolifération
[353] et la migration [354,355] alors que les vagues calciques sont plutdét impliquées dans la
communication entre les cellules [356]. Mis a part la localisation, la spécificité¢ du signal peut

aussi varier en fonction de la fréquence et de la durée du flux calcique. Tel que mentionné
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précédemment, des augmentations soutenue de [Ca®']; peuvent étre dommageables de sorte
que les cellules utilisent préférentiellement des signaux calciques de faible amplitude ou des
signaux calciques transitoires (oscillations calciques). Bien que la question ait été étudiée de
maniere exhaustive depuis un bon nombre d'années, il existe encore plusieurs incertitudes
concernant les processus impliqués dans la génération des oscillations calciques. Néanmoins,
certains facteurs de croissance, hormones et composés pharmacologiques sont connus pour
induire des oscillations Ca®" dont les fréquences sont déterminées par le type d'agent et sa
concentration [357-360].

Il a ét¢ démontré que la dynamique (durée, fréquence et amplitude) des oscillations
calciques permet d'optimiser la transcription génique en modulant la translocation de certains
facteurs de transcription, tels que NFkB et NFAT [360-364]. L’activation et I’inactivation de
la voie de signalisation de NFAT dépendent de I’activité de protéines phosphatases et kinases
dont les effets sont produits rapidement, impliquant que I’élévation de la [Ca®']; doit étre
soutenue pour permettre une activation prolongée de ce facteur de transcription et la
modulation subséquente de I'expression génique [365]. La cinétique d’inactivation de NFxB
est beaucoup plus lente car elle nécessite la formation d’un complexe protéique [365].
Conséquemment, NFkB demeure activé plus longtemps que NFAT lorsque la mobilisation
calcique est terminée. L'amplitude du signal, correspondant a la sommation des événements
calciques survenant & un moment précis, contribue aussi a diversifier la signalisation [365].
Les protéines effectrices du Ca** possédent un seuil d'activation qui dépend essentiellement
de leur affinité pour cet ion. Cette propriété permet a la cellule d’activer spécifiquement
certaines voies de signalisation en fonction de la [Ca®']; atteinte. Pour initier une cascade, la

+ , . . A ;. . . . ;.
[Ca®"]; nécessaire doit donc étre supérieure au seuil d'activation des protéines responsables de
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la transduction du signal. Il est généralement admis que l'amplitude du signal détermine la
nature des voies de signalisation induites, alors que sa fréquence code I'information

nécessaire pour assurer une transduction spécifique du signal.

1.4.4 Signalisation calcique au sein des progéniteurs cardiaques

Le Ca®" est directement ou indirectement lié a presque toutes les propriétés des
cardiomyocytes, y compris le couplage excitation-contraction et la transcription génique.
Considérant que les eCPCs ne contribuent pas de fagon significative a la formation de
cardiomyocytes in vivo [81,83,366], une meilleure compréhension des mécanismes
impliqués dans la signalisation Ca** de ces cellules semble cruciale afin de les utiliser a leur
plein potentiel dans un contexte de thérapie cellulaire. Ce n'est qu'au cours des dernicres
années que le role du Ca®" intracellulaire dans la fonction des progéniteurs cardiaques a été
étudi€¢ [367-370]. Cet axe de recherche a suscit¢ un vif intérét puisque plusieurs données
suggerent que la signalisation calcique est liée a la prolifération et a la différenciation de
cellules souches et progéniteurs de différentes origines.

Ferreira-Martins et al. ont ét¢ les premiers a mettre en évidence les voies de
signalisation calciques dans les eCPCs c-Kit" humaines [370]. Ils ont premiérement noté la
présence d'oscillations calciques spontanées se produisant indépendamment du couplage avec
les cardiomyocytes environnants ou de la présence de Ca®" dans le milieu extracellulaire. Le
méme groupe a observé que les oscillations calciques dans les eCPCs sont régulées par la
libération de Ca** du RE via l'activation des IP3Rs et sa réabsorption par la pompe SERCA.
Alors que les IP3Rs et SERCA sont fortement exprimés dans les eCPCs, les récepteurs a la
ryanodine (RyR) n'ont pas ét€ détectés. IIs ont aussi démontré que I'échangeur NCX, certains

SOC et la pompe PMCA sont présents et fonctionnels sans toutefois avoir un impact direct
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sur les oscillations calciques des eCPCs. Les récepteurs purinergiques (P2Y?2), histaminiques
(HI) et ceux de IIGF1 (insulin-like growth factor 1) sont fortement exprimés et régulent
quant a eux la magnitude de la signalisation calcique des eCPCs. En effet, la liaison d'ATP,
d'histamine ou d'IGF1 a leur récepteur respectif augmente la susceptibilité et la friéquence des
oscillations. La présence d'oscillations de Ca®" dans les eCPCs est couplée avec la
progression du cycle cellulaire, la synthése d'ADN et la croissance cellulaire. Ce méme
groupe a aussi démontré que I'induction d'oscillations calciques dans les eCPCs in vitro avant
leur transplantation promeut la rétention et la prolifération des eCPCs au sein du myocarde,
favorisant une régénération cardiaque accrue.

Bien que les SOC ne soient pas impliqués dans l'initiation des oscillations observées
dans les eCPCs, ils permettent de recharger le contenu en Ca®>* du RE suite 4 la vidange
réticulaire. L'utilisation d'ARN interférents (ARN1) dirigés contre Orail, TRPCI1 et STIMI a
permis de démontrer I'importance de ces sous-unités dans le processus du SOCE des eCPCs
[367]. Des expériences d'immunoprécipitation ont ensuite confirmé linteraction entre les
différentes protéines et donc leur participation dans la formation des complexes SOC.
L'inhibition du SOCE dans les eCPCs atténue la prolifération et la migration cellulaire. Au
niveau moléculaire, la diminution lexpression de la cycline D1 et E ainsi que la
phosphorylation de la kinase AKT pourrait expliquer les effets déléteres observés suite a la
réduction de l'influx calcique via les SOC.

Certains canaux de la sous-famille des TRPV, notamment TRPV2 et TRPV4,
contribuent aussi a la diversité de la signalisation calcique des eCPCs par des mécanismes
similaires a ceux décrits pour les canaux de type SOC [369]. Le canal TRPV2 régule la

prolifération et la migration alors que TRPV4 est seulement impliqué dans le processsus
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migratoire. L'utilisation d' ARNicontre TRP V2 réduit I'expression des cyclines D1 et E2 ainsi
que la phosphorylation des kinases ERK1/2 et AKT, alors que la répression génique du canal
TRP V4 atténue uniquement la phosphorylation d'AKT sans affecter les protéines régulatrices
du cycle cellulaire.

Alors que limportance du Ca®" intracellulaire pour la fonction des cellules souches
est bien établie, les voies de signalisations calciques impliquées dans la régulation de la
fonction des progéniteurs cardiaques endogénes demeurent peu connues. La protéine
CaMKII (Ca*"/calmodulin-dependent protein kinase II) est une enzyme ubiquitaire dont la
structure et sa capacité d'autophosphorylation lui permettent de décoder les différents signaux
calciques intracellulaires [371]. Les nombreux substrats de CaMKII font de cette kinase un
acteur clé¢ dans la régulation de l'homéostasie calcique, des canaux ioniques, de Ila
transcription génique, de la translocation protéique, du métabolisme, de la prolifération, de la
différenciation et de la tolérance au stress [372]. L'isoforme 6B de la CaMKII (CaMKIIdB)
est la variante d'épissage prédominante au niveau nucléaire dans le cceur adulte et régule
notamment l'expression de geénes hypertrophiques [373]. Quijada et al. ont observé que la
distribution cellulaire de cette kinase dans les eCPCs est principalement cytosolique pendant
la croissance et le développement post-natal, mais se retrouve majoritairement localisée au
niveau nucléaire a la suite d'un stress pathologique [368]. Au stade précoce de Ila
différenciation des progéniteurs in vitro, ils ont démontré que la distribution nucléaire de
CaMKII6B augmente et favorise leur engagement cardiogénique. La différenciation des
progéniteurs cardiaques médiée par CaMKIIOB est corroborée par une séric de
caractéristiques morphologiques et moléculaires, y compris des augmentations de la taille

cellulaire, une diminution de la prolifération et une augmentation de marqueurs exprimés par
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les cellules matures de lignée cardiaque (cTNT et a-SMA). Mis a part sont rdle dans la
différenciation, CaMKIIOB contribue a la résistance au stress oxidatif des progéniteurs
cardiaques. En effet, la répression génique de CaMKIISB in vitro augmente la mortalité en
présence de stress oxydant ainsi que I'expression de génes associés a la sénéscence cellulaire

[368].

1.5 Objectifs et hypothese de la présente étude

La thérapie cellulaire est une approche prometteuse pour atténuer voire empécher la
progression de linsuffisance cardiaque. Bien que des populations cellulaires de diverses
origines aient été proposées pour la thérapie cellulaire, la présomption que les cellules
souches provenant du tissu cible possedent des propriétés thérapeutiques optimales a conduit
a lisolement de différentes populations de cellules souches et progéniteurs cardiaques.
Toutefois, les bénéfices cliniques notés lors des premiers essais sont modestes et variables.
En vue d’exploiter le plein potentiel thérapeutique des cellules souches et progéniteurs
cardiaques, il est primordial de développer nos connaissances sur les mécanismes régulant
leurs fonctions. Les canaux ioniques sont des protéines membranaires ubiquitaires impliqués
dans les processus fondamentaux des quelques cent mille milliards de cellules qui composent
le corps humain. On sait depuis longtemps qu'en plus des molécules chimiques échangées par
les cellules au cours de la croissance et du développement, les signaux bioélectriques
représentent un systéme riche et intéressant pour manipuler les voies de signalisation
intracellulaires et contrdler le comportement cellulaire. D'apres les études existantes, il est
clair que les flux ioniques contribuent & beaucoup plus que l'excitabilité des cellules. Tel que

discuté précédemment, les échanges ioniques sont impliqués dans la progression du cycle
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cellulaire, la prolifération et la différenciation de nombreux types cellulaires. Une variété de
canaux ioniques fonctionnels a été identifiée in vitro dans les eCSCs/eCPCs c-Kit', mais leur
fonction demeure peu connue. Toutefois, puisque les caractéristiques transcriptionnelles des
eCPCs sont affectées par la culture in vitro [374], les propriétés électrophysiologiques
rapportées précédemment pourrait différer de leur profil ionique in situ. L'objectif primaire
de cette thése était donc de définir le profil électrophysiologique des eCPCs c-Kit"
immédiatement apres leur purification afin de préciser leur phénotype ionique. Considérant
I’importance du Ca”*; dans la régulation des fonctions biologiques et I'implication des
canaux KCa dans la régulation de la signalisation calcique, une attention particuliére a été
accordée a cette famille de transporteurs ioniques. Mises a part les eCPCs c-Kit', le profil
¢lectrophysiologique des EDCs et BM-MSCs a aussi ét¢ investigué afin de déterminer si les
mécanismes de régulation ionique sont conservés au sein de différentes populations de

cellules souches multipotentes.

62



CHAPITRE 2 — Calcium-Dependent Potassium Channels
Control Proliferation of Cardiac Progenitor Cells and

Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cells



Mise en contexte

Les canaux ioniques membranaires sont impliqués dans les processus fondamentaux des
quelques cent mille milliards de cellules qui composent le corps humain, dont les cellules
souches. Une variété de canaux ioniques fonctionnels a ét¢ identifiée in vitro dans les cellules
progénitrices cardiaques endogénes (eCPCs) c-Kit', mais leurs fonctions demeurent peu
étudiCes. Puisque les conditions artificielles de culture alterent le phénotype cellulaire, le
profil ionique des eCPCs rapport¢ précédemment pourrait différer de leurs propriétés
¢lectrophysiologiques in situ. Pour pallier cette limitation, nous avons caractérisé les canaux

ioniques fonctionnels immédiatement aprés sélection antigénique.

Vigneault, P. Naud, X. Qi, J. Xiao, L. Villeneuve, D. R. Davis, S. Nattel, Calcium-
dependent potassium channels control proliferation of cardiac progenitor cells and
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Key Points Summary

Ex vivo proliferated c-Kit" endogenous cardiac progenitor cells (¢CPCs) obtained from
mouse and human cardiac tissues have been reported to express a wide range of functional
ion-channels.

In contrast to previous reports in cultured c-Kit" eCPCs, we found that ion currents were
minimal in freshly isolated cells. However, inclusion of free Ca®" intracellularly revealed a
prominent inwardly-rectifying current identified as the intermediate conductance Ca®'-
activated K current (KCa3.1)

Electrical function of both c-Kit” eCPCs and bone marrow-derived mesenchymal stem
cells (BM-MSCs) is critically governed by KCa3.1 calcium-dependent potassium
channels.

Ca*"-induced increases in KCa3.1 conductance are necessary to optimize membrane
potential during Ca*-entry. Membrane hyperpolarization due to KCa3.1 activation
maintains the driving force for Ca*"-entry that activates stem cell proliferation.

Cardiac disease downregulates KCa3.1 channels in resident cardiac progenitor cells.
Alterations in KCa3.1 may have pathophysiological and therapeutic significance in

regenerative medicine.
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Abstract

Endogenous c-Kit" cardiac progenitor cells (eCPCs) and bone marrow (BM)-derived
mesenchymal stem cells (MSCs) are being developed for cardiac regenerative therapy, but a
better understanding of their physiology is needed. Here, we addressed the unknown
functional role of ion-channels in freshly-isolated eCPCs and expanded BM-MSCs using
patch-clamp, microfluorometry and confocal microscopy. Isolated c-Kit" eCPCs were
purified from dog hearts by immunomagnetic selection. Ion-currents were barely detectable
in freshly-isolated c-K it" eCPCs with intracellular calcium (Ca**;) buffered. Under conditions
allowing free intracellular Ca**, freshly-isolated c-Kit" eCPCs and ex-vivo proliferated BM-
MSCs showed prominent voltage-independent conductances that were sensitive to
intermediate-conductance K -channel (KCa3.1 current, Ikca3.1) blockers and corresponding
gene (KCNN4)-expression knockdown. Depletion of Ca®’; induced membrane-potential
(Vmem) depolarization, while store-operated Ca?"-entry (SOCE) hyperpolarized Viem in both
cell types. The hyperpolarizing SOCE-effect was substantially reduced by Ikca3.1 or SOCE
blockade (TRAM-34, 2-APB), and Ikca3.1-blockade (TRAM-34) or KCNN4-knockdown
decreased the Ca®" entry resulting from SOCE. Ikca3.1 suppression reduced c-Kit" eCPC and
BM-MSC proliferation, while significantly altering cyclin expression profile. Ikca3.1 was
reduced in c-Kit" eCPCs isolated fiom dogs with congestive heart failure (CHF), along with
corresponding KCNN4 mRNA. Under perforated-patch conditions to maintain physiological
[Ca®"];, c-Kit" eCPCs from CHF-dogs had less negative resting membrane potentials (-58 + 7
mV) versus c-Kit" eCPCs fiom control dogs (-73 = 3 mV, P < 0.05), along with slower
proliferation. Our study suggests that Ca’-induced increases in Ixca31 are necessary to

optimize membrane-potential during the Ca®" entry that activates progenitor-cell
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proliferation, and that alterations in KCa3.1 may have pathophysiological and therapeutic

significance in regenerative medicine.

Key Words: cardiac progenitor cells = calcium = heart failure
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Introduction
Since the early 2000s, pools of endogenous cardiac progenitor cells (eCPCs) have been
identified in hypoxic niches within adult hearts (Beltrami et al., 2003; Castaldo et al., 2008;
DiMeglio et al., 2010). Indeed, several distinct eCPC populations have been identified based
on their intrinsic properties and markers (MDR-1, c-Kit, Sca-1, Islet-1, SSEA-1, W8B2,
ALDH, Peg3/PW1) (Beltrami et al., 2003; Chimenti et al, 2012; Hierlihy et al, 2002;
Laugwitz et al., 2005; Martin et al., 2004; Oh et al., 2003; Sandstedt et al., 2014; Yaniz-
Galende et al., 2017; Zhang et al., 2015). c-Kit" eCPCs represent the best-characterized
eCPC population and have been identified in the hearts of a range of species including
humans (Bearzi et al., 2007; Sandstedt et al., 2012; van Vliet et al., 2008), dogs (Linke et al.,
2005), pigs (Ellison et al., 2011), sheep (Hou et al., 2012), cats (Angert et al., 2011), rats
(Beltrami et al., 2003), mice and zebrafish (Ellison et al., 2013; Verduciet al., 2014).
Clonogenic, self-renewing, multipotent c-Kit-expressing cells can be harvested from
adult hearts (Bearzi et al., 2007; Beltrami et al., 2003; Linke et al., 2005). c-Kit" eCPCs are
reported to constitute approximately 0.01% of cardiomyocytes in the adult rat heart (Beltrami
et al., 2003) and have been shown to differentiate into all three cardiovascular lineages
(endothelial cells, vascular smooth muscle cells and cardiomyocytes) in vitro under specific
conditions (Beltrami et al, 2003; Linke et al, 2005). While c-Kit" eCPCs have been
suggested to play a role in cardiac adaptation and regeneration following myocardial stress
(Nadal-Ginard et al, 2014), recent evidence suggests that they minimally contribute
cardiomyocytes under basal conditions or after cardiac injury (Sultana et al., 2015; van Berlo
et al., 2014). Although the exact biological function of c-Kit" eCPCs remains controversial in

the field of cardiac regeneration, c-Kit" cell therapy or in situ mobilization of c-Kit" eCPC
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pools have been shown to improve heart function by promoting cardiac repair (Angert et al.,
2011; Dawn et al, 2005; Fischer et al., 2009; Li et al, 2011; Linke et al, 2005). The
mechanisms of benefit of stem and progenitor cell transplantation remains poorly defined.
Paracrine mechanisms have been proposed to explain the reparative and regenerative actions
of transplanted cells, including exosome-mediated effects on preexisting myocardium (Khan
et al., 2015; Sahoo and Losordo, 2014) and cell-specific protein modifications (Wei et al.,
2015). Despite their potential value in regenerative therapy and the possible functional role of
c-Kit" eCPCs in health and diseases, their cellular physiology needs to be better understood.
In a variety of non-excitable cell-types including stem and progenitor cells, ion-
channels are involved in migration, proliferation and differentiation (Lang et al, 2007;
Lehen’kyi et al., 2007; Pardo, 2004). Various K'-channels are implicated in regulating
progenitor cell cycle progression, cellular growth and phenotypic transition (Pardo, 2004;
Tao et al., 2008). Expanded c-Kit" eCPCs obtained from mouse and human cardiac tissues
have been reported to express a wide range of functional ion-channels. Han et al. reported
three ion-currents in expanded microbead-purified mouse cardiac c-Kit" cells, including a
delayed-recitifier current /kpr (likely encoded by KvIi.1, Kvi.2 or KvI.6), an inwardly-
rectifying current Ik;; (likely encoded by Kirl.1, Kir2.1 or Kir 2.2) and a volume-dependent
CI-current Icyvol (encoded by Clcn3), present in 29%, 13% and 44% of cells respectively
(Han et al., 2010). More recently, Zhang et al. reported the presence of the large-conductance
Ca**-dependent K™ current BKCa (86% of cells; encoded by KCal.l), transient-outward
current i, (47%; encoded by Kv4.2 or Kv4.3), Ii (84%; encoded by Kir2.1), and
tetrodotoxin-sensitive Na'-current Inatrx (61%; likely encoded by Navi.3 or Navl.6) n

cultured c-Kit" eCPCs isolated from human atrial appendages (Zhang et al., 2014). BKCa-
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inhibition decreased cell-cycling and mobility in human c-Kit" eCPCs, whereas Ii;: blockade
increased cell-mobility without affecting cycling. It has also been shown that functional
TRPV2 and TRP V4 channels are abundantly expressed in human cardiac c-Kit" cells (Che et
al., 2016). Both channels are involved in cell migration, whereas only TRPV2 participates in
regulating cell cycle progression (Che ef al., 2016). Ferreira-Martins et al. demonstrated that
c-Kit" human cardiac progenitor-cell growth and regenerative potential depend upon
intracellular Ca" oscillations mediated by inositol-trisphosphate receptors (Ferreira-Martins
et al., 2009). One major limitation of all of these studies was that ion-currents and
corresponding gene-expression were determined in expanded c-Kit" eCPCs, but not in
freshly-isolated cells. Because cell-culture conditions can alter cellular phenotype (Dawson
et al, 2012), the electrophysiological profile of these cells might not reflect their ionic
properties in situ.

Here, we characterize for the first time the ion-currents in freshly-isolated c-Kit"
eCPCs and address their function. Our results suggest a prominent role for KCa3.1-channels
in controlling eCPC membrane-potential and proliferative function. Furthermore, we extend
our observations to bone marrow-derived (BM) mesenchymal stem cells (MSCs). Our
findings indicate an important role of KCa3.1-channels in stem-cell biology, which may be

susceptible to manipulation to enhance therapeutic benefits of cell therapy.
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Methods

Ethical Approval

All animal handling, surgical and post-surgical procedures followed the Guidelines of the
National Institutes of Health and were approved by the Animal Research Ethics Committee
of the Montreal Heart Institute. Experiments were conducted on random source adult
mongrel dogs of both genders (supplier name available upon request from the corresponding
author) fed a standard diet ad libitum. Since this study focuses exclusively on cells derived
from the left ventricle, the atria were removed and used for other projects to maximize the
use of animals. A total of 26 dogs were used in the current study (15 males, 11 females).
Studies in dogs form a vital part of biomedical research as they are amongst the animal
models known to recapitulate best many of the features of the human heart, including clinical
heart failure phenotypes of various etiologies (Camacho et al, 2016). The investigators
involved in this study understand the ethical principles under which the Journal of
Physiology operates and their work complies with the principles and regulations described by

Grundy (Grundy, 2015).

Primary Cell Isolation and Culture

Adult mongrel dogs (30 + 4 kg) were anesthetized with morphine (2 mg/kg S.C.) and o-
chloralose (120 mg/kg intravenously, followed by 30 mg/kg per hour) and ventilated
mechanically. Prior to heart excision, animals were deeply anesthetised (all reflex activity
and pain responses suppressed) with sodium pentobarbital (30 mg/kg1.V.) and euthanized by
exsanguination. Hearts were then extracted via median thoracotomy and immediately

immersed in cold oxygenated Tyrode solution. Left ventricles (LVs) were subjected to
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enzymatic digestion for cell isolation. The LV anterior wall was arterially-perfused with
Tyrode solution (see composition below) containing collagenase (120 U/mL, Worthington,
type II). The dissociated cells were collected and dispersed by gentle trituration in cold
Kraftbruhe solution. Cell-suspensions were centrifuged twice at 60 g for 2 minutes to pellet
cardiomyocytes. The supernatant was collected and filtered through a 40-um cell -strainer
and centrifuged at 600 g for 5 minutes to pellet the cell-fraction containing small
mononucleated cells including c-Kit" eCPCs. Pelleted cells were resuspended in Ca**-Mg?'-
free Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS) supplemented with 2% heat-inactivated
fetal bovine serum and 1-mmol/L EDTA. c-Kit" cells were then purified with mouse
monoclonal anti-c-Kit antibodies (313202; Biolegend) and magnetic immunobeads (Dynal)
as described previously by other groups (Beltrami et al, 2003; French and Davis, 2014).
Cell-suspensions were initially incubated with anti-c-Kit primary antibody for 20 minutes at
4°C. Cells were then rinsed with cooled DPBS and incubated with sheep anti-mouse
secondary antibody conjugated with superparamagnetic beads for an additional 10 minutes at
4°C with gentle agitation. To remove unlabelled cells (c-Kit"), cell-suspensions were placed
on a magnetic particle concentrator (MPC-1) and washed 3 times with complete culture
medium consisting of a mixture o£65% IMDM/35% DMEM-F12 containing 10%-FBS, 100-
U/ml penicillin, 100-ug/ml streptomycin, 2-mmol/L L-glutamine, 0.2-mmolL 2-
mercaptoethanol, 10-ng/ml human basic fibroblast growth factor, 10-ng/ml human epidermal
growth factor, 10-ng/ml human LIF.

The freshly-collected c-Kit" cells were used for ion-channel studies, gene-expression
assays and immunocytochemistry. c-Kit" eCPCs were also expanded in vitro for proliferation

assay. c-Kit" eCPCs have been cultured as previously described with slight modifications
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(Bolli et al, 2011). Briefly, c-Kit" eCPCs were seeded on fibronectin (FN)-coated (20-
pg/mL) 6-well plates in complete culture medium and cultured at 37°C in 5% CO;. The
medium was changed the next day to remove debris and cultures were continued until cells
reached 70-80% confluency (14-21 days). To ensure the availability ofa sufficient number of
cells for subsequent experiments, c-Kit" eCPCs were lifted and re-plated in 100 mm FN-
coated culture dishes for an additional week to allow expansion. Cells used in this study were
from passages 2 to 4 to limit potential phenotypic drift. OriCell'™ dog BM-MSCs were
purchased from Cyagen and cultured according to the manufacturer recommendations. Cells
used in this study were from early passages (4 to 8) to limit the possible variations in

functional ion channel induced by cell aging and senescence in later passages.

siRNA Transfection Proce dure

Canine ventricular c-Kit" eCPCs were transfected with 100-nmol/L siRNA (SMARTpool
siGENOME KCNN4-siRNA; GE Dharmacon) or negative control construct with
Lipofectamine RNAi MAX reagent (Invitrogen), according to the manufacturer’s
instructions. Cells were used for functional experiments or collected for total RNA or

purification 48 hours after the transfection.

Congestive Heart Failure (CHF) Dog-Model

The animal model was prepared as previously described in detail (Shinagawa et al., 2002).
Adult mongrel dogs were anesthetized with diazepam (0.25 mg/kg I'V)/ketamine (5.0 mg/kg
IV)/halothane (1% to 2% PI). Pacemaker leads were inserted fluoroscopically into the right-

ventricular apex and connected to a pacemaker (St. Jude Medical, St. Paul, MN) implanted
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subcutaneously in the neck. All dogs received post-surgical antibiotic treatments for 5
consecutive days (enrofloxacin, 5 mg/kg orally per day) to reduce the chance of infection.
Following twenty-four hours for recovery, ventricular-pacing was initiated at 240 beats min’
! After 2 weeks of continuous pacing, CHF was confirmed by signs (lethargy, dyspnea, and
edema) and in vivo hemodynamic findings before animals were killed as described above.
Hearts were then excised and LVs subjected to enzymatic digestion. All the animals included

in this study completed the protocol.

Immunostaining

Freshly-isolated c-Kit" eCPCs and unsorted cardiac cells (non-myocyte fraction) were seeded
on FN-coated (20-pg/mL) 8-well chamber slides with complete growth medium, and
incubated for 6 hours at 37°C in 5% CO; to allow attachment. Cells were washed three times
with warm Hanks' balanced salt solution (HBSS) before fixation (4% PFA in HBSS for 10
minutes at room temperature). Cells were washed three times and then blocked for 30
minutes with normal donkey serum (10% in HBSS) at room temperature. c-Kit" eCPCs and
unsorted cardiac cells were incubated overnight at 4°C with a rabbit anti-c-Kit antibody
(1/100; Santa Cruz), followed by donkey anti-rabbit [gG-Alexa Fluor 555 (1/500; Invitrogen)
and DAPI (1/1000; Invitrogen) for 1 hour at room temperature. The next day, fluorescent

images were obtained with an LSM-710 inverted confocal laser scanning microscope.

Real-Time Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (QPCR)

Freshly-isolated c-Kit" eCPCs were resuspended in lysis buffer, and RNA was isolated with

Quick-RNA™ MicroPrep (Zymo Research), including DNase treatment to prevent genomic
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contamination. Messenger RN As were reverse-transcribed with the High-Capacity Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). qPCR was performed with TagMan probes or SyBr
green primers from Applied Biosystems for housekeeping genes hypoxanthine
phosphoribosyltransferase (HPRT), P2-microglobulin (f2M) and glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PD). TagMan probes were used for KIT, CD90, KCNNI, KCNN2,
KCNN3, KCNN4, KCNMAI, KCNAS5, CCNDI and CCNE2. SyBr green primers were used to
quantify all other genes (DDR2, CD31, CD34, CD45, CDI105, KCNA3, KCNA4, KCND3,
KCNH2, KCNJ2, KCNJ12, KCNJ3 and KCNJ5). PCR was performed with Tagman Gene
Expression Master Mix or SYBR Select Master Mix accordingly (Applied Biosystems). The
geometric mean expression of HPRT, f2M, and G6PD was used for normalization. Reactions
were run on a StepOnePlus™ Real-Time PCR System. Relative gene expression values were

calculated with the 272" method.

Ion-Current and Vyem Recording

All in vitro recordings were obtained at 37°C. Whole-cell perforated-patch and tight-seal
techniques were used to record membrane potential (Vyem, current-clamp mode) and ion-
currents (voltage-clamp mode). Borosilicate glass electrodes (tip resistances 10-15 MQ when
filled with pipette-solution) were connected to a patch-clamp amplifier (Axopatch 200B;
Axon Instruments). For perforated-patch, nystatin-free intracellular solution was placed in
the tip of the pipette by capillary action (~5 s), and then pipettes were backfilled with
nystatin-containing (400-pg/mL) pipette solution. Ikca3.1 was recorded as 1-umol/L TRAM-
34—sensitive current. Tyrode solution contained (mmol/L) NaCl 136, CaCl, 1.8, KCIl 5.4,

MgCL 1, NaH,POy4 0.33, dextrose 10, and HEPES 5 (pH 7.4, NaOH). For Ca**-free Tyrode
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solution experiments, CaCl, was omitted and 1 mM EGTA was added. The pipette solution
used to define global ion-current profiles contained (mmol/L) GTP 0.1, K-aspartate 110, KCI
20, MgCL 1, MgATP 5, HEPES 10, sodium-phosphocreatine 5, and EGTA 5 (pH 7.4,
KOH). For Ikca31 recording, the pipette solution contained (mmol/L) KCI 130, NaCl 5,
MgCL 1, K,ATP 5, HEPES 10 and EGTA 5 (pH 7.2, KOH). The amount of CaCl, required
to achieve 300-nmol/L free-[Ca®’]; was determined with WebMaxC software. The pipette-
solution for perforated-patch experiments contained (mmol/L) KCI1 140, NaCl 5 and HEPES
10 (pH 7.2, KOH). Junction potentials between bath and pipette solutions averaged 10 mV
and were corrected before recording, for both Viem and ion-current measurements. Currents
are expressed as densities (p A/pF) to control for cell size/capacitance differences.

To study the effect of store-operated Ca®" entry on Igca3.1 and Viem, Ca’*, was
depleted passively by bathing cells in Ca**-fiee Tyrode solution for at least 10 minutes, and
then cell-contents were dialyzed by tight-seal attachment with pipette solutions containing
(mmol/L) KC1 140, NaCl 5, MgCl, 1.2 and HEPES 10 (pH 7.2, KOH). After whole-cell
configuration and cell-dialysis were established, extracellular [Ca®"] was restored and Vipem

changes were recorded.

Ca’*-Imaging

Freshly-isolated c-Kit™ eCPCs were seeded on fibronectin-coated chamber slides with c-Kit"
eCPC complete growth medium, and incubated ~4 hours to allow attachment whereas MSCs
were seeded on chamber slides with their recommended growth medium and incubated
overnight to allow cell spreading. Freshly-isolated c-Kit" eCPCs and expanded MSCs were

loaded with Fluo-4-acetoxymethyl ester (10-pmol/L; Invitrogen) in complete growth medium
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in the presence of Pluronic F-127 (20% solution in dimethylsulfoxide, 2.5-pg/mL) for 30
minutes at 37°C in a humidified incubator with 95% 0,/5% CO,. Chamber slides were
positioned on the stage of a confocal microscope; cells were incubated with Ca*-free Tyrode
solution and maintained for 15 minutes at room temperature before experimental protocols to
allow passive depletion of intracellular Ca’" stores and deesterification of Fluo-4-
acetoxymethyl ester. Fluo-4 was excited at 488 nm; emitted fluorescence was collected at
495 nm with a confocal microscope (Olympus IX81). To study store-operated Ca’" entry
(SOCE), cells were then exposed to Ca®"-containing Tyrode solution supplemented with 1-
umol/L thapsigargin. To assess whether KCa3.1-activity modulates Ca>" influx, cells were
pretreated with 1-pumoV/L TRAM-34 before inducing SOCE. Basal intracellular [Ca®"] was
also assessed in CTL and KCNN4-knockdown c-Kit" eCPCs. Images were analyzed with

Image] software.

Population Doubling Time M easurements

Population doubling time (PDT) was assessed in 12-well plates by manual cell counts.
Expanded c-Kit" eCPCs and BM-MSCs were lifted with TrypLE Select (Invitrogen) and
plated into 12-well plates at 5x10* cells/well in 1 mL of complete growth medium. A fter
overnight pre-incubation to allow recovery from trypsinization and cell-attachment, the cells
were switched to a culture medium containing 1-pmol/L TRAM-34, 10-pmol/L TRAM-34,
vehicle or siRNA molecules for 48 hours. Cell number was counted on days 1 and 3 after
initial seeding. The doubling time was calculated with the cell numbers on day 1 and 3 using

Doubling Time Computing software (http.//www.doubling-time.com/compute.php).
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Immunoblotting

Freshly isolated c-Kit" cell from control and CHF animals were collected into ice-cold lysis
buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCL 10% glycerol (v/v), 0.1% Triton X-100 (v/v), 0.1%
SDS (w/v), 0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 5 mM dithiothreitol and protease
inhibitor cocktail). After incubating on ice for 30 minutes, lysates were cleared by
centrifugation at 8,000 g for 10 minutes, and the supernatants retained. Each lysate was
denatured and resolved by electrophoresis on SDS—polyacrylamide gels (SDS-PAGE, 7.5%
acrylamide gels). Proteins were transferred onto polyvinylidene difluoride membranes,
probed overnight at 4°C with a KCa3.1 (Alomone), cyclin D1 (Cell Signalling Technology)
and cyclin E2 (Cell Signalling Technology) -specific antibodies and then, after stripping the
membranes with Re-blot Plus mild antibody stripping solution (Millipore), re-probed using a
GAPDH-specific antibody (Fitzgerald industries international Inc.). Horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch Inc.) were used and
immunoreactive bands were revealed by chemiluminescence. Expression data are provided

relative to GAPDH for the same samples on the same gels.

Data Analysis

Clampfit 10.4 (Axon Instruments), GraphPad Prism 5.0, SigmaPlot 11.0, SigmaStat 3.1 and
Quantity One 1-D software (Bio-Rad Laboratories) were used for data analysis. All data are
expressed as mean = SEM. Multiple group comparisons were obtained with one-way
ANOVA for non-repeated analyses in experiments involving more than 2 groups and two-
way repeated-measures ANOVA for all multi- group analyses involving repeated measures.

Individual-mean comparisons by Bonferroni-corrected ¢-tests were obtained to identify the
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statistical significance of individual-mean differences when overall group effects were noted.

A 2-tailed P < 0.05 was considered statistically significant.
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Results

c-Kit" eCPCs in Adult Dog Hearts

Freshly-isolated c-Kit” eCPCs had a homogenous round-shaped morphology with a
membrane capacitance of 5.5 £ 0.4 pF (wN = cells/dogs = 53/17). Immunostaining
confirmed the c-Kit positivity of purified eCPCs (Figure la, left panel) and the c-Kit
negativity of a comparator population (unsorted non-myocyte cell fraction; Figure la, right
panel). We assessed the expression-profiles of genes characteristic of eCPCs (KIT), cardiac
fibroblasts (DDR?2), endothelial cells (CD317), hematopoietic lineage cells (CD34 and CD45)
and mesenchymal-derived cells (CD90 and CDI105), before and after magnetic sorting.
Figure 1b shows that KIT mRNA was enriched > 20-fold, whereas DDR2, CD31, CD34,
CD45, CD90 and CD105 expression was negligible after the sorting procedure. These results
confirm that our isolation protocol yields highly-enriched and relatively pure c-Kit" cardiac

cells.

Endogenous Ion-Currents in Freshly-Isolated c-Kit" e CPCs

In freshly-isolated c-Kit" eCPCs, ion-currents were minimal with Ca’"; buffered in tight-seal
patch mode (Figure 2a-b). Perforated patch-clamp recording, which preserves intracellular
macromolecules and divalent cations such as Ca’" and Mg*", revealed robust outward
currents displaying inward rectification and a reversal potential (Eey) 0f-78 = 12 mV (Figure
2¢). The inclusion of 300-nmol/L Ca®" (fiee concentration) in tight-seal patch-pipettes
revealed a prominent inwardly-rectifying voltage independent current (Figure 2a-b) with an

Erey 0f-93 £ 2 mV (Figure 2d).

81



Figure 2e shows the resting membrane potential (Vmem) values in cells studied with
tight-seal patch-clamp in the absence and presence of Ca*";, indicating that Vien is governed
by a Ca*'i-dependent conductance. With perforated-patch-clamp recording to maintain
physiological intracellular contents, Viem averaged —70 + 2 mV, close to values obtained in
the presence of 300-nmol/L Ca®";. These results point to a crucial role for Ca®"; in the

regulation of membrane potential in freshly-isolated c-Kit" eCPCs.

Properties of Endogenous Ca’*-Dependent K* Current

To confirm the charge-carrier for the prominent Ca’'i-dependent current, we observed the
response to increased extracellular K'-concentration ([K'], = 100-mmol/L). Figure 3a
displays the current-voltage relationship before and after exposure to 100-mmol/L [K],. The
reversal potential (E,ey) shifted from -91 to -29 mV and inward currents increased
substantially with increased [K']o, in line with expectations for an inwardly-rectifying K-
current. For comparison, the predicted E.., for a pure K -current based on the Nernst
equation was -89 mV for baseline conditions and -9 mV for [K'], of 100-mmol/L,
confirming K™ as the principal charge carrier.

Since the large-conductance Ca*’-dependent K channel (BKCa) has been reported in
cultured c-Kit" human cardiac progenitor cells (Zhang et al., 2014), we tested the response to
the selective BKCa-blocker paxilline. Paxilline had no effect on the current density (Figure
3b). Based on the biophysical properties of the current and the fact that the intermediate-
conductance Ca**-dependent K* channel (SK4; KCa3.1) has been reported in several non-

excitable cells including stem cells from various origins, we then tested the response to
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KCa3.1 blockers. We found that TRAM-34 and maurotoxin (MTX) strongly inhibited the

current (Figure 3c¢).

Ion-Channel Subunit-Gene Expression in Freshly-Isolated c-Kit" e CPCs

Figure 4a-b shows K'-channel subunit expression in eCPCs relative to the unsorted non-
myocyte cell fraction from the same animals. Most voltage-dependent and inwardly-
rectifying K'-channel subunits were weakly expressed in freshly-isolated c-Kit" eCPCs. The
only subunit showing significantly- greater expression in eCPCs versus unsorted comparator
cells was the KCa3.1-channel encoding gene KCNN4, in agreement with our patch-clamp

data.

eCPC Ikca31 Remodeling in Heart Disease

Heart diseases and cardiovascular risk factors are associated with accelerated ageing of
progenitor cells. Evidence in the literature suggests that heart failure promotes cardiac
progenitor cell senescence, which might impair their regenerative potential (Zakharova et al.,
2013). We therefore assessed KCa3.1 expression in c-Kit"™ eCPCs freshly-isolated from the
hearts of CHF dogs. All dogs in the CHF group showed pulmonary congestion and
pericardial effusion during open-chest study. Arterial systolic pressures were lower in CHF
dogs compared to controls, and left ventricular (LV) end-diastolic, left atrial (LA), and right
atrial (RA) pressures were higher (Table 1). Freshly-isolated CHF c-Kit" eCPCs were smaller
than control cells (4.2 £ 0.5 pF vs. 5.5 + 0.4 pF, P < 0.05), and Vyem of c-Kit" eCPCs was
depolarized in CHF versus control dogs under perforated-patch conditions (-58 = 7 mV vs. -

73 £ 3 mV, P < 0.05). Consistent with the observed difference in Vyem, TRAM-34-sensitive
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current was significantly reduced in c-Kit" eCPCs from CHF-dog hearts (Figure 5a).
Reduced expression levels of KCNN4 mRNA and corresponding protein were confirmed
(Figure 5b-c). Population doubling time measurements revealed that CHF c-Kit"™ eCPCs
proliferate at a slower rate compared to control cells (Figure 5d). Western blot demonstrated
lower expression of cyclin E2 in CHF c-Kit" eCPCs (Figure 5e). These results suggest that
reduced Ixca3.1 density and associated Vpem depolarization might contribute to perturbed

cellular function of ¢-Kit" eCPCs in CHF.

Evidence for a Functional Role of Vyem-Control During Ca2+-Entry
One clear potential role for KCa3.1 in c-Kit" eCPCs would be optimization of the driving
force for Ca** during store-operated Ca’" entry (SOCE), an important signal for cell-
activation that by increasing [Ca®']; would otherwise reduce the transmembrane Ca®"
concentration-gradient and turn itself off. To address this possibility, we induced SOCE by
bathing eCPCs in nominally Ca®*-free Tyrode solution to passively deplete intracellular Ca**
stores, then superfused the cells with Tyrode solution containing 1.8-mmol/L Ca*". Figure 6a
shows mean current densities recorded with a ramp protocol after Ca”*-depletion (0-mmol/L
[Ca’']o, in black symbols), following SOCE (1.8-mmolL [Ca®'],, red symbols) and
following SOCE in the presence of the selective Ikca3.; inhibitor TRAM-34 (1-pmol/L, blue
symbols). Under Ca*"i-depletion, currents are negligible; they are greatly enhanced by SOCE
and substantially reduced by TRAM-34. These observations confirm a highly-significant
reduction in currents during SOCE with Igca3.1-inhibition.

To verify the consequences, we performed current-clamp recording of Vpem under

conditions that elicited SOCE (Figure 6b). In the presence of very low intracellular [Ca®']
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resulting from perfusion with nominally Ca**-free extracellular solution, Viem was about -20
mV. Following store-depletion, the addition of 1.8-mmol/L extracellular Ca*" induced a
strong hyperpolarization (from -21 + 4 mV to -79 £ 7 mV in 21 cells, P < 0.001). The
addition of TRAM-34 during SOCE strongly attenuated this hyperpolarization, as shown by
the Vimem changes in Figure 6b and indicated by the mean Vpem values in Figure 6¢. SOCE-
inhibition by 2-APB also attenuated the hyperpolarization produced by exposure to 1.8-
mmol/L [Ca*'], (Figure 6c). These results indicate that Ixc,3; maintains a negative
transmembrane potential during SOCE in eCPCs, thus ensuring the driving-force for Ca**-
entry.

To directly assess the notion that Ixc,3.; might facilitate Ca2+-entry in eCPCs by
maintaining the electrical gradient for inward Ca?* movement, we monitored changes in
[Ca®"}; by microfluorometry/confocal microscopy. Figure 7a shows representative Fluo-4
images acquired before and during SOCE, in the presence or absence of the KCa3.1-blocker
TRAM-34. SOCE caused clear increases in [Ca®"]; (lower left panel), largely attenuated by
TRAM-34 (lower right). Mean data in Figure 7b show that TRAM-34 substantially decreased
the [Ca®"]; increase during SOCE in c-Kit" eCPCs.

To rule out any non-specific effects of TRAM-34 on Ca’" dynamics and Vpem, We
next studied [Ca2+]i and Vpem following KCNN4-gene knockdown in c-Kit" eCPCs. Mean
data in Figure 8a show that KCNN4 mRNA was decreased by 69 + 12% 48 hours after
siRNA delivery. Patch-clamp experiments showed a significant reduction in TRAM-34—
sensitive current for c-Kit" eCPCs transfected with KCNN4-siRNAs compared to control
(Figure 8b), and consistent with our previous observations, a more depolarized Vpem (Figure

8¢c). We then assessed [Ca**]; by microfluorometry. Figure 8d shows representative Fluo-4
y y. Fig
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images acquired under basal conditions, with and without KCNN4-gene knockdown.
Reducing Ikca3. density by gene-knockdown clearly decreased basal [Ca®']; (Figure 8e).
Taken altogether, these results indicate that normal eCPC Ca2+-signalling depends on /kca3.1

activity.

Regulation of Ca2+-Signalling in Stem Cells from Extra-Cardiac Origin

To determine whether our observations regarding the role of KCa3.1 are specific to eCPCs or
might apply more broadly to stem and progenitor cells, we examined a stem cell population
of extra-cardiac origin, BM-MSCs. Canine BM-MSCs expressed TRAM-34—sensitive
current (Figure 9a). BM-MSCs had a resting potential of about -70 mV, and were strongly
depolarized by blocking Ikca3.1 (Figure 9b). Figure 9c displays a typical current-clamp
recording of Viem under SOCE. In the presence of very low intracellular [Ca*"], Vinem Was
about -20 mV. Following store-depletion, the addition of 1.8-mmol/L extracellular Ca®*
induced a hyperpolarization (from -22 £ 3 mV to -64 = 9 mV in 10 cells, P < 0.001). The
addition of TRAM-34 during SOCE strongly attenuated this hyperpolarization, as shown by
the Vmem changes in Figure 9¢ and indicated by the mean Vyem values in Figure 9d. SOCE-
inhibition by 2-APB attenuated the hyperpolarization produced by exposure to 1.8-mmol/L
[Ca®"], (Figure 9d). To assess the role of Ixcqs.1 in controlling Ca?-entry in BM-MSCs, we
monitored changes in [Ca®’]; by confocal microscopy. Figure 10a shows representative Fluo-
4 images acquired before and during SOCE, in the presence or absence of the KCa3.1-
blocker TRAM-34. SOCE caused clear increases in [Ca']; (lower left panel), significantly

attenuated by TRAM-34 (lower right). As observed for c-Kit" eCPCs, treatment of BM-

86



MSCs with TRAM-34 substantially decreased the level of [Ca*']; increase during SOCE

(Figure 10b), indicating that BM-MSC Ca**-signalling depends on Jkc,3.1 activity.

Functional Role of Ixca3 in Proliferation of Stem and Progenitor Cells in vitro

Ca®" entry is required for progression through G1 and for the G1/S transition in several cell
types, including human embryonic lung fibroblasts (Hazelton et al, 1979; Tupper et al.,
1980) and L1210 leukemic cells (Cory et al., 1987). Since Ca®*-entry is also an important
signal for eCPC growth (Ferreira-Martins et al., 2009), Ikca3.1 might play an important
functional role by maintaining Ca**-entry under physiological conditions. Thus, we assessed
the results of Ixca3 1-inhibition on ¢-Kit™ eCPC and BM-MSC proliferation in vitro. Before
initiating proliferation assays, we confirmed that expanded c-Kit" eCPCs (passages 2-4)
express KCa3.1-current and KI7 mRNA at levels similar to those in freshly-isolated cells
(Figure 11a-b).

Cells were then incubated for 48 hours in the presence of TRAM-34 or siRNA
molecules (c-Kit" eCPCs only). Treatment with TRAM-34 significantly increased both c-
Kit" eCPC and BM-MSC population doubling time (Figure 12a-b). /kcas.1 knockdown in c-
Kit" eCPCs also significantly increased doubling-time (Figure 12c), albeit less effectively
than the larger concentration of TRAM-34 (presumably because the effect of 69% KCNN4-
knockdown on the current was less intense than current-blockade with 10-pmol/LL TRAM-
34).

To gain insight into the molecular mechanisms by which KCa3.1 regulates stem and
progenitor cell proliferation, we examined the expression levels of cell cycle regulatory

proteins (ie. cyclin D and cyclin E2). Pharmacological inhibition of KCa3.1 with TRAM-34
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significantly decreased mRNA expression-levels of cyclin E2 and protein expression-levels
of both cyclin D1 and E2 in c-Kit" eCPCs (Figure 13a-b). KCa3.1 knockdown in c-Kit"
eCPCs produced similar effects to TRAM-34 (Figure 13c; note that because of the small
number of cells available in these knockdown studies we were unable to perform
immunoblots for this experiment). In BM-MSCs, both mRNA and protein expression-levels
of cyclin DI and E2 were downregulated after TRAM-34 treatment (Figure 13d-e). These
results indicate a clear role for KCa3.1 regulation of Vphem and associated maintenance of

Ca**-signalling for cycle progression and proliferation of stem and progenitor cells.
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Discussion

In this study, we found that c-Kit” eCPC membrane potential is critically dependent on
KCa3.1 channel-function. During SOCE, Ca®" entry depolarizes the cell unless there is a
countervailing current-response. KCa3.1-channels are opened by Ca*" jons, playing a crucial
role in eCPC Ca*'-signalling by maintaining (and in fact enhancing) the driving force for
Ca”**-entry under SOCE, thus amplifying the effect of the Ca®" signal and contributing to c-
Kit" eCPC proliferation. We also show that KCa3.1 channels play a similar role in stem cells
sourced from bone-marrow and that eCPC KCa3.1-channels are downregulated in cardiac

disease.

Control of c-Kit" e CPC Membrane Potential and Ca* Entry by KCa3.1-Channels

In various excitable and non-excitable cell types, many K channels have been implicated in
regulating the membrane potential. In contrast to other cardiac cells like cardiomyocytes
(Chilton et al., 2005) and fibroblasts (Q1i et al, 2015), the membrane potential of freshly-
isolated eCPCs is not set by Kir-channels. We found that the resting membrane potential of
c-Kit" eCPCs depends predominantly on the intermediate-conductance Ca®-activated
channel KCa3.1. Activation of KCa3.1 induces membrane hyperpolarization, thus increasing
the driving force for Ca®*-entry through store-operated channels. This type of relationship
between K™ channels, membrane potential, and Ca®" influx is reminiscent of phenomena
reported in immune-mediating T-cells by Hess et al.(Hess et al, 1993) and in melanoma
cells, where membrane hyperpolarization increased [Ca*"]; by controlling the electrochemical

gradient for Ca®" entry into the cell (Nilius and Wohlrab, 1992).
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Functional Role of KCa3.1 Channels and SOCE in Ste m and Progenitor Cells

Ca*"signalling is a tightly-regulated control mechanism in many cell-types that can be
modulated in amplitude, duration and frequency by different stimuli (Berridge et al., 2003;
Clapham, 2007). Che et al. recently demonstrated that Ca**-influx through SOCE channels
promotes migration and proliferation of human c-Kit" cardiac progenitors in vitro by
modulating cell-cycle regulatory proteins (cyclin DI and E) and AKT-signalling (Che et al.,
2015). c-Kit" cardiac progenitor-cell growth is regulated by spontaneous intracellular Ca®*-
oscillations that can be triggered by ATP, histamine and IGF-1 in an [P3-dependent manner
(Ferreira-Martins et al., 2009). There is evidence that Ca**-activated K* channel blockers
regulate cell function and fate in MSCs (Tao et al., 2008) and induced-pluripotent stem cells
(Kleger et al., 2010), although the underlying ionic mechanisms have not been addressed. It
is known that cyclins and cyclin-dependent kinases (cdk) complexes are regulated by calcium
influx in some cell types (Mignen et al.,, 2003; Tomono et al, 1998). KCa3.1 blockers
decrease proliferation of MSCs by modulating cyclin D1 and E2 expression, although the
physiological basis has not been elucidated (Tao ef al., 2008). Here, we found that KCa3.1
plays a critical role in SOCE and that inhibiting it decreases the expression of cyclin E2 in c-
Kit" eCPCs. Our results point to KCa3.1 regulation of Viyem as a crucial determinant of stem-

and progenitor-cell Ca** homeostasis and proliferation.

Novel Elements
Our study provides the first characterization of ion-current expression profiles in freshly
isolated c-Kit" eCPCs and identifies KCa3.1 as a noveland potentially important regulator of

c-Kit" eCPC Vyem and function. In the adult myocardium, c-Kit" eCPCs may be connected to
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surrounding cardiomyocytes and fibroblasts by gap and adherent junctions (Bearzi et al.,
2009, 2007). The electrical properties of c-Kit" eCPCs are important for their function, as we
show here, and could be subject to modulation by adjacent cells of other types.

The pool of c-Kit" eCPCs is enhanced acutely after myocardial infarction, but this
growth response is attenuated in CHF, arguing that CHF might have deleterious effects on c-
Kit" eCPC physiology (Urbanek et al, 2005). Our results suggest that the impaired
proliferative capacity of CHF c-Kit" eCPCs might be due to downregulation of KCa3.1 and

its adverse effects on cellular Ca**-signalling.

Potential Significance

Division of c-Kit" eCPCs is promoted by spontaneous Ca’" oscillations, and c¢-Kit" eCPC
differentiation appears to contribute to cardiomyogenesis during embryonic and fetal life
(Ferreira-Martins et al., 2012). Loss of c-Kit" eCPC function promotes cardiomyocyte aging
and emergence of a senescent phenotype (Gonzalez et al., 2008; Leri et al., 2003). A variety
of cardiac conditions (e.g. diabetes, obesity, cardiac overload, medications and aging) impair
c-Kit" eCPC function and promote cellular senescence (Anversa et al, 2005; Frati et al,
2011; Kurazumi et al, 2011; Leonardini and Avogaro, 2013; Torella et al, 2004).
Nevertheless, questions remain about their physiological role and relevance in adult hearts.
Recently, Di Siena ef al. showed that constitutive activation of c-Kit receptor is associated
with an increased cardiac myogenic and vasculogenic reparative potential after injury (Di
Siena et al., 2016). These results point towards a significant role of endogenous c-Kit"
eCPCs in cardiac repair, homeostasis and survival.

Although activation of c-Kit" eCPCs follows myocardial injury, the intrinsic ability of

91



the myocardium to self-renew does not compensate for the massive loss of cardiomyocytes
observed in severe pathologic conditions such as acute myocardial infarction or heart failure
(Anversa et al., 2006; Beltrami et al., 1994; Linke et al., 2005; Urbanek et al., 2005). From a
therapeutic point of view, ex vivo proliferated c-Kit™ eCPCs have emerged as an attractive
candidate for cell-based regenerative therapy. Preclinical (Bolli et al, 2013; Dawn et al.,
2005; Tang et al., 2010) and clinical (Bolli et al., 2011) studies have been encouraging,
although there is controversy regarding the precise mechanisms by which c-Kit"™ eCPCs
improve cardiac function following direct transplantation into the damaged heart.

The potency of transplanted cells and the availability of an adequate cell number are
the most relevant among key factors for the success of cell therapy in treating heart disease
(D’Amario et al., 2011). Recently, it has been shown that patient co-morbidities limit the
ability of cardiac explant-derived progenitor cells to repair injured hearts in experimental
animal models (Mayfield et al, 2016). Cell therapy effectiveness varies greatly and
approaches that would improve treatment efficacy/reliability would be highly desirable. A
variety of molecular and cellular preconditioning strategies have been proposed to address
the heterogenous cardiac reparative proficiency of patient-derived stem cell products (Yu et
al., 2013).

Our findings raise the possibility that modulating KCa3.1 expression or function (e.g.
by KCa3.1 gene-transfer) might be useful to improve the therapeutic potential of c-Kit"
eCPCs in cardiac cell therapy. KCa3.1-channel expression might also serve as a biomarker to
identify progenitor cell sub-populations with higher proliferative capacity. Finally, we have
shown the generalizability of the importance of KCa3.1 to BM-MSCs, another promising cell

product being developed for cardiac regenerative therapy. Our work thus provides new
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insights of conceptual and potential therapeutic significance into the fundamental

determinants of progenitor cell function and disease-induced dysfunction.

Limitations

We studied cell-proliferation during in vitro expansion, while ion-currents were defined and
characterized in freshly-isolated cells. However, maintained expression of KCa3.l in
cultured cells was confirmed before initiating proliferation assays. The density of Ikca31 was
similar between freshly-isolated and expanded cells (passage 2-4). Although cultured c-Kit"
eCPCs represent a useful model to study the role of KCa3.1 channels in cell-proliferation, the
involvement of KCa3.1 in c-Kit" eCPCs proliferation might be underestimated because of the
potential emergence of other types of functional ion channels during in vitro amplification. It
would be of interest to compare KCa3.1 expression in freshly isolated eCPCs with cultured
eCPCs derived from later passages, since c-Kit" eCPCs that are utilized in cell therapy are
passaged at least 5 times to ensure the availability of a sufficiently large number of cells for
adoptive transfer.

While we noted significant changes in c-Kit” eCPC KCa3.1 expression and current
with CHF, Zhang et al. (Zhang et al., 2014) noted no differences in ion-channel expression
profile in cells from patients with different ages, diseases and medications. Previous work
has shown that both electrophysiological and functional differences between freshly-isolated
control and CHF atrial cardiac fibroblasts are obscured by the effects ofcell culture (Dawson
et al., 2012). It would have been instructive to determine whether KCa3.1 over-expression
can improve the proliferative function of CHF c¢-Kit" eCPCs. We did attempt such studies;

however, we were unsuccessful in obtaining adequate KCa3.1 protein over-expression with a
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commercially-available lentivirus construct containing the human KCNN4 gene.

We used pharmacological tools extensively in this study. The concentrations that we
used were based on prior information in the literature. TRAM-34 produces potent and highly
selective blocker of KCa3.1 channels with 200 to 1500-fold selectivity over Kv, BKCa,
KCa2, Na*, CRAC and CTI channels (Kéhler et al., 2003; Wulff ez al., 2000). Full block of
KCa3.1 current is seen in the low micromolar range (Kohler ef al., 2003). MTX blocks
KCa3.1 in the nanomolar concentration range, but has no effect on KCal.l, KCa2.1, KCa2.2
and KCa2.3 small-conductance KCa channels up to 1-pmol/L (Castle et al, 2003). 2-APB
inhibits store-operated calcium entry (SOCE) half-maximally at 30-umol/L and completely at
250-pmol/L (Martin-Romero ef al., 2008). As a complement to the pharmacological studies
to exclude the role of potential off-target effects, we repeated key experiments with siRNA-
based genetic knockdown of KCa3.1, showing that it reduced the corresponding current
(Figure 8b), c-Kit" eCPC resting membrane potential (Figure 8c) and SOCE-mediated Ca**
entry (Figure 8e), as well as increasing cultured c-Kit” CPC doubling time (Figure 12c).

Conflicting results have been obtained with respect to the cardiomyogenic potential
of c-Kit" eCPCs in adult hearts. Initial reports of significant in situ differentiation into
cardiomyocytes (Beltrami et al., 2003; Ferreira-Martins et al., 2012; Wu et al., 2006) have
not been reproduced by other laboratories (Sturzu and Wu, 2011; van Berlo et al., 2014;
Zaruba et al., 2010), suggesting that functional improvement resulting from c-Kit" eCPCs
might be due to paracrine mechanisms. Sultana et al. reported that c-Kit predominantly labels
a mature cardiac endothelial cell population in developing and adult hearts rather than
eCPCs, supporting the low cardiomyogenic potential of endogenous c-Kit" cardiac cells

(Sultana et al., 2015). Moreover, the microenvironment in post-ischemic and failing hearts
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may compromise eCPC regenerative potential. Indeed, Hamid et al. found that elevated
tumor necrosis factor-a (TNF) receptor signalling restrains cardiomyocyte differentiation of
resident eCPCs and promotes adverse cardiac remodeling (Hamid et al., 2016). Irrespective
of the precise role of c-Kit" eCPCs in cardiac physiology, their potential usefulness in cell
therapy impels efforts to improve our understanding of the determinants of their function.
Furthermore, the similar role of KCa3.1 that we noted in c-Kit" eCPCs and BM-MSCs argues

for a potentially generalizable principle in stem-cell physiology.
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Conclusions

KCa3.1-channels provide the principal conductance determining cell-membrane polarization
in eCPCs and BM-MSCs, and are essential for normal SOCE and proliferative properties.
Cardiac disease downregulates eCPC KCa3.1-channels and impairs KCa3.1-channel
function. These findings provide new insights into the basic determinants of stem and
progenitor cell physiology with potential relevance to improving cell and regenerative

therapy for heart disease.
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Figures

Table 1. Haemodynamic data confirming the presence of CHF

Control Group CHF
(N=14) IN=10) (vs. Control group)

Systolic BP 138+9 12+3

Diastolic BP T1+£5 69+3

Mean BP 104 £ 6 90 + 3°

LVEDP 4+1 1541

RAP 5+1 9+2

LAP 6+ 1 2+1"

BP indicates blood pressure; LVEDP, LV end-diastolic pressure; and LAP and RAP,

LA and RA mean pressure. All values are mm Hg. P < 0.05 P < 001 and

" P<0.001 vs. Control group, by paired student #-test; N =dogs.
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Figure 1. Selective enrichment of c-Kit" cells following immunomagnetic selection.
(a) Immunostaining of freshly-isolated c-Kit" eCPCs and the non-myocyte cell fraction from
which c-Kit" eCPCs were purified. Staining shown is nuclear (DAPI, blue) and c-Kit protein
(red). (b) Fold-change of KIT, DDR2, CD31, CD34, CD45, CD90 and CDI105 mRNA-
expression level before versus after immunomagnetic sorting. P < 0.05, ~ P < 0.01,

"P <0.001 vs. before sorting, by paired student -tests; N = dogs. Scale bars, 20 um
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Figure 2. Functional ion currents endogenously expressed in freshly-isolated c-Kit"
eCPCs. (a) Original jon-current recordings obtained from freshly-isolated c-Kit™ eCPCs
under different experimental conditions (Ca*"; buffered and 300-nmol/L free-[Ca*"];) with
1000-ms voltage ramps from -120 mV to +80 mV with a holding potential of -40 mV. (b) I-V
relationship of whole-cell currents recorded with the presence or absence of free-[Ca®';
(tight-seal). (¢) Current-voltage (I-}) relationship of whole-cell ion currents recorded with
perforated-patch configuration (nystatin). (d) Reversal potential of whole-cell ion current
recorded under various experimental conditions. (e) Resting potential of c-Kit" eCPCs under
various experimental conditions. P < 0.001 vs. 300-nmol/L free-[Ca*'];, by two-way

ANOVA repeated-measures (panel b); one-way ANOVA with individual-mean comparisons

by Bonferroni-corrected #-tests (panels d-e); /N = cells/dogs per group.

114



Q

Current density (pA/pF)

* Baseline (n/N=5/3)
o [K'], 100 mM (niN=5/3)

20 -
Baseline I
118111
1t ot
5 E'EE
PR
- (] nﬂ
-1 80 0 40 80
)
¢ 0
i
TT
7 -20
[K*],100 mM
=304

Voltage (mV)

b « Baseline (n/N=8/3)
o Paxilline 1 uM (n/N=8/3)

25 -

- Baseline

z 20

g

: 1

% IT 1 Pax

o

S ,iﬁ

© 420980 40 40 80
H 5

Voltage (mV)

C

Current density (pA/pF)

* Baseline (niN=5I3)

o TRAM-34 1 uM (nIN=5/3)
20 -

Baseline

Illllllg

15

1 TRAM-34
i 5
i UEEE
$ ooa%

T
40 80

.5
Voltage (mV)

*hk

* Baseline (nIN=5/3)

o MTX 0.01 uM (n/N=5/3)
20 -

Baseline

15 |
b

-5
Voltage (mV)

Figure 3. Properties of endogenous Ca**-activated K™ current in freshly-isolated c-Kit"

e¢CPCs and responses to various blockers. (a) Effect of increasing [K '], to 100-mmol/L on

Ca*'-activated currents. (b-¢) Responses of currents in freshly-isolated c-Kit" eCPCs to

BKCa and KCa3.1-blockers. ~ P < 0.01 vs. baseline, by two-way repeated-measures
ANOVA; n/N = cells/dogs per group.
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Figure 4. Expression of ion-channel subunits in freshly-isolated c-Kit" eCPCs.
(a) mRNA expression of subunits encoding voltage-gated (Kv) K' channels and inward-
rectifier (Kir) K™ channels in freshly-isolated c-Kit™ eCPCs and non-myocyte fraction.
(b) Ca®"-activated K" channels (KCa) in freshly-isolated c-Kit" eCPCs and non-myocyte
fraction. Expression levels are relative to cells from the non-myocyte fraction from which c-
Kit" eCPCs were purified.” P < 0.01, © P < 0.001 vs. non-myocyte fraction, by paired
student 7-tests; N = dog.
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Figure 5. Impact of heart disease on KCa3.1 expression and proliferation markers in
freshly-isolated c-Kit™ e CPCs. (a) Itram.34 (KCa3.1 current) mean = SEM density in c-Kit"
eCPCs freshly-isolated from control (CTL) and CHF dog hearts. (b) KCNN4-gene expression
level in CTL and CHF c-Kit" eCPCs. (¢) KCa3.1-protein expression level in CTL and CHF
c-Kit" eCPCs. (d) Population doubling time of CTL and CHF c-Kit" eCPCs (passages 2-4).
(e) Cyclin expression profiles of CTL vs. CHF c-Kit" eCPCs. P < 0.05, P < 0.01,
"P <0.001 vs. CTL c-Kit" eCPCs, by non-paired student ¢-test; /N = cells/dogs per group

(panels a-b); numbers shown on bars are numbers of dogs per group (panels c-f).
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Figure 6. KCa3.1-currents and membrane potential changes during SOCE in c-Kit"
eCPCs. (a) Mean = SEM [-V curves of whole cell currents before and during SOCE, in the
absence or presence of 1-umol/L TRAM-34. (b) Original current-clamp recordings in a
single cell and (¢) mean + SEM data for Ve changes induced by SOCE upon re-exposure to
1.8-mmol/L [Ca®'],. 2-APB = 2-aminoethoxydiphenyl borate (250-umol/L). P < 0.001 vs.
1.8-mmol/L [Ca*],, by two-way repeated-measures ANOVA (panel a); one-way ANOVA
with individual-mean comparisons by Bonferroni-corrected ¢-tests (panelc); n/N = cells/dogs

per group.
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Figure 7. Intracellular [Ca**] changes during SOCE in c-Kit" eCPCs. (a) Representative
Fluo-4 images in freshly-isolated c-Kit"™ eCPCs. (b) Mean = SEM data for Fluo-4 signal
intensity acquired before and during SOCE without or with exposure to TRAM-34.
"P < 0.01 vs. control (0.1% DMSO), by two-way repeated-measures ANOVA with
Bonferroni-corrected #-tests to compare differences between individual mean values;

/N = fields/dogs per group. Scale bars, 10 um.
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Figure 8. Effect of KCNN4-gene knockdown on KCa3.1 current, me mbrane-potential
and intracellular [Ca?"] in c-Kit" eCPCs. (a) Mean + SEM KCNN4-gene expression in c-
Kit" eCPCs following control and KCNN4-siRNA molecules delivery (numbers shown are
numbers of independent experiments). (b) Irram-34 mean £ SEM density 48 hours after
KCNN4-gene knockdown. (¢) Vipem in control and KCNN4-gene knockdown c-Kit™ eCPCs
recorded with the perforated-patch technique. (d) Representative Fluo-4 images in expanded
c-Kit" eCPCs (passage 2) following knockdown of KCNN4. (e) Mean + SEM data for basal
Fluo-4 signal intensity (indicating [Ca*"];) acquired 48 hours after KCNN4-gene knockdown.
"P <0.001, "P < 0.05 vs. CTL-siRNA, by two-way repeated- measures ANOVA (panel b);
non-paired student z-tests (panels c,e); /N = cells/ddogs per group (panels b-c);
/N = fields/dogs per group (panele). Scale bars, 50 pm
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Figure 9. KCa3.1 current and me mbrane-potential changes during SOCE in dog BM-
MSCs. (a) fram-3¢ mean £ SEM density in expanded dog BM-MSCs. (b) Viyem in MSC
before and after KCa3.1 blockade with TRAM-34. (¢) Original current-clamp recording from
one cell and (d) mean + SEM data for Vimem changes induced by SOCE. P < 0.001 vs.
corresponding group, by two-way repeated-measures ANOVA (panel a); paired student ¢-test
(panel b); one-way ANOVA with individual-mean comparisons by Bonferroni-corrected -

tests (panel d); numbers shown on bars are numbers of cells studied.

123



Control + TRAM-34 Il Control (n/N=13/3)
0,
(0.1% DMSO) TuM ] TRAM-34 1 pM (n/N=14/3)
10+
. 3 3
c 3 -
3 S g 8-
@ 2 B
oM B =
é w 6- Fkk
E =
@ [}]
: g T
g g 4]
s S
o ] 3
@ &
= 2]
£ I 1
: P i m
[TH [TH
0 .

Before SOCE During SOCE

Figure 10. Intracellular [Ca?*] changes during SOCE in dog BM-MSCs.
(a) Representative Fluo-4 images in expanded dog MSCs (passage 8). (b) Mean = SEM data
for Fluo-4 signal intensity acquired before and during SOCE without or with exposure to
TRAM-34. "P < 0.001 vs. corresponding control (0.1% DMSO), by two-way repeated-
measures ANOVA with individual-mean comparisons by Bonferroni-corrected -tests;

/N = fields/dogs per group. Scale bars, 30 um.
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Figure 11. Effect of cell-culture on Ixca31 in c-Kit" e CPCs. (a) Mean = SEM -V curves of
TRAM-34—sensitive ion-currents recorded in freshly-isolated and cultured c-Kit" eCSCs
(300-nmol/L free-[Ca*']}). N = cells/dogs per group. (b) KIT-gene expression level in
freshly-isolated and ex vivo proliferated c-Kit™ eCPCs compared to non-myocyte fraction
(passage 4). "P < 0.05 vs. non-myocyte fraction, by two-way repeated-measures ANOVA
with individual-mean comparisons by Bonferroni-corrected #-tests; numbers shown on bars

are numbers of dogs per group.
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Figure 12. Effect of KCa3.1 inhibition on proliferation of progenitor cells. (a-b)
Population doubling time of c-Kit" eCPCs and BM-MSCs after treatment with 10-umol/L
TRAM-34 for 48 hours. (¢) Population doubling time of c-Kit" eCPCs following KCNN4-
gene knockdown. P < 0.05 vs. vehicle (0.1% DMSO), by one-way ANOVA with individual-
mean comparisons by Bonferroni-corrected #-tests (panels a-b); paired student #-test (panel

¢); numbers shown on bars are numbers of dogs per group.
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Figure 13. Effect of KCa3.1 inhibition on cyclin-expression in progenitor cells.
(a-b) Cyclin expression profiles of c-Kit" eCPCs after treatment with 10-pumol/L TRAM-34
for 48 hours and (¢) following KCNN4-gene knockdown and after treatment with 10- umol/L
TRAM-34 for 48 hours (passage 2-4). (d-e) Cyclin expression profiles of BM-MSCs after
treatment with 10- umol/L TRAM-34 for 48 h (passage 4-8). P <0.05, P <0.01 vs. control
(0.1% DMSO), by paired student ¢-tests; numbers shown on bars are numbers of dogs per
group.
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CHAPITRE 3 — Electrophysiological Engineering of
Heart-Derived Cells for Regenerative Therapy: Calcium-
Dependent Potassium Channels Govern Cell Therapy

Efficacy for Cardioprotection



Mise en contexte

Bien que les travaux de recherche précliniques et cliniques effectués jusqu'a présent ont
établi le potentiel que représente la thérapie cellulaire en IC, une meilleure compréhension
des mécanismes qui régulent la fonction des cellules souches est primordiale afin de
développer de nouvelles stratégies pour optimiser le potentiel de la thérapie cellulaire en
cardiologie. De nombreuses évidences expériementales soulignent le role des canaux
ioniques dans la régulation des processus physiologiques cellulaires. Considérant
limportance de KCa3.1 pour la fonction des eCPCs c-Kit', le profil d’expression des canaux
potassiques activés par le Ca®" (KCa) ainsi que leur implication en thérapie cellulaire

cardiaque a ét¢ investiguée.

Vigneault, P., Parent, S., Kanda, P., Michie, C., Davis, D. R. and Nattel, §.,
Electrophysiological engineering of heart-derived cells for regenerative therapy:
Calcium-dependent potassium channels govern cell therapy efficacy for

cardioprotection. Nat Commun. 2019. (manuscript in revision).
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Abstract

We have shown that calcium-activated potassium (KCa) channels regulate fundamental
progenitor-cell functions, including proliferation, but their contribution to cell-therapy
effectiveness is unknown. Here, we test the participation of KCa channels in human heart
explant-derived cell (EDC) physiology and therapeutic potential TRAM34-sensitive KCa3.1
channels, encoded by the KCNN4 gene, were exclusively expressed in therapeutically
bioactive EDC subfractions and maintained a strongly polarized resting potential; whereas
therapeutically inert EDCs lacked KCa3.1 channels and exhibited depolarized resting
potentials. Somatic gene transfer of KCNN4 resulted in membrane hyperpolarization and
increased intracellular [Ca®"], which boosted cell-proliferation and the production of pro-
healing cytokines/nanoparticles. Intramyocardial injection of EDCs after KCNN4-gene
overexpression markedly increased the salutary effects of EDCs on cardiac function, viable
myocardium and peri-infarct neovascularization in a well-established murine model of
ischemic cardiomyopathy. Thus, electrophysiological engineering provides a valuable new
strategy to improve the therapeutic value of progenitor cells for cardioprotection and possibly

other indications.
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Introduction

Despite significant advances in the management of cardiac diseases, heart failure remains
one of the top killers worldwide'. In response, stem cell therapy has emerged as a potential
approach to prevent the progression of heart failure® and, amongst the number of candidates
proposed for cardiac cell therapy, heart explant-derived cells (EDCs) have been developed as
a promising paracrine-based cell therapeutic®*. Previous work has shown that EDCs are
intrinsic cardiac CD105" cells that reduce pathological cardiac remodeling and improve
myocardial function’. Akin to non-cardiac cell products, clinical comorbidities may attenuate
the regenerative potency of EDCs®® but very few markers of product identity have been
shown to clearly predict an inert cell product, which makes clinical reliability and translation
challenging.

In this study, we focus on the regulation of membrane potential (Vmem) and
intracellular Ca®**, which can exert significant influence over stem cell properties’. We
recently showed that the function of bone marrow-derived mesenchymal stem cells and
resident cardiac c-Kit™ cells is critically governed by the intermediate-conductance Ca®'-
activated K™ channel KCa3.1 (encoded by the KCNN4 gene)'’. In both adult progenitor cell
types, KCa3.l channels open in response to store-operated Ca’’-entry (SOCE) to
hyperpolarize the cell membrane, increase the driving force for Ca®" entry and enhance
transmembrane Ca®" flux. KCa3.1 channel inhibition decreased SOCE, which suggested that
Ca*"induced increases in KCa3.1 are necessary to optimize membrane potential during Ca®*
entry. Based on these insights, we hypothesized that KCa3.1 channel activity might influence
the behavior of therapeutically relevant cells, and that KCNN4 overexpression might improve

therapeutic efficacy by optimizing Vmyem during SOCE. Here, we test this hypothesis and
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provide the first evidence that tailoring plasma-membrane ion-channel function influences
the therapeutic efficacy of ex vivo expanded human cells using a promising adult cell

therapeutic within an established immunodeficient mouse model of ischemic

cardiomyopathy.
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Methods

Cell Culture and Lentiviral Transduction

Human EDCs were cultured from left atrial appendages donated by patients undergoing
clinically indicated heart surgery after obtaining informed consent under a protocol approved
by the University of Ottawa Heart Institute Research Ethics Board as previously described*.
As shown in Supplementary Table 1, there were no significant differences in the
characteristics of patient cell lines used for in vitro or in vivo experiments. Briefly, cardiac
biopsies were minced, digested (Collagenase IV, Thermo Fischer Scientific) and plated
within MSC Nutristem XF medium (Biological Industries) exposed to physiologic (5%)
oxygen . Once a week for 4 weeks, EDCs that spontaneously emerged fiom the plated
biopsy were collected using TrypLE Select (Thermo Fischer Scientific). Cells were
transduced with lentivirus to overexpress KCNN4 (OHS6085-213573573, GE Healthcare
Dharmacon), empty backbone (25890, Addgene). Two days later, cells were harvested using

TrypLE Select for direct experimentation.

Ion-Current and Vpem Recording

All in vitro recordings were obtained at 37°C. Whole-cell perforated-patch and tight-seal
techniques were used to record membrane potential (Viyem, current-clamp mode) and ion-
currents (voltage-clamp mode). Borosilicate glass electrodes (tip resistances 2-3 MQ when
filled with pipette-solution) were connected to a patch-clamp amplifier (Axopatch 200B;
Axon Instruments). /kca3.1 Was recorded as 1-pumol/L TRAM-34-sensitive current, and Ipkca
as l-umol/L paxilline-sensitive current. Tyrode solution contained (mmol/L) NaCl 136,

CaCl, 1.8, KCl1 5.4, MgCl, 1, NaH,PO4 0.33, dextrose 10, and HEPES 5, titrated to pH 7.4
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with NaOH. For nominally Ca®*-fiee Tyrode solution experiments, CaCl, was omitted and 1
mM EGTA was added. The pipette solution used to define global ion-current profiles
contained (mmol/L) GTP 0.1, potassium-aspartate 110, KCI 20, MgCL 1, MgATP 5, HEPES
10, sodium-phosphocreatine 5, and EGTA 5 (pH 7.4, KOH). For Ikc,3.1 recording, the pipette
solution contained (mmol/L) KCI 130, NaCl 5, MgCl, 1, K,ATP 5, HEPES 10 and EGTA 5
(pH 7.2, KOH). The amount of CaCL required to achieve 300-nmol/L free-[Ca®’]; was
determined with WebMaxC software (University of California, Davis). Junction potentials
between bath and pipette solution averaged 10 mV and were corrected before recording, for
both Viem and ion-current measurements. Currents are expressed as densities (pA/pF) to
control for cell size/capacitance differences. To study the effect of SOCE on Vyem, Ca’'; was
depleted passively by bathing cells in Ca**-free Tyrode solution for at least 30 minutes, and
then cell-contents were dialyzed by tight-seal attachment with pipette solutions containing
(mmol/L) KCI1 140, NaCl 5, MgCl, 1.2 and HEPES 10 (pH 7.2, KOH). After whole-cell
configuration and cell-dialysis were established, extracellular [Ca®'] was restored and Viem
changes were recorded. Before starting patch-clamp experiments, a fluorescently-tagged

antibody (FAB2067G, R&D Systems) was used to labeled the CD90 ™ subpopulation.

Ca’*-Imaging

EDCs genetically engineered to overexpress KCNN4 (KCNN4-EDCs) and empty backbone-
transduced EDCs (EV-EDCs) were loaded with Fluo-4-acetoxymethyl ester (10-pumol/L;
Invitrogen) in complete growth medium in the presence of Pluronic F-127 (20% solution in
dimethylsulfoxide, 2.5-pg/mL) for 30 minutes at 37°C in a humidified incubator under

standard cell culture conditions. Chamber slides were positioned on the stage of a confocal

135



microscope; cells were incubated with Tyrode solution and maintained for 15 minutes at
room temperature before experimental protocols to allow deesterification of Fluo-4-
acetoxymethyl ester. Fluo-4 was excited at 488 nm; emitted fluorescence was collected at
495 nm. High power field images were acquired with a confocal microscope (Olympus
IX81). Basal intracellular Ca®" level was assessed in both groups. Images were analyzed with

Image] software. Data are presented as mean fluorescence intensity relative to EV-EDCs.

Colorimetric, Flow Cytometric, Immunohistochemical, Proteomic and Extracellular
Vesicle Evaluation

EDC proliferation was measured in conditions designed to mimic the ischemic environment
of the heart (1% oxygen, basal media without growth factors). Relative cell counts were
evaluated using a colorimetric WST-8 assay (Cell Counting Kit-8, Dojindo) with
confirmatory manual cell counts and random field analysis for Ki67/ 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) expression (12 visual field per cell line; ab156956, Abcam). After 18
hours of culture in 1%-oxygen basal media without growth factors conditions, EDCs and the
culture medium were collected for analysis. Flow cytometry (Guava easyCyte, EMD
Milipore) was used to evaluate cell viability with phycoerythrin-Annexin 5 (PE-Annexin V)
and 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) (559763, BD Biosciences). The relative abundance of
select cytokines within conditioned media was evaluated with Proteome Profiler Human XL
Cytokine Array Kit (R&D Systems). Nanoparticle Tracking Analysis (Nanosight V2.3) was
used to quantify extracellular vesicle content within conditioned media followed by
multiplex fluorescent oligonucleotide-based miRNA detection (Human v3, Nanostring) to

miRN A content within extracellular vesicles. Briefly, miRNeasy Micro Kit (Qiagen) was
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used to extract total RNA with RNA quality/quantity measured Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent). Twenty-five nanograms of RNA were used for each reaction (Counter Human V3
miRN A Expression Assay, Nanostring). Image-quality control metrics were evaluated with
nSolver (Nanostring); background subtraction was performed with the mean of negative
controls plus two standard deviations. Normalized counts were obtained with trimmed-mean
of M values (TMM)64 and differentially expressed miRNA identified with the generalized
linear model (GLM) likelihood-ratio-test65 using EdgeR in the online DEBrowser tool
(University of Massachusetts Medical School). Heat maps were created in DEBrowser tool

using the “complete” clustering method.

In vivo Protocol

This protocol was reviewed and approved by the University of Ottawa Animal Care
Committee. The detailed protocol was registered a priori within the Open Science
Framework (https://osf.io/mx2ck/). Male NOD/SCID IL2Ry mice (8-9 weeks old; Charles
River) were pre-treated with buprenorphine and anaesthetized with isoflurane under
normothermic temperature control, for surgical LCA ligation. Seven days after LCA ligation,
animals were randomized to echocardiographic guided intra-myocardial injection of 100,000
unmodified EDCs (NT-EDCs), 100,000 KCNN4-EDCs, 100,000 EV-EDCs or saline (ie.,
vehicle-treated group) divided into two injections at the apex and ischemic border zone®"
8202345 During the surgery and functional evaluation, mice were intubated, anesthetized with
2-3% isoflurane and maintained under physiologic temperature control. All animals were

injected with buprenorphine (0.05 mg/kg subcutaneous) 1 hour prior to surgery and twice
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daily thereafter for 3 days. All mice were injected with bromodeoxyuridine (BrdU, 100
mg/kg I.P. daily) for 1 week after cell/vehicle injection.

Laboratory staff were blinded to treatment allocations and all outcome assessment
and analysis was conducted by individuals blinded to group allotment. Group allocations
were kept in a separate password protected list for unblinding after analysis of functional
study outcome was completed. All mice underwent echocardiographic imaging to confirm
the effects of LCA ligation (1-week post LCA ligation) and cell therapy (21 days post-
cell/vehicle injection). Twenty-eight days after cell/vehicle injection, mice underwent
invasive hemodynamics or invasive electrophysiological study prior to sacrifice. Mice
randomized to invasive hemodynamics underwent insertion of a 1.2F Millar catheter into the
left ventricle via the right carotid artery. Transient inferior vena cava (IVC) occlusion to
reduce preload was used to change the loading conditions and generate pressure-volume
loops. Mice randomized to invasive electrophysiological testing underwent a thoracotomy to
expose the apex of the heart prior to programmed electrical stimulation (MyoPacer EP, Ion
Optix) via a platinum electrode placed on the apex of the left ventricle’’. A standard
programmed electrical stimulation protocol was performed, consisting of 10 stimuli delivered
at 100 ms intervals (S1, twice threshold, 2 ms) followed by a single extrastimulus (S2)
starting at a coupling interval of 80 ms which then decremented by 2 ms until failure to
capture defined the effective refractory period (ERP). If ventricular tachycardia or fibrillation
were not induced, a second extrastimulus (S3) was introduced 80 ms after the shortest S2 that
captured the ventricle. The S3 was then progressively decremented by 2-ms intervals until
the ERP was reached. Finally, a third extrastimulus (S4) was introduced 80 ms after the last

S3 that captured the ventricle and was then decremented by 2 ms intervals until the ERP was
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reached. If the mouse failed to develop ventricular arrhythmias with extrastimuli, the animal
was deemed non-inducible. Infarct size was quantified using histological sections stained
with Mason-Trichrome (ThermoFisher) in which sections at equivalent distances from the
LCA surgical stitch were directly compared. Infarcted wall thickness was defined as the
average of 5 left ventricular wall thickness measurements distributed equally within the
infarcted left ventricular scar, while the ischemic risk region was defined as the area between
the two edges of the infarct scar’>. Adjacent sections were used for immunohistochemical
detection of capillary density (isolectin B4, B-1205, Vector Laboratories) or endogenous
proliferation (BrdU, ab6326, Abcam) in conjunction with DAPI (Sigma-Aldrich) or cardiac
troponin-T (cTnT, ab125266; Abcam) labelling. Human-cell engraftment was quantified

using quantitative polymerase chain reaction for retained human Alu sequences® 224

Statistical Analysis

Clampfit 10.4 (Axon Instruments) and GraphPad Prism 6.0 were used for data analysis. All
data are presented as mean+ SEM. Multiple group comparisons were obtained with one-way
ANOVA for non-repeated analyses in experiments involving more than 2 groups and two-
way repeated-measures ANOVA for all multi-group analyses involving repeated measures.
In all cases, normality was confirmed prior to further post-hoc testing. If ANOVA showed
significant differences, Bonferroni’s multiple comparisons test was used to compare
individual means. Differences in categorical measures were compared using Fischer’s exact

test. P < 0.05 was considered statistically significant.

139



Results

Distinct endogenous currents exist in human ED Cs

EDCs were obtained from patients with characteristics shown in Supplementary Table 1.
Intriguingly, recent evidence has suggested that the major antigenic population found within
ex vivo expanded heart derived cells (the CD90 negative population, CD90) constitutes the
therapeutically active fraction within these heart-derived cell preparations and is responsible
for most of the functional benefits associated with cell transplantation' "',

Thus, to characterize endogenous Ca’" activated K* (Kca) channels within
physiologically relevant subpopulations, CD90" cells were fluorescently labeled before
starting patch-clamp experiments. Under conditions that allow the activation of Ca*'-
dependent current, we recorded outwardly-rectifying voltage-dependent currents in both
CD90" and CD90" cells (Figure 1a). The reversal potential (E.,) of these currents averaged -
51+ 5mVand -75+ 5 mV (P <0.01) for CD90" and CD90" cells, respectively (Figure 1b).
Although whole-cell ion current density was found to be of the same order in both cell types

(Figure Ic), the differences in E.., hinted that the two subpopulations possess distinct

bioelectrical properties, and thus different profiles of plasma membrane ion channels.

EDC:s contain 2 types of Ca2+-dependent K" currents with distinct contributions to Vyem
Since currents recorded in EDCs displayed some biophysical characteristics (like outward
rectification) of the large-conductance Ca”*-dependent K* current (/gkca), we tested the
response to the selective BK c,-blocker paxilline. The outwardly-rectifying current- voltage (/-
V) relationship of EDCs was strongly affected by paxilline, leaving a substantial inwardly-

rectifying current in CD90" cells and a smaller residual outwardly-rectifying current in
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CD90" cells (Figure 1d). The paxilline-sensitive current representing Igxc. was large and
similar in both cell-types (Supplementary Figure 1a).

Vmem (recorded with perforated-patch methods to maintain the physiological
intracellular milieu) was significantly less negative in CD90" cells versus CD90™ cells
(-25 2 mV vs. -64 £ 7mV; P < 0.001) and was unaffected by paxilline (Supplementary
Figure 1b), suggesting that it is governed by another charge-carrier(s). The differences in
paxilline-resistant current between the 2 cell-types was due to a TRAM-34-sensitive
component, since their /-J relationships became indistinguishable after exposure to the
selective KCa3.1-blocker TRAM-34 (Figure le). In contrast to the substantial KCa3.1
currents (TRAM-34-sensitive; Ikca3.1) in the CD90™ subpopulation, /kca3.1 Was negligible in
CD90" cells (Figure 2a). Blocking Ikca31 with TRAM-34 substantially depolarized Vyem of
CD90" EDCs without altering Vinem 0of CD90" cells (Figure 2b). In the presence of TRAM-34,
the Vinem 0of CD90™ EDCs became similar to that of CD90™ cells. These results indicate that
the Vimem 0f EDCs is largely determined by TRAM-34-sensitive K¢,3.1 conductance, which

is substantial in CD90" cells and undetectable in CD90" cells.

Vinem is controlled by Ca**-dependent K* currents during Ca’*-entry

One potential role for Ixcaz.1 n EDCs would be hyperpolarization of Vipem to optimize Ca®'-
inflow during SOCE, as previously demonstrated for cardiac-derived c-Kit" cells and bone
marrow-derived mesenchymal stem cells'. To address this possibility, we induced SOCE in
EDCs and monitored Ve (Figure 2¢-d). In the presence of very low intracellular [Ca*']

resulting from perfusion with nominally Ca®'-free extracellular solution, Vimem was

approximately -25 mV in both CD90" and CD90" cells. Following store-depletion, the
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addition of 1.8-mmol/L extracellular Ca** induced a strong hyperpolarization in CD90™ cells
(fom -25+3 mV to -67 £ 3 mV, P < 0.001), but had no effect on Vyem in CD90" cells. The
addition of TRAM-34 during SOCE strongly inhibited the SOCE-associated
hyperpolarization (Figure 2d), indicating a key role for Ikca3.1 in governing Viyem in CD90

cells during activation by SOCE.

KCNN4-gene transfer on hyperpolarizes Vyem and increases intracellular Ca*t

These observations are consistent with the notion that the differential expression of KCNN4
contributes to the reduced regenerative performance of CD90" cells compared to CD90™' 12,
while providing a potential target to enhance the effectiveness of EDC therapy. We therefore
engineered EDCs to overexpress KCa3.1-current in EDCs prior to in vivo cell delivery.
Lentivirus-mediated KCNN4-gene transfer increased KCNN4-gene expression about 20-fold
compared to the empty vector (EV) (Figure 3a).

KCNN4 overexpression conferred a much more homogeneous electrophysiological
phenotype to EDCs: KCNN4-transfer increased Ikca31 density and hyperpolarized Viyem to
about the same level in both CD90" and CD90" cells (-77 £ 2 mV vs. -81 £+ 2 mV; Figure 3b-
¢). Because Vpem hyperpolarization is known to facilitate Ca®"-entry through voltage-
independent channels'?, we investigated whether KCNN4-transfer would affect intracellular
Ca*". Consistent with our hypothesis, we found that intracellular [Ca®"] was significantly
higher under resting conditions in KCNN4-transferred EDCs compared to EV-control (Figure
3d). Taken together, these results indicate that KCa3.1 overexpression enhances Ca®"

signaling in EDCs.
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Overexpression of KCN/N4 increases proliferation

When EDCs were exposed to in vitro culture conditions designed to mimic the harsh post-
infarct environment (1% oxygen/H,O/nutrient-deprived), both EV- and NT-EDC numbers
decreased from baseline (Figure 4a), whereas overexpression of KCNN4 significantly
increased proliferation (Figure 4b and Supplementary Figure 2) without altering resistance to
apoptosis (Figure 4c). Despite ongoing constitutive expression of KCNN4, somatic gene

transfer did not reduce the cardiogenic potential of EDCs (Supplementary Figure 3).

Transplantation of KCNN4-engineered EDCs improves cardiac function after
myocardial infarction

Male NOD/SCID IL2Ry mice underwent left coronary artery (LCA) ligation, which was
followed 1 week later by randomization to echocardiographically guided intra-myocardial
injection of EV-EDCs, KCNN4-EDCs, NT-EDCs or vehicle (Figure 5a). Laboratory staff
were blinded to treatment allocations and all outcome assessment and analysis was
conducted by individuals blinded to group allotment. As shown in Figure 5b and
Supplementary Table 2, all animals demonstrated equivalent degrees of pretreatment cardiac
dysfunction and chamber dimensions 1 week after LCA ligation. Mice that received EV- or
NT-EDCs demonstrated similar improvements in echocardiographic (Figure 5b, P < 0.05 vs.
vehicle) and hemodynamic (Figure 5b, Supplementary Figure 4 and Supplementary Table 3)
measures of cardiac function 4 weeks after LCA ligation, suggesting that lentiviral
transduction per se had no effect on cell-mediated improvement of ischemic injury. Animals

that received KCNN4-transferred EDCs demonstrated significantly improved cardiac
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function (Figures 5b-c, Supplementary Figure 4 and Supplementary Table 3) 4 weeks after
LCA ligation as compared to animals that received vehicle, EV- and NT-EDCs.

Histological analysis revealed that treatment with KCNN4-EDCs reduced infarct size
(Figure 6a) and increased both infarct wall thickness and the amount of live tissue within the
ischemic area (Figure 6b). These salutary changes in cardiac structure were paralleled by
increases in BrdU" cells (Figure 6¢ and Supplementary Figure 5) and new blood-vessel
formation (Figure 6d) within the peri-infarct area. Consistent with the increased in vitro
proliferation that we observed, overexpression of KCNN4 boosted the long-term retention of
EDCs by 7 + 2-fold compared to intra-myocardial injection of NT-EDCs (P = 0.01; Figure
6¢). By surface telemetry, EDC-transplantation had no effect on ECG-indices of heart rate,
cardiac conduction or repolarization (Supplementary Table 4). Programmed electrical
stimulation induced ventricular arrhythmias with 2 extra-stimuli in a single vehicle-treated
animal (Supplementary Figure 6a) while all EDC-treated animals were non-inducible; EDC-
transplantation had no detectable effect on cardiac electrophysiology in vivo (Supplementary
Figure 6b). Thus, increasing Ikca3.1 within EDCs boosts endogenous repair without affecting
electrophysiological function ofthe heart or increasing susceptibility to malignant ventricular

arrhythmias.

Overexpression of KCNN4 increases cytokine and nanoparticle secretion

The cytokine signature of EDCs was profiled using an unbiased proteomic array capable of
detecting 102 cytokines within conditioned media after 48 hours of cell culture in nutrient-
deprived hypoxic media (1% oxygen) conditions (Figure 7a). Although KCNN4

overexpression did not significantly increase the number of cytokines within conditioned
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media as compared to EV-EDCs (39 vs. 42 cytokines, respectively; Chi square 0.33, P =
0.56), KCNN4 overexpression increased the production of cytokines already found within
EDC conditioned media (6 vs. 1 cytokine levels increased respectively; Chi square 3.78, P =
0.05). Interestingly, amongst the cytokines increased via KCNN4 overexpression several

14,15

implicated in angiogenesis (vascular endothelial growth hormone) ™, post-infarct healing

16.17 " insulin-like growth factor binding protein 3'®, stromal derived factor 1

(angiogenin
alpha)'®? and immune modulation (intercellular adhesion molecule 1)?! were found (Figure
7b).

Given recent evidence supporting a critical role for extracellular vesicles in the
salutary benefits conferred by heart-derived cell therapy??, the effect of KCNN4
overexpression on extracellular vesicle production was profiled. Media conditioned by
KCNN4-EDCs demonstrated a 1.6 = 0.2 fold increase (P < 0.05 vs. EV- or NT-EDCs; Figure
7¢) in nanoparticles with a size typical for extracellular vesicles (133 = 5 nm, P = ns vs. EV-
or NT-EDCs). Consistent with previous transcriptome profiling®®, the most abundant
miRN As found within cultured EDC nanoparticles were associated with cardiomyocyte
proliferation (e.g. miR-199a-5p), cardiomyocyte salvage (e.g miR-125b-5p), protection
against oxidative stress (e.g. miR-21-5p) or reducing cardiac fibrosis (e.g. miR-22-3p;
Supplementary Table 5). Perhaps surprisingly, somatic gene transfer of KCNN4 decreased
the expression of only 4 miRNAs (KCNN4-EDCs vs. NT-EDCs, fold change > 1.5, P-
adjusted < 0.05, Figure 7d, Supplementary Table 6). The targets of these miRN As typically
clustered within TGF- signaling, Hippo signaling, apoptosis, steroid biosynthesis, RNA
transport, protein processing, or cytoskeleton regulation (Supplementary Figure 7a). In

comparison to lentiviral transduction alone, KCNN4 overexpression altered the expression of

145



16 miRNAs (fold change > 1.5; P-adjusted < 0.05, Figure 7¢ and Supplementary Table 7)
involved in the regulation of stem cell pluripotency, extracellular matrix turnover, cell-cycle
regulation, transforming growth factor beta signaling and Hippo signaling (Supplementary
Figures 7b and 7c¢). Thus, akin to effects seen on cytokine production, KCa3.1 activity
increases nanoparticle production and alters miRNA expression to improve the healing-

promotion signature of the EDC secretome.
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Discussion

In this study, we found that the therapeutic potential of EDCs derived from human hearts is
governed by the expression/function of the intermediate-conductance Ca*"-activated channel
KCa3.1. Although Ca*"-activated K" channels were identified in all EDCs, KCa3.1 channels
were exclusively expressed in the CD90" subpopulation that is thought to be responsible for

L2 Genetic

most of the functional benefits associated with heart-derived cell therapy
manipulation to enhance KCa3.l-channel expression increased the proliferation and
paracrine profile of EDCs in vitro. Compared to non-modified cells, electrophysiologically
engineered EDCs were superior in improving cardiac function in association with a
combination of enhanced angiogenesis, myocardial salvage and cardiomyogenesis when
transplanted into a clinically relevant mouse model that mirrored post-infarct healing. Our
study provides the first evidence in the literature that manipulation of plasma membrane ion
channels can enhance the therapeutic benefits of progenitor cells.

Ion channels provide the basis for generating bioelectric signals that control cell
function’**. This important role is underscored by the observation that KCa channels are
widely distributed in many adult stem cell types and play a key role during embryonic
development'*?®3° Until recently, their contribution to the regulation of Viyen and Ca®"
dynamics has been uncertain- a knowledge gap which may stem from a myriad of differences
in cell culture or technical methods®'. While BKCa channels have a large conductance, they
show strong outward rectification and carry relatively little current in EDCs near the K"

reversal potential, which explains why they do not contribute to EDC resting potential

(Supplementary Figure 1).
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As shown in mesenchymal stem cells , embryonic stem cells®> or myoblasts*®’,
proliferation and differentiation are tightly controlled by changes in Vem. In contrast to other
cardiac cell types (cardiac fibroblasts®® or myocytes®?), the membrane potential of EDCs is
not determined by Kir channels. Rather, we found that the EDC resting membrane potential
is largely governed by the intermediate-conductance Ca*’-activated channel KCa3.1. This
finding mirrors our prior observation in expanded bone marrow-derived mesenchymal stem
cels'®, in which KCa3.1 channels control EDC membrane potential during SOCE to
maintain the electrical gradient for Ca** influx. We now show here that in heart-derived cells,
KCa3.1 channels play a pivotal role at the crossroad between Ca®" influx, outward ion fluxes
and Vpem to provide critical internal signaling which modulate cell growth, migration,
differentiation and paracrine signaling*®. When considered within the context of K¢, channel
function defining cardiogenesis in both embryonic and induced pluripotent stem cells*' ™,
our results highlight the important physiological role of KCa3.1 regulation of Vipem and hint
that channel expression may provide an independent phenotypic marker of cell product
“potency”.

Somatic gene-transfer of KCNN4 increased proliferation and ultimately improved the
long-term engraftment of transplanted cells. Given that KCNN4 overexpression had
negligible effects on resistance to apoptosis, it is unlikely that the acute retention or
resistance to toxic metabolites was increased. We hypothesize that the increase in
proliferation resulting from KCNN4 transfer affords retained human cells the opportunity to
multiply and more effectively release cytoprotective molecules. In addition to producing a

larger transient pool of transplanted cells within the myocardium that increases paracrine

stimulation of endogenous repair mechanisms, long-term cell retention was also greater.
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However, given the trivial number of transplanted cells that were ultimately retained 3 weeks
after injection (597 £ 200 vs. 69 + 22 for KCNN4- vs. NT-EDCs, respectively), it is unlikely
that differentiation into working myocardium played any role in the benefits seen after intra-
myocardial injection.

It is widely agreed that most of the benefits conferred by adult cell therapy occur
through paracrine stimulation of angiogenesis, cardiomyogenesis, immunomodulation and
myocardial salvage™**. Consistent with the notion that paracrine engineering enhances cell

20,45

treatment outcomes™ ", we found that KCNN4 overexpression improved the paracrine

repertoire of EDCs. Since Ikca3.1-mediated increases in intracellular Ca’" are necessary for the
production of inflammatory chemokines and cytokines by various immune cells*®*’, it is
reasonable to believe that a similar mechanism occurs in EDCs. It follows that the marked
functional improvement in cardiac function observed after KCNN4-EDC transplant is likely
mediated, in part, via increased cytokine and nanoparticle stimulation at the site of injection
resulting from a combination of increased absolute cell numbers and per-cell paracrine output
within the myocardium.

Our findings have potentially-significant practical applications, as identifying a
heretofore unappreciated mediator of cell transplant outcome has the potential to improve the
inconsistent clinical record of cardiac cell therapy®. In comparison to expensive, more
invasive strategies that repeatedly administer more of the same potentially ineffective cell
product, strategies that optimize endogenous ionic-current flows have the potential to
regulate more than cell excitability, as evidenced by the marked improvements in cell

behavior'®. Our study is the first to elucidate the important participation of KCa3.1 channels

in controlling the therapeutic capacity of progenitor-cell preparations. Given the role of these
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channels in bone-marrow derived progenitor cells'’, our findings may have implications
beyond simply cardiac disease. The ability to control cell- function by modulating bioelectric
properties is a potentially powerful tool to enhance the effectiveness of other progenitor cell
types toward therapeutic application.

Although KCNN4-gene transfer clearly enhanced the therapeutic benefits of cardiac
cell therapy, the detailed molecular mechanisms by which boosting KCa3.1 channel-function
improved cell function will require further investigation. In this study, we used a viral vector
to transfer the genetic material into cells. Lentiviruses are a useful tool for the engineering of
adult stem cells because of their transduction efficiency toward slowly proliferating cells, and
the absence of detrimental cellular effects*’. Despite the utility of such vectors to establish
proof of concept, integration of genetic material into proto-oncogenic sites is a potential risk
associated with the use of retroviruses that limits clinical translation. Other presently
available viral vectors will need to be harnessed for clinical translation. This investigation
also studied human cells transplanted into immunodeficient mice, making extrapolation to
immune competent clearance ofallogeneic cells uncertain. Finally, for this proofof principle
experiment, we chose to inject cells 1 week after LCA ligation (analogous to ~1 month after

a clinical myocardial infarction).
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Conclusion

In this study, we demonstrate that KCa3.1 channels govern the Vpem of EDCs with targeted
overexpression boosting both proliferation and the paracrine spectrum of EDCs. These
fundamental changes enhanced cardiac function in a clinically relevant mouse model of
myocardial healing while reducing myocardial scar burden without increasing the risk of
malignant cardiac rhythms. Thus, we provide the first clear evidence that altering plasma-
membrane ion channel activity represents a potentially valuable strategy to enhance the
therapeutic potential of stem cells after transplantation into the injured heart. Future work
will be needed to evaluate the effect of KCNN4 overexpression on cell treatment outcomes

when therapies are delivered into the extensively scarred and remodeled myocardium.
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Figure 1. Endogenous ion currents expressed in human EDCs. a. Original whole cell
currents from CD90" (upper panel) and CD90" EDCs (lower panel) under various
experimental conditions, with a 1000-ms depolarizing voltage-ramp protocol from -120 mV
to +60 mV, with a holding potential of -40 mV, before and after the addition of KCa
inhibitors. b. Reversal potential of whole-cell ion currents recorded in CD90" and CD90
EDCs in the presence of 300-nmol/L free-[Ca®"];. (c-e) I-V relationship of whole-cell jon
currents (recorded with 1000-ms voltage-ramps from -120 mV to +60 mV with a holding
potential of -40 mV) in CD90" and CD90” EDCs under (c¢) basal conditions, (d) after addition
of 1-umoVl/L paxilline or (panel e) after addition of 1-umol/L paxilline and 1-umol/L TRAM-
34. Non-pairred student z-test (panel b); two-way repeated-measures ANOVA with

individual-mean comparisons by Bonferroni-corrected #-tests; n/N = cells/cell lines per

group.
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Figure 2. Functional endogenous KCa3.1 current and membrane-potential changes
during SOCE in EDCs. a. [-V relationship of Ikca3.1 (TRAM-34-sensitive current) in CD90"
and CD90" EDCs. b. Resting potential of EDCs before and after exposure to 1-umol/L
TRAM-34. Two-way repeated-measures ANOVA with individual-mean comparisons by
Bonferroni-corrected #-tests; n/N = cells/cell lines per group. ¢. Original current-clamp
recording from one CD90" cell (left panel) and mean = SEM data for Vyem changes induced
by SOCE (resulting from intracellular Ca**-depletion by exposure to nominally Ca?'-free
extracellular Ca®" (0 [Ca®"],) and then reintroduction of 1.8-mmol/L Ca** (1.8 [Ca®"],)), with
subsequent exposure to 1-pmol/L TRAM-34 (right panel). d. Original current-clamp
recording from one CD90" cell (left panel) and mean + SEM data for Vy,em changes induced
by SOCE and subsequent exposure to 1-umol/L TRAM-34 (right panel). One-way ANOVA

with individual-mean comparisons by Bonferroni-corrected z-tests; n/N = cells/cell lines per

group.
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Figure 3. Effect of KCNN4-gene transfer on Ixca,31 and me mbrane potential of EDCs.
a. Mean + SEM KCNN4-gene expression in EDCs following lentivirus-mediated KCNN4-
gene transfer or empty vector (EV; multiplicitiy of infection=20). b. I-V relationship of Ixca3.1
currents recorded under various experimental conditions. ¢. Resting potential of EDCs under
various experimental conditions, before and after exposure to 1-pmol/L TRAM-34. d.
Representative Fluo-4 images in EV- and KCNN4-transduced EDCs overexpression on
intracellular [Ca?"]. Scale bars, 50 um. Paired student t-test; N = biological samples (panel
a); two-way repeated-measures ANOVA with individual-mean comparisons by Bonferroni-

corrected t-tests; n/N = cells/cell lines per group (panelc).
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Figure 4. Effect of KCNN4 overexpression on EDC phenotype after 24-hour exposure to
ischemia-mimicking media culture conditions. a. Increasing Ikc,3.1 boosts EDC cell
numbers (n=5). "P < 0.05 vs. EV- and NT-EDCs. b. KCNN4 overexpression increases the
proportion of EDCs actively proliferating (n = 5). "P < 0.05 vs. EV- and NT-EDCs.
¢. Increasing Ikca3.1 had no effect on the ability of EDCs to withstand apoptosis as indicated
by expression of apoptotic (Annexin V'/7AAD") and necrotic (Annexin V'/7AAD") markers
(n =5). 7TAAD, 7-aminoactinomycin. One-way ANOVA with individual-mean comparisons

by Bonferroni’s multiple comparisons test.
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Figure 5. Effects of KCNN4 overexpression on myocardial function. a. Schematic of in

vivo experiments comparing the effect of KCNN4 engineered human EDCs (KCNN4-EDCs)

to empty vector human EDCs (EV-EDCs), non-transduced human EDCs (NT-EDCs) and
vehicle using a NOD/SCID IL2Ry model of ischemic injury. LCA, left coronary ligation. b.
Effects of KCNN4-EDCs (n=12), EV-EDCs (n=12), NT-EDCs (n = 13) or vehicle (n = 14)

injection on echocardiographic ejection fraction 4 weeks after LCA ligation. c. Invasive

hemodynamic measures of myocardial function 4 weeks after LCA ligation. One-way

ANOVA with individual-mean comparisons by Bonferroni multiple comparisons test.
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Figure 6. Effects of KCNN4 overexpression on infarct properties, neo-angiogenesis,
cardiomyogenesis and long-term engraftment. a. Scar size analysis 4 weeks after LCA
ligation (n=5). b. Quantification of infarct wall thickness and viable tissue within the risk
area (n = 5). ¢. The total number of BrdU positive cells (white arrows), proliferating
cardiomyocytes (BrdU'/cTnT"; white stars) and non-cardiomyocyte cells (BrdU'/cTnT")
quantified using random field analysis of immunohistochemistry staining with BrdU (red),
c¢TNT (green) and DAPI (blue; n = 5). Scale bar, 100 um. d. Vessel density within the peri-
infarct area as indicated (white arrows) using isolectin B4 (red) and DAPI (blue)
immunohistochemistry (n = 5). Scale bar, 100 um. e. Quantitative PCR analysis for human
Alu sequences 21 days after EDC injection (n = 9). “P < 0.05 vs. vehicle treated mice,
P < 0.05 vs. EV- and NT-EDCs treated mice. One-way ANOVA with individual-mean

comparisons by Bonferroni multiple comparisons test.
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Figure 7. Effects of KCNN4 overexpression on the paracrine profile of EDCs. a. Direct
comparison of cytokine proteomic expression within 39 cytokines found to be elevated
within media conditioned by EV- or KCNN4-EDCs. "P < 0.05 vs. EV- or KCNN4-EDCs.
BAFF, B-cell activating factor; BDNF, Brain-derived neurotrophic factor, CC C5/C5a,
Complement Component C5a; Dkk-1, Dickkopf-related protein 1; DPPIV, Dipeptidyl
peptidase-4; ENA-78, Epithelial-neutrophil activating peptide; FGF-'9, Fibroblast growth
factor 19; GDF-15, Growth/differentiation factor 15; GROa, Growth-regulated oncogene
alpha; HGF, hepatocyte growth factor; ICAM-1, Intercellular adhesion molecule 1; IGBP-2,
Insulin-like growth factor-binding protein; IGBP-3, Insulin-like growth factor-binding
protein; IL-6, Interleukin-6; IL-8, Interleukin-8; IL-11, Interleukin-11; IL-17A, Interleukin-
17A; 1L-19, Interleukin-19; IL-22, Interleukin-22; MCP-1, Monocyte chemoattractant
protein-1; MIF, Macrophage migration inhibitory factor; RBP-4, Retinol binding protein 4;
TFF3, Trefoil factor 3; uPAR, Urokinase-type plasminogen activator receptor; VEGEF,
Vascular endothelial growth factor; Vitamin D BP, Vitamin D binding protein. b. Relative
abundance of the top 10 cytokines produced by EV- and KCNN4-EDCs. ¢. Comparison of
the size distribution of extracellular vesicles within EDC-conditioned media. Effects of
KCNN4 overexpression relative to the miRNA expression profile of NT-EDCs (d) or EV-
EDCs (e). "P < 0.05 vs. EV- or KCNN4-EDCs.
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Supplemental Materials

Table S1. Clinical characteristics of atrial appendage donors used to obtain ED Cs.

Atrial Appendage donors Atrial Appendage donors P value
in vitro study (n = 8) in vivo study (n =4)

Age (yrs) 65+3 68 £ 4 0.73
BMI (kg/m’) 30+3 33+3 0.58
Gender (male) 75% 50% 0.54
Diabetes 25% 0% 0.51
Hypertension 100% 50% 0.09
Dyslipide mia 63% 50% 1.00
Ongoing smoking 25% 50% 0.54
Thyroid disease 25% 25% 1.00
Peripheral vascular disease 13% 25% 1.00
Coronary artery disease 100% 75% 0.33
History of MI 38% 25% 1.00
Valvular heart disease 50% 50% 1.00
Congestive heart failure 0% 25% 0.33
NYHA class 1.25+0.3 2.7+0.9 0.13
LV Ejection Fraction (%) 537 47+ 3 0.52
CCS class 1.8+ 0.7 3+0.1 0.37
Creatinine (umol/L) 82 +38 76 £ 8 0.65
Hemoglobin Alc 5.8+0.2 5.8+0.3 1.00
Medications

Anti-platelet therapy 100% 100% 1.00
Beta-blocker 88% 50% 0.23
Statins 88% 25% 0.07
ACElor ARB 88% 50% 0.23

NYHA = New York Heart Association; CCS = Canadian Cardiovascular Society; ACEI = Angiotensin-

converting enzyme inhibitor; ARB = Angiotensin receptor blocker.
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Table S2. Echocardiographic measures of left ventricular function.

Stroke Ejection Fractional Cardiac
LVEDV LVESV Volume Flj‘action Area Change Output
(L) (nL) (L) (%) (%) (mL/min)
1 weekpost-  KCNN4-EDCs (n=12) 66.6+ 1.8 442+1.2 24+08 33.6+0.7 20.0+ 0.5 9.0+ 0.9
LCA ligation ~ NT-EDCs (n=13) 76.8 + 4.9 514+3.5 254+ 1.6 333+ 1.0 20.1+0.6 9.8+ 1.0
EV-EDCs (n=12) 73.9+6.7 50.8 + 4.6 23.1+2.3 313+ 1.1 18.4+0.7 8.6+0.9
Vehicle (n=14) 69.5+4.7 46.9 + 3.4 2.6+ 1.4 32.8+0.6 203+ 0.6 8.2+ 0.6
4 weeks post-  KCNN4-EDCs (n=12) 73.8 3.8 4294+3.1 309+ 1.3° 427 +22%" 268+ 1.6°° 11.2+0.4"
LCA ligation ~ NT-EDCs (n=13) 95.6 + 8.3 60.1+ 5.6 35.5+2.9" 37.6+0.9" 234406 124 +0.9"
EV-EDCs (n=12) 93.7 + 8.4 59.9 + 6.1 33.7+25 36.6 + 1.0" 24+0.5 11.9+0.6'
Vehicle (n=14) 76.0 + 4.4 554+3.4 207+ 1.2 273+0.6 174+ 0.8 73+0.5

EDC: explant-derived cell, EV: empty vector, LCA: left coronary artery, LVEDV: left ventricular end diastolic volume, LVES V: left ventricu lar end systolic
volume, NT': non-transduced. "P<0.05 vs. EV-EDCs, TP <0.05 vs. NT-EDCs, 1P < 0.05 vs. vehicle.
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Table S3. Invasive hemodynamic measures of left ventricular function.

SwW CO Sv Vmax Vmin Ves Ved Pmax
(mmHg*uL) (uL/min) (»L) (119) ((19) (119) (BL) (mmHg)

KCNN4-EDCs (n = 12) 1144 + 79 9472+ 556 166+1.0  356+38  172+32 192+33 315+35  82+22"
NT-EDCs (n = 13) 997 + 76 9445+ 692  17.0+12  350+3.9  180+3.7 19.6+3.8 328+4.0 778+ 1.9
EV-EDCs (n = 12) 981 = 113 9473+908 166+ 1.7  344+41 23+3.1 248+33 37.0+3.6 80.7 1.6
Vehicle (n = 14) 713 £ 92 8033+ 1024  144+19  364+35 22.1+27 246+27 339+29 68.0 = 1.3

Pmin Pmean Pdev Pes Ped HR Ea dP/dt max

(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (bpm)  (mmHg/uL) (mmHg/s)

KCNN4-EDCs (n = 12) 4.0+ 0.6 392+ 1.95  842+247F  85+26*F  95+09* 557+8 53+0.3 7934+ 1987+
NT-EDCs (n = 13) 2.5+0.6 343+ 1.4 75.4 + 2.0 713 +3.0 73409 557+ 11 45+03 6542 + 356}
EV-EDCs (n = 12) 3.8+ 0.7 36.1 +2.1% 752+ 1.1% 76.6 = 1.8¢ 7.6+12  575+9 5.2+ 0.4 6518+ 196*
Vehicle (n = 14) 1.6+ 0.3 248+ 1.3 66.5+ 1.2 65.0+ 1.2 40+05  561+11 5.5+0.7 5674+ 166

dP/dt min dV/dt max dV/dt min P@dV/dt max P@dP/dt max V@dP/dt max V@dP/dt

(mmHg/s) (nL/s) (ulL/s) (mmHg) (mmHg) (uL) min (L)
KCNN4-EDCs (n = 12) 6629 + 282" 758 + 40 2796 + 52 129 +3.1 543+ 1.7 32.5+3.9 18.0 £3.2
NT-EDCs (n = 13) 5437 + 369 766 + 85 -893 + 68 129453 45.1 + 2.2} 33.1+4.0 18.8 + 3.8
EV-EDCs (n = 12) 5443 + 144 745 + 64 -846 £ 95 12.7+2.9 47.9 + 2.0¢ 36.8 + 3.6 233432
Vehicle (n = 14) 4816 + 107 745 + 146 -826 + 151 8.7+ 3.4 36.1+ 0.8 34.1+3.5 28427

PVA PE CE
(mmHg/uL) (mmHg/pL)

KCNN4-EDCs (n = 12) 2092+ 213 949 + 183 0.8+0.2
NT-EDCs (n = 13) 1980+ 271 789 + 162 0.6+ 0.1
EV-EDCs (n = 12) 1757 + 229 801 + 198 0.6+ 0.1
Vehicle (n = 14) 1308+ 177 595+ 112 0.4+ 0.1
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CE: cardiac efficiency, CO: cardiac output, dP/dtmax: maximum derivative of pressure, dP/dtmin: minimum derivative of pressure, dV/dtmax: maximum
derivative of volume, d V/dtmin: minimum derivative of volume, Ea: arterial elastance, EDC: explant-derived cell, EV: empty vector, HR: heart rate, NT:
non treated, P@dP/dtmax: pressure at maximum derivative of pressure, P@dV/dtmax: pressure at maximum derivative of volume, Ped: end diastolic
pressure, Pes: end systolic pressure, Pmax: maximum pressure, Pmean: mean pressure, Pmin: minimum pressure, PVA: pressure-volume area, PE: potential
energy, SV: stroke volume, SW: stroke work, TAU: isovolumic relaxation constant, V@dP/dtmax: volume at maximum derivative of pressure,
V@dP/dtmin: volume at minimum derivative of pressure, Ved: end diastolic volume, Ves: end systolic volume, Vmax: maximum volume, Vmin:

minimumvolume. P < 0.05 vs. EV-EDCs, TP <0.05 vs. NT-EDGCs, tp < 0.05 vs. vehicle.
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Table S4. Effect of KCNN4 overexpression on electrophysiological

parameters.
RR PR QRS QT QTc
(ms) (ms) (ms) (ms) (ms)
KCNN4-EDCs (n = 3) 165+3 51+£3 27+2 85+2 209+ 6
NT-EDCs (n = 3) 174 £ 12 56+£2 312 N=+5 217+ 10
EV-EDCs (n = 4) 157+ 3 51+£2 24+ 2 82 +£2 208 £5
Vehicle (n = 3) 168 + 5 47+ 3 30+2 94+ 5 228+ 9

EDC: explant-derived cell, EV: empty vector, NT: non-transduced.
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Table SS. Top 10 miRNAs within adherent explant-derived cell extracellular vesicles
involved with cardiomyocyte proliferation, salvage, and modulating cardiac fibrosis.

Name Biological role

miR-199a Promotes cardiomyocyte proliferat jon>*

miR-93 Protects against ischemia-reperfusion injury>’

miR-23a Promotes cardiomyocyte proliferation5

miR-125b Protects cardiomyocytes against p53 mediated apoptosis>’

miR-199a+miR-199b
miR-21

miR-22

miR-495

miR-873

let-7b

Promotes cardiomyocyte proliferat ion>®

Protects cardiomyocyte from oxidative stress”
Regulates cardiac tissue fibrosis %

Promotes cardiomyocyte proliferation61
Inhibits RIPK 1/RIPK 3-mediated necrotic cell death in cardio myocytes62
Protects transplanted mesenchymal stemcells from apoptosis 63

9
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Table S6. Effect of KCNN4 overexpression on the
miRNA profile within extracellular vesicles compared

to non-transduced explant-derived cells.

Name P-adjusted P-value (Fol (}f}gl znge)
Downregulated

miR-1246 0.001392 1.02E-05 -6.02242
miR-4531 0.004192 9.25E-05 -5.0545
miR-548n 0.003996 5.88E-05 -5.26002
miR-603 0.006064 0.000178 -4.76565
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Table S7. Effect of KCNN4 overexpression on the
miRNA profile within extracellular vesicles compared
to empty vector explant-derived cells.

Name P-adjusted P-value (Fol ;gﬁinge)
Upregulated

let-7a 7.18E-05 5.28E-07 7.117411
miR-100 0.044937 0.003896 2.640891
miR-199b 0.009134 0.000269 2.600605
miR-191 0.016288 0.000637 3.028148
miR-181a 0.005024 0.000111 3.033296
miR-21 0.040347 0.002700 2.603005
miR-22 0.016288 0.000719 2.630868
miR-25 0.023237 0.001196 2.517763
miR-15b 0.040347 0.002967 2.307322
miR-93 0.047076 0.005538 2.935141
miR-99a 0.036286 0.002134 2.370586
miR-15a 0.044937 0.004436 2.222103
miR-29b 0.044937 0.004626 2.417488
Downregulated

miR-144 0.044973 0.004960 -3.26627
miR-182 0.044937 0.003966 -3.51073
miR-451a 0.000382 5.61E-06 -5.79156
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Figure S1. Functional BKCa current in EDCs. (A) [-V relationship of Igkca (paxilline-
sensitive current) in CD90" and CD90” EDCs. (B) Resting potential of EDCs before and after
exposure to 1-umol/L paxilline. Two-way repeated-measures ANOVA with individual-mean

comparisons by Bonferroni-corrected t-tests; n/N = cells/cell lines per group.
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KCNN4-EDCs EV-EDCs NT-EDCs

Figure S2. Effect of KCNN4 engineering on EDC proliferation. Representative images

demonstrating the expression of the proliferative marker Ki67. Arrows indicate Ki67 " cells.

Scale bars, 100 pm. DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole.
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Figure S3. Effect of KCNN4 engineering on EDC expression of cell-type selective
markers. (A) Representative images of flow cytometry plots for cardiac troponin-T (¢ TNT,
selectively expressed by cardiomyocytes), alpha smooth muscle actin (aSMA, typically
expressed in vascular smooth-muscle cells) and von Willebrand factor (VWF, expressed in
endothelial cells), before and after 1 week of culture of non-transduced (NT)-explant-derived
cells (EDCs), empty-virus (EV)-EDCs and KCNN4-gene transferred EDCs (KCNN4-EDCs)
in cardiogenic differentiation media (CDM). (B) Mean + SEM data demonstrating the effect
of KCNN4 overexpression on the expression pattern of EDCs. P < 0.05 vs. baseline.

TP < 0.05 vs. EV-EDCs and NT-EDCs after 1 week of culture within CDM.

183



KCNN4-EDCs NT-EDCs EV-EDCs Vehicle
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Figure S4. Hemodynamic effects of transplanting KCNN4 engineered EDCs. Representative
images of pressure-volume loops generated during IVC compression from mice 3 weeks after

receiving KCNN4-EDCs, EV-EDCs, NT-EDCs or vehicle. Ees = end-systolic elastance.
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KCNN4-EDCs EV-EDCs NT-EDCs Vehicle

Figure S5. Representative images demonstrating BrdU/DAPI" cells within the peri-
infarct region 4 weeks after LCA ligation. Z-stacks images of BrdU" cells demonstrating

nuclear localization. Scale bars, 10 pm.
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Figure S6. Electrophysiological effects of EDC or vehicle treatment on mice.

(A) Telemetry demonstrating induction of ventricular tachycardia in mice treated with

vehicle; (B) Effect of EDC or vehicle treatment on ventricular refractoriness.
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Figure S7. KEGG pathway analysis for molecular pathways predicted to be affected by
miRNAs altered by KCNN4 overexpression. Pathways associated with up- and down-
regulated miRNAs in extracellular vesicles isolated from KCNN4-EDCs compared to (A)
NT-EDCs or (B, C) EV-EDCs. For the comparison with NT-EDCs, only downregulated
pathways were observed (as shown in A). For the comparison with EV-EDCs, both
upregulated (B) and downregulated (C) pathways were noted. Online DIANA-TarBase tools
were utilized to predict miRNA pathways based on experimentally validated miRNA
interactions (DIANA-miRPath v3.0)>>. Blue represents upregulated pathways, black
downregulated. No pathways were upregulated in KCNN4-EDCs compared to NT-EDCs.
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CHAPITRE 4 — Discussion générale



Notre compréhension de l'importance et du réle des propriétés bioélectriques dans les
cellules non-excitables a grandement évolué¢ depuis les premieres évidences démontrant la
contribution des courants ioniques endogenes dans la prolifération cellulaire [375]. Depuis
cette découverte majeure, de nombreux progrés ont ét¢ réalisés dans 1’établissement de la
fonction de canaux ioniques spécifiques dans la régulation d’un large éventail de processus
physiologiques. Il est maintenant bien reconnu que cette famille de protéines
transmembranaires est essentielle au fonctionnement des cellules non-excitables. En dépit de
leur implication potentielle en thérapie cellulaire, les connaissances entourant les propriétés
bio¢lectriques des cellules souches et progéniteurs tissulaires sont limitées.

Les travaux présentés dans cet ouvrage ¢tudient les propriétés ¢lectrophysiologiques
de 3 populations cellulaires multipotentes présentement investiguées en thérapie cardiaque,
soit les eCPCs c-Kit', les EDCs et les BM-MSCs. Bien que les eCPCs c-Kit" et EDCs soient
obtenues par des méthodologies différentes, Gaetani ef al. ont noté un haut degré de
similarités génomiques [376]. Les BM-MSCS sont reconnues pour leur morphologie
fibroblastique, leur adhérence au plastique lorsque maintenues en condition standard de
culture ainsi que leur pouvoir de différenciation en lignées ostéogénique, chondrogénique et
adipogénique [377]. A ’opposé, les cellules souches d’origine cardiaque ont un fort potentiel
cardiogénique [41], mais sont incapables de se différencier en ostéocytes et adipocytes [378].
Les niveaux d'acétylation des histones dans les régions promotrices des génes spécifiques
cardiaques s’aveérent plus ¢levés dans les eCPCs en comparaison aux BM-MSCs, confirmant
leur supériorité cardiogénique [32]. En dépit de leur potentiel cardiogénique limité, les BM-
MSCs ont regu une attention particuliére en raison de leur privilége immun ainsique de leurs

puissantes propriétés immunosuppresseurs.

190



4.1 Résumé des principales découvertes
Dans le cadre de la premiére étude, nous avons caractérisé pour la premicre fois le profil
électrophysiologique des eCPCs c-Kit" immédiatement aprés leur isolement. Contrairement a
ce qui a été rapporté dans les eCPCs c-Kit" aprés amplification ex vivo, nous avons constaté
que les courants K* activés par le Ca*" (KCa) sont prédominants. Le canal KCa3.1 a été
identifié sur une base pharmacologique et moléculaire. Bien que la distribution de
’expression du canal au sein de la population de eCSCs c-Kit' n’a pas été évaluée dans cette
étude, la présence de canaux KCa3.1 fonctionnel a été détectée dans la totalité des cellules
investiguées. D’un point de vue fonctionnel, ces canaux déterminent le Vpem et participent a
I’homéostasie Ca>" intracellulaire et la prolifération des eCPCs c-Kit". En comparaison avec
les eCPCs c-Kit" obtenues a partir de d’animaux sains, les eCPCs isolées de cceurs
insuffisants présentent une plus faible expression du canal KCa3.1. Cette altération ionique
correle avec une réduction de leur capacité proliférative, suggérant un lien entre I’expression
de KCa3.1 et le phénotype de la maladie. Enfin, nous avons mis en évidence I'importance de
ce mécanisme de régulation ionique dans un autre type cellulaire prometteur en cours de
développement pour la thérapie régénérative cardiaque, soient les BM-MSCs. Bien que
I’¢tude de BM-MSCs humaines aurait ét¢ davantage pertinente d’un point de vue clinique,
I’utilisation de cellules canines nous a permis de comparer les mécanismes de régulation
ionique pour deux populations cellulaires multipotentes distinctes provenant de la méme
espece. Les résultats de cette premicre étude ont fourni de nouvelles perspectives sur les
déterminants ioniques de la fonction des progéniteurs tissulaires.

L’objectif de la deuxieme étude visait a déterminer 1’impact de la surexpression du

canal KCa3.1 dans le potentiel régénératif de cellules souches cardiaques humaines. En
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conditions basales, nous avons rapport¢ que le canal KCa3.1 était exclusivement exprimé
dans la sous-population responsable des effets bénéfiques observés en thérapie cellulaire
[88,124]. Comparativement aux cellules non-modifiées, la surexpression de KCa3.1 procure
des bénéfices fonctionnels supérieurs lorsque les cellules sont transplantées suite a une ésion
myocardique. D’un point de vue mécanistique, nous avons constaté que la surexpression du
canal KCa3.1 améliore la prolifération et le profil paracrine des EDCs in vitro. Ces résultats
démontrent que le canal KCa3.1 est un facteur déterminant du potentiel thérapeutique des
EDCs et que l'expression du canal KCa3.1 pourrait également servir de biomarqueur afin
d’identifier et ultimement purifier les sous-populations cellulaires possédant une forte
capacité régénérative. Cette étude novatrice est la premicre ¢vidence que la manipulation de
I’activité des canaux ioniques de la membrane plasmique peut améliorer la fonction des

cellules souches et de ce fait augmenter les bénéfices cliniques.

4.2 Distribution et fonctions du canal KCa3.1

Chez les mammiferes, les canaux KCa3.1 sont largement exprimés dans lensemble du corps.
Ces canaux sont principalement retrouvés dans les cellules de lignées hématopoiétiques
(érythrocytes, plaquettes, lymphocytes, mastocytes, monocytes et macrophages), les tissus
épithéliaux du tractus gastro-intestinal, les poumons, les glandes endo- et exocrines, les
cellules endothéliales et musculaires lisses vasculaires ainsi que dans les fibroblastes [379—
386]. En ce qui concerne les cellules souches, le canal KCa3.1 a été précédemment rapporté
uniquement dans les MSCs [387-391].

Malgré I'expression étendue de KCa3.1 dans de multiples types cellulaires, la perte

de fonction du canal dans les divers modeles transgéniques ne produit aucune perturbation
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physiologique grave [392-395]. La compensation des canaux SKCa (KCa2.1-3) et BKCa
(KCal.l) pourrait partiellement combler le déficit et ainsi potentiellement prévenir le
développement d’un phénotype sévere. La premicre évidence du réle physiologique des
canaux KCa3.l provient d'é¢tudes menées par Gardos et al. a la fin des années 1950,
démontrant que I'efflux d’ions K dans les érythrocytes était activé par 'entrée de Ca** [396].
Des études ultérieures ont confirmé que le canal KCa3.1 était responsable de la conductance
potassique observée et que l'efflux d'ions K" médié par ce canal était accompagné de la perte
de fluides cellulaires menant a la déshydratation des érythrocytes [397,398]. 11 a été démontré
que l’activation pharmacologique de KCa3.1 peut provoquer lefflux de plus de 50% du
contenu intracellulaire de K. Dans certains cas, la diminution accrue du volume cellulaire
causée par une activation excessive du canal peut enclencher les processus de mort cellulaire
programmée (apoptose) [399,400]. Suivant ces observations, un role similaire des canaux
KCa3.1 dans la régulation du volume cytosolique en réponse aux changements osmotiques a
été rapporté dans d’autres types cellulaires d’origine hématopoiétique, y compris les

lymphocytes T et les mastocytes [400,401].

4.2.1 Régulation de la prolifération cellulaire

Le Ca** est la c1é d'une grande variété de processus cellulaires, tant moléculaires (expression
génique) que cellulaires (migration, prolifération, sécrétion, différenciation), autant de
processus connus pour étre régulés par le Ca®*. La modulation de la signalisation calcique est
certainement la fonction la mieux définie des canaux KCa3.l. L’¢lévation du Ca*’
intracellulaire médiée par KCa3.1 est une condition préalable a la prolifération de nombreux
types de cellules. En effet, la stimulation de la prolifération cellulaire par I’entremise de

facteurs de croissance ou autres molécules mitogenes correle avec une augmentation de
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I’activité du canal [381,384,402,403]. Il a aussi ét¢ démontré que I’expression fonctionnelle
de KCa3.1 est augmentée en condition hypoxique et stimule la prolifération des cellules
tumorales par un mécanisme dépendant de la voie de signalisation HIF [404].

Au niveau des eCPCs, nous avons démontré que le canal KCa3.1 contribue au
maintien de Dactivité proliférative normale des eCPCs c-Kit™ et son inhibition est
accompagnée d’une diminution de I’expression des cyclines DI et E2. Au cours du cycle
cellulaire, des oscillations calciques se produisent parallelement a I’hyperpolarisation du
Vinem. Le complexe Ca**/CaM contribue a la transduction des signaux calcique au noyau par
le biais de facteurs de transcription tels que NF-kB, NFAT et CREB (cAMP response
element-binding protein) [405]. Des études démontrent que ces facteurs possedent un role
central dans la régulation transcriptionnelle des cyclines (A, B, D et E) au sein de plusieurs
types cellulaires en réponse a I’élévation du Ca”* [406—408]. Alors que I’activation de NF-«xB
et CREB induisent généralement des programmes d’expression génique favorisant Ia
progression du cycle cellulaire [406,409,410], la contribution de NFAT a la prolifération
dépend de I’isoforme impliquée [407]. La kinase AK T stimule aussi la prolifération cellulaire
en réponse & I'augmentation du Ca®'; et ce, méme en absence de facteurs de croissances

[411].

4.2.2 Implication de KCa3.1 en thérapie cellulaire

Dans I’ensemble, nos travaux démontrent que le canal KCa3.1 gouverne les performances
thérapeutiques des EDCs, possiblement via la modulation de 1’homéostasie calcique
intracellulaire. Le transfert génique de KCNN4 tend a homogénéiser le profil
¢lectrophysiologique des EDCs, suggérant une amélioration des capacités régénératives de la

sous-population CD90". La surexpression de KCNN4 a considérablement amélioré la
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rétention & long terme des cellules transplantées, sans toutefois augmenter la susceptibilité
aux arythmies ventriculaires. 11 est peu probable que la rétention aigue soit modifiée car la
modification des cellules ne confére aucune résistance face a I'apoptose in vitro. Toutefois, la
prolifération accrue des cellules pourrait surpasser les taux de mort cellulaire et par
conséquent contribuer & maintenir un plus grand nombre de cellules viables a long terme. La
prolifération et la différenciation cellulaire montrent une relation inverse remarquable.
Cependant, des travaux récents ont clairement établi que la différenciation et la prolifération
cellulaire sont régulées simultanément mais indépendamment et que les cellules commencent
souvent a se différencier longtemps avant qu'elles ne cessent de se diviser. Néanmoins, ces
processus cellulaires requierent une coordination temporelle entre les mécanismes de
régulation du cycle cellulaire et I’induction du programme transcriptionnel de différenciation.
Le phénotype prolifératif attribué par la surexpression de KCNN4 aurait donc pu avoir des
effets déléteres sur le potentiel cardiogénique des EDCs. L’amélioration de la capacité de
différenciation des cellules génétiquement modifiées est en accord avec les effets positifs de
I’hyperpolarisation membranaire sur 1’engagement cardiomyogéniques des progéniteurs
cardiaques rapporté par Van Vliet et al [224]. De plus, I’activation de NFAT est connue
pour réguler directement la transcription de NKX2.5 au cours de la différenciation des
cellules cardiaques, supportant le réle du Ca®'; dans I'induction de Iexpression de génes
cardio-spécifiques.

En dépit de ces observations, il est généralement reconnu que la différenciation des
cellules transplantées ne survient que trés rarement et que la plupart des bienfaits de la
thérapie cellulaire sont médiés par des effets paracrines favorisant langiogenése, la

cardiomyogenése, la réduction du remodelage pathologique ainsi que [lactivation de
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mécanismes immunomodulateurs. On sait depuis de nombreuses années que 1’é¢1évation de la
concentration de Ca® * cytosolique est un pré-requis pour la libération de neurotransmetteurs
et d’hormones [412]. La contribution de KCa3.1 dans la signalisation paracrine des cellules
souches était inconnue, mais I’influx calcique médi¢ par son activation est nécessaire pour la
libération de cytokines par diverses cellules immunitaires [381,413—415]. En accord avec ces
observations, nous avons constaté¢ que la surexpression de KCa3.1 ¢largit favorablement le
répertoire paracrine des EDCs. Par conséquent, la potentialisation des capacités régénératives
des cellules transplantées est fort probablement le résultat de la libération d'une plus grande
quantité de cytokines au niveau de la région lésée, conséquence d’une rétention a long terme
accrue. Puisque les cytokines produites par les EDCs ont ét¢ quantifiées dans le milieu
extracellulaire, il reste a savoir si la surexpression de KCNN4 favorise 1’expression protéique
des facteurs paracrines enregistrés, leur sécrétion ou encore les deux. Parmi la variété de
facteurs sécrétés, SDF-1 attire particulierement I’attention puisque la surexpression de cette
cytokine par les EDCs augmente les bénéfices thérapeutiques lorsque ces derniéres sont
transplantées apres infarctus [111]. En plus de promouvoir le recrutement de cellules
dérivées de la moelle osseuse, I’augmentation de la concentration locale de SDF-1 correle
avec une atténuation des voies pro-apoptotiques (ratio BCL2/BAX) en périphéric de la
région infarcie.

En plus des effets positifs sur la prolifération et le spectre de cytokines produites par
les EDCs, la surexpression de KCa3.1 stimule la production d’exosomes. Récemment,
Ibrahim et al. ont démontré que les exosomes sont les acteurs clés de la régénération
cardiaque médiée par les CDCs [416]. Ils ont constaté que I’inhibition de la production

d’exosomes abolit les bénéfices du transfert adoptif de cellules. En 2003, Savina ef al. ont
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montré que la sécrétion d’exosomes est régulée par un mécanisme dépendant du Ca** [417].
Dans I’ensemble, ils ont constaté que 'augmentation du Ca® *; stimule la fusion des corps
multivésiculaires (CMV) avec la membrane plasmique et le relargage subséquent
d’exosomes. Puisque la surexpression de KCNN4 affecte la production de cytokines, il est
plausible que le contenu protéique des exosomes soit parallelement modifi€. Considérant la
contribution majeure des exosomes dans la régénération cardiaque, il est primordial de

caractériser leur contenu dans les cellules souches surexprimant KCNN4.

4.3 Pertinence et originalité des résultats

Malgré des données probantes sur le role instructif des signaux bioélectriques endogenes au
cours du développement et dans les processus régénératifs [220,418-423], cette voie de
régulation est généralement trés peu considérée dans les domaines de la médecine
régénérative et du génie tissulaire. Néanmoins, la possibilité de controler les fonctions des
cellules souches en modulant les propriétés bioélectriques représente un outil puissant pour
orienter le phénotype des cellules souches vers des applications thérapeutiques [424]. Enplus
des des diverses récepteurs membranaires, les nombreux types de canaux présents a la
surface cellulaire peuvent transduire les différents stimuli environnementaux et ainsi
permettre une réponse physiologique. Une meilleure compréhension des propriétés
¢lectrophysiologiques des cellules souches est primordiale afin de guider le développement
de nouvelles stratégies pour améliorer leur valeur thérapeutique et ainsi permettre de tirer
profit du potentiel de la biologie des canaux ioniques. Bien que les rapports précédents aient
¢tablis un lien entre la fonction des canaux ioniques et les processus cellulaires, les

altérations phénotypiques survenant au cours des étapes d’amplification ex vivo pourraient
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occulter certaines propriétés fondamentales des cellules [425]. Des études préliminaires ont
noté un profil électrophysiologique relativement hétérogéne, suggérant I’existence de
certaines sous-populations de eCPCs c-Kit" [313,314]. Cependant, la pertinence de ces
observations est incertaine car il est difficile d’évaluer si cette variabilité ionique est réelle ou
si elle dérive plutdt d’un artéfact expérimental induit par les conditions de culture in vitro
[426,427]. Dans I’espoir de développer des stratégies rationnelles visant a améliorer la
fonction des eCPCs, il est primordial de déterminer leurs propriétés €lectrophysiologiques
intrinséques. Contrairement aux études initiales, nous avons démontré que le répertoire
ionique des cellules immédiatement apres isolement est largement moins étendu et beaucoup
plus homogene que ce qui était décrit jusqu’alors. Grace a notre approche, nous avons mis en
¢vidence la présence d’une conductance ionique dominante et potentiellement importante
pour la physiologie des eCPCs c-Kit'" in situ. Nos travaux se distinguent aussi des précédents
par la démonstration du lien entre ’homéostasie calcique intracellulaire, le Vyem et la
fonction proliférative. Parmi les études ayant investigué¢ les mécanismes ioniques dans les
eCPCs, aucune n’a identifi¢ la nature des canaux responsables de la détermination et du
maintien du Viyem.

D’un point de vue pathologique, nous avons observé une diminution fonctionnelle de
KCa3.1 dans les eCPCs c-Kit"™ obtenues de cceurs insuffisants et une plus faible expression
de des cyclines D1 et E2. Ces résultats constituent la premicere évidence du remodelage
jonique des eCPCs c-Kit" en contexte pathologique et sont en accord avec la perte de
fonction des cellules observée en IC [428]. Zhang et al. n’ont quant & eux noté aucun impact
du statut clinique des patients sur le profil electrophysiologique des eCPCs c-Kit" [314]. La

divergence des résultats peut potentiellement s’expliquer par le fait que les cellules mise en
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culture perdent rapidement leur phénotype pathologique [425].

Tel que mentionné précédemment, la comparaison du potentiel régénératif des sous-
populations cellulaires composant les EDCs a révélé la supériorité thérapeutique des cellules
CD90" [88,124]. Cependant, les mécanismes moléculaires associés a leur capacité
régénérative demeure inconnus. Des évidences suggerent que cette différence pourrait étre
attribuée a une sécrétion accrue de facteurs pro-angiogéniques par la sous-population CD90
en comparaison aux cellules CD90" [124]. Nous avons donc investigué les EDCs sur le plan
ionique afin de faire la lumiére sur les déterminants ioniques de la thérapie cellulaire
cardiaque. Ces expériences ¢lectrophysiologiques ont démontré la présence du canal KCa3.1
exclusivement dans les cellules CD90". L’expression de KCa3.1 correle donc avec le
potentiel régénératif des progéniteurs cardiaques, suggérant 1’implication de ce canal dans la
régénération cardiaque médiée par la population CD90". Ultimement, les travaux issus de
cette étude démontrent pour la premiere fois que les mécanismes de régulation ioniques
gouvernent les propriétés régénératives des cellules souches. Ils font aussi la preuve que la
modulation de I’activit¢ d’un transporteur ionique unique permet d’améliorer le potentiel
régénératif des cellules souches dans un contexte clinique.

La modulation des propriétés ioniques des cellules pourrait étre une stratégie
avantageuse en comparaison aux stratégies de conditionnement investiguées précédemment
puisque des évidences suggerent que la signalisation bioélectrique prédomine sur les signaux
chimiques. Par exemple, malgré la présence de puissants inducteurs chimiques, il est possible
de prévenir la différenciation des MSCs en les maintenant artificiellement dépolarisées [221].
Sundelacruz et al. ont méme démontré que la modulation du Vyem peut partiellement

renverser le processus de différenciation des MSCs et augmenter leur plasticité [222]. Mis a
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part la différenciation, la motilité cellulaire est aussi préférentiellement affecté par les
signaux bioélectriques lorsqu’ils sont opposés a des gradient chimiques [429,430]. De plus,
le fait que I'augmentation accrue de la prolifération médiée par la surexpression de KCNN4
ne se produise pas au détriment d’une réduction du potentiel de différenciation est aussi un
avantage considérable puisque certaines évidences expérimentales proposent que
I’engagement cardiogénique des cellules aprés transplantation est essentielle a la réponse
régénérative [431]. En effet, bien que la surexpression nucléaire de la kinase AKT favorise la
prolifération et la sécrétion de facteurs paracrine protecteurs, l'incapacité des cellules
génétiquement modifiées d’acquérir un phénotype cardiaque entrave leur capacité
régénérative. Afin de promouvor des bénéfices fonctionnels, les stratégies de
conditionnement doivent donc favoriser la prolifération sans avoir d’impact négatif sur la
capacité¢ d’engagement dans les lignées cellulaires cardiaques.

Les résultats présentés dans cette thése ont significativement contribué a
I’avancement des connaissances dans un domaine en émergence et pavent la voie pour le
développement de nouvelles approches novatrices afin de surmonter les obstacles limitant le

transfert clinique de la thérapie cellulaire.

4.4 Perspectives futures des travaux

En plus de leur expression a la membrane plasmique, les canaux KCa3. 1 ont aussi été
identifi¢ au niveau de la membrane interne de la mitochondrie (MMI) [432]. Quast et al. ont
noté que le TRAM-34 induit une hyperpolarisation de la MMI, une réponse attendue lorsque
le flux d’ions chargés positivement vers la matrice mitochondriale est inhibé [433]. IIs ont

aussi constaté que I'inhibition spécifique des canaux KCa3.1 mitochondriaux (mtKCa3.1)
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provoque la translocation du facteur de transcription pro-apoptotique BAX dans la
mitochondrie, une étape précoce de la mort cellulaire programmée. Dans I'ensemble, ces
observations ont confirmé la présence de canaux KCa3.1 fonctionnels au niveau de la MMI.
Méme sipeu d’étude on étudié le rdle de ce canal dans les processus cellulaires il est connu
que les fluctuations du potentiel mitochondrial provoqué par le flux d’ions K modulent la
chaine respiratoire et conséquemment la production d’ATP (adénosine triphosphate) [434].
Considérant ’expression fonctionnelle de KCa3.1 au niveau de la mitochondrie [432,433],
on ne peut exclure la possibilité que ce canal contribue au phénotype prolifératif observé
suite @ la surexpression de KCNN4. Bien que les mécanismes moléculaires par lesquels
mtKCa3.1 affecte le métabolisme cellulare doivent étre élucidés, Kovalenko et al ont
rapport¢ que mtKCa3.1 controle la prolifération cellulaire via la régulation de Ia
phosphorylation oxydative (OxPhos) [435]. Puisque la prolifération et la différenciation des
cellules progénitrices impliquent des modifications de leur état métabolique [436], il est
crucial d’investiguer I'impact de la surexpression de KCNN4 sur le métabolisme énergétique
des EDCs.

Bien que nos principaux travaux se limitent au domaine de la cardiologie, nos
observations faites dans les cellules dérivées de la moelle osseuse suggerent que ces
mécanismes de régulation ionique sont bien conservés. Il est donc raisonnable de croire que
ces découvertes pourraient bénéficier a plusieurs autres domaines médicaux, notamment en
oncologie. Le développement de stratégies visant a accélérer la reconstitution hématologique
et immunologique apres transplantation est une voie de recherche active depuis plusieurs
années [437-442]. Il est maintenant bien connu que les signaux calciques régulent

I’hématopoiese [443]. En effet, certains groupes ont démontré que le Ca®" participe
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directement aux processus de prolifération et différenciation des cellules d’origine
hématopoiétique en réponse a diverses cytokines et a [I’activation des récepteurs
purinergiques [444-446]. Alors que KCa3.1 est largement exprimé dans les cellules de lignée
hématopoiétique (érythrocytes [447], plaquettes [448], lymphocytes [379,414], mastocytes
[401,449], monocytes/macrophages [450,451]), la modulation fonctionnelle de ce canal
pourrait représenter une approche rationnelle pour optimiser la signalisation calcique
intracellulaire et ainsi améliorer la fonctionnalité¢ des cellules avant la greffe.

Tel que décrit précédemment, de nombreux processus cellulaires fondamentaux sont
régulés par le couplage entre les variations du Vpem €t le contréle transcriptionnel des canaux
ioniques [452]. En identifiant les canaux ioniques impliqués dans la détermination du Vpem,
les voies de transduction activées en réponse aux variations de potentiel ainsi que les cibles
transcriptionnelles ou épigénétiques en aval, les travaux futurs permettront d’établir le lien
existant entre les signaux bioélectriques et la signalisation intracellulaire. Considérant la
complexité¢ de la signalisation bioé¢lectrique, les techniques d’analyses a haut débit (e.g.
RNA-seq, ChIP-seq) seront un atout important pour mieux comprendre et discriminer a
I’échelle génomique les programmes cellulaires déclenchés par un changement de Vyem afin
de mieux comprendre leur fonctionnement en identifiant les génes clés et ainsi permettre au
domaine de la médecine régénérative de tirer profit du potentiel de la biologie des canaux

ioniques.
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CHAPITRE 5 — Conclusion



Les travaux présentés dans cette thése démontrent que les canaux KCa3.1 régulent le
potentie]l membranaire et la signalisation calcique nécessaire pour le maintien de la fonction
proliférative de certaines populations de progéniteurs cardiaques. La surexpression de
KCa3.1 augmente la prolifération et élargit le répertoire paracrine des cellules. Ultimement,
nous avons fait la preuve que la manipulation de lactivit¢é d’un unique canal ionique
représente une stratégie trés prometteuse pour améliorer le potentiel thérapeutique en

meédecine régénérative.
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